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Sammendrag

Spansk kjgrvel har veert brukt i gamle tider som krydder, mat og medisin; i tillegg har den
veert brukt i veterinsermedisin (8). Mange av dagens eksisterende medikamenter har
utgangspunkt i naturprodukter. Forskning pa tradisjonelt brukte planter innen folkemedisin er
av stor interesse i forbindelse med oppdagelse av nye legemidler. Det er utfgrt noe forskning
pa spansk kjarvels innholdsstoffer, men det er spesielt sgkelys pa eteriske oljer av planten.
Hovedkomponenten i den eteriske oljen er anethol, men flere andre flyktige stoffer er ogsa
blitt identifisert. Det har ogsa blitt isolert noen fa flavonoider og kumariner fra planten. Malet
med dette masterprosjektet er a isolere og bestemme strukturen av naturstoffer fra den

overjordiske delen av Myrrhis odorata.

Det ble samlet inn 2.4 kg med plantemateriale fra lokaliteter i nerheten av Fana
folkehgyskole i Bergen. Plantematerialet ble ferst ekstraherte med metanol, hvor raekstraktet
ble konsentrert opp far videre opparbeidelse. For a skille stoffene etter deres polare og
upolare egenskaper ble vandige raekstraktet ekstrahert ved hjelp av vaeske-vaske ekstraksjon,
farst med petroleumseter og sa med etylacetat. Det resulterte i en petroleumseterfase,
etylacetatfase og vannfase. Petroleumseterfase ble kastet ettersom den bestar for det meste av
opplest klorofyll og andre lipofile forbindelser. Etylacetatfasen og vannfasen ble konsentrert
opp for videre arbeid. Fasen ble videre isolert og renset i fraksjoner ved hjelp av flere
kromatografiske metoder som Amberlite XAD-7 kolonnekromatografi, Sephadex LH-20
kolonnekromatografi og preparativ HPLC. For & bestemme innholdet av fraksjoner og
partisjoner av fraksjonene, og for a se hvilke fraksjoner som sa rene ut for
strukturbestemmelse ble de analysert ved hjelp av analytisk UHPLC. Strukturene av de
isolerte stoffene ble bestemt ved hjelp av ulike 1D og 2D NMR eksperimenter. Hayopplgselig
MS-analyse ble brukt for & bekrefte riktig identifikasjon av serlig nye naturstoffer.

Det ble totalt isolert 14 naturstoffer fra Myrrhis odorata i dette masterprosjektet, hvorav 12
naturprodukter som er strukturbestemt og som ikke tidligere har blitt isolert fra planten:
apigenin 7-O-(6’’O-malonyl-B-glukopyranosid) (2), luteolin 7-O-(6’O-malonyl-f-
glukopyranosid) (4), 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-
(4°-0-(6°’-O-malonyl-g-glukopyranosid)) (5), 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-
metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-f-glukopyranosid) (6), E-sinapinsyre 4-O-p-glukopyranosid
(7), E-p-kumarsyre 4-O-B-glukopyranosid (8), klorogensyre (9), undulatosid A (10), 6-



malonylundulatosid A (11), metylmalonylundulatosid A (12), 1,3-dikaffeoylkinasyre (13) og
1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14). Av de isolerte stoffene er det 4 naturprodukter som er
isolert for farste gang. Det gjelder kromenderivater; 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-
(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6°’-O-malonyl-$-glukopyranosid)) (5), 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-4-glukopyranosid) (6), 6-
malonylundulatosid A (11) og metylmalonylundulatosid A (12). Luteolin 7-O-f3-
glukopyranosid (1) og apigenin 7-O-B-glukopyranosid (3) er tidligere blitt funnet i Myrrhis

odorata, og undulatosid A (10) er tidligere blitt funnet i Apiaceae.

Christina Vik i forskningsgruppen ledet av Prof. Lars Herfindal har testet cytotoksisk aktivitet
av 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6"-O-
malonyl-p-glukopyranosid)) (5), undulatosid A (10), 1,3-dikaffeoylkinasyre (13) og 1,3-
dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14) overfor leukemiceller (MOLM-13 celler) og friske
rottenyreceller (NRK celler). Resultatene tyder pa at alle naturproduktene, bortsett fra
undulatosid A (10), hadde selektiv cytotoksisk aktivitet mot leukemiceller (MOLM-13 celler).
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1. Forkortelser

Forkortelser og symboler

Fullstendig betydning

1D

2D

Bo

br

C
CAPT
COSY
Cq

dd
ddd

DMSO
DMSO-Ds
DPPH

dt

ESI

FID

FT

g

H

H2BC
HMBC
HPLC
HSQC
HSQC-TOCSY

Hz
|

Endimensjonal

Todimensjonal

Ytre pafart magnetfelt

Bred

Karbon

Compensated Attatched Proton Test
COrrelation SpectroscopY

Kvarternzrt karbon

Dublett

Dobbel dublett

Dobbel dobbel dublett

Semidublett

Dimetylsulfoksid

Heksadeuterert dimetylsulfoksid
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

Dobbel triplett

ElektroSpray lonisering

Fritt induksjonsforfall (free induction decay)
Fouriertransformasjon

Gram

Hydrogen

Heteronuclear 2-Bond Correlation
Heteronuclear Multiple Bond Correlation
High Performace Liquid Chromatography
Heteronuclear Single Quantum Coherence
Heteronuclear Single Quantum Coherence- Total Correlation
SpectroscopY

Hertz

Spinn

Koblingskonstant

Kelvin




[MH]*
ml

MS
m/z
NaOH
NMR
nm

N2

ppm
ROESY

TFA
TOCSY
UHPLC
uv

Multiplett

Positivt ladet molekylzrion

Milliliter

Massespektrometri

Masse-ladning ratio

Natriumhydroksid

Nuclear Magnetic Resonance

Nanometer

Nitrogengass

Parts per million

Rotating Frame Overhauser Enhancement SpectroscopY
Singlett

Triplett

Trifluoreddiksyre

Total Correlation SpectroscopY

Ultra High Performace Liquid Chromatography
Ultrafiolett

Mikroliter

Kjemisk skift




2. Hensikt

Oppgavens formal er isolering og karakterisering av nye og kjente naturstoffer i planten
Spansk kjarvel, Myrrhis odorata (L.) Scop. Naturstoffer skal isoleres ved hjelp av ulike
metoder som blant annet inkluderer ekstrahering, partisjonering av raekstrakt og separasjon
ved hjelp av en kombinasjon av flere kromatografiske teknikker. Videre skal de isolerte
forbindelsenes strukturer bestemmes ved ulike 1D og 2D NMR eksperimenter og
hgyresolusjons massespektroskopi. Deretter skal samarbeidspartner teste utvalgte spesielt
interessante forbindelsers antileukemiaktivitet, antiviral aktivitet (Covid-19) og
neuroprotektiv effekt. Isolerte naturstoffer skal testes pA MOLM-13 celler, MVA-11 og OCI-
AMLS3. | tillegg skal naturstoffer bli testet pa normale celler NRK-celler og HOC2 celler. Nar
det gjelder testing av anti-COVID-19 aktivitet vil de utvalgte naturstoffene bli testet bade pa
pseudovirus og pa de mest aktuelle mutantene av SARS CoV-2 viruset.

3. Introduksjon

Taksonomisk klassifisering av Spansk kjarvel (9)
Rike: Planteriket Plantae

Rekke: Dekkfrgete planter Magnoliophyta

Klasse: Tofrgbladete planter Eudicots

Orden: Skjermplanteordenen Apiales

Familie: Skjermplantefamilien Apiaceae Lindl
Slekt: Spanskkjarvelslekta Myrrhis Mill.

Art: Myrrhis odorata (L.) Scop.

Synonymer: Lindera odorata (L.) Asch., Selinum myrrhis E. H. L. Krause, Chaerophyllum

odorataum (L.) Crantz, Scandix odorata L., Myrrhis sulcata Lag (11).
Engelske navn: Sweet chervil, great chervil, european sweet cicely, sweet cicely, smooth
cicely, smoother cicely, british myrrh, cow chervil, sweet-fern, shepherd’s needle, sweet

bracken (8).

Norske navn: Spansk kjgrvel, aniskjarvel, hagemyrra, sgtekrydd (8).
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Figur 1: Bilde av spansk kjarvel tatt av Rolv Hjelmstad (8)

3.1 Botanisk bakgrunn og habitat

Spansk kjarvel er en flerarig, mykt haret plante med en tykk, palet og hulet stengel. Planten
kan bli hayere enn én meter. Bladene pa planten ligner pa bregner, hvor bladene er store,
myke, lysegrgnne, trekantete, flikete og har tannet kant. Knuste blader eller de umodne

fruktene lukter kraftig anis. I mai/juni blomstrer planten og har sma hvite blomster i skjermer

(8).

Spansk kjarvels opprinnelsessted er fjellomrader i Mellom- og Sar-Europa (8). | Norge finnes
ofte spansk kjgrvel i gamle hager ved gammel bebyggelse, der den tilknyttes til
herregardsanlegg, prestegarder eller embedsmannsgarder. Fra gamle dager var den utbredt i
Hordaland og rundt Oslofjorden. | Bergen finnes spansk kjervel ved gamle

klostereiendommer som Domkirken og pa Store Milde. Planten trives godt og sprer seg raskt
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pa steder som er fuktige og som har god jord (54). Planten sprer seg og konkurrerer ut andre
arter i Norge, og er derfor definert som en fremmedart med svart hgy risiko for & bli invasiv i

norsk natur (8).

3.2 Tradisjonell bruk

Spansk kjarvel er blant plantene som klostrene og munkene anbefalte bgndene a dyrke ved
gardene, til anvendelse bade som matplante, medisin og som dyrefor (54). Alle plantedeler
som blader, rgttene og freene ble brukt som krydder, mat og medisin. Planten ble brukt som
blant annet appetittvekkende, styrkende for fordgyelsen, mot tarmgass, hayt blodtrykk,
urindrivende, lett avfaringsvirkning og anemi og mange andre lidelser. I gamle tider ble
planten kalt for effektiv «blodrenser». Friske og knuste blader ble brukt pa smertefulle
omrader som forarsaket av gikt og revmatisme. Rot og blad har vart brukt som et
styrkemiddel for eldre. Planten ble ogsa brukt mot en rekke lungeproblemer som hoste, astma
og kortpustethet. Enkelte ganger har tarkede blad blitt raykt som tobakk da det ble sagt den
dagen at den fremmer opphosting av slim. Rot- og freekstrakt ble brukt i behandling av sar
hals og brystsmerte, samt blaeereproblemer. Det ble laget en salve av roten og som ble brukt til
a pasmgre pa alle typer sar. Under middelalderen ble roten brukt i beskyttelse mot pest da

den har antiseptisk effekt. I tillegg ble rot avkok brukt i behandling av hunde- og slangebitt.
(8).

Spansk kjarvel bladene har en smak av anis, og ble derfor brukt som friske da de mister
aromaen under tarkeprosessen. Bladene ble brukt i salater, kylling- og fiskeretter, supper og
fruktdesserter. Sma klippete blader ble brukt som sgtningsmiddel av diabetespasienter eller

andre mennesker som gnsker mindre inntak av sukker (8).

Spansk kjarvel ble ogsa brukt i veterinaermedisin for gkning av melkeproduksjon hos dyr (8).

3.3Tidligere studier av planten

Rancic et al. (2005) isolerte essensielle oljer fra spansk kjarvel og evaluerte deres
antimikrobielle aktivitet (52). Myrrhis odorata var plukket fra Prokletije, Serbia og
Montenegro i blomstringsperioden i juli, 2001. Essensielle olje og deres sammensetning ble
undersgkt ved hjelp av analytisk GC/FID og GC/MS. Test mot mikroorganismer inkluderte
Candidia albicans, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Pseudomonas tolaasti, Salmonella
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enteritidis, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus og Staphylococcys epidermidis.
Bifonazol ble brukt som positiv kontroll for Candida albicans, og streptomycin for
bakteriearter. Soppartene som ble brukt i test mot antifungal aktivitet var Aspergillus niger, A.
Flavus, Cladosporium cladosporioides, Penicillium fulniculosum og Trichoderma viride. P-
cymene var hoved komponent i Myrrhis odorata olje. Hgyest volum av oljen fra Myrrhis
odorata viste aktivitet mot alle brukte mikroorganismer i denne studien, i mindre volumer
hadde olje aktivitet mot Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus og Staphylococcys
epidermidis. Myrrhis odorata viste ogsa best antifungal aktivitet blant de andre plantene som
var brukt i denne studien. Det er pa grunn av innholdet av p-cymene i oljen fra Myrrhis

odorata som er aromatisk monoterpen (52).

Dobravalskyté et al. (2013) gjort pa spansk kjarvel ser pa dens essensielle oljekompensasjon
ved ulike vekstomrader i Litauen og Frankrike, og skal sammenlignes med andre tilgjengelig
litteratur (12). Gjennomsnittlig temperatur og nedbgrsmengde er hgyere i Frankrike enn i
Litauen. Sammensetningen av essensiell olje fra planten ble analysert ved hjelp av
gasskromatografi utstyrt med en flammeioniseringsdetektor og elektronisk trykk kontroll
injektor, og gasskromatografi massespektrometer. Det ble oppdaget tjue og tjueseks
forskjellige komponenter i spansk kjgrvel dyrket i henholdsvis Litauen og Frankrike. Cis-
tujon, pinokarveol, karvakrol og a-bergamotene er relativt flyktige forbindelser som ble
funnet i spansk kjarvel oljeekstraktet i Frankrike, og ikke i Litauen. Flyktige forbindelser som
ble funnet i spank kjgrvel tilhgrer gruppene; fenylpropanoider, terpenoider, alkoholer og
aldehyder. Spansk kjgrvel inneholder mest av fenylpropanoider, etterfulgt av terpener.
Oksygenerte monoterpener har blitt kun funnet i franskdyrket spansk kjarvel. Hagyere
prosentinnhold av hydrokarbon seskviterpener ble funnet i spansk kjgrvel fra Litauen enn den
fra Frankrike, mens det var likt innhold av oksygenerte seskviterpener. Studien viser ogsa at
essensielle oljer fra spansk kjarvel inneholder mer av hydrokarbon seskviterpener enn
hydrokarbon monoterpener. Parent seskviterpener er biosyntetisert fra geranyl difosfat ved
kondensering med isopentenyl disfosfat. Hovedkomponentene funnet i eteriske oljer av spank
kjgrvel i begge regionene er (E)-anetol, metyleugenol og (E)-nerolidol. Disse komponentene
har anislignende lukt og finnes blant annet ogsa i stjerneanis (Illicium verum), fennikel
(Foeniculum vulgare) og en pepperart (Piper claussenianum) (12). Studien viser at forskjellig
kjemotyper og forskjellig prosentinnhold av komponentene i essensiell olje i forskjellige

regioner (12). Det er normalt fordi kjemisk polymorfisme er karakteristisk for arter i
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umbelliferae familien. | tillegg avhenger forskjellene av klimaforskjeller og genotype. Disse

parameterne pavirker bade totalt innhold av essensielle olje og deres sammensetning (12).

Ferrer (2016) har sett pa antioksidative egenskaper til bi-produktene etter at de flyktigste
komponentene i den eteriske oljen var blitt fjernet fra spansk kjgrvel ekstraktet (13). Spansk
kjarvel har blitt hgstet fra Litauen og Ser-Frankrike. Flyktig olje har blitt fjernet ved
vanndampdestillasjon, og resten av luktstoffene ble separert i fast og flytende fraksjoner. Fast
fraksjon ble terket ved 30 grader Celsius og ekstrahert med aceton, metanol og etanol.
Ekstraktene ble analysert pa et HPLC instrument utstyrt med bade UV-detektor og DPPH
radikalscaveningsdetektor, i tillegg til med LC-MS. Studien viser at ekstraktet isolert med
polare Igsemidler har sterk antioksidativ effekt, hovedsakelig pa grunn av tilstedevarelse
fenoliske komponenter som kaempferol-7-O-glukosid og cynarin. Disse forbindelsene ble her
detektert i spansk kjarvel for farste gang (13). Den ene forbindelsen er dominerende i
etanolekstraktene av plantematerialet bade fra Litauen og Frankrike, mens den andre er
dominerende i vannekstraktet fra fransk planteekstrakt. Kaempferol-7-O-glukosid er en
flavonol og har tidligere blitt funnet i mange forskjellige planter, inkludert kinesisk
sarsaparilla (Smilax china). Denne forbindelsen induserer stopp av G2/M fase av
cellesyklusen, og induserer ogsa apoptose pa HeLa celler i en p53-uavhengig mate. Cynarin
er en ester dannet av kinasyre og to kaffesyreenheter. Forbindelsen ble tidligere funnet i
artisjokk og har blitt rapportert for sin biologiske aktivitet som inkluderer diuretisk, koleretisk
og hepatoprotektiv aktivitet. Cynarin er sannsynligvis en av forbindelsene som gir spansk

kjgrvel den sgte smaken (13).

OH

Cynarin

OH

OH Kaempferol 7-O-glucoside

Figur 2: Struktur av cynarin og kaempferol-7-O-glukosid (13).
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3.4 Utvalgte grupper naturstoffer

Naturstoffer er av stor interesse innenfor legemiddelkjemi ettersom det er mange legemidler
som er isolert fra planter eller er inspirert av strukturene til naturstoffer. Dette avsnittet

handler om den kjemiske bakgrunnen til noen biosyntetiske forlgpere for mange stoffer som
fins i mange planter, ogsa Myrrhis odorata. Det er for a fa en bedre forstaelse av mangfoldet

av forbindelsene som fins i planter.

3.4.1 Polyketider

Polyketider er omfattende gruppe naturstoffer som inkluderer mange viktige terapeutiske
komponenter som antibiotika klassene makrolider og tetracykliner, fettsyrer og aromatiske
forbindelser. Polyketider er metabolitter og derivater av acetat (C2) biosyntesevei og finnes i
alle organismer i form av forskjellige fettsyrer og glyserider. Bakterier spesielt av slekten
Streptomyces gir opphav til et rikt utvalg av strukturelle variasjoner av polyketider, hvorav et
betydelig antall forbindelser med signifikant antibiotika aktivitet. Biosyntesen av disse
komponentene begynner med en kondenseringsreaksjon mellom malonyl-CoA og acetyl-
CoA, noe som resulterer i dannelse av polyketid acetoacetyl-CoA. | claisenreaksjon avspaltes
COg2; i tillegg dannes HSCoA. Produktet acetoacetyl-CoA kan kondenseres videre med flere
malonyl-CoA for a forlenge kjeden, eller ogsa for a danne sykliske komponenter (49 s. 63-
64).

©
0] 0] O

0 0 )
+ €0 > ‘>
H /X Claisen
HaC ~ scoa reaksjon ¢ SCoA

8 CSCOA

G-)SCoA

o O

HSCMSCoA

Acetoacetyl-CoA

Figur 3: Biosyntese av polyketider (49 s. 64).
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3.4.2 Shikimatveien

Shikimisyre/shikimat er en viktig forlgper for flere aromatiske naturprodukter og aromatiske
aminosyrer som blant annet fenylalanin, tyrosin, tryptofan, andre enkle aromatiske syrer som
er vanlige i naturen og aromatiske aldehyder og benzaldehyder. Det er flere grupper av
naturstoffer som dannes fra aminosyren fenylalanin. Det gjelder spesielt fenylpropener,
lignaner, kumariner og flavonoider. Disse naturstoffgruppene har en felles grunnstruktur som
bestar av en aromatisk 6-karbon ring (Cs-enhet) som er koblet til en 3-karbon kjede (Cs-
enhet). Det er flere mulige reaksjoner som denne 9-karbonenheten kan underga slik som
oksidasjon, reduksjon, metylering, glykosylering, acylering og dimerisering. Dette gir
mulighet for stor strukturell variasjon av flere forskjellige biologisk aktive forbindelser med

strukturell kompleksitet med tilstedevaerelse av kiralitet og funksjonalitet (49 s. 70).

CO,H

W

HO® OH

OH

Figur 4: Struktur av shikimisyre.

3.4.3 Fenylpropener

Fenylpropener er blant de enkleste shikimisyre deriverte naturprodukter. Fenylpropener bestar
av en umettet 3-karbonkjede koblet til en aromatisk ring. De biosyntetiseres fra
shikimatmetabolitten fenylalanin ved at fenylalanin oksideres ved hjelp av enzymet
fenylalanin ammoniakk lyase, noe som resulterer i dannelse av kanelsyre (figur 5). Det blir
avspaltet ammoniakk under denne reaksjonen. Kanelsyre kan deretter underga flere
reaksjoner for & danne mange andre fenylpropener som for eksempel lignaner, kumariner og
flavonoider (49 s. 70-71).
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COzH S COoH
-NH3
—h..
N Fenylalanin
ammoniakk-lyase
Fenylalanin Kanelsyre

Figur 5: Syntese av kanelsyre (49 s. 71).

Fenylpropener er vanlige komponenter i krydder med sterke aromaer. Mange fenylpropener
har bredte antimikrobielle egenskaper med virkning mot bakterier og gjaersopp. Det er en del

fenylpropener som kan medfgre til inflammasjon (49 s. 71).

3.4.4 Flavonoider

Flavonoider er naturstoffer med blandet biosyntese og bestar av enhetsderivater fra bade
shikimisyre- og polyketid biosynteseveier. Flavonoider er derivert fra en Ce-C3 (fenylpropan)
synteseenhet fra shikimisyre biosynteseveien via fenylalanin. Videre kobles til enda en Ce-
enhet som er derivert fra polyketid biosynteseveien. Polyketid fragmentet dannes av tre
malonyl-CoA molekyler som kombineres med Ce-Cs-enhet som en CoA tioester for a danne
et triketid utgangsmolekyl. Triketid utgangsmolekyl benyttes i dannelse av en rekke
forskjellige stoffer. Triketid utgangsmolekylet undergar syklisering katalysert av chalkon
syntase enzymet for & danne chalkonstruktur. Videre strukturell modifikasjon av denne
chalkonstrukturen gir opphav til en rekke flavonoider i planter, blant annet flavoner,

flavonoler, flavanoler og antocyaner (4 s. 75, 66).
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Figur 6: Biosyntese av chalkon som er forlgper for andre typer flavonoider (49 s. 76).

Flavonoider som gir plantene farge, spesielt gul-oransje farge. Antocyaner er
universalfargestoffer for planter og er ansvarlige for rgd-bla og av og til oransje farger i
plantene. Pa bakgrunn av at flavonoider har omfattende kromoforer absorberer de
elektromagnetisk straling i UV/Synlig lys omradet av det elektromagnetiske spektrum. |
tillegg spiller flavonoider en viktig rolle i pollineringsprosessen for planter ved at de kan
tiltrekke insekter. Det er vist at flavonoider har sterke antioksidantive egenskaper, noe som er
karakteristisk for mange av disse aromatiske polyfenoliske forbindelsene. Mange sykdommer
slik som kreft og hjerteproblemer blir verre ved tilstedeveerelse av fri radikaler som
superoksid og hydroksyl. Flavonoider har radikal scavenger effekt, noe som settes i
forbindelse med deres positive helseeffekt som er blitt indikert for mange sykdomstilstander.
Forskning har ogsa vist at flavonoider har mange flere biologiske aktiviteter slik som anti-
inflammatoriske, anti-kreft aktivitet og anti-viral effekt mot flere forskjellige typer virus,
inkludert HIV-1 og influensa A virus (4 s. 75, 66). Forskning viser ogsa at blant annet kakao
0g ekstrakter av kakaobgnner har mange helseeffekter overfor kardiovaskulaere sykdommer
og hayt blodtrykk (51).
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Kaempferol-7-O-glukosid harer til gruppen flavonoler (13), mens luteolin-7-O-glukosid og
apigenin-7-O-glukosid tilhgrer gruppen flavoner. Disse flavonoidene har blitt tidligere isolert
fra Myrrhis odorata (14 og 37).

3.4.5 Kumariner

Kumariner er derivater av shikimisyre metabolitter som dannes nar fenylalanin blir deaminert
og hydroksylert til trans-hydroksykanelsyre. Dobbeltbindingen blir fort konvertert til cis-form
av lys-katalysert isomerisering, noe som gjer at syre- og hydroksyl gruppen blir ner
hverandre i avstand. Mellom disse gruppene skjer en laktoniserings reaksjon, og

og standard kumarin dannes (49 s. 73). Kumariner er ofte tidligere blitt funnet i
skjermplantefamilien, og fra frukter og retter av Myrrhis odorata har fem kumariner blitt
isolert av Sawicka (1999) ved hjelp av kromatografiske metoder (53). Strukturene til disse

kumarinene; imperatorin, bergapten, xanthotoxin, pimpinellin og umbelliferone er vist i figur

8.
COzH  Fenylalanin . _-CO:H
ammoniakk-lyase
NH,  Orohvdrokeylering -
2 Orto-hydroksylerin
Wi Y g OH

Fenylalanin trans-Hydroksy kanelsyre

LUV lys og isomerisering

Kumarin cis-Hydroksy kanelsyre

Figur 7: Biosyntese av kumariner (49 s. 73)
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Figur 8: Strukturer av kumariner isolert fra Myrrhis odorata (53).

3.4.6 Terpener

Terpener har en omfattende utbredelse i naturen og finnes i de fleste arter, ogsa i mennesker. |
planter er monoterpener ansvarlige for blant annet & gi planter deres serskilte lukt. Disse
dannes etter en reaksjon mellom to C5-enheter (dimetylallyl pyrofosfat (DMAPP) og
isopentyl pyrofosfat (IPP)). Produktet av denne reaksjon vil alltid ha strukturelle enheter pa
fem karbonatomer, som for eksempel monoterpener (Cio), seskviterpener (Cis), diterpener
(C20), tripterpener (Cso) og tetraterpener (Cao) (49 s. 78). Myrrhis odorata inneholder mange

forskjellige terpener, spesielt monoterpener og seskviterpener (12).
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Figur 9: Dannelse av startmolekyl som er utgangspunkt for biosyntesen av terpener (49 s.
79).

Monoterpener har vanligvis karakteristiske lukter og smaker, og har ofte utstrakt bruk
innenfor matproduksjon og kosmetisk industri. | planter har monoterpener forskjellige
funksjoner slik som a tiltrekke insekter for a hjelpe med pollinering. Andre monoterpener har
bredspektrum antimikrobiell aktivitet for a beskytte planten mot bakterier eller sopp slik som
for thymol (49 s. 78 og 80). Seskviterpener har mange likhet med monoterpener slik som at de
ofte har karakteristisk lukt, og noen har brede antimikrobielle og insektdrepende egenskaper
(49 s. 78 0og 80). Det viktigste antimalariamiddelet i verden, artemisinin, som ble isolert fra
medisinplanten Artemisia annua av farmasgyten Youyou Tu og hennes forskningsgruppe, er
et seskviterpen lakton peroksid (67). Oppdagelsen farte til at Tu, som tilhgrer fagfeltet
farmakognosi, fikk Nobelprisen i medisin i 2015, som den eneste farmasgyt som har oppnadd

dette noensinne.

3.5 Tidligere identifiserte innholdsstoffer

En viktig del av mastergradsprosjektet var a lage en oversikt over samtlige naturstoffer som er
blitt rapportert fra spansk kjgrvel. Tabell gir en oversikt over tidligere identifisert stoffer fra
Myrrhis odorata. Som det fremgar av tabell 1 er det gjort mest forskning pa plantens innhold
av flyktige stoffer. Det finnes imidlertid ogsa litteratur som viser at planten inneholder
flavonoider, kumariner og kaffesyre-derivater. Tilstedevarelsen av luteolin 7-O-glukosid og

apigenin 7-O-glukosid, som er flavoner, har blitt rapportert av Cisowski (1985) (37).
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Kaempferol-7-O-glukosid tilhgrer flavonoidgruppen flavonoler, mens cynarin er kinasyre

som er forestret med to kaffesyre-enheter. Disse har blitt identifisert fra bladene til planten av

Ferrer (2016) (13). Fra plantens frukter og retter har kumarinene imperatorin, bergapten,

xanthotoxin, pimpinellin og umbelliferone blitt identifisert av Sawicka (1999) (53).

Dermed er det veldig hgy sannsynlighet for at mange flere naturstoffer med potensiale som

legemiddelkandidater ikke er funnet i planten enda. Derfor er det apenbart et betydelig

potensial for & oppdage nye naturstoffer i planten.

Tabell 1: Forbindelser tidligere isolert fra Myrrhis odorata

Forbindelse Del av planten Strukturbestemt ved Referanse
Luteolin 7-O-glukosid O(gﬁrlj;?g?hk deler - 14,37
Apigenin 7-O-glukosid g;?;{ggiw deler - 37
Kaempferol-7-O-glukosid Blad HPLC, LC-MS 13
Cynarin Blad HPLC, LC-MS 13
Bergapten Frukter og ratter LC, TLC, HPLC 53
Imperatorin Frukter og ratter LC, TLC, HPLC 53
Pimpinellin Frukter og ratter LC, TLC, HPLC 53
Umbelliferone Frukter og ratter LC, TLC, HPLC 53
Xanthitixin Frukter og ratter LC, TLC, HPLC 53
Myrcene Blad GC-standard, MS 15
Limonene Blad GC-standard, MS 15, 12
y-Terpinene Blad GC-standard, MS 15,12
(E)-B-ocimene Blad MS 15, 12
p-Cymene Blad GC-standard, MS 15,12
Terpinolene Blad GC-standard, MS 15
Menthone Blad GC-standard, MS 15
-bourbonene Blad MS 15
-caryophyllene Blad GC-standard, MS 15,12
Menthol Blad GC-standard, MS 15
o-humulene Blad MS 15
Methyl chavicol Blad GC-standard, MS 15
y-muurolene Blad MS 15
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Germacrene-D
a-farnesene
(2)-Anethole
d-cadinene

Methyl dodecanoate
(E)-Anethole
Geranyl propionate
Neophytadiene
Caryophyllene oxide
Anisaldehyde
Nerolidol
Germacrene D-4-ol
Spathulenol
1-cadinol
1-hexadecene
a-cadinol
Myristicin
Tricosane
1-heptadecene
Tetracosane
Pentacosane

Phytol
Heptacosane
Octacosane
Nonacosane
1-eicosene
a-Pinene
B-Myrcene
cis-Thujone
Nonanal

Camphor
iso-Menthone
Pinocarveol

Carvacrol

Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad
Blad

MS
GC-standard, MS
MS
MS
GC-standard, MS
GC-standard, MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
GC-standard, MS
GC-standard, MS
GC-standard, MS
GC-standard, MS
GC-standard, MS
GC-standard, MS
GC-standard, MS
GC-standard, MS
GC-standard, MS
GC-FID, GC-MS
GC-FID, GC-MS
GC-FID, GC-MS
GC-FID, GC-MS
GC-FID, GC-MS
GC-FID, GC-MS
GC-FID, GC-MS
GC-FID, GC-MS

15,12
15,12
15
15
15
15,12
15
15
15
15
15
15
15,12
15
15
15
15
15
15
15
15
15,12
15
15
15
15
12
12
12
12
12
12
12
12

23



Estragole
p-Anisaldehyde
Methyleugenol
o-Bergamotene
-Bisabolene
E-Nerolidol
Hexadecanol
Phenylpropanoider

Oleinic acid

Blad GC-FID, GC-MS 12
Blad GC-FID, GC-MS 12
Blad GC-FID, GC-MS 12
Blad GC-FID, GC-MS 12
Blad GC-FID, GC-MS 12
Blad GC-FID, GC-MS 12
Blad GC-FID, GC-MS 12
Blad GC-FID, GC-MS 12
Frukt - 64

4. Eksperimentell teori

4.1 Materialet

4.1.1 Kjemikalier

Tabell 2: Oversikt over kjemikalier brukt i arbeid med Myrrhis odorata

Kjemikalier Produsent Produksjonssted
Acetonitril (HPLC-kvalitet) Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri, USA
Destillert vann Kjemisk institutt, UiB Bergen, Norge

Deuterert dimetylsulfoksid Eurisotop Saint-Aubin, Frankrike
(DMSO-Ds)

Dimetylsulfoksid Merck Darmstadt, Tyskland

Etanol teknisk VWR Chemicals Pennsylvania, USA
Etylacetat (HPLC-kvalitet) Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri, USA
Metanol (HPLC kvalitet) Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri, USA
Natriumhydroksid Merck Darmstadt, Tyskland
Nitrogengass - -

Petroleumseter Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri, USA
Superdestillert vann Kjemisk institutt, UiB Bergen, Norge
Trifluoreddiksyre Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri, USA
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4.1.2 Apparater og instrumenter

Tabell 3: Oversikt over utstyr brukt i arbeid med Myrrhis odorata

Utstyr Type Produsent Produksjonssted
Automatpipette Finnpipette 10 ul og  Thermo Fisher Sunnyvale,
100 pl Scientific California, USA
Analytisk UHPLC  Agilent 1290 Agilent Santa Clara,
analytisk UHPLC California, USA
instrument
Analytisk UHPLC  Zorbax Eclipse Plus  Agilent Santa Clara,
kolonne C18 kolonne, 2.1x California, USA
50 mm, 1.8 um

Kolonnemateriale  XAD-7 Amberlite - -

Kolonnemateriale  Sephadex LH-20 - -

Massespektrometer JEOL JMS T100LC JEOL Musashino,
tilkoblet Agilent Akishima, Tokyo,
1260 serie LC Japan
modul.
UV-Vis DA detektor

NMR-instrument ~ NMR 850 MHz Bruker Féllanden, Sveits
instrument

NMR-rar Norell Sample Vault  Sigma-Aldrich Saint Louis,
Series 5 mm x 103.5 Missouri, USA
mm

Pasteurpipetter 2 mL VWR-Chemicals Radnor,

Pensylvania, USA
pH-papir - Merck Darmstadt, Tyskland
Kommanditgesellschaft
auf Aktien (KGaA)

Preparativ HPLC Ultimate 3000 Dionex (Thermo Fisher Sunnyvale,
instrument HPLC instrument Scientfic) California, USA
Preparativ HPLC  Ascentis C18 Supelco Ascentis St. Louis, Missouri,
kolonne kolonne 25 cm x USA

21.2 mm, 5 um
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Rotavapor

Sprayte

BUCHI rotavapor
R-205

BUCHI rotavapor
RE 120

BD plastipak 2 ml

BUCHI

Becton Dickinson

Flawil, Sveits

Melsungen,
Tyskland

Spraytefilter 0.45 um millipore Whatman Maidstone, England
membranfilter
Vakuumpumpe PC 3001 Vario Vacuubrand Wertheim, Tyskland
Varmebad BUCHI Varmebad BUCHI Flawil, Sveits
B-490
BUCHI Varmebad
B-491
Vekt College2440 Mettler - Toledo Greifensee, Zurich,
Sveits
Vekt Pioneer PA214C Ohaus Parsipanny, New
Jersey, USA
4.2 Metoder

4.2.1 Fast stoff-veeske ekstraksjon

Det aller forste steget i analyse av innholdsstoffene av plantemateriale er ekstraksjon (1, s.

723). Fast stoff-vaeske ekstraksjon er en gammel metode for & isolere substanser fra en plante

(2, s. 102). Maserasjon er den enkleste metoden for ekstraksjon, og er godt egnet for a gi et

ekstrakt av faste praver, bade i stor og liten skala. Ved enkel maserasjonsmetode blandes

plantematerialet med passende lgsemiddel i forholdet 1:5 eller 1:10. Ekstraksjon skjer ved

romtemperatur i flere dager. Videre blir ekstraktet skilt fra plantematerialet ved filtrering og

prosessen repeteres med nytt lgsemiddel. Igjen, blir ekstraktet separert fra plantematerialet

ved filtrering (3, s. 50). Effektiv ekstraksjon avhenger av starrelsen pa plantematerialet, hvor

sma partikler har sterre overflateareal og dermed bedre ekstraksjonseffektivitet. | tillegg kan

bruk av ikke passende ekstraksjonsmetode som for eksempel varme medfare til degradering

av naturstoffer og tap av biologisk aktivitet. VValget av lasningsmiddel for ekstraksjon spiller

en viktig rolle for en god ekstraksjon (4, s. 106, 107). Ekstraksjon trenger absolutt ikke a ligne
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pa tradisjonell bruk av planten. For eksempel viste erfaringene fra arbeidet til Youyou Tu og

hennes forskningsgruppe at ekstrahering av artemisinin fungerte best nar plantematerialet ble

ekstrahert med et organisk lgsemiddel, noe som ga mye hgyere utbytte av det aktive
prinsippet i planten (artemisinin) enn hva som ble oppnadd med en tradisjonell vandig
ekstraheringsprosess, som de opprinnelig benyttet (68). Feil valg av lgsningsmiddel kan
medfare tap av aktive komponenter (4, s. 106, 107). En suksessfull ekstraksjon krever
lgsningsmiddel med en rekke egenskaper som lav toksisitet, lett & avdampe ved lav
temperatur, fremmer god absorpsjon av ekstraktet, og lav tendens til a fa ekstraktet til a
kompleksere eller dissosiere (1, s. 724). Metanol er godt egnet som lgsningsmiddel i dette
trinnet ettersom den har relativt lav toksisitet og er lett & avdampe. | tillegg har metanol en
polar gruppe (OH) og en upolar gruppe (metyl), noe som gir den mulighet for & ekstrahere

bade polar og upolare forbindelser fra plantematerialet (5).

Kjemikalier
- Metanol HPLC-kvalitet

utstyr
- Begerglass
- Parafilm
- Glassull
- Glasstrakt
Fremgangsmate

- 2,4 kg frosne plantematerialet ble kuttet i mindre biter for & ha stgrre overflateareal

- Plantematerialet ble overfart til begerglass
- Plantematerialet i begerglass ble dekket med metanol av HPLC-kvalitet
- Begerglass med plantematerialet og metanol ble dekket med parafilm, og

ekstrahering foregikk i 48 timer.

- Farste del av planteekstraktet ble filtrert over i en erlenmeyerkolbe med glasstrakt

og gjennom glassull

- Ny metanol ble fylt over plantematerialet for ny ekstraksjonsrunde som foregikk i

72 timer.

- Planteekstraktet fra andre ekstraksjon ble filtrert, og rester av plantematerialet ble

deretter tarket og kastet.
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Figur 10: Bilde viser ekstrahering av spansk kjgrvel i metanol. Bilden er tatt av forfatteren

selv.

4.2.2 Oppkonsentrering med rotavapor

Etter ekstraksjon er det ngdvendig a oppkonsentrere ekstraktet. Dette trengs for & oppna
mindre volum som er mer handterbart bade med tanke pa analysering, renhet og hayere
konsentrasjon av naturstoffer i ekstraktet, i tillegg til at tofaseekstraheringen av det
konsentrerte vannekstraktet, med henholdsvis petroleumeter og etylacetat, kun fungerer nar
all metanol er fjernet fra raekstraktet. For oppkonsentrering av raekstraktet kan rotavapor

brukes.

Rotavaporsystemet som er vist i bilden nedenfor bestar av avdampingskolbe med ekstrakt
koblet til en kondenser. Avdampingskolben roterer i et vannbad pa 25-30 grader Celsius.
Rotering av kolben nar systemet er under vakuumet gker overflatearealet til ekstraktet og
dermed gkt varmeoverfaring (6, s. 14). Kjglevaesken (etanol) sirkuleres i kondensatoren, hvor
lgsemidlet fjernes fra raekstraktet og samles opp i en oppsamlingskolbe. Vakuumpumpen som
er tilkoblet til rotavaporen danner vakuum i systemet. Vakuumet reduserer trykket og

kokepunktet, og gjer at avdamping av raekstraktet ved lav temperatur mulig (6, s.14). Da er



det mindre risiko for degradering av naturstoffene i spansk kjarvel ekstraktet. Flyktige
substanser har hgyere damptrykk ved romtemperatur enn ikke-flyktige substanser, og dermed
fordampes flyktige substanser raskere (7, s. 419). Metanol er et flyktig lesemiddel, og ble
derfor brukt som egnet lgsemiddel til ekstrahering av substanser fra spansk kjarvel.

Figur 11: Rotavaporsystemet som ble brukt til & kondensere ekstrakt fra spansk kjgrvel. Bilde
inneholder kjgleanlegg, vakuumpumpe og rotavapor med vannbad, oppsamlingskolbe og

avdampingskolbe med ekstrakt.

Kjemikalier
- Metanolekstraktet

Utstyr
- Rotavapor med tilhgrende vannbad
- Oppsamlingskolbe
- Avdampingskolbe
- Vakuumpumpe
- Kjgleanlegg med teknisk etanol
- Smgrefett

- Festeklemmer
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Fremgangsmate

Vannbadet settes til temperatur pa 28 grader Celsius

- Rotavaporkolbe fylles med raekstraktet

- Fest rotavaporkolbe med en klemme og senk kolben ned i vannbad

- Skru igjen ventil for & fa dannelse av vakuum, og sett pa vakuum

- Pass pa at ekstraktet ikke koker over

- Metanol i raekstraktet avdampes til det er et konsentrert vandig ekstrakt

- Fraksjoner med rene isolerte naturstoffer inndampes til tgrrhet.

4.2.3 Vaske-vaske ekstraksjon

Konsentrert vandig ekstrakt inneholder forskjellige forbindelser, og er dermed viktig a skille
disse forbindelsene fra hverandre. Derfor er vaeske-vaeske ekstraksjon neste steget i
prgveopparbeidelse. Vaske-vaske ekstraksjonsmetoden baserer seg pa «likt lgser likt». Det
vil si at forbindelser i ekstraktet skal fordele seg mellom to ikke blandbare veasker. Disse
vaeskene er en vandig lgsning og et organisk lasemiddel som ikke er blandbart i vann. Det er
egenskapen organiske forbindelsene har som gjar at de fordeler seg i den fasen de er mest
lgselig i (10, s. 275).

Vaske-vaeske ekstraksjon gjares ved a blande begge fasene i en skilletrakt. Det er viktig a
sette pa korken, og apne og lukke stoppekranen flere ganger for & unnga oppbygning av trykk
ved fase-blanding. Det er viktig at man sikrer god blanding av fasene. Mens skilletrakten
festes til holdestativet, vil det oppsta et faseskille, hvor fasen med hgyest tetthet legger seg
nederst i skilletrakten. VVanligvis er den vandige fasen er fasen med hgyest tetthet, men det
avhenger av tettheten til det andre valgte lgsemiddel. Derfor er det viktig a sjekke tettheten til
organiske lgsemiddelet som man har valgt. Etter faseseparasjon kan fasen som er tyngst og er

nederst tappes ut i bunnen av skilletrakten (10, s. 283-284).
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Figur 12: Skilletrakt med faseskille mellom oppkonsentrert planteekstraktet og petroleumeter.
Petroleumeterfasen er gverst. Bilde er tatt av forfatteren selv og viser prinsippet bak 2-fase

ekstraksjon.

Egenskaper til lasningsmiddel spiller en sentral rolle for en vellykket ekstraksjon. Slike
egenskaper er som opplgselighet, tetthet og viskositet. Lasemiddel med lav viskositet kan lett
rystes med vann og blir ofte foretrukket som ekstraksjonsmiddel. Lasemiddel med lavere
tetthet enn vann vil befinne seg oppa vannfasen etter ekstraksjon. Lgsemiddel med lavt
kokepunkt gjar at inndamping av lgsemidlet gar fortere (10, s. 281). | dette prosjektet
ekstraheres konsentrert vandig ekstrakt to ganger med petroleumseter (a) og to ganger med

etylacetat (b). Bade vannfasen og etylacetatfasen ble videre opparbeidet i dette prosjektet.
Kjemikalier

- Petroleumseter

- Etylacetat
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uUtstyr
- Skilletrakt med propp
- Holdestativ og klemmer
- Glasstrakt
- Begerglass/erlenmeyerkolber

- Glassull

Fremgangsmate

- Konsentrert vandig ekstraktet filtreres gjennom glassull

- Filtrert ekstrakt overfares til en skilletrakt

- Vandig ekstrakt tilsettes med petroleumseter (a) i volumforholdet 50:50

- Skilletrakten vendes opp og ned flere ganger for & fa en god blanding av begge
fasene, og proppen tas av jevnlig for a unnga hay trykk i skilletrakten

- Skilletrakten festes til et holdestativ og lar faseseparasjon oppnas

- Fasene skilles fra hverandre og faseskille kastes. Vannfasen tilbakefares til
skilletrakten og prosedyren med ekstrahering med petroleumseter gjentas.

- Fasene skilles fra hverandre og faseskille kastes. Vannfasen tilbakefares til
skilletrakten og deretter blir prosedyren beskrevet ovenfor gjentatt med etylacetat
som ekstraheringsmiddel (b).

- Vannfasen og etylacetatfasen avdampes pa rotavapor til mer handbartvolum for

videre separasjon

4.2.4 Separasjons- og kromatografiske metoder

Etter at ekstraktet har blitt oppkonsentrert og avdampet av metanol, bestar det av en rekke
forskjellige naturstoffer. Derfor er kromatografiske metoder for separering og isolering av
rene naturstoffer de neste stegene i isolasjonsprosessen, og prosedyren er beskrevet i detalj

under i dette kapitlet.

Kromatografi

Kromatografisk separasjonsmetode gar ut pa at forbindelser separeres ved at en benytter en
mobilfase (vaeske eller gass) for a transportere stoffer over en stasjonarfase (vaeske eller fast
stoff) som ligger i ro. Stasjonaerfasen bestar oftest av faste partikler som er tett pakket i et rgr

og kalles for en kolonne. Mobilfasen som er den bevegelige fasen, renner gjennom kolonnen
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med en bestemt hastighet. Den stasjonare fasen har forskjellig grad av interaksjon med
forbindelsene i ekstraktet som skal separeres. Derfor vil forbindelsene bli transportert med
forskjellig hastighet gjennom kolonnen og vil kommet ut og bli separert pa forskijellig
tidspunkt. Altsa kromatografiske separasjonsmetoder skiller stoffene fra hverandre ved at
stoffene transporteres av mobilfasen med forskjellig hastighet gjennom kolonnen, hvor den

stasjoneere fasen bremser opp eller retarderer stoffene (10, s. 139-140).

4.2.4.1 Adsorpsjonskolonnekromatografi

Adsorpsjonskromatografi gar ut pa at den stasjonaere fasen bestar av faste finfordelte
partikler, mens den mobile fasen er en vaeske. Prinsippet bak metoden er at ekstraktet blir
applikert pa toppen av kolonnen til den stasjonzre fasen. De forskjellige forbindelsene i
ekstraktet (den mobile fasen) beveger seg gjennom kolonnen avhengig av deres grad av
affinitet til adsorpsjonsmiddel (den stasjonere fasen). Forbindelser som har lav adsorpsjon og
mindre affinitet til den stasjonare fasen vil bevege seg raskere enn forbindelser med hgyere
adsorpsjon og mer affinitet til den stasjonare fasen. Dermed vil forbindelse som beveger seg
med hgyest hastighet elueres farst. Med andre ord en god separasjon avhenger av at
forbindelsene har forskjellig affinitetsgrad til adsorpsjonsmidlet og at det er en reversibel
interaksjon mellom forbindelsene og adsorpsjonsmidlet. Dette er avhengig av forbindelsens
egenskaper og egenskapene til den mobile fasen og den stasjonare fasen (10 s. 149, 16 s. 167-
168,17 s. 25).

Separation of components
|

Mixture of components

Column packed with adsorbent (e.g. silica gel)
Figur 13: Bilde viser prinsippet bak adsorsjonskolonnekromatografi hentet fra boken

Essentials of Pharmaceutical Analysis (16 s. 168).
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Amberlite XAD-7 kolonne

Amberlite XAD-7 er et moderat polart resin, akrylester. Porestarrelse, polaritet og
overflatearealet pavirker forbindelses kapasitet til & binde seg til amberlite-polymerene.
Amberlite-polymerene kan adsorberer molekyler som har molekylvekt inntil 60000 Da. Altsa
stoffmolekyl ma kunne komme gjennom stasjonarfasens porer til den adsorberte overflaten.
Amberlite XAD-7 kolonnen adsorberer effektivt aromatiske forbindelser til kolonnematerialet
nar vann blir brukt som mobilfase, mens polare alifatiske forbindelser som sukkere og
alifatiske organiske syrer blir eluert fra kolonnen. Nar mobilfasen deretter endres til metanol,
blir ogsa de aromatiske forbindelsene i praven eluert fra kolonnen. Med andre ord kan
amberlite-polymerene brukes for adsorpsjon av polare stoffer fra ikke-vandige lgsninger eller

for adsorpsjon av polare stoffer fra upolare lgsemidler (18).

| dette prosjektet benyttes amberlite XAD-7 kolonnekromatografi for a rense bade vannfasen
og etylacetatfasen fra veeske-vaeske ekstraksjon. Destillert vann ble farst brukt for & eluere
polare alifatiske forbindelser som for eksempel monosakkarider, oligosakkarider og
polysakkarider og alifatiske organiske syrer. Deretter brukes metanol HPLC kvalitet for &

eluere de aromatiske forbindelsene i praven fra kolonnen.

Kjemikalier
- Destillert vann
- Metanol HPLC-kvalitet

uUtstyr
- Amberlite XAD-7 kolonnemateriale pakket i en glasskolonne
- Kolonnestativ med festeklemmer

- Erlenmeyerkolber/begerglass til oppsamling av fraksjoner
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Fremgangsmate

- Vannfasen (a) og etylacetatfasen (b) oppkonsentreres pa rotavapor til
henholdsvis ca 350 ml.

! - Amberlite XAD-7 kolonnen vaskes med to liter destillert vann.

. Vaskefronten i amberlite XAD-7 kolonnen senkes ned til

. kolonnematerialet akkurat har blitt tart.

- Vannfasen (a) appliseres pa kolonnematerialet.

y - - Vaskefronten senkes igjen ned forsiktig til kolonnematerialet har blitt
akkurat tert.

| - Kolonnen med applikert fase star i 15 minutter. Dette for at

, forbindelsene i fasen skal kunne feste seg skikkelig til kolonnematerialet.

| | - Kolonnen elueres med fem liter destillert vann som mobilfase.

- Fargete fraksjoner som kommer ut ved eluering med destillert vann

'f; oppsamles fortlgpende.

- De aromatiske forbindelsene i applisert fase elueres fra kolonnen ved a
bruke passende mengde av metanol som mobilfase, og fraksjoner blir samlet
opp fortlgpende.

- Prgver av alle fraksjoner blir deretter analysert pA UHPLC

- Til slutt vaskes amberlite XAD-7 kolonne med 0.1M NaOH lgsning fer
kolonnematerialet vaskes med passende mengde metanol og deretter

~ destillert vann

Figur 14: Bilde er tatt av forfatteren selv den 17. september 2021 og viser amberlite XAD-7

kolonnekromatografi.

4.2.4.2 Eksklusjonskromatografi

Eksklusjonskromatografi er en type kromatografi som skiller stoffer etter molekylstarrelse
kombinert med adsorpsjon (interaksjon med stasjonerfase) (10 s. 164, 17 s. 80). Materialet
som benyttes som stasjonarfase er en ikke-adsorberende porgse pakkematerialet, hvor porene
har kontrollerte forskjellige sterrelser. Stasjoneerfasen trenger farst a bli senket ned i en
vaeske for & danne en matriks. Nar forbindelsene transporteres gjennom kolonnen, vil
forbindelsene med stor molekylstarrelse ha kortere elueringsvei enn sma molekyler siden de
ikke kommer inn i mange av porene i kolonnematerialet og elueres derfor tidligere enn sma
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molekyler. Forbindelsene med minst molekylstarrelse vil kunne transporteres inn i ogsa de
minste porene og far dermed lengre vandringslengde gjennom kolonnen og blir derfor eluert
etter tilsvarende starre molekyler. De stgrste molekylene blir dermed i mindre grad retardert
enn sma molekyler (19 s. 124, 10 s. 164-165).

@fé;?\ 2
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Small molecules o| Small molecules

Gel particles 000| Large molecules
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Figur 15: Bilde viser prinsippet bak eksklusjonskromatografi (19, s. 124).

Sephadex LH-20 kolonne

Sephadex LH-20 gel er en pakkematerialet som ble brukt som den stasjonare fasen i
eksklusjonskromatografi. Sephadex LH-20 gelen bestar av 13-hydroksypropylert Sephadex
G-25. Den er kryssbundet for & gi et tredimensjonalt nettverk av polysakkarid. Denne type gel
kan gi en god kromatografisk selektivitet fordi den har bade hydrofile og lipofile egenskaper.
Denne kromatografigelen er spesielt god for separering av naturprodukter som flavonoider,
kromener, alkaloider, kumariner, lipider, steroider, terpenoider og lavmolekylaere peptider, og
har hgy selektivitet for aromatiske forbindelser. Sephadex LH-20 kan benyttes for blandinger
av vann og organiske lgsningsmidler eller organiske lgsningsmidler alene, og i pH omrade 2-
10 (17 s. 89, 20). Kolonnematerialet er stabil i mange lgsemidler slik at lasemiddelgradienten
kan tilpasses til enkelte prgver for & fa en god separasjon. Dette kolonnematerialet er godt nok
for & separere forbindelser som har lignende struktur, stereoisomerer og naturprodukter som
er nart beslektede (21).

Den mobile fasen bestar av en gradient av forskjellige mengder av superdestillert vann og
metanol, hvor TFA mengden er konstant (0.1%). Tabellen under viser gradient med

blandingsforholdet av bade metanol og superdestillert vann som mobilfase som benyttes
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under Sephadex LH-20 eksklusjonskromatografi. Gradienteluering gar ut pa at
mobilfasesammensetningen endres underveis i analysen. | begynnelsen brukes en svak
sammensetning med hgyt vanninnhold og lavt innhold av organiske lgsemidler (metanol) slik
at de minst retarderte forbindelsene far god nok tid for & separeres. Videre kan
mobilfasestyrken gke, det vil si at prosentvist innhold av metanol i mobilfasen gkes, basert pa
forbindelsens retensjon underveis og kan gkes kontinuerlig slik at alle forbindelsene elueres
fra kolonnen (10 s. 173). Ved & bruke gradienteluering kan man kontrollere selektivitet og
retensjon til forbindelsene slik at man kan ytterligere forbedre separasjonen av stoffene i

prgven som er applikert pa kolonnen (22 s. 3 og 143).

Tabell 4. Lgsemiddelgradient benyttet ved Sephadex LH-20 kolonnekromatografi.
Volum benyttet for hver lgsemiddelsammensetning ble spesialtilpasset mobiliteten til

stoffene i pravene som ble separert pa Sephadex LH-20 kolonnen og er beskrevet

nedenfor
Gradient Metanol (%o) Superdestillert vann (%) TFA (%)
1 20 80 0.1
2 50 50 0.1
3 70 30 0.1
4 100 0 0.1

| denne studien brukes Sephadex LH-20 eksklusjonskromatografi for & finseparere
forbindelser fra hverandre pa bakgrunn av forbindelsenes molekylere egenskaper,
molekylstarrelse og polaritet. Sephadex LH-20 kolonnematerialet bestar av porgse partikler

med kontrollerte starrelser pa porene og partiklene har en sferisk form.

Ved Sephadex LH-20 kolonnekromatografi isoleres rene naturstoffer i tillegg til fraksjoner

som er reine nok til  kunne bli videre opparbeidet med andre metoder som preparativ HPLC.

Kjemikalier
- Superdestillert vann
- Metanol, HPLC kvalitet
- Trifluoreddiksyre (TFA)
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uUtstyr

Glasskolonne pakket med Sephadex LH-20 kolonnematerialet
Kolonnestativ med tilhgrende klemmer

Dramsglass (60 ml) til oppsamling av fraksjoner

Fremgangsmate

Amberlite XAD-7 fraksjonene som skal videre separeres med Sephadex LH-20
kolonne oppkonsentreres til riktig volum (opptil 20-50 ml) pa rotavapor.
Fraksjonene som separeres i liten Sephadex LH-20 kolonne oppkonsentreres til 20
ml, mens de som separeres i stor Sephadex LH-20 kolonne oppkonsentreres til 50
ml

Oppkonsentrert fraksjon appliseres forsiktig langs glasskolonnen med en pipette
for at praven skal jevnt fordeles pa kolonnematerialet

Forbindelsene i prgvene separeres ved & benytte mobilfasegradient bestaende av
forskjellig blandingsforhold mellom metanol og superdestillert vann, mens TFA
mengden er konstant (tabell 4). Volumet som brukes som mobilfasegradient er
forskjellig og avhenger av hvordan stoffene har interaksjon med Sephadex LH-20
kolonnematerialet

Fraksjoner oppsamles i dramsglass (60 mL) fortlgpende

Etter at samtlige forbindelser i prgven er blitt eluert fra kolonnen vaskes Sephadex
LH-20 kolonnen med 2-8 L 0.2 NaOH lgsning, og deretter med metanol (HPLC-
kvalitet) og superdestillert vann blanding i volumforholdet 50:50 far den
ekvilibreres med mobilfasesammensetning 80:20 (v/v), som normalt er
startbetingelsene for kromatograferingen pa Sephadex LH-20 kolonnen.

Prover av alle fraksjoner blir analysert ved hjelp av UHPLC.

4.2.4.3 Preparativ hgytrykksvaeskekromatografi (HPLC)

I vaeskekromatografi kan det vaere mange forskjellige separasjonsprinsipper som for eksempel

normalfasekromatografi, omvendt-fase-kromatografi, absorbsjonskromatografi og

eksklusjonskromatografi. | dette prosjektet benyttes omvendt fase kromatografi i HPLC

separasjon bade i analytisk og preparativ skala. | omvendt fase kromatografi er mobilfasen

som regel en vandig lgsning som ogsa inneholder organisk lgsemiddel og er mer polar enn

stasjonaerfasen. Som mobilfasen brukes vanligvis en vandig lgsning blandet med en organisk
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komponent eksempelvis metanol eller acetonitril. Stasjonerfasen er porgse partikler som har
hydrofobe funksjonelle grupper pa overflaten. Som stasjonzr fase brukes ofte en modifisert
silika der OH-protonet i silanolgruppene i silika er blitt erstattet med en trialkylsilylgruppe
med langkjedede alkylgrupper, substituerte alkylgrupper eller andre hydrokarboner som er
bundet til silisium. Nar forbindelsene introduseres til kolonnen med mobilfasen, vil stoffene
fordele seg mellom stasjonarfasens overflate og mobilfasen. Hydrofobe funksjonelle grupper
pa overflaten interagerer med forbindelser med upolare interaksjoner. Forbindelser vil
interagere med den stasjonare fasen og den mobile fasen i forskjellig grad, og dermed
transporteres med forskjellig hastighet gjennom kolonnen. En suksessfull separasjon er da
avhengig av egenskapene til forbindelsene, stasjonarfase og mobilfase (10 s. 147-149 og 163,
17 s. 49).

Engelsk navn pa HPLC er High Performance Liquid Chromatography og forkortes til HPLC.
Haytrykks veeskekromatografi brukes mye i isolering av aktive prinsipper i legemidler i
farmasgytiske preparater og separasjon og isolering av molekyler i biologisk materiale.
Metoden gar ut pa at den mobile fasen er en vaeske som blir pumpet gjennom en HPLC-
kolonne, som er pakket med stasjonarfase materialet og som retarderer forbindelsene, under
hayt trykk. Forbindelsene injiseres via en injektorloop som deretter settes i forbindelse med
strammen av mobilfase fra mobilfasereservoarene til kolonnen. Forbindelsene som separeres
og elueres fra den preparative HPLC-kolonnen, detekteres med en detektor som i de fleste
tilfeller er en UV-detektor (10 s. 167-168 og 181).

UV-detektoren er en av de viktigste HPLC-detektorene som brukes for prgver i forbindelse
med drug discovery, og i produksjon av legemidler. UV-detektorene er selektive for
forbindelser som er UV-absorberende ved bglgelengder over 190 nm, og er godt egnet til
gradienteluering. Prinsippet bak UV-detektoren er at mobilfasen fra kolonnen
gjennomstrgmmer en flow-celle som blir bestralet av UV-straling med en bestemt
belgelengde. Straling som blir sluppet gjennom flow-cellen blir detektert av en lysmaler. For
a fa en god felsomhet pa deteksjon blir stoffene detektert ved en bglgelengde som gir

maksimalt absorbans for forbindelsene som skal separeres (10 s. 173-174).

Separasjon av forbindelsene skjer ved at den mobile fasen pumpes med konstant hastighet

gjennom kolonnen. Vaskehastighet gjennom kolonnen er vanligvis 14 ml/min. Nar

39



mobilfasen pumpes gjennom kolonne, gir pakkematerialet i kolonnen et mottrykk pa 30-300
bar. Pumpen som benyttes skal klare & pumpe mobilfase (vaeskeform) med konstant hastighet
mot et hgyt trykk. Starrelse og form pa partiklene i kolonnen pavirker mottrykket som er
viktig for & presse mobilfasen gjennom. Sma4, runde og like store partikler er best for effektiv
separasjon. Vanlig partikkelstarrelse pa pakkematerialet i kolonnen er 3-10 um (10 s. 167 og
170).

Praven opplgses i en liten mengde av DMSO og blir injisert i HPLC kolonnen via en injektor.
Det tilsettes 0.1% trifluoreddiksyre (TFA) til mobilfasen for & surgjgre mobilfasen. TFA er
egnet fordi den er flyktig og kan avdampes etterpa for a fa rein prave (19 s. 130-131). Andre
lgsemidler som brukes til preparativ HPLC bgr vare flyktige for a fa rene prgver og dermed
bedre separasjon. For eksempel acetonitril, vann og metanol. HPLC pravene filtreres gjennom

et 0.45 um membranfilter for a fa fjernet partikler som kan tette kolonne eller ventiler.
I denne oppgaven benyttes en metode for isolering ved hjelp av preparativ HPLC som har en
varighet pa 45 minutter og gradienteluering av lgsemidlene A og B, med stigende grad av

mobilfase (B) i prosent over tid (se tabellen under). Flow ble satt til 14 ml/min.

Tabell 5. Metode brukt for separasjon ved hjelp av preparativ HPLC

Tid (minutter) Andel av acetonitril i gradientlgsning (%)
0 10
5 12
15 25
25 40
35 40
40 10
45 10
Kjemikalier

- Mobilfasekomponent A: superdestillert vann med 0.1% (v/v) TFA
- Mobilfasekomponent B: acetonitril (HPLC-kvalitet) med 0.1% (v/v) TFA
- Metanol (HPLC-kvalitet) og superdestillert vann i volumforholdet 70:30 for &

vaske kolonnen
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Metanol (HPLC-kvalitet) for a vaske ventilinjektor

DMSO for a lgse opp prgven som skal separeres

Utstyr
- Dramsglass i forskjellig starrelse (30-60 mL) for oppsamling av fraksjoner fra
preparativ HPLC
- Injeksjonssprayte for a injisere prave med
- 1 mL sprayte med 0.45 um membranfilter for a filtrere gjennom prgven
- Ultimate 3000 HPLC instrument, Gilson 32 pumpe og Ultimate 3000 detektor med
forskjellig balgelengde
- Preparativ HPLC-kolonne; Supelco Ascentis C18, 25 cm x 21.2 mm med
partikkelstgrrelse 5 um
Fremgangsmate

Mobilfase (A og B) tillages. Lasning A bestar av en blanding av superdestillert
vann og 0.1% TFA, mens lgsning B bestar av acetonitril (HPLC-kvalitet) tilsatt
0.1% TFA. Til vasking tillages en blanding av superdestillert vann og metanol
(HPLC-kvalitet) 70:30 (v/v)

Mobilfaselgsning (A og B), samt vaskelgsningen blir behandlet med ultralyd far de
blir koblet til HPLC-instrumentet for a fjerne opplest luft fordi det kan gi
detektorproblemer.

Lasning A og B tilkobles HPLC-instrument

Instrumentet purges ferst med 100% lgsning A i 5 minutter, og sa med 100%
lgsning B i 5 minutter til

Kolonnen kondisjoneres i 20 minutter med mobilfase i forholdet 90% av lgsning A
0g 10% av lgsning B, som er startbetingelsene for HPLC separasjonen.

Tarket prgvematerialet lgses opp i liten mengde DMSO (300-600 pl) og filtreres
gjennom 0.45 pm membranfilter for & unnga tetting av kolonnen

Pravelgsning (100 ul) trekkes opp i injeksjonsspragyte og injiseres i injektor.
Injektorloop kobles til strammen av mobilfase fra mobilfasereservoarer til kolonne

sann at preven transporteres til kolonnen, der all separasjon finner sted.
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- Preparativ HPLC separasjon finner deretter sted ved gradienteluering med stigende
konsentrasjon av lgsning B (figur for lasemiddelgradient) og med konstant flow
hastighet for mobilfasen gjennom kolonnen (14 ml/min).

- Fraksjonsoppsamling skjer kontinuerlig pa bakgrunn av observerte topper i
kromatogrammet detektert ved 280 nm, som utvikles under HPLC-separasjonen.
Detektorbglgelengden ble satt til 280 nm fordi mange aromatiske forbindelser,
inkludert naturstoffene i pravene som skulle separeres, absorberer ved denne
bglgelengden, noe som ble bekreftet ved UHPLC-analyse av prgven fgr separasjon
pa preparativ HPLC.

- Nar separasjonen er ferdig renses kolonnen med vaskelgsning (superdestillert vann
og metanol (HPLC-kvalitet) 70:30 (v/v)). Injeksjonsventil renses med ren metanol.

- Oppsamlede fraksjoner analyseres videre pa analytisk UHPLC for a sjekke

renheten.

4.2.5 ldentifikasjonsmetoder

4.2.5.1 Analytisk vaeeskekromatografi (UHPLC)

Vaskekromatografi kan benyttes preparativt og analytisk. Ved analytisk UHPLC oppsamles
ikke fraksjoner som er klare for videre opparbeidelse, men at det blir tatt ut HPLC pragver av
fraksjoner for & analysere om hver enkelt fraksjon bestar av en eneste forbindelse eller om den
inneholder flere forbindelser. Altsa analytisk UHPLC brukes etter at fraksjonen har vaert
gjennom andre separasjonsmetoder pa forhand i hap om at det blir separert reine forbindelser
som er klare for identifikasjonstrinnet, og for & identifisere egenskapene til forbindelsene i en
fraksjon (23 s. 10). UHPLC benyttes ogsa til & analysere sammensetningen i komplekse

praver som raekstrakter og partisjonerte ekstrakter.

Prinsippet bak analytisk UHPLC er det samme som prinsippet for preparativ
vaeskekromatografi (se seksjon 4.2.4.3). Ved preparativ HPLC benyttes kolonne som er starre
enn kolonnen til UHPLC. Den typiske preparativ HPLC-kolonnen er et 25 cm lang med indre
diameter 2.3 cm, og med partikler pa 5 pm. I analytisk UHPLC brukes korte kolonner som
vanligvis er 3-5 cm i lengde og er pakket med 3 um partikler. UHPLC-kolonnen har en indre
diameter pa 2.1 mm. Dermed kan korte kolonner gi god separasjon pa kortere tid enn lengre
kolonner. En kolonne pa 3 cm kan ofte kunne separere forbindelsene i praven pa 1-2 minutter
(10s. 171-172). I tillegg til at UHPLC kolonnen bruker kortere tid, bruker den ogsa mindre
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mobilfase og dermed reduseres forbruket av lgsningsmidler. Dette gjorde at analytisk UHPLC

ble brukt i stor grad i dette prosjektet.

HPLC-prgvene som skal analyseres plasseres i autoinjektoren og prgvene injiseres i en
rekkefglge som er programmert og etter bestemte tidsintervaller. Prosessen kontrolleres fra
dataprogrammet til HPLC-apparatet slik at prgvene analyseres fortlgpende og uten tilsyn (10
s.179).

| dette prosjektet ble Agilent Technologies dataprogrammet med tilhgrende UHPLC-apparat
brukt. Flow ble satt til 0.300 ml/min og maksimalt trykk til 1100 bar ble benyttet som metode
for analytisk UHPLC. Figuren nedover viser metode brukt for UHPLC med ulik grad av bade
mobilfase A og B. For UHPLC ble kromatogrammene tatt ved forskjellig bglgelengde; 215 +
10 nm, 280 £ 10 nm, 360 £ 10 nm og 520 + 20 nm.

Metode med ulik grad av mobilfas A og mobilfase B for analytisk UHPLC

——Mobilfase A [3)] ——Mobilfase B [%]

Figur 16: Metode brukt for analytisk UHPLC.

Kjemikalier
- Lesning A: superdestillert vann med 0.1% TFA
- Lwsning B: acetonitril (HPLC-kvalitet) med 0.1% TFA
- Metanol (HPLC-kvalitet) med superdestillert vann (70:30 (v/v)) for a vaske

kolonne og apparatet
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uUtstyr
- Agilent 1290 UHPLC instrument (UHPLC-kolonne: Zorbax Eclipse Plus C18
kolonne, 50 mm x 2.1 mm, 1,8 um partikkelstarrelse)
- UV-synlig multidiode detektor
- 1 ml plastspreyte med tilhgrende 0.45 um membranfilter
- Sigma-Aldrich HPLC-glass og tilhgrende skrukork
- Glasspipette med pipette smokk
- Malesylinder og pipette

Fremgangsmate

- 1 mlav hver fraksjon som skal analyseres filtreres gjennom 0.45 um
membranfilter og blir overfart til HPLC-glass ved bruk av plastsprayte.

- Mobilfase A, mobilfase B og vaskelgsning tillages ved & bruke malesylinder og
pipette.

- Bade mobilfasene A og B, samt vaskelgsning tilkobles UHPLC-instrumentet.

- Provene settes i autosampleren

- Instrumentet purges med 0% B i 5 minutter og sa med 100% B i ytterligere 5
minutter. Kolonnen kondisjoneres med startbetingelser (90% A og 10% B) i
omtrent 15 minutter til trykket stabiliserer seg.

- Provesekvens settes i gang med valgt metode for lgsemiddelgradient (figur 16) og
detektor koblet til datasystemet registrerer absorbans av alt som til enhver tid gar
gjennom detektoren, noe som gir opphav til toppene i kromatogrammet til prgvene.
Kromatogrammene tas opp basert pa absorbansen ved ulike
bglgelengdeintervaller; 215 + 10 nm, 280 + 10 nm, 360 + 10 nm og 520 + 20 nm.

- Kolonnen vaskes med vaskelgsning (metanol-superdestillert vann 70:30 (v/v)) helt

pa slutten nar alle prgvene er ferdig analysert

4.2.5.2 Kjernemagnetisk resonans (NMR)

Kjernemagnetisk resonans (NMR, Nuclear Magnetic Resonance) fenomenet ble observert i
1946 for farste gang av E. M. Purcell og hans forskningsgruppe ved Harvard universitet, og F.
Bloch og hans forskningsgruppe ved Stanford universitet uavhengig av hverandre. Dette
gjorde at de ble tildelt Nobelprisen i fysikk i 1952 for at de gjorde det mulig & bruke en

metode som kartlegger strukturen av ukjente molekyler. NMR er en sveert viktig
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spektroskopisk metode for & bestemme strukturen til molekyler. Siden NMR spektroskopi har
blitt utviklet blir metoden sveert mye brukt i organisk kjemi, farmasi, fysikk og medisin (24 s.
62,25s. 1).

Kjernemagnetisk resonans (NMR) baserer seg pa a undersgke NMR-aktive isotoper, hvor 'H
og 13C kjerner er noen av de mest anvendte innen strukturbestemmelse av sma og middels
store molekyler, i tillegg til makromolekyler. NMR gir opplysninger om antall magnetiske
ulike atomer det er av kjernen som blir analysert, og om deres respektive miljg som disse
atomkjernene eksisterer i. Atomkjerner er ladete partikler og atomkjerner som har oddetall
masse og/eller oddetall atomnummer har en egenskap som kalles for kjernespinn, hvor det
medfarer at atomkjernen spinner rundt med kvantisert spinnvinkelmoment og magnetisk
moment, p. Ved fravaer av et ytre magnetisk felt vil orienteringen til atomkjernespinnene veere
tilfeldig. Nar preven plasseres i et sterkt magnetfelt vil det imidlertid kun vere to
spinnorienteringer, nemlig med eller mot feltretningen til det palagte ytre magnetfeltet. |
NMR er det kun atomkjerner med oddetall kjernepartikler (protoner + ngytroner) og/eller
oddetall atomnummer som blir oppdaget. For eksempel har karbon isotopen *°C et partall
kjernepartikler og har derfor ikke spinnegenskaper og kan dermed ikke observeres i NMR.
Dermed vil effektiviteten til NMR vare avhengig av type isotopkjerner som kan bli observert.
Dette gjer ogsa at sensitiviteten til de ulike atomkjerner er ulik og avhenger av den naturlige
forekomsten av hver enkelt isotop. Sensitiviteten til ulike atomkjerner i NMR avhenger av
naturlig forekomst av den aktuelle NMR-aktive kjernen, i tillegg til kjernens magnetogyriske
konstant (25 s.1-2, 26 s. 215).

Tilstedeveerelse av et magnetisk felt gjor at atomkjernene spinner med eller mot det tilfarte
magnetisk felt. Det ytre magnetiske feltet gjer at atomkjerne spinner i 21 + 1 spinntilstander,
hvor | betegner spinn nar spinnkvantetallet er 1/2. Atomkjerner med oddetallmassenummer
har spinn pa 1/2, eller 3/2, eller 5/2, ..., osv. De viktigste atomkjernene i organisk kjemi er
IH, 13C og *N, som alle har spinn pa 1/2 og derfor har to spinntilstander +1/2 og -1/2. Ved at
atomkjernen tilfares et ytre magnetfelt, er spinntilstanden +1/2 orientert med feltretningen til
det tilfarte ytre magnetiske feltet og er derfor lav energetisk tilstand. For spinntilstanden -1/2
er atomkjernen orientert antiparallell til det tilfarte ytre magnetfeltet og har derfor hgyere
energetisk tilstand. Atomkjernen vil rotere rundt sin egen akse med sin frekvens kalt Larmor
frekvens, o. Larmor frekvensen er direkte proporsjonel med styrken til det pafarte ytre
magnetfeltet (24 s. 62, 26 s. 215-223).
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Kjernemagnetisk resonans skjer nar atomkjerner med kjernespinn som er parallelt med det
pafarte ytre magnetfelt absorberer elektromagnetisk straling i form av radiobglger og dermed
endrer orientering av deres spinntilstand til & vaere mot feltretningen til det ytre paferte
magnetfeltet. For at absorbsjon av energi skal kunne skje sa ma den tilfgrte energien vare lik
energiforskjellen mellom begge spinntilstandene som er involvert. | tillegg ma frekvensen til
den elektromagnetisk straling veere lik Larmor frekvensen. Energiforskjellen er en funksjon
av styrken til pafgrt magnetisk felt, Bo, og kan formuleres som fglgende (25s. 7, 26 s. 217-
220);

AE = f(Bo)

hvor AE er energiforskjellen mellom nivaene og er unik for hver type nuklide fordi hver
nuklide har forskjellig masse og kjerneladning, og har derfor forskjellig forhold mellom
magnetisk moment og vinkelmoment. Dette forholdet kalles for magnetogyrisk ratio, y, og er
en konstant for hver type nuklide. Magnetogyrisk ratio kan bli benyttet for a vurdere hvordan
forandringer i det tilfarte magnetiske feltet vil pavirke forskjellen mellom energinivaene.
Dette forholdet kan ogsa benyttes for a finne ut frekvensen til radiopuls, v, som trengs for a fa
til «flipping» av spinn for den nukliden som skal undersgkes. Denne frekvensen kan

formuleres som falgende (25 s. 7, 26 s. 217-220);
14

v = EBO
Ettersom frekvensen vil medfere orientering av spinnretning til kjernen, noe som skjer fordi
kjernen har en ladning, vil den ladete kjernen danne et oscillerende elektrisk felt. Dette vil
kunne skje bare hvis radiofrekvensen har samme frekvens som det oscillerende elektriske
feltet. Videre kan dette forklares som at atomkjernen er i resonans med det pafarte

elektromagnetisk feltet (25 s. 7, 26 s. 217-220).

Observasjon av signalene i NMR skjer nar det er forskjellig populasjoner med forskjellig
energiniva. Nar det tilfares et ytre magnetisk felt, sa vil det veere et overskudd av atomkjerner
i det laveste energinivaet som er det mest stabile. Det lille overskuddet av kjernen gjar det
mulig & observere resonans. Derfor er et lite overskudd av kjerner i lavere spinntilstand viktig

i NMR-spektroskopi. Nar forskjellen mellom energinivaene mellom de to populasjonene som

46



er involvert gker, gker overskuddet noe, og dette skjer nar det ytre magnetisk feltet gker.
Derfor lages nye og moderne NMR-instrumenter med noe hgyere styrke av magnetisk felt enn
gamle instrumenter. Dette gker sensitiviteten til instrumentet, ogsa signalresonans gker fordi

flere kjerner kan transmitteres ved hgyere frekvens (26 s. 221).

NMR-instrumentets hovedkomponenter er en magnet, pragveholder, prgve, transmitter og
mottaker, og en datamaskin. Prgven blir plassert i senter av magneten i prgveholder og blir
utsatt for en puls med magnetisk straling. Pulsen eksiterer kjernene slik at de skifter
orientering. Nar pulsen stopper, gar alle kjernene tilbake til sin faktiske orientering og det
avgis straling med forskjellig frekvens fordi ett molekyl bestar av forskjellige kjerner. Dette er
noe som kalles for fritt induksjonsforfall (Free Induction Decay, FID). Intensiteten gar ned
med tiden nar alle kjernene gar tilbake til sin opprinnelige posisjon. FID blir bearbeidet av
datamaskin og som benytter en matematisk operasjon som kalles for Fouriertransformasjon
(Fourier transform, FT). FT gir et spekter av frekvens fra FID til de forskjellige atomkjernene
i praven. Spekteret inneholder topper fra tilfeldig stay og reelle signaler fra kjernene i praven.
For & minske stay og gke signalstyrken til kjernene, sendes nye puls til prgven slik at nye
signal styrker tidligere signaler. Dette gjar at signalene til kjernene i prgven forsterkes og
stayet vil kanselleres ved 4 ta flere FID for en analysepreve. Hvor mange ganger FID skal
man kjare pa en prgve er avhengig av styrken pa magneten og stoffkonsentrasjon i prgven.
Flere FID scans kreves ofte for a fa et NMR-spekter av god kvalitet siden signalene, som er
reelle, akkumuleres og gker i styrke, mens stgy, som er tilfeldig, kanselleres. Dermed far vi et
bedre signal til steyforhold i NMR-spekteret ved akkumulering av flere scans (25 s. 15 og 18-
21, 26 5.226-227, 27).

Ettersom det finnes NMR-spektrometre med magneter med forskjellig feltstyrke, vil
atomkjerner resonere ved forskjellige absolutte frekvenser i Hz. Derfor brukes for
standardisering og sammenlignbarhet en enhetslgs kjemisk skift skala der enheten til skalaen
er ppm istedenfor en frekvensskala. Kjemisk skift skala er ikke avhengig av det ytre
magnetiske feltet. Atomkjerner vil dermed fa samme kjemiske skiftverdi selv om det er ulike
magneter som brukes. Det kjemiske skiftet rapporteres i delta (8) (parts per million, ppm).
Vanligvis kalibreres spekteret mot enten signalet til TMS, som utgjer nullpunktet i ppm
skalaen, eller til frekvensen av restlgsemiddelsignalet relativt til TMS (25 s. 24-25, 26 s. 222-
224). 1 denne oppgaven lgses prgvene i heksadeuterert dimetylsulfoksid (DMSO-Ds), hvor
henholdsvis signalene til restlagsemiddelet (DMSO-DsH) og lgsemiddelsignalet (DMSO-De)
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brukes som kalibreringsreferanse for a kalibrere henholdsvis *H og *C NMR-spektrene.
DMSO-Ds regnes som det neermeste vi kommer et universallgsemiddel for organiske

molekyler i NMR-spektroskopi.

NMR-spektroskopi er en god mate for & bestemme strukturen til forbindelser fordi
atomkjerner av samme type i et molekyl, for eksempel *H, ngdvendigvis ikke observeres ved
samme kjemiske skift. Dette fordi atomkjernene i et molekyl har forskjellig omgivelse og er
omgitt av elektroner. Da vil atomkjernene eksistere i forskjellig elektromagnetisk miljg.
Dermed vil kjerner i et molekyl ha resonans ved en gitt frekvens avhengig av omgivelsene
som omgir dem som blant annet andre kjerner og funksjonelle grupper. Kjerner blir skjermet
av elektroner som omgir dem, og vil derfor ha forskjellig «shielding» avhengig av det ytre
magnetiske feltet, elektrontetthet som omgir dem og andre faktorer (26 s.222). Dersom en
kjerne er observert ner et elektronegativt element i molekylet, vil det elektronegative
elementet tiltrekke elektroner og elektrontettheten vil da bli redusert rundt atomkjerner vi
observerer, og dermed vil kjemisk skift gke for denne atomkjernen pa grunn av den lavere
elektrontettheten rundt atomkjernen. Denne effekten er sterkere dersom det er flere
elektronegative substituenter og vil minske med avstand som er mer enn eller lik tre karbon-
karbon bindinger (26 s. 234). Hybridisering av C-atomer har ogsa betydning for kjemiske
skift. For eksempel vil hydrogenatomer som sitter pa sp3-karbon ha lavere kjemisk skift enn
hydrogenatomer som sitter pa sp?-karbon. Dette er pa grunn av at elektrontettheten rundt
protonkjernen blir mindre med gkende grad av s-karakter for karbonatomet. Hydrogenatomer
som sitter pa sp3-karbon og som er koblet til et heteroatom (-O-CH>-, og sa videre) eller til et
umettet karbon (-C=C-CHz2-) faller ikke i den region, men vil ha hgyere kjemisk skift (26 s.
236). Magnetisk anisotropi er en annen egenskap som forekommer i molekyler som har et
umettet-system med & elektroner som for eksempel benzen og andre aromatiske systemer og
forbindelser med multiple bindinger som dobbeltbindinger og trippelbindinger. For
aromatiske ringer far vi gkt deshielding for H-atomene som ligger i periferien av ringen.
Dersom hydrogenene hadde vert i midten av ringen sa ville de ha hatt gkning i shielding.
Geometrien av det magnetiske anistropiske feltet avhenger av hvor gruppene og elektronene
er plassert (26 5.238-240).

Hovedparametere som benyttes for a tolke NMR-spekter er det kjemisk skiftet, integraler,
spinn-spinn splitting og koblingskonstantene. Det kjemiske skiftet ble tidligere i dette

avsnittet omtalt om og skal derfor ikke forklares narmere.
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| 1D 'H NMR-spekteret er arealene til hvert signal proporsjonalt med antall hydrogenatomer
som gir opphav til dette signalet. NMR-spektroskopi gir oss derved mulighet til & integrere
omradet under signalet. Forholdet mellom integralene vil fortelle om relativt antall
hydrogenatomer i molekylet og hvor mange hydrogenatomer hvert signal tilsvarer (26 s.231-
232).

Spinn-spinn splitting forteller at hver protonkjerne som blir observert vil kunne «fgle» antallet
hydrogenatomer som er tilknyttet nabokarbonatomene til det karbonatomet hydrogenet sitter
pa. Dette medfarer at resonanstopper til denne kjernen vil splittes i antall linjer som kan
regnes ut ved a benytte (n+1)- regelen, hvis koblingskonstantene til de andre atomene er like
store. (n+1)- regelen forteller at antall topper vil vaere én mer enn antall hydrogenatomer pa
nabo karbonatomene. For eksempel sa vil det veere en triplett (tre linjer) hvis kjernen har to

hydrogenatomer pa nabokarbonatomet, og sa videre (26 s.241).

Koblingskonstaten, J, er et mal pa hvor sterkt en kjerne pavirkes av naboens spinntilstander.
Koblingskonstanten er uavhengig av magnetisk felt og oppgis i Hertz (Hz). J brukes for a
male avstanden mellom multiplett toppene, noe som hjelper til i analyse av NMR-spekter og
for & avgjare hvilke protoner som er nar hverandre ettersom en splitting vil ha samme J hvis
signalene kobler med hverandre. Koblingskontanten er avhengig av elektronfordelingen
rundt de to kjernene som er koblet med hverandre. J blir mindre nar det er flere bindinger
mellom hydrogenatomene. Ettersom J varierer avhengig av elektronfordeling, substituenter,
atomhybridisering og sa videre, brukes J verdiene som en slags referanse for & vurdere og
forklare hvorfor koblingene far disse verdiene (25 s. 85-86, 26 s. 248-251, 27).

I denne oppgaven benyttes endimensjonale (1D) og todimensjonale (2D) NMR-eksperimenter
i analyse av forbindelsene som blir isolert fra spansk kjagrvel. De neste avsnittene skal
beskrive eksperimentene som brukes i strukturbestemmelse av de isolerte naturstoffene.
Endimensjonale eksperimenter informerer om de forskjellige kjemisk skiftverdiene for
atomkjerner, samt benyttes til integrering og til bestemmelse av koblingskonstanter for *H.
Todimensjonale eksperimenter derimot brukes til @ bestemme molekylstrukturene til de
isolerte stoffene, i tillegg til & oppna fullstendig anordning av *H og *3C signalene i NMR-
spektrene, siden signaler som overlapper med hverandre i 1D NMR-spektre ofte er separert i
2D NMR-spektre.
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42521 1D 'H NMR og 1D 3C NMR (CAPT (Compensated Attached
Proton Test))

1D 'H NMR
Malet med 1D *H NMR eksperimentet er a gi informasjon om de ulike 'H typene i spekteret,

samt kartlegge deres kjemiske skiftverdier, spinn-spinn koblingskonstanter og integraler (27 s.
44). Man vet hvilke type proton det er og hvor mange er det av hver type. Dette eksperimentet
gir signaler hvor arealet til hvert signal er proporsjonale med antallet protoner som er opphav
til signalet. Dermed kan arealet til hvert signal bestemmes ved integrasjon slik at vi pa denne
maten kan vite antallet hydrogenatomer som gir opphav til signalet (26 s. 231-232). | tillegg
vil dette eksperimentet gi informasjon om hvilke atomer som kobler med hverandre. Dette
falger spinn-spinn splittings fenomenet, som er tidligere nevnt, og man far bestemt

koblingskonstantene.

1D 3C NMR (CAPT (Compensated Attached Proton Test))

Malet med 1D 3C CAPT NMR eksperimentet er a ta opp karbonspekter med broad-band
decoupling av CH-koblinger for & gjare spekteret enklere, og gi informasjon om de kjemiske
skift verdiene til C-atomene i molekylet (27 s. 49). 1D 3C CAPT (compensated attatched
proton test) spekteret gir ogsa informasjon om antallet H-atomer som er koblet til hvert
karbonatom ved at karbonatomer med partall hydrogensubstituenter (Cq og CH2) peker
oppover, mens signaler med oddetall hydrogensubstituenter (CH og CHs) peker nedover (25
5.206-207).

De kjemiske skiftverdiene for hydrogenatomene (*H) observeres vanligvis i omradet 0-14
ppm, mens for karbonatomer (*3C) observeres de kjemiske skiftverdiene ofte i omradet 0-220
ppm (26 s. 291). Bade 1D H spekteret og 1D *3C spekteret kan enkelt kalibreres ngyaktig,
der de bestemt kalibreringsverdiene (i Hz) deretter kan benyttes til kalibrering av
todimensjonale NMR-spektre med hydrogen- og karbon-dimensjoner. Restlgsemiddelsignalet
DMSO-DsH som observeres i 1D *H NMR-spektrene kalibreres til 2.49 ppm, mens
lgsemiddelsignalet for DMSO-Ds kalibreres til 39.6 ppm i 1D *C NMR-spektrene.

4.2.5.2.2 2D 'H-'H Correlation spectroscopy (COSY)

COSY spektrum er et todimensjonal NMR-spekter, hvor frekvensene (kjemisk skift) til proton

er plottet langs begge aksene og er korrelert til hverandre. COSY spektrum er et kvadratisk
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symmetrisk spekter som har diagonaltopper og krysstopper. Diagonaltopper er toppene langs
diagonalen og er de samme signalene som i 1D *H NMR spekteret. Krysstoppene er toppene
som er symmetrisk om diagonalen. Krysstoppene viser hvilke protoner som korrelerer med
hverandre gjennom skalarkoblinger. Disse krysstoppene viser to koordinater som viser
kjemisk skiftene til begge protonene som korrelerer med hverandre. | et slikt spekter er det
mulig & anordne protoner som kobler med hverandre i et spinnsystem (24 s. 131-133, 25 s.
263-265).

4.25.2.3 2D 'H- 3C HSQC (Heteronuclear Signal Quantum Coherence)

IH-13C HSQC spektrum er et 2D spekter som viser korrelasjon mellom hydrogenatomer og
karbonatomer som er direkte tilknyttet til hverandre. Kjemisk skiftverdier for *H er plottet
langs horisontale aksen, mens kjemisk skiftverdier for 13C er plottet langs vertikale aksen.
Krysstoppene i spekteret viser korrelasjon mellom protonatomet som er koblet til tilhgrende
karbonatomet (19 s. 161). HSQC eksperimentet benytter direkte observasjon av den sensitive
atomkjernen (*H-atomet) til a styrke signalene til den lite sensitive atomkjernen som er av
interesse (29 s. 226). Det som er spesielt med dette eksperimentet er at det er mulig a utfere
eksperimentet selv nar det er lite prgve pa relativt kort tid (25 s. 271). Eksperimentet er sveert
nyttig for anordning av *H og *3C signaler, siden flere signaler som overlapper i 1D NMR-

spektrene er godt separerte i 2D *H-13C HSQC spekteret.

4.25.2.4 2D 'H-13C HSQC-TOCSY ((Heteronuclear Signal Quantum

Coherence- Total Correlation Spectroscopy)

2D HSQC-TOCSY ble utfert som beskrevet i Fossen et al. (2007) (75). | dette eksperimentet
observerer vi krysstopper fra det kjemiske skiftet til et hydrogenatom i et spinnsystem og til
samtlige H og *3C kjemiske skift for hele spinnsystemet. Spesielt nyttige er unike kjemiske
skiftverdier i spinnsystem, det vil si et proton kjemisk skiftverdi som ikke overlapper med

noen andre kjemiske skiftverdier i NMR-spekteret (75).

4.25.25 1D selektivH TOCSY (Total Correlation Spectroscopy)

1D selektiv TOCSY ble utfart som beskrevet i Fossen et al. (2000) (76). | dette selektive
TOCSY-eksperimentet far vi 1D *H NMR-spektre av kun ett bestemt spinnsystem, som for

eksempel hydrogenatomene i en og samme sukkerenhet. Eksperimentet er spesielt nyttig for a
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kunne bestemme *H-'H koblingskonstanter for identifikasjon av sukkere i naturprodukter med
flere sukkerenheter som har mange overlappende signaler i det vanlige 1D *H NMR-
spekteret. En forutsetning for & lykkes med 1D selektiv TOCSY eksperimentet er at det finnes
en unik kjemisk skiftverdi for ett av hydrogenatomene i spinnsystemet som ikke overlapper
med noen andre kjemiske skiftverdier i NMR-spekteret (76).

4.25.2.6 2D 'H-'H ROSEY (Rotating frame Overhauser Enhancement
SpectroscopY)

ROSEY eksperimentet er ogsa kalt for CAMELSPIN eksperimentet (30), hvor overfgring av
magnetisering skjer via dipol-dipol interaksjon istedenfor overfaring via skalarkobling som er
det vanlig for andre 2D eksperimenter. ROSEY eksperimentet viser korrelasjon mellom
hydrogenatomer som er near hverandre i rom, men som kan veere lokalisert langt fra hverandre
i antall bindinger. Diagonale topper og ROE krysstopper i ROSEY -spekteret har alltid motsatt
fortegn fordi de ikke blir pavirket av korrelasjonstid, mens exchange-topper mellom analoge
signaler av to former som er i likevekt med hverandre som fglge av kjemisk eller
konformasjonell likevekt har samme fortegne som diagonalen i ROESY -spekteret. ROSEY
eksperimentet har ingen begrensninger med hensyn til molekylstarrelsen til forbindelsene som
analyseres (25 s. 284-288). Dette eksperimentet har god sensitivitet og er spesielt nyttig i

strukturoppklaring av molekyler som inngar i kjemisk eller konformasjonell likevekt (31).

4.25.2.7 2D 'H-BC HMBC (Heteronuclear Single-Quantum Coherence)

| HMBC eksperimentet er det mulig a observere korrelasjon mellom proton og karbon som er
adskilt av to-tre bindinger. I noen tilfeller kan dette eksperimentet vise koblinger i konjugerte
systemer gjennom fire-fem bindinger. Direkte enbindingskoblinger er undertrykket i dette
eksperimentet, men kan i en del tilfeller likevel observers som dubletter der senteret til
dubletten er lik protonfrekvensen til krysstoppen. Intensitet til flerbindingskrysstoppene er
avhengig av koblingskonstantene (32). HMBC eksperimentet er sveert brukbart eksperiment
til & oppna fullstendig oppklaring av tilknytningspunktet mellom ulike strukturelle enheter i
molekyler, som for eksempel sukkerenheter, aglykon og syregrupper, samt anordning av Cq
(kvarternare karbon) i naturstoffer og fullstendig anordning av '3C signaler i organiske
molekyler (25 s. 370).
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4.25.2.8 2D 'H-13C H2BC (Heteronuclear 2-Bond Correlation)

H2BC eksperimentet er et HSQC-type eksperiment som viser korrelasjoner mellom to
bindinger. Denne metoden skiller seg fra HMBC eksperiment ved at H2BC kun viser signal
for protonerte karbon gjennom tobindingskorrelasjon. 2Jcw korrelasjoner er av og til svake i
HMBC-spekteret. I tillegg kan det i et HMBC-spekter i noen tilfeller vare utfordrende a skille
mellom krysstopper som er resultat av 2JcH 0og hvilke krysstopper som er resultat av 3Jch.
Dermed er den bred-spektra koherens overfgring uavhengig av de forskjellige
koblingskonstantene for proton og karbon, og H2BC eksperimentet tar kun hensyn til Jun. Det
er en fordel & kombinere H2BC-spekter og HSQC-spekter fordi da denne kombinasjon gir en
korrelasjonsoversikt over to- og tre-bindingskorrelasjoner i molekylet som strukturbestemmes
(33). H2BC er spesielt nyttig for strukturbestemmelse av molekyler med en eller flere
alifatiske grupper, og da spesielt sukkerenheter, ettersom det muliggjer & fa en fullstendig
anordning av proton- og karbon kjemiske skiftverdier for de ulike sukkerenhetene (34).
Ettersom H2BC eksperimentet er type av HSQC-eksperiment, vil det ikke vaere mulig a
observere kvarternzre karbonatomer (Cq), 0g kun tobindingskorrelasjoner mellom proton og

nabokarbonatomer vil forekomme i H2BC-spekteret.

42529 2D 'H-3C 1,1-ADEQUATE (Abundance Double-QUANtum

Transfer Experiment)

2D 'H-13C 1,1-ADEQUATE eksperimentet detekterer karbon-karbon bindinger ved a benytte
seg av observert proton. Dette eksperimentet er basert pa en YJcx magnetiseringsoverfaring,
samt at Jcc koblingsvei utvikles underveis. Dette resulterer i en multiplett forenkling, hvor
det fremkommer av en homonukleer dekoblingsteknikk av det observerte protonet (35).
Siden dette eksperimentet baserer seg pa observasjon av protoner for & visualisere koblinger
mellom karbonmolekyler, vil det veere mulig & benyttes pa analyseprgver som har relativt lave
konsentrasjoner, selv om eksperimentet er vesentlig mindre sensitivt enn HMBC og H2BC.
Dette er av stor betydning spesielt siden *3C kjernen har lav naturlig forekomst sammenlignet
med 'H kjernen. 2D 'H-13C 1,1-ADEQUATE eksperimentet er ogsa svert nyttig nar det
kombineres med HMBC og HSQC da denne kombinasjonen vil kunne gi en fullstendig
strukturbestemmelse av organiske forbindelser. Koblinger mellom to Cq er umulig & oppdage
(bortsett fra i det svaert insensitive 2D 3C-13C INADEQUATE eksperimentet), men mulig a
oppdage et Cqsom er tilkoblet til en — CHn-del (28 s. 585 og 593).
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Kjemikalier
- Deuterert DMSO-Ds (99.96% D), 0.75 mL per ampulle
- Metanol (HPLC-kvalitet)

utstyr
- NMR rgr (55 mm) med lokk
- Glasspipette og smokk
- Dramsglass, 10 mL
- Bruker Biospin 850 MHz NMR-instrument utstyrt med cryomagnet og en *H-13C-
15N trippelresonans kryoprobe.

Fremgangsmate
- Prgven som skal analyseres inndampes til tarrhet pa rotavapor.
- Praven lgses opp med 1-2 mL metanol og overfares til dramsglass. Prgven tarkes
under N2-gass til det er helt tart.
- Praven plasseres i eksikator i minst to dagn.
- Praven lgses deretter opp med en ampulle deuterert DMSO-Ds 0g overfares til et
NMR-rgr ved & bruke glasspipette og pipettesmokk fgr den analyseres i NMR-

instrumentet.

4.2.5.3 Massespektrometri (MS)

Massespektrometri er en analytisk metode som spiller en viktig rolle i oppdagelse av nye
naturstoffer som kan benyttes som legemidler (10). Denne metoden brukes sammen med
andre metoder, blant annet NMR, for & bestemme strukturen til organiske forbindelser.
Metoden maler molekylmassen til forbindelsene som analyseres ved & omdanne dem til ioner
med ladning (19 s. 165). Elektronsprayionisering (ESI) er en av de viktigste
ioniseringsteknikkene innen massespektrometri, hvor ioniseringen foregar under atmosfarisk
trykk. Nar ESI brukes, fares analyseprgven inn i massespektrometeret i en vaeskestrgm, hvor
vaesken som er flyktig passerer gjennom et trangt kapilleerrer. Videre forstgves vaesken ved a
benytte nitrogen for a danne aerosol som er sammensatt av sma draper. Ved utgangen til
kapilleerrgret finnes det en sylindrisk elektrode, og et potensial imellom. Potensialet forer til at
de sma drapene far elektrisk ladning, og veesken vil fordampe. Analyttmolekylene beholder

ladningen sin og dyttes inn i masseanalysatoren av elektrisk spenning (10 s. 257-258).
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Massespektrometri kan benyttes i kombinasjon med vaeskekromatografi (LC-MS) for &
separere forbindelsene ved at de passerer gjennom en kromatografisk kolonne fer de hver for
seg elueres fra kolonnen og deretter introduseres inn i massespektrometeret og ioniseres.

Massespektrometeret benyttes i hele separasjonstiden som en avansert detektor (10 s. 264).

Massespekteret hvor resultatene fra massespektrometri fremstilles viser ioner som en funksjon
av masse/ladning (m/z). Resultatene vises i et stolpediagram hvor intensiteten er plottet i y-
aksen, mens m/z er plottet i x-aksen. Massespektre spiller en viktig rolle i identifisering av
organiske forbindelser fordi hver enkelt forbindelse har eget massespekter. Hayopplgselig
massespektrometri gir oss bade molekylvekten og atomsammensetningen til forbindelsene
som analyseres og er derfor sveert viktig i strukturoppklaring av nye naturstoffer (10 s. 241). |
dette mastergradsprosjektet ble det kun benyttet hayopplaselig massespektrometri (HRMS)
og kombinasjonen LC-HRMS.

5. Resultater — Eksperimentelt arbeid

5.1 Plantematerialet

Det ble hgstet bade stengel og blad (overjordisk del) av planten spansk kjervel av Heidi Lie
Andersen fra lokaliteter i neerheten av Fana folkehgyskole i Bergen sommeren 2021. Hgstet
plantematerialet ble oppbevart i fryseren frem til masterprosjektet begynte august 2021. Total
mengde av plantematerialet som ble brukt i dette prosjektet er 2.4 kg. Prosjektet begynte med

a kutte plantematerialet i relativt sma biter far ekstraksjon med metanol begynte.

5.2 Fast stoff-veeske ekstraksjon

Oppkuttet plantematerialet ble overfart til 5 L begerglass og ekstrahert med metanol (HPLC-
kvalitet), som beskrevet under 4.2.1. Begerglass ble tildekket med parafilm og
plantematerialet ble i farste omgang ekstrahert i 2 dggn. Ekstraktet ble videre filtrert gjennom
glassull i glasstrakt og oppsamlet i en passende erlenmeyerkolbe. Deretter ble plantematerialet
igjen ekstrahert med ny metanol, og ny ekstraksjonsrunde gikk i ytterligere 4 dggn. 10 L
metanol av HPLC-kvalitet ble totalt brukt i begge ekstraksjonsrundene. Raektraktet fra begge
ekstraksjonsrundene ble kombinert og oppbevart i kjgleskapet for videre arbeid. Etter

ekstraksjon hadde plantematerialet mistet sin granne fargen og ble mer gralig, mens ekstraktet
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hadde en veldig mark grgnn farge. Plantematerialet ble lagt i avtrekksskap for tarking far det
ble kastet.

Det ble bestemt at plantematerialet skulle ekstraheres med metanol fordi metanol har en polar
del (OH gruppe) og en upolar del (metylgruppe), noe som betyr at metanol vil ekstrahere bade

polare og upolare forbindelser fra plantematerialet.

Figur 17: Filtrert metanolekstrakt etter farste ekstraksjonsrunde, samt ny ekstraksjonsrunde

av plantematerialet med ny metanol (HPLC-kvalitet).

5.3 Oppkonsentrering med rotavapor

Det metanoliske raekstraktet ble oppkonsentrert under vakuum pa rotavapor til et vandig
konsentrert raekstrakt med volum pa omtrent 650 mL, som forklart under seksjon 4.2.2. Det
konsentrerte raekstraktet ble dekket med parafilm og oppbevart i kjgleskapet inntil neste
opparbeidelse. Vanninnholdet i ekstraktet kommer fra det ferske plantematerialet.

5.4 Analytisk UHPLC

Det ble tatt ut en HPLC-prave av raekstraktet til analyse pa analytisk UHPLC instrumentet
allerede far oppkonsentrering. Det er for a ha et kromatogram som viser alt av innhold av
forbindelser i plantematerialet. Ekstraktet ble filtrert over et HPLC praveglass gjennom et
sproytefilter som har 0.45 um porestarrelse. Det er for a sikre at prgven er tom for partikler

som kan vare skadelig for HPLC systemet. Analyse av raekstraktprgven ble gjort som
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forklart i seksjon 4.2.5.1. Raekstraktet ble analysert ved 215 + 10 nm, 280 + 10 nm, 360 + 10
nm og 520 + 20 nm. Metoden som ble brukt for & undersgke det metanoliske raekstraktet pa

Agilent 1260 analytisk UHPLC instrument er vist i seksjon 4.2.5.1. Kromatogrammet av det
metanoliske raekstraktet viser at plantematerialet inneholder forskjellige typer UV-

absorberende stoffer med ulik retensjonstid.
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Figur 18: UHPLC-kromatogram av metanolisk raekstraktet detektert ved 280 +10 nm.

5.5 Vaske-vaske ekstraksjon

Det vandige oppkonsentrerte raekstraket ble ekstrahert to ganger med petroleumseter (a) og
deretter to ganger med etylacetat (b) ifalge prosedyren beskrevet i seksjon 4.2.3. De to
forskjellige lasningsmidler har forskjellig polaritet og vil dermed skille ut stoffer med ulik
grad av polaritet. Hele det oppkonsentrerte ekstraktet ble filtrert gjennom glassull i trakt og
overfart til en skilletrakt med et volum pa 2 L. Det vandige raekstraktet hadde et volum pa
650 mL. For ekstraksjon med bade lgsningsmiddel (a) og (b) ble det tilsatt samme volum av
det organiske lgsemiddelet som det var av det vandige raekstraktet, altsa i omtrent 50/50 v/v
forhold mellom de forskjellige fasene. Detaljert beskrivelse av fremgangsmate for vaeske-
vaeske ekstraksjon er beskrevet i seksjon 4.2.3. Nar prosessen var ferdig, satt man dermed
igjen med tre forskjellige faser; petroleumseterfase, etylacetatfase og vannfase. Etter
ekstraksjon med petroleumseter hadde peteroleumseterfasen fatt noe svakt gul farge, noe som
tyder pa at det er svart fa aromatiske forbindelser i raekstraktet som er lgselige i
petroleumseter. Etter ekstraksjon med etylacetat hadde bade etylacetatfase og vannfase fatt

sterk farge. Dette betyr at de fleste forbindelsene er mye mer lgselige i det vandige ekstraktet.
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Petroleumseterfasen ble ikke med i videre opparbeidelse i dette prosjektet, og har dermed blitt
staende til avdamping i romtemperatur i avtrekksskapet. Etylacetatfasen og vannfasen ble
konsentrert opp pa rotavapor for videre opparbeidelse pa Amberlite XAD-7
kolonnnekromatografi. Oppkonsentrering ble utfart etter prosedyren beskrevet i seksjon 4.2.2.
Etylacetatfasen og vannfasen ble oppkonsentrert til ca. 350 mL. Begge fasene ble dekket med
parafilm og oppbevart i kjgleskapet til neste steg. Det ble tatt ut en preve av bade
etylacetatfasen og vannfasen allerede fgr oppkonsentrering til analytisk UHPLC. Metode for

analytisk UHPLC er beskrevet og grafisk fremstilt i seksjon 4.2.5.1.
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Figur 19: UHPLC-kromatogram av vannfasen detektert ved 280 #+10 nm.
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Figur 20: UHPLC-kromatogram av etylacetatfasen detektert ved 280 +10 nm.
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Av UHPLC-kromatogrammet til etylacetatfasen kan man se at de fleste forbindelser har
relativt lang retensjonstid. Det er som forventet ettersom stoffene i denne fasen ofte er mindre
polare enn stoffene i vannfasen. Sammenlignet med etylacetatfasen inneholder vannfasen

stoffer med kortere retensjonstid. Det er forventet fordi stoffer som er mest polare blir igjen i

vannfasen.
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5.6 Separasjon ved hjelp av Amberlite XAD-7 kolonnekromatografi

5.6.1 Separasjon av vannfasen

Oppkonsentrert vannfasen ble farst separert ved hjelp av Amberlite XAD-7
kolonnekromatografi som detaljert beskrevet i seksjon 4.2.4.1. Farst ble kolonnen sjekket om
den var Klar til bruk ved a kontrollere pH ved bruk av pH-papir, pH-en skal vere rundt 5.5.
Det er for a kontrollere om det var resterende lut etter tidligere vasking av kolonnen.
Kolonnen ble vasket med ytterligere 1 L destillert vann fagr den var klar til applikasjon. Fer
applikasjon ble vaesken i XAD-7 kolonnen tappet ut til toppen av materialet var akkurat tert.
Hanen ble stengt og vannfasen ble forsiktig applisert til kolonnematerialet. Hanen ble apnet
igjen for & tappe ut vannfasen til den akkurat nadde overflaten til materialet i kolonnen.
Videre ble hanen stengt igjen i 10-15 minutter etter applikasjon slik at naturstoffene far lengre
tid til 4 bli adsorbert til kolonnematerialet. Deretter begynte eluering med farst destillert vann
og sa med metanol. Vannfasen ble fgrst eluert med totalt fem liter destillert vann, og sa med
fem liter metanol av HPLC-kvalitet. De fargede fraksjonene ble samlet opp fordi det tydet pa
at forbindelsene begynte a elueres. Fra vannfasen ble det totalt samlet opp fem vandige
fraksjoner som hadde varierende grad av svak gulfarging. Disse fraksjonene ble konservert
med 10% metanol (v/v) for & unnga bakterievekst under oppbevaring for mulig videre arbeid.
Hver av disse fraksjonene hadde volum pa ca 800 mL. Etter eluering med destillert vann, ble

hele vaesken i kolonnen tappet ut far eluering med metanol (HPLC-kvalitet) begynte.

Det ble totalt samlet opp syv fraksjoner fra vannfasen eluert med metanol, hvor hver fraksjon
hadde volum pa ca. 500 mL. Fraksjonene som ble oppsamlet under vanneluering hadde svakt
gulfarge. Polare alifatiske organiske forbindelser som aminosyrer og sukkere, inkludert
monosakkarider, oligosakkarider og polysakkarider, som er lite interessante for denne
oppgaven blir skilt ut. Etter eluering med vann, hadde toppen av kolonnematerialet fortsatt
ganske mark farge. Det tydet pa at de aromatiske forbindelsene i ekstraktet fortsatt var
adsorbert til kolonnemateriale etter elueringen med 5 L vann, og disse ble derfor eluert med
metanol. Fraksjon VM1 og VM2 var sterkt farget, men resten av fraksjonene sekvensielt fikk
en stadig lysere gulfarge inntil siste fraksjon var tilneermet fargelgs. Etter eluering med
omtrent fire liter med metanol, ble fargen pa kolonnematerialet nesten slik som i starten.
Kolonnematerialet var noe svakt grgnnfarget, noe som trolig kommer av rester av adsorbert
klorofyill.
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Tabell 6: Vandige fraksjoner og metanolfraksjoner samlet opp fra Amberlite XAD-7

kolonnekromatografisk separasjon av vannfasen

Losemiddel Fraksjon Volum [mL] Farge Videre arbeid
Super destillert
vann
VV1 800 Svakt gul
VV2 800 Svakt gul
VV3 800 Svakt gul
VV4 800 Svakt gul
VV5 800 Svakt gul
Metanol (HPLC-
kvalitet)
VM1 500 Svakt gul Separert pa liten
Sephadex LH-20 kolonne
VM2 500 Gul/oransje Separert pa stor
Sephadex LH-20 kolonne
VM3 500 Mgrk oransje  Kombineres med VM4,

Separert pa liten
Sephadex LH-20 kolonne
VM4 500 Gul Kombineres med VM3.
Separert pa liten
Sephadex LH-20 kolonne

VM5 500 Gul
VM6 500 Svakt gul
VM7 500 Svakt gul

5.6.2 Separasjon av etylacetatfasen

Den oppkonsentrerte etylacetatfasen ble separert ved hjelp av Amberlite XAD-7 kolonne som
beskrevet i seksjon 4.2.4. Etylacetatfasen ble farst eluert med fem liter destillert vann og sa
med seks liter metanol av HPLC-kvalitet. Det ble totalt samlet opp 9 vandige fraksjoner og 12
metanolfraksjoner. Tabellen under viser oversikt over vannfraksjoner og metanolfraksjoner

etter separering av etylacetatfasen.
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Under oppbevaring av etylacetatfasen i kjgleskapet frem til dette separasjonstrinnet, fikk

etylacetatfasen utfelling, noe som i teorien kunne veere et helt rent stoff eller eventuelt en

selektert blanding av et begrenset utvalg av naturstoffer. Etter applisering av etylacetatfasen

pa kolonnen, ble utfellingen lgst med metanol for & fa med alt far den ble overfart til et

dramsglass og terket under nitrogengass. Videre ble praven oppbevart i eksikator i minst to

degn far den ble lgst opp med en ampulle deuterert DMSO for analyse ved hjelp av NMR.

Tabell 7: Vandige fraksjoner og metanolfraksjoner samlet opp fra Amberlite XAD-7

kolonnekromatografisk separasjon av etylacetatfasen

Lesemiddel Fraksjon Volum [mL] Farge Videre arbeid
Super
destillert vann
EV1 300 Lys gult
EV2 500 Gult
EV3 500 Gult
EV4 500 Lys gult
EV5 500 Lys gult Kombineres med EV6, 7 og
8
Separert pa liten Sephadex
kolonne
EV6 500 Svakt lys Kombineres med EV5, 7 og
gult 8
Separert pa liten Sephadex
kolonne
EV7 500 Svakt lys Kombineres med EV5, 6 og
gult 8
Separert pa liten Sephadex
kolonne
EVS8 500 Blank Kombineres med EV5, 6 og
7. Separert pa liten Sephadex
kolonne
EV9 500 Blank
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Metanol (HPLC-

kvalitet)

EM1 500 Gult

EM2 400 Grgnnbrunt

EM3 300 Mgrkt gult  Kombineres med EM4 og 5
Separert pa stor Sephadex
kolonne

EMA4 400 Gult Kombineres med EM3 og 5
Separert pa stor Sephadex
kolonne

EMS5 400 Gult Kombineres med EM3 og 4
Separert pa stor Sephadex
kolonne

EM6 400 Lys gult

EM7 500 Lys gult

EMS8 500 Lys gult

EM9 600 Lys gult

EM10 600 Lys gult

EM11 600 Svakt lys

gult
EM12 600 Svakt lys
gult
5.7 Analytisk UHPLC

Alle fraksjoner fra Amberlite XAD-7 kolonnekromatografi ble analysert ved hjelp av
analytisk UHPLC for a se pa profilen til stoffene i fraksjonene og for a vurdere hvilke
fraksjoner som virket interessante for videre rensing ved hjelp av Sephadex LH-20
kolonnekromatografi. Fraksjonene som ikke viste interessante UV-absorberende forbindelser
eller fraksjoner med lave konsentrasjoner og som ikke kan kombineres ble kastet. Prosessen
for analytisk UHPLC analyse falger prosedyren som beskrevet i seksjon 4.2.5.1. Analytisk
UHPLC ble benyttet fordi metoden gar relativt raskt nar det er sa mange prever og det er

mindre forbruk av lgsemidler enn ved bruk av ordinere HPLC-instrumenter.
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Pa bakgrunn av kromatogrammene fra analytisk UHPLC ble det bestemt at det skulle jobbes
videre med fraksjonene VM1, VM2 og VM3+VM4 fra vannfasen. Fraksjonene VM5-VM7
har ikke blitt videre opparbeidet ettersom de viste lave konsentrasjoner av UV-absorberende
stoffer, samt at UV-absorbsjonen kommer fra de samme stoffene som er sett i tidligere
fraksjoner. VV1-VV5 fraksjonene ble ogsa forkastet ettersom de ikke hadde interessante UV-

absorberende naturstoffer.

Fra etylacetatfasen ble det bestemt at det skulle jobbes videre med EM3-EM5 og EV5-EV8
ettersom disse fraksjonene har vist interessante UV-absorbsjonsprofil. De andre fraksjoner
viste lave konsentrasjoner av UV-absorberende naturstoffer og ble det enighet om a ikke

jobbes videre med.

5.8 Videre separasjon ved hjelp av Sephadex LH-20 kolonnekromatografi

Fraksjonene VM1, VM2 og VM3+VM4 ble oppkonsentrert pa rotavapor. VM1 og
VM3+VM4 ble avdampet til ca. 25 mL under vakum pa rotavapor, mens VM2 ble avdampet
til ca. 50 mL. Avdampete fraksjoner ble dekket med parafilm og oppbevart i kjgleskapet for
videre arbeid. Det ble bestemt at fraksjon VM1 og VM3+4 skulle separeres ved bruk av liten
Sephadex LH-20 kolonne fordi disse fraksjonene viste lite kompleksitet og kan sannsynligvis
bli isolert i den lille kolonne. Det er viktig med tanke pa en god og tilstrekkelig separering av
stoffene i fraksjonen. Den lille kolonnen var 50 cm lang og hadde en diameter pa 3.5 cm.
Kolonnematerialet hadde hgyde pa kolonnematerialet 33 cm. For fraksjon VM2 ble det
bestemt & bli separert ved hjelp av stor Sephadex LH-20 kolonne. Denne kolonnen var 100 cm
hgyt og hadde en diameter pa 5 cm. Kolonnematerialet var 66 cm i lengden.

Separasjonsmetoden fulgte prosedyren beskrevet i seksjon 4.2.4.2.

Fra etylacetatfasen ble det bestemt at kombinasjon av fraksjonene EM3-5 skulle videre
separeres ved hjelp av stor Sephadex LH-20 kolonne, mens kombinasjon av fraksjonene EV5-
8 skulle videre separeres ved hjelp av liten Sephadex LH-20 kolonne. Detaljert prosedyre for
separasjon med Sephadex LH-20 kolonne er vist i seksjon 4.2.4.2. EM3-5 ble avdampet under
vakum pa rotavapor til et volum pa ca. 50 mL, mens EV5-8 ble avdampet til et volum pa ca.

25 mL. Beskrivelsen for oppkonsentrering er beskrevet i seksjon 4.2.2.
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Etter separasjon ble alle fraksjonene analysert med analytisk UHPLC for & bestemme hvilke
fraksjoner som skulle analyseres med NMR eller LC-MS, og hvilke som kunne videre

separeres med preparativ HPLC, eller eventuelt med den lille Sephadex LH-20 kolonnen.

5.8.1 Fraksjon VM1

Det ble bestemt at fraksjon VM1 skulle separeres pa lille Sephadex LH-20 kolonne (50 x 3.5
cm). Det var flere forbindelser i denne fraksjonen, men det var spesielt de tre hovedtoppene
med retensjonstid 1.10 minutter, 2.01 minutter og 6.71 minutter som man er spesielt
interessert i a separere. Fraksjonen ble oppkonsentrert til passende volum (25 mL) til
applikasjon pa den lille kolonnen. Fraksjonen ble dekket med parafilm og oppbevart i
kjgleskapet frem til dagen den skulle separeres pa Sephadex LH-20 kolonnen. Fraksjonen ble

applisert i henhold til metoden forklart ngye i seksjon 4.2.4.2.
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Figur 21: UHPLC-kromatogram av fraksjon VM1 ved 280 #10 nm.

Tabell 8: Volum av mobilfasegradient som ble brukt til separering av fraksjon VM1 pa

den lille Sephadex LH-20 kolonnen

Metanol [%] Superdestillert vann [%]  TFA [%] Volum [mL]
20 80 0.1 800

50 50 0.1 600

70 30 0.1 600

100 0 0.1 1200

Det ble samlet inn 52 fraksjoner totalt fra separasjon av fraksjon VM1 pa lille Sephadex LH-
20 kolonnen. Det ble tatt ut praver av alle oppsamlede fraksjoner for analyse pa analytisk

UHPLC. Metoden for analysen er beskrevet i seksjon 4.2.5.1. Pa bakgrunn av UHPLC
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resultatene ble det bestemt at det skulle lages 4 praver til analyse ved hjelp av NMR. Se

flytskjema 3, vedlegg 1 for a fa nzermere informasjon om hvilke fraksjoner som ble analysert

ved hjelp av NMR.

5.8.2 Fraksjon VM2

Fraksjon VM2 fra separasjon av vannfasen pa XAD-7 kolonnen hadde spennende UHPLC
kromatogram. Kromatogrammet viste noe kompleksitet, men hadde to hovedtopper ved
retensjonstid 6.00 min og 6.68 min. Derfor ble det besluttet at denne fraksjonen skulle videre
separeres ved hjelp av stor Sephadex LH-20 kolonne (100 x 5 cm). Fraksjonen ble konsentrert
opp pa rotavapor til et volum pa 50 mL, som beskrevet i seksjon 4.2.2, og ble oppbevart i
kjoleskapet frem til videre opparbeidelse. VM2 fraksjonen ble applisert pa Sephadex LH-20

kolonnen etter samme metoden som er forklart i seksjon 4.2.4.2.
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Figur 22: UHPLC-kromatogram av fraksjon VM2 ved 280 + 10 nm.

Tabell 9: Volum av mobilfasegradient som ble brukt til eluering av fraksjon VM2 pa

stor Sephadex LH-20 kolonne

Metanol [%] Superdestillert vann [%]  TFA [%] Volum [mL]
20 80 0.1 2130
50 50 0.1 2000
70 30 0.1 2000
100 0 0.1 5000
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Ved hjelp av stor Sephadex LH-20 kolonne ble det samlet opp 165 fraksjoner fra fraksjon
VM2. Alle fraksjoner ble analysert ved hjelp av analytisk UHPLC som forklart i seksjon
4.2.5.1. Pa bakgrunn av kromatogrammene fra analytisk UHPLC ble det besluttet at det skulle
lages ni praver til analyse ved hjelp av NMR, fem praver til analyse ved hjelp av MS, to
praver skulle isoleres videre ved hjelp av preparativ HPLC og en prgve skulle videre
separeres ved hjelp av liten Sephadex LH-20 kolonnekromatografi. Tabellen under viser en
oversikt over fraksjoner som ble valgt til NMR-analysen og fraksjoner til videre opprensing

pa preparativ HPLC og pa den lille Sephadex LH-20 kolonnen.

Tabell 10. Oversikt over videre arbeid med fraksjoner fra Sephadex LH-20 separasjon
av XAD-7 fraksjon VM2 etter opprensing ved hjelp av Sephadex LH-20
kolonnekromatografi

Fraksjon Videre arbeid

VM2S21-23 Separasjon ved hjelp av preparativ HPLC (se 5.9.1)
VM2S27 HRMS

VM2S28+29 NMR

VM2S39-41 Separasjon ved hjelp av preparativ HPLC (se 5.9.2)
VM2S45+46 Separasjon ved hjelp av liten Sephadex LH-20 kolonne (se 5.8.4)
VM2S47 NMR og HRMS

VM2562-68 NMR og HRMS

VM2S83+84 NMR

VM2S88+89 NMR

VM2S95-100 NMR

VM2S141-142 NMR

VM2S150+151 NMR og HRMS

VM2S154-156 NMR og HRMS

5.8.3 Fraksjon VM3+4

Pa bakgrunn av UHPLC kromatogrammene ble det besluttet at fraksjon VM3 skulle
kombineres med fraksjon VM4 far separasjon av de kombinerte fraksjonene pa den lille
sephadex LH-20 kolonnen (50 x 3.5 cm). VM4 viste seg a inneholde de samme forbindelsene
som fantes i fraksjon VM3, men i noe lavere konsentrasjon. Det gjelder spesielt forbindelser

ved retensjonstid 5.00 minutter og 6.67 minutter. Det er ogsa flere andre forbindelser i begge
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fraksjonene, men i lave konsentrasjoner. Etter at VM3 og VM4 ble kombinert, ble de
oppkonsentrert til ca. 25 mL i henhold til prosedyren forklart i seksjon 4.2.2. Konsentratet ble
oppbevart i kjgleskapet. Under oppbevaring av konsentrert fraksjon, fikk man en utfelling.
Det ble besluttet at utfellingen skulle analyseres ved hjelp av NMR. Metoden for applikasjon
pa den lille Sephadex LH-20 kolonnen ble utfart i henhold til prosedyren forklart i kapittel

4.2.4.2.
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Figur 23: UHPLC-kromatogram av fraksjon VM3 ved 280 #10 nm.
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Figur 24: UHPLC-kromatogram av fraksjon VM4 ved 280 #10 nm.

Tabell 11: Volum av mobilfasegradient som ble brukt til separering av fraksjon VM3+4

pa den lille Sephadex LH-20 kolonnen

Metanol [%] Superdestillert vann [%] TFA [%] Volum [mL]
20 80 0.1 600
50 50 0.1 600
70 30 0.1 600
100 0 0.1 900
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Det ble totalt samlet 44 fraksjoner fra separasjon av kombinasjonen VM3+4 ved hjelp av den
lille Sephadex LH-20 kolonnen. Det ble utfert analytisk UHPLC av alle 44 fraksjonene som
forklart i seksjon 4.2.5.1. Pa bakgrunn av UHPLC-kromatogrammene ble det bestemt at det
skulle lages fem NMR-prgver til analyse ved hjelp av 850 MHz NMR. Se flytskjema 4,

vedlegg 1 for oversikt over hvilke fraksjoner det gjelder.

5.8.4 Fraksjon VM2S45+46

Fraksjon VM2 ble isolert ved hjelp av stor Sephadex LH-20 kolonnen. Fraksjon nummer 45
0g 46, heretter betegnet som fraksjon VM2S45+46 fra denne separasjonen, ble bestemt pa
bakgrunn av UHPLC-kromatogrammene & bli videre opprenset ved hjelp av den lille
Sephadex LH-20 kolonnen (50 x 3.5 cm) i henhold til metoden beskrevet i seksjon 4.2.4.2.
VM2S45+46 ble oppkonsentrert til et volum pa omtrent 25 mL far applikasjon pa den lille
Sephadex LH-20 kolonnen som forklart i seksjon 4.2.2.
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Figur 25: UHPLC-kromatogram av fraksjon VM2S45 ved 280 +10 nm.
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Figur 26: UHPLC-kromatogram av fraksjon VM2S46 ved 280 #+10 nm.



UHPLC- kromatogrammene til begge fraksjonene ovenfor viser noe kompleksitet, men

relativt store likhetstrekk med hensyn til innholdsstoffer i disse fraksjonene. Det ble derfor

besluttet at disse fraksjonen skulle kombinere og bli isolert ved hjelp den lille Sephadex LH-
20 kolonnen og ikke ved hjelp av preparativ HPLC. Grunnen til dette er fordi de interessante

naturstoffene i retensjonstid-omrade 7.5-8.5 minutter har relativt lik retensjonstid, noe som

kan vere utfordrende og utgjere en betydelig fare for & miste disse stoffene under isolering

ved hjelp av preparativ HPLC. UV-spektrene av forbindelser i begge fraksjonene vist i

figurene nedenfor er typisk for kromener (77).

45| DAD1 Scan RT=7.636 Minutes
45| DAD1 Scan RT=7.963 Minutes

01 N384, 386 405 428 454 478

Figur 27: UV-spektre av forbindelsene i
fraksjon VM2S45 med retensjonstid 7.64
minutter (mgrkebld), 7.90 minutter (lysebld)
0g 7.96 minutter (lille)

46| DAD1 Scan RT=7.899 Minutes
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Figur 28: UV-spektre av forbindelsene i
fraksjon VM2S46 med retensjonstid 7.90
minutter (merkebld), 7.96 minutter
(lysebld), 8.14 minutter (lille) og 8.31
minutter (oransje)

Under opprensing av VM2S45+46 med mobilfasesammensetning av metanol og

superdestillert vann (20:80 v/v) var tilsynelatende samtlige forbindelser i praven eluert etter
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omtrent 500 mL forbrukt mobilfase og det var ingen synlige band igjen pa kolonnen. Eluering
med denne mobilfasesammensetningen fortsatte til det totalt var benyttet 1050 mL mobilfase.
Det ble besluttet 3 ta UHPLC-praver av alle de farste 15 oppsamlede fraksjoner fgr man

kunne ga videre med de neste mobilfasegradientene. Basert pa kromatogrammene viste ingen
av de oppsamlede fraksjoner UV-absorberende stoffer. Derfor fortsatte elueringen for a prave
a isolere de interessante kromenene som var blitt observert ved UHPLC analyse av fraksjonen

for separering pa lille Sephadex-kolonnen.

Tabell 12: Volum av mobilfasegradient som ble brukt til kromatografisk separasjon av
fraksjon VM2S45+46 pa den lille Sephadex LH-20 kolonnen

Metanol [%] Superdestillert vann [%]  TFA [%] Volum [mL]
20 80 0.1 1050

50 50 0.1 600

70 30 0.1 400

100 0 0.1 400

Det ble totalt samlet opp 38 fraksjoner fra separasjonen av fraksjon VM2S45+46 pa den lille
Sephadex LH-20 kolonnen. Alle oppsamlede fraksjoner ble analysert ved hjelp av analytisk
UHPLC som beskrevet i seksjon 4.2.5.1. Basert pa UHPLC resultatene ble det besluttet at en
av fraksjonene (fraksjon VM2S45+46L.S24) skulle analyseres ved hjelp av NMR. For
oversikt se flytskjema 2, vedlegg 1. Det var i utgangspunktet en malsetning a isolere flere
stoffer fra fraksjonen, men mye tyder pa at stoffene har blitt sveert fortynnet under

opprensningen pa den lille Sephadex LH-20 kolonnen.

5.8.,5 Fraksjon EM3-5

Pa bakgrunn av kromatogrammene ble det bestemt at en kombinasjon av fraksjonene EM3,
EM4 og EM5 skulle separeres ved hjelp av stor Sephadex LH-20 kolonne (100 x 5 cm) i
henhold til metoden beskrevet under 4.2.4.2. Kombinasjonen EM3-5 ble fglgelig konsentrert

opp pa rotavapor under vakuum til et volum pa omtrent 50 mL, som forklart i kapittel 4.2.2.
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Figur 29: UHPLC-kromatogram av fraksjon EM3 ved 280 +10 nm.
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Figur 30: UHPLC-kromatogram av fraksjon EM4 ved 280 #+10 nm.
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Figur 31: UHPLC-kromatogram av fraksjon EM5 ved 280 +10 nm.

UHPLC-kromatogrammene til fraksjonene EM3, EM4 og EMS5 vist ovenfor viser to
hovedtopper med retensjonstider omtrent 5.9 minutter og 6.5 minutter. Det er disse to
hovedtoppene man spesielt gnsket & isolere, men kromatogrammene viser ogsa en kompleks

sammensetning av forskjellige naturstoffer i lavere konsentrasjoner.

Tabell 13: Volum av mobilfasegradient som ble brukt til eluering av fraksjon EM3-5 pa

stor Sephadex LH-20 kolonne

Metanol [%] Superdestillert vann [%]  TFA [%] Volum [mL]
20 80 0.1 1400

50 50 0.1 800

70 30 0.1 1900
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100 0 0.1 2000

Det ble totalt samlet inn 85 fraksjoner fra separasjon ved hjelp av Sephadex LH-20 kolonnen.
Alle disse fraksjonene ble analysert ved hjelp av analytisk UHPLC. Ut fra UHPLC-
kromatogrammene ble det bestemt at det skulle lages 5 praver til analyse ved hjelp av NMR,
hvor du kan finne oversikt over hvilke fraksjoner det gjelder i flytskjema 5, vedlegg 1.

5.8.6 Fraksjon EV5-8

UHPLC-kromatogrammene til fraksjonene EV5-8 viste stor likhet, utfra hvilket grunnlag det
det ble bestemt at de skulle kombineres fgr videre isolering pa den lille Sephadex-kolonnen.
Kombinerte fraksjoner ble konsentrert opp til et volum pa omtrent 25 mL i henhold til
prosedyren forklart i kapittel 4.2.2. Under oppbevaring av konsentratet i kjoleskapet, ble det
observert utfelling i den kombinerte oppkonsentrerte fraksjonen. Konsentratet hadde bade
grumsete utfelling og fine krystaller. Klart konsentrat lgsning ble isolert fra utfelt stoff ved
hjelp av en pipette for applikasjon pa den lille Sephadex LH-20 kolonnen (50 x 3.5 cm) og
separasjon ble utfert i henhold til metoden forklart under 4.2.4.2. Resten av lgsningen, det vil
si den delen av lgsningen der det ble observert kolloidal utfelling, ble pipettert over i et
dramsglass og det ble laget en prave til analyse pA NMR. De gule krystallene ble ogsa
analysert pa NMR. Bildet nedenfor viser erlenmeyerkolben til venstre med de observerte gule

krystallene, mens til hgyre ser man dramsglasset med lgsning med kolloidal utfelling, isolert

fra konsentrert fraksjon EV5-8.

Figur 32: Krystaller isolert fra bunnfallet fra den kombinerte fraksjonen EV5-8 etter isolering

ved hjelp av XAD-7 kolonnekromatografi.
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Kromatogrammene nedenfor viser at fraksjonene inneholder de samme forbindelsene. Det
gjelder spesielt hovedkomponentene med retensjonstider ved 3.2 minutter, 5.1 minutter og 6.5

minutter. Fraksjonene inneholdt ogsa andre forbindelser med lavere konsentrasjoner.

Figur 33: UHPLC-kromatogram av fraksjon EV5 ved 280 +10 nm (DAD1A), 360 +10 nm
(DAD1B), 215 #10 nm (DAD1C) og 510 #20 nm (DAD1D).
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Figur 34: UHPLC-kromatogram av fraksjon EV6 ved 280 +10 nm (DAD1A), 360 #+10 nm
(DAD1BY), 215 +10 nm (DAD1C) og 510 #20 nm (DAD1D).

Figur 35: UHPLC-kromatogram av fraksjon EV7 ved 280 +10 nm (DAD1A), 360 #+10 nm
(DAD1B), 215 +10 nm (DAD1C) og 510 #20 nm (DAD1D).
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Figur 36: UHPLC-kromatogram av fraksjon EV8 ved 280 #+10 nm (DAD1A), 360 #10 nm
(DAD1B), 215 #10 nm (DAD1C) og 510 #20 nm (DAD1D).

Tabell 14: Volum av mobilfasegradient som ble brukt til separasjon av fraksjon EV5-8

pa den lille Sephadex LH-20 kolonnen

Metanol [%] Superdestillert vann [%]  TFA [%] Volum [mL]
20 80 0.1 400
50 50 0.1 400
70 30 0.1 400
100 0 0.1 700

Det ble samlet opp 30 fraksjoner totalt etter separasjon av EV5-8 ved hjelp av den lille
Sephadex LH-20 kolonnen. Alle fraksjonene ble analysert ved hjelp av analytisk UHPLC.
Utfra resultatene ble det besluttet at det skulle lages 2 prgver som tydeligvis er rene for a
analyseres pa NMR, og en prgve skulle videre renses ved hjelp av preparativ HPLC. For

oversikt over fraksjonene se flytskjema 5, vedlegg 1.
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5.9 Videre separasjon av utvalgte fraksjoner ved hjelp av preparativ HPLC

De fleste fraksjoner som skulle separeres pa preparativ HPLC inneholdt 2-3 naturstoffer med
relativt forskjellige retensjonstider, som man hovedsakelig gnsket a isolere. | denne oppgaven
ble det bestemt at tre praver skulle videre separeres ved hjelp av preparativ HPLC, og det
gjelder fraksjon VM2S21-23, VM2S39-41 og fraksjon EV5-8LS23-26. Fraksjon VM2S58-60
var ogsa opprinnelig tiltenkt & bli opprenset ved hjelp av preparativ HPLC. Etter n&ermere
vurdering av stoffenes UV-spekter og retensjonstid, viste det seg at hovedtoppen fins i rein
form i den etterfglgende Sephadex-fraksjonen VIM2S62-68, som skulle bli analysert ved hjelp
av NMR. Derfor ble det besluttet at det ikke var ngdvendig med videre separasjon av fraksjon
VM2S58-60.

Alle praver som skulle opprenses videre ved hjelp av preparativ HPLC ble farst dampet inn til
tarrhet pa rotavapor som forklart i seksjon 4.2.2. Deretter ble preven lgst opp med metanol og
overfort til et dramsglass fgr den ble dampet inn med nitrogengass. Prgven ble videre lgst opp
med 200-600 ul DMSO for separasjon pa preparativ HPLC. Opplgsningsvolumet var i
vesentlig grad avhengig av hvor godt praven lgste seg i DMSO, og det spilte ogsa en rolle &
redusere antall injeksjoner som skulle bli utfgrt pa preparativ HPLC per prgve til et minimum.
Vanlig injeksjonsvolum var pa 100 ul for alle praver. Fraksjoner ble fortlgpende oppsamlet
under separasjon pa preparativ HPLC basert pa observert kromatogram som ble utviklet on-
line i lgpet av separasjonen. Kromatogrammet blir vist pa instruments PC-skjerm under
separasjon. Detaljert teori og beskrivelse av prosedyren benyttet ved separasjon ved hjelp av
preparativ HPLC finnes i kapittel 4.2.4.3. Bade mobilfase A (superdestillert vann + 0.1%
(v/v) TFA) og mobilfase B (acetonitril (HPLC-kvalitet) + 0.1% (v/v) TFA) ble forst degasset i
et ultralydbad fer de ble benyttet. Pumpe og lampen ble slatt pa og kolonnen ble koblet pa.
Pumpe og slangene ble klargjort ved a koble til de degassete lgsningsmidlene A og B og ved &
purge farst med lgsemiddel B og deretter med lgsemiddel A i 10 minutter. Kolonnen ble gjort
klar ved at lgsningsmidlene ble pumpet gjennom 15-20 minutter i volumforhold tilsvarer
prosedyrenes startbetingelser (90% A og 10% B). Trykket skulle typisk stabiliseres ved
omtrent 110-120 bar. 100 ul av preven ble injisert ved & bruke en spragyte. Oppsamling av
fraksjoner ble gjort fortlapende nar hovedtoppene begynte a vises pa dataskjermen. Ny
injeksjon ble deretter utfert inntil hele prgven var blitt separert. Etter preparativ HPLC blir
alle fraksjoner undersgkt ved hjelp av analytisk UHPLC i henhold til prosedyren og metoden
forklart i kapittel 4.2.5.1. Pa bakgrunn av kromatogrammene blir det besluttet om fraksjoner
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skal kombineres eller brukes hver for seg. Fraksjoner med samme innholdsstoff ble kombinert

basert pa lik retensjonstid og likt UV-spekter.

5.9.1 Fraksjon VM2S21-23

Fraksjon VM2S21-23 ble lgst opp i 600 mikroliter DMSO, hvor et volum pa 200 mikroliter
av preven ble injisert for hver injeksjon. Dette resulterte i totalt 3 injeksjoner og det ble
samlet inn 51 fraksjoner. Alle fraksjoner ble analysert ved hjelp av analytisk UHPLC. Utfra
kromatogrammene ble det besluttet at tre fraksjoner skal slaes sammen og analyseres videre
ved hjelp av NMR. Fraksjonen ble videre kalt VM2S21-23P3+22+37. For oversikt se
flytskjema 2, vedlegg 1.

5.9.2 Fraksjon VM2S39-41

For fraksjon VM2S39-41 var man interessert i a isolere minst tre naturstoffer etter opprensing
ved hjelp av stor Sephadex LH-20 kolonne. Fraksjonen ble lgst i 300 mikroliter DMSO. Et
volum pa 100 mikroliter prgvelgsning ble injisert per injeksjon, noe som resulterte i totalt tre
injeksjoner. Det ble totalt samlet inn 67 fraksjoner. Under oppsamling viste kromatogrammet
pa dataskjermen flere sma topper som ble innsamlet fortlgpende for hver separasjon, noe som
er til fordel nar man skal sla sammen flere like fraksjoner. Alle fraksjoner ble analysert ved
hjelp av analytisk UHPLC, som forklart i seksjon 4.2.5.1. Pa bakgrunn av UHPLC-
kromatogrammene ble reine fraksjoner slatt sammen dersom stoffene hadde likt retensjonstid
og UV-spekter. Utfra UHPLC-kromatogrammene ble det besluttet at det skulle lages syv
praver til analyse ved hjelp av NMR. Dissen fraksjonene ble videre kalt VM2S39-41P4+32,
VM2S39-41P11+47, VM2S39-41P16, VM2S39-41P33, VM2S39-41P40, VM2S39-41P41 og
VM2S39-41P18+56. For oversikt, se flytskjema 3, vedlegg 1.

5.9.3 Fraksjon EV5-8L523-26

Utfra UHPLC-kromatogrammene til fraksjonene EV5-8L.S23-26 var man interessert i a
isolere to rene naturstoffer. Kombinerte fraksjoner ble dampet inn til tarrhet for den ble lgst
opp 1 200 mikroliter DMSO. Det ble injisert 100 mikroliter prgvelgsning, noe som resulterte i
to injeksjoner totalt. Til sammen ble det samlet opp 40 fraksjoner. Det ble tatt HPLC-prgve av
alle fraksjoner og de ble analysert i henhold til metoden forklart i kapittel 4.2.5.1. Basert pa
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UHPLC-kromatogrammene fremgikk det at det var blitt isolert tre rene naturstoffer, som
skulle videre analyseres ved hjelp av NMR. Fraksjonene ble videre kalt EV5-8LS23-
26P5+24-28, EV5-8L.S23-26P7+30-31 og EV5-8L.S23-26P9+31. Under oppbevaring av
fraksjonene EV5-8L.S23-26P5+24-28 og EV5-8L.S23-26P7+30-31 i kjgleskapet frem til neste
opparbeidelsessteget, fikk de utfelling. Utfellingene ble isolert fra resten av lgsningen ved

hjelp av glasspipette og pipettesmokk, og det ble laget NMR-praver bade av utfellingene og

av gjenveerende lgsninger av disse fraksjonene.

——
Figur 37: Utkrystallisert bunnfall fra fraksjonene EV5-8LS23-26P5+24-28 som var blitt
isolert fra preparativ HPLC.

5.10 NMR av utvalgte fraksjoner

Enkelte fraksjoner sa ut til & veere rene eller tilnaermet rene basert pa deres UHPLC-
kromatogrammer og ble derfor besluttet & bli undersgkt ved hjelp av NMR. Fraksjoner som
skulle analyseres ved hjelp av NMR ble dampet inn til tarrhet pa rotavapor i henhold til
metoden beskrevet i kapittel 4.2.2. Deretter ble fraksjonene lgst i metanol i et passende
volum, ofte 2-4 mL, avhengig av hvor godt lgselig stoffene var i metanol. Videre ble pragvene
overfart til dramsglass, som er veid inn pa forhand, fer prgvene ble dampet inn til terrhet
under nitrogengass. Sa ble fraksjonene oppbevart i eksikator i minst ett dagn for a sikre at det
er ingen vannrester i NMR-preven. Tilstedeverelse av betydelige mengder vann gir et sterkt
signal i NMR-spektrene, noe som kan forringe kvaliteten til NMR-spektrene. De tarkede
pravene ble deretter lgst opp i 0.75 mL heksadeuterert DMSO-Ds og overfart til NMR-rar (5
mm). Deretter tok professor Torgils Fossen flere NMR-eksperimenter av prgvene avhengig av

pravenes kvalitet og kompleksiteten til forbindelsenes struktur. NMR-eksperimentene ble tatt
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opp ved hjelp av et Bruker 850 MHz NMR-instrument utstyrt med en *H-13C-1°N trippel
resonans kryogen prgveholder. Teorien bak de ulike NMR-eksperimenter som ble benyttet i

denne oppgaven er beskrevet i kapittel 4.2.5.2. Resultatene er ngye forklart i kapittel 6.1.

5.11 HRMS av nye naturstoffer

Praver som var nye naturstoffer eller potensielt kunne vare nye naturstoffer ble analysert ved
hjelp av hayopplaselig massespektrometri (MS). MS-analysene ble utfgrt av Dr. Bjarte
Holmelid ved Kjemisk institutt ved Universitet i Bergen (UiB). Prgvene som ble brukt til MS-
analysen var ofte NMR-prgvene. Derfor ble disse prgvene analysert ved hjelp av LC-HRMS
for & fjerne deuterert DMSO som var til stede fra NMR-analysen. Prgvene ble fortynnet med
metanol til konsentrasjon var pa 50 mikrogram/mL fer de ble undersgkt ved hjelp av MS.
Hayopplaselig massespektrometri ble utfart pa fraksjon VM2S27, som inneholdt samme stoff
som fraksjon VM2S28+29. Det ble i tillegg tatt hgyopplaselige massespektre av fraksjonene
VM2S62-68, VM2S150+151, VM2S154-156, VM2S39-41P18+56, VM2S39-41P11+47,
EM3-5S39-40 og VM2S47

6. Analytiske resultater og diskusjon
6.1 Bestemmelse av strukturer til isolerte forbindelser

6.1.1 LUTEOLIN 7-O-B-GLUKOPYRANOSID og APIGENIN 7-O-(6""-O-
MALONYL-B-GLUKOPYRANOSID)

Det ble tatt 1D *H-NMR, 1D 13C CAPT, 2D H-3C HMBC, 2D 'H-3C HSQC, 2D H-H
COSY, 2D H-13C H2BC og 1D selektiv TOCSY NMR-eksperimenter av den kombinerte
fraksjonen VM2S88+89. Praven er ikke helt rein, og UHPLC kromatogrammet, figur 38,
samt NMR spektrene viste at prgven bestod av en hovedkomponent og et lite antall av minor
komponenter. Pa grunn av konsentrasjonsforskjell pa majorkomponent og minorkomponent er
det mulig & bestemme hva som tilhgrer hva. Analyse av NMR-spektrene viste at
majorkomponent var luteolin 7-O-f-glukopyranosid (1), mens minorkomponent var apigenin
7-O-(6""-O-malonyl-g-glukopyranosid) (2). Det ble isolert 36.6 milligram av tart
prgvemateriale fra den kombinerte fraksjonen VM2S88+89 som bestod av bade forbindelse
(1) og (2). Luteolin 7-O-p-glukopyranosid er en tidligere kjent forbindelse i Myrrhis odorata,

hvor stoffet ble identifisert i planten av Cisowski (1985) allerede for mer enn tre tiar siden
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(37). Ved litteratursgk i Scifinder ble det fastslatt at forbindelse (2) ikke tidligere er funnet i
Myrrhis odorata eller i skjermplantefamilien, men samme molekyl uten malonyl-gruppen har
tidligere blitt identifisert i planten (37).

Ved litteratursgk finner en at forbindelse (1) har blitt biologisk testet og viste seg & ha blant
annet anti-inflammatoriske og cytotoksiske effekter (43). Basert pa sgk i Scifinder viser det

seg at den biologiske aktiviteten til forbindelse (2) ikke har blitt studert.

UHPLC-kromatogrammet av fraksjon VM2S88, vist i figur 38, viser at forbindelse (1) hadde
en retensjonstid pa 5.96 minutter. UV-spekteret til forbindelse (1), vist i figur 39, viser at den
har UV-max absorbsjon ved 212 nm, 254 nm og 346 nm, noe som indikerer at forbindelsen er
et flavon eller en flavonol (69). Kromatogrammet viser en mindre komponent (Forbindelse 2)
i lavere intensitet enn major komponent med en retensjonstid pa 7.12 minutter. Forbindelse
(2) har UV-max absorbsjon ved 204 nm, 268 nm og 336 nm (figur 40) noe som indikerer at
forbindelsen er et flavon eller en flavonol (69).

_ | »88| DADAA, Sig=280,10 Ref=600,10 | 2021-10.05 06-01-12+02-00-65.dx
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Figur 38: UHPLC-kromatogram av luteolin 7-O-$-glukopyranosid (1) og apigenin 7-O-(6 -
O-malonyl-g-glukopyranosid) (2) i fraksjon VM2S88 detektert ved 280 +10 nm

Det tilsvarende kromatogrammet til fraksjon VM2S89 er vist i vedlegg 2, s. 247.

Forbindelse (1) ble ogsa isolert fra fraksjonene VM3+4L.528+29, EV5-8L.523-26P5+24-28 0g
EV5-8L.S23-26P5+24-28 bunnfall ved hjelp av den lille Sephadex LH-20 kolonnen, fra
fraksjon EM3-5S69-71 ved hjelp av stor Sephadex LH-20 kolonne, og fra bunnfallet til
etylacetatfasen. Det ble totalt isolert 141.4 mg tart prevemateriale av forbindelse (1) fra disse

fraksjonene, inkludert isolert mengde av forbindelsen fra fraksjon VM2S88+89.
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Figur 40: UV-spektrum av apigenin 7-O-(6"’-O-malonyl-A-glukopyranosid) (2).
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Forbindelse (1) har den uniisotopiske molekylvekten 448.1006 g/mol og molekylformelen
C21H20011. Forbindelse (2) har molekylvekten 518.1060 g/mol og molekylformelen
C24H220113. Molekylstrukturene til forbindelse (1) og (2) vises i figurene 41 og 42.

Figur 41: Struktur av luteolin 7-O-$-glukopyranosid (1) med nummerering

Figur 42: Struktur av apigenin 7-O-(6"’O-malonyl-f-glukopyranosid) (2) med nummerering

De kjemiske skiftverdiene (8) til *H og *3C, samt koblingskonstantene (Hz) til forbindelse (1)
er vist i tabell 15. Resultatene stemmer godt overens med verdier i referanselitteratur (38). Det
ble observert 16 forskjellige kjemiske skiftverdier for hydrogen, og 21 ulike kjemiske
skiftverdier for karbon (tabell 15). Som faglge av de observerte downfield kjemiske
skiftverdiene til C3" (8 145.89) og C4” (6 150.02) ble det anordnet oksygensubstituenter i

begge disse posisjonene. Til forskjell fra luteolin, er luteolin 7-O-B-glukopyranosid koblet til
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et sukkermolekyl i syv-posisjon, og er derfor et glukosid av flavonet luteolin. Ved hjelp av 2D

1H-13C HMBC-spekteret bekrefter de observerte krysstoppene tilknytningspunktene mellom
de forskjellige enhetene i molekylet. Det viser krysstoppet mellom H1™" (5.07 ppm) og C7

(163.05 ppm) og bekrefter at sukkermolekylet er tilknyttet til luteolin i 7-posisjon. 2D *H-13C

HSQC spekteret ble brukt for & anordne koblingen mellom hydrogenatomer og sine

karbonatomer. 2D H-13C H2BC spekteret var spesielt nyttig for fullstendig anordning av

spesielt *H og *3C signalene til sukkerenheten.

Tabell 15: H og *C NMR kjemisk skiftverdier (ppm) og koblingskonstanter (Hz) av
luteolin 7-O-g-glukopyranosid (1) major komponent i fraksjon VM2S88+89 isolert fra

Myrrhis odorata i DMSO-Ds ved 298K.

o H 8 13C
1 1

2 164.58

3 6.74 s 103.28

4 182.00

5 161.24

6 6.43d 2.2 99.64

7 163.05

8 6.78d 2.2 94.82

9 157.05

10 105.45

I 121.50

2’ 7.41d2.3 113.68

3’ 145.89

4 150.02

5 6.90d 8.3 116.09

6’ 7.44dd 8.3, 2.3 119.27
5-OH 12.97 s
3’-OH 9.40s
4’-OH 10.00s

7-0O-B-glucoside

1” 507d7.7 99.99

2” 3.26dd9.1,7.7 73.23

3” 3.30t9.1 76.50

4 3.18dd 9.7,9.1 69.65

57 3.44ddd 9.7,6.0, 2.1 77.27

6A”’ 3.71dd 12.0, 2.1 60.72

6B”’ 3.48dd 12.0, 6.0

For forbindelse (2) ble det observert kjemisk skiftverdier og koblingsmanster som er typisk

for apigenin aglykon, en glukoseenhet og en malonylenhet (tabell 16). Den anomere

koblingskonstanten pa 7.7 Hz viser at glukoseenheten er i B-konfigurasjon. Det ble bestemt at

sukkermolekylet er i 7-posisjon til apigenin ved hjelp av krysstoppen mellom H1™" (5.10 ppm)
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og C7 (162.77 ppm) observert i HMBC-spekteret (figur 52). Som fglge av kjemisk skiftverdi
til C4” (161.45 ppm) ble det bestemt at dette aromatiske kvarternare karbonatomet var
tilknyttet oksygen. Det er observert at H2°/6” (7.95 ppm) og H3"/5" (6.93 ppm) gir opphav til
to semidubletter med en koblingskonstant pa 8.8 Hz, noe som skyldes symmetrien i denne
delen av molekylet. Gjennom koblingskonstanter kan man se at det er et vanlig spinnsystem
for B-ring i flavonoider og betyr at B-ringen er symmetrisk disubstituert. De to
karbonylkarbon som hgrer til malonylgruppen, nemlig C1”"" (166.93 ppm) og C3""" (167.90)
viser typisk kjemisk skiftverdier for estergrupper og syregrupper. Krysstoppen mellom H6A™
og H6B™" og C1""" i HMBC spekteret (figur 53) bekrefter at malonylenheten er tilknyttet
glukoseenheten i 6°’-posisjon. Dermed ble forbindelse (2) identifisert som apigenin 7-O-(6"’-
O-malonyl-g-glukopyranosid). De observerte kjemiske skiftverdiene for forbindelse (2)

stemmer godt overens med tilsvarende kjemiske skiftverdier fra litteraturen (39).

Tabell 16: *H og *C NMR kjemisk skift verider (ppm) og koblingskonstanter (Hz) av
apigenin 7-O-(6’-O-malonyl-g-glukopyranosid) (2) minor komponent i fraksjon
VM2S88+89 isolert fra Myrrhis odorata i DMSO-Ds ved 298K.

éH 8 13C
2 2

2 164.44

3 6.855s 103.22

4 182.13

5 161.20

6 6.43d 2.2 99.70

7 162.77

8 6.80d 2.2 94.82

9 157.08

10 105.56

I 121.14

2°/6° 7.95 ‘d’ 8.8 128.70

3’/5° 6.93 ‘d’ 8.8 116.11

4 161.45

7-O-B-glucoside

1” 510d 7.7 99.72

2” 3.29m 73.10

3” 3.33m 76.26

4 3.20dd 9.8,8.8 69.68

57 3.75ddd 9.8, 7.0, 2.2 73.94

6A”’ 4.39dd 12.0, 2.2 64.19
6B”’ 4.13dd 12.0,7.0

6’’-O-malonyl
1’ 166.93
2A° 3.40d15.8 41.45
2B’ 3.35d 15.8
3 167.90
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Figur 43: 1D H NMR spekter med anordning av signaler tilhgrende luteolin 7-O-4-
glukopyranosid (1) med svart skrift og apigenin 7-O-(6°’-O-malonyl-S-glukopyranosid) (2)

vist med rad skrift.

Mer oversiktlig anordning av den aromatiske regionen og sukkerregionen for forbindelse (1)
0g (2) er vist i figur 44-45.
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Figur 44: Ekspandert aromatisk region i 1D *H NMR spekteret med anordning av luteolin 7-
O-p-glukopyranosid (1) med svart skrift og apigenin 7-O-(6°’O-malonyl-£-glukopyranosid)
(2) med rad skrift.
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Figur 45: Ekspandert sukkerregion i 1D *H NMR spekteret med anordning av luteolin 7-O-4-

glukopyranosid (1) med svart skrift og apigenin 7-O-(6°’-O-malonyl-S-glukopyranosid) (2)

med rad skrift.
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Figur 46: 1D 3C CAPT NMR spekteret med fullstendig anordning av luteolin 7-O--
glukopyranosid (1) med svart skrift og apigenin 7-O-(6"’O-malonyl-£-glukopyranosid) (2)

med rad skrift.
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Figur 47: Ekspandert sukkerregion av 1D TOCSY NMR spekteret av apigenin 7-O-(6"-O-
malonyl--glukopyranosid) (2) som var til hjelp for a kunne identifisere sukkerenheten som f3-

glukopyranosyl ved at koblingskonstantene i sukkerenheten kunne bestemmes fra dette NMR-

spekteret.
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Figur 48: Ekspandert anordnet sukkerregion i 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av luteolin 7-
O-p-glukopyranosid (1).
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Figur 49: Ekspandert anordnet aromatregion av 2D *H-*C HSQC NMR spekteret av luteolin
7-O-f-glukopyranosid (1).
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Figur 50: Ekspandert region av 2D H-3C HSQC NMR spekteret som viser signaler for
apigenin 7-O-(6°""-O-malonyl-g-glukopyranosid) (2). De observerte downfield kjemiske
skiftverdiene for H6A’’, H6B’’ og C6’’ indikerer at malonylgruppen er tilknyttet 6°°-posisjon.
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Figur 51: Ekspandert anordnet region av 2D H-3C HSQC NMR spekteret av apigenin 7-O-

(6 ’-O-malonyl-f-glukopyranosid) som viser signalene for CH2-gruppen til malonylenheten til
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Figur 52: Ekspandert region av 2D 'H- 3C HMBC NMR spekteret som viser krysstoppen
H1""/C7 for luteolin 7-O-f-glukopyranosid (1) til venstre og krysstoppen H1""/C7 for
apigenin 7-O-(6"’-O-malonyl-g-glukopyranosid) (2) til heyre, noe som bekrefter at

sukkerenhetene til begge disse flavonene er tilknyttet aglykonet i 7-posisjon.
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Figur 53: Ekspandert region av 2D *H- 3C HMBC NMR spekteret som viser krysstoppen
mellom H6A"/6B""og C1™"" for apigenin 7-O-(6"’-O-malonyl-A-glukopyranosid) (2) og som
dermed bekrefter at malonylgruppen er tilknyttet glukosylenheten i 6’ -posisjon.
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Figur 54: Ekspandert region av 2D 'H- 3C HMBC NMR spekteret som viser krysstopper i

den aromatiske regionen for luteolin 7-O-f-glukopyranosid (1). Disse krysstoppene var

spesielt viktige for a kunne fullstendig anordne samtlige 13C kjemiske skiftverdier for luteolin

7-O-p-glukopyranosid (1).
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Figur 55: Ekspandert sukkerregion av 2D H- 1*C HMBC NMR spekteret av luteolin 7-O-4-

glukopyranosid (1).
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Figur 56: Ekspandert region av 2D *H- 3C H2BC NMR spekteret som viser
tobindingskorrelasjoner i glukose av luteolin 7-O-f-glukopyranosid (1) som var viktige for

fullstendig anordning av samtlige *H og *3C kjemiske skiftverdier for glukosylenheten.
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Figur 57: Ekspandert aromatregion av 2D 'H- *C H2BC NMR spekteret av luteolin 7-O-p-
glukopyranosid (1).
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Figur 58: Ekspandert sukkerregion av 2D H- 'H COSY NMR spekteret av luteolin 7-O-p-
glukopyranosid (1).
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Figur 59: Ekspandert sukkerregion av 2D H- 'H COSY NMR spekteret av luteolin 7-O-p-
glukopyranosid (1).

6.1.2 APIGENING 7-O-#GLUKOPYRANOSID

Apigenin 7-O--gluopyranosid (3) ble isolert fra fraksjon VM2S83+84, VM3+4L.S26, EM3-
5S61-64, EV5-8LS22 ved hjelp av Sephadex LH-20 kolonnekromatografi og fra fraksjon
EV5-8LS23-26P7+30-31 og bunnfallet fra EV5-8LS23-26P7+30-31 ved hjelp av preparativ
HPLC. Utfra NMR-spektrene og kromatogrammene vises at fraksjonene EM3-5561-64, EV5-
8LS23-26P7+30-31 og bunnfallet fra EV5-8LS23-26P7+30-31 er renere enn fraksjon
VM2S83+84 som har veert brukt til strukturbestemmelse av forbindelse (3). De anordnede
NMR-spektrene til fraksjon EM3-5S61-64 er vist nedenfor (figur 63-72). Det ble isolert 44.7
milligram av forbindelsen fra den kombinerte fraksjonen EM3-5S61-64. Det ble totalt isolert
123.8 mg fra samtlige av de ovenfor nevnte fraksjonene. Fullstendige NMR-spektre foreligger
i vedlegg 3, s. 257-261.
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Basert pa sgk i Scifinder om biologisk aktivitet til forbindelse (3) finner en at den har moderat
anti-hyperglykemisk aktivitet (44). Apigenin 7-O--gluopyranosid har ogsa vist blant annet

anti-oksidative, anti-inflammatoriske og neuroprotektive egenskaper (45).

UHPLC-kromatogrammet og UV-absorbsjonsspekteret til fraksjon EM3-5S61 er vist i
figurene 60-61. Forbindelsen har retensjonstid pa 6.51 minutter og UV-maksabsorbsjon ved
208 nm, 268 nm og 338 nm. Denne forbindelsen er tidligere funnet i Myrrhis odorata av

Cisowski (1985) (37).

UHPLC-kromatogrammene til fraksjonene EM3-5562, EM3-5S63 og EM3-5S64 er vist i
vedlegg 2, s. 246-247.

o | P EM3-5561 | DAD1A, Sig=280,10 Ref=600,10 | 2021-11-23 05-42-16+01-00-62.dx
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Figur 60: UHPLC-kromatogram av apigenin 7-O-#-gluopyranosid (3) i fraksjon EM3-5S61
detektert ved 280 +10 nm.
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Figur 61: UV-spektrum av apigenin 7-O-#-gluopyranosid (3).

Molekylstrukturen til forbindelse (3) er vist i figur 62. Forbindelse (3) er et flavon med
uniisotopisk molekylvekt 432.1056 g/mol og strukturformel C21H20010.

Figur 62: Struktur av apigenin 7-O-f-glukopyranosid (3) med nummerering.
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Det ble tatt 1D *H-NMR, 1D *3C CAPT, 2D H-13C HMBC, 2D 'H-*C HSQC, 2D 'H-H

COSY og 2D 'H-13C H2BC spektre av forhindelse (3). Tabell 17 viser fullstendig anordnete

'H og 3C kjemiske skiftverdier, samt koblingskonstantene (Hz) til forbindelse (3). NMR-
dataene for forbindelse (3) stemmer godt overens med referanselitteratur (39). Anordnete
NMR-spektre er vist i figur 63-72. Det observerte 4H AA" XX’ -systemet bestaende av to 2H

semidubletter observert ved 7.95 ppm (H2 og H6", ‘d’ 8.8 Hz) og ved 6.93 ppm (H3"og H5",

‘d’ 8.8 Hz) bekrefter det symmetrisk disubstituerte substitusjonsmensteret til B-ringen til

forbindelse (3). Det observerte downfield kjemiske skiftet for C4” (161.47 ppm) viser at dette

aromatiske karbonatomet er tilknyttet oksygen. HMBC spekteret (figur 68) viser krysstopp

mellom H1"" (5.06 ppm) og C7 (163.05) og bekrefter dermed at sukkermolekylet er tilknyttet

I 7-posisjon til apigenin.

Tabell 17: *H og *C NMR kjemiske skiftverdier (ppm) og koblingskonstanter (Hz) av
apigenin 7-O-p-glukopyranosid (3) fraksjon EM3-5561-64 isolert fra Myrrhis odorata i

DMSO-Ds ved 298K.

o H 8 13C
3 3

2 164.35

3 6.86 s 103.19

4 182.09

5 161.20

6 6.44d2.2 99.60

7 163.05

8 6.82d 2.2 94.93

9 157.03

10 105.42

I 121.11

2’/6° 7.95 ‘d’ 8.8 128.70

3’/5° 6.93 ‘d’ 8.8 116.09

4 161.47
5-OH 12.96 s
4’-OH 10.41s

7-0O-B-glucoside

1 5.06d7.7 99.99

2 3.25dd8.9,7.7 73.19

3” 3.29t8.9 76.53

4 3.17dd 9.6, 8.9 69.63

57 3.44ddd 9.6, 5.9, 2.1 77.27

6A”’ 3.70dd 11.9, 2.1 60.68

6B’ 3.47dd 11.9,5.9
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Figur 63: Ekspandert region av 1D *H NMR spekteret av apigenin 7-O-4-glukopyranosid (3)

med anordning av aromatregion og sukkerregion.
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Figur 64: Ekspandert region av 1D *H NMR spekter med anordning av de fenoliske OH-
gruppene til apigenin 7-O-f-glukopyranosid (3).
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Figur 65: 1D 3C CAPT NMR spekter med fullstendig anordning av apigenin 7-O-3-
glukopyranosid (3).
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Figur 66: Ekspandert anordnet sukkerregion av 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av apigenin
7-O-p-glukopyranosid (3).
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Figur 67: Ekspandert anordnet aromatisk region av 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av
apigenin 7-O-f-glukopyranosid (3).
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Figur 68: Ekspandert aromatisk region i 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av apigenin 7-O-

S-glukopyranosid (3) som viser hvordan molekylet henger sammen, samt krysstoppen mellom

H1"" (5.06 ppm) og C7 (163.05 ppm) som bekrefter at sukkerenhet er festet til apigenin

aglykon i 7-posisjon.

102



—E
2
17 /2" " u e’ _E
y w3 -
o M A s
= -] [ ]
.
— L} (=]
<
w
[~
L2
.1 aH1™ s L
-7
5.0 4.5 4.0 3.5 F2 [ppm]

Figur 69: Ekspandert sukkerregion av 2D ‘H- 'H COSY NMR spekteret av apigenin 7-O--
glukopyranosid (3).
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Figur 70: Ekspandert sukkerregion av 2D 'H- 'H COSY NMR spekteret av apigenin 7-O-4-
glukopyranosid (3).
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Figur 71: Ekspandert region av 2D H- 'H COSY NMR spekteret av apigenin 7-O-4-
glukopyranosid (3).
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Figur 72: Ekspandert sukkerregion av 2D *H- *C H2BC NMR spekteret av apigenin 7-O-4-
glukopyranosid (3).
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6.1.3 LUTEOLIN 7-O-(6""-O-MALONYL-3GLUKOPYRANOSID)

Luteolin 7-O-(6""-O-malonyl-#-glukopyranosid) (4) ble isolert i fraksjon VM2S95-100 ved
hjelp av stor Sephadex LH-20 kolonne. Det ble isolert 81.7 milligram av forbindelsen.
Luteolin 7-O-(6""-O-malonyl-#-glukopyranosid) er ikke tidligere blitt funnet i Myrrhis
odorata. Forbindelsen uten malonyl-gruppen, har tidligere blitt funnet av Cisowski (1985)
(37). Grunnen til at luteolin 7-O-(6""-O-malonyl-s-glukopyranosid) ikke tidligere er blitt
identifisert i Myrrhis odorata kan skyldes at bindingen mellom malonylgruppen og aglykonet
er labil, noe som medfarer at malonylerte flavonoider deacyleres under isolasjonsprosessen
(70). Litteratursgk i Scifinder viste at det kun foreligger data av begrenset omfang med
hensyn til studier av biologisk aktivitet til forbindelse (4). Kim (2019) har imidlertid evaluert
biologisk aktivitet til forbindelse (4) sammenlignet med forbindelse (1) som potensielt

legemiddel mot artritt og som autoimmmun behandling (46).

Strukturformel til luteolin 7-O-(6""-O-malonyl- -glukopyranosid) (4) er vist i figur 73.
UHPLC-kromatogrammet og UV-spekteret til forbindelse (4), vist i figur 74-75, viser at
forbindelsen har retensjonstid pa 6.64 minutter og maks UV-absorbsjon ved 208 nm, 254 nm
og 346 nm. NMR-data og observerte kjemisk skiftverdier og koblingskonstanter for (4) (tabell
18) stemmer godt med referanseverdier for lignende molekyl, uten malonylsyre-delen (38)
med unntak av de kjemiske skiftverdiene i sukkerenheten som er pavirket av substitusjonen
av malonylgruppen i 6°’-posisjon, noe som forst og fremst gjelder H6A’, H6B’’, C6*’, H5”’
og C5”’ (tabell 18). Anordnete NMR-spektre av forbindelse (4) er vist i figur 76-87.

Figur 73: Struktur av luteolin 7-O-(6""-O-malonyl-f-glukopyranosid) (4) med nummerering.

Uniisotopisk molekylvekt: 534.1010 g/mol
Strukturformel: C24H22014
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Figur 74: UHPLC-kromatogram av luteolin 7-O-(6""-O-malonyl-f-glukopyranosid) (4) i
fraksjon VM2S95 detektert ved 280 #10 nm.

UHPLC-kromatogrammene til fraksjonene VM2S96, VM2S97, VM2S98, VM2S99 og
VM2S100 er vedlagt i vedlegg 2, figur 275-279.
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Figur 75: UV-spektrum av luteolin 7-O-(6""-O-malonyl-A-glukopyranosid) (4).
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Tabell 18: *H og *C NMR kjemisk skift verdier (ppm) og koblingskonstanter (Hz) av
luteolin 7-0-(6°’-O-malonyl-g-glukopyranosid) (4) Fraksjon VM2S95-100 isolert fra

Myrrhis odorata i DMSO-Ds ved 298K.

éH 6 13C
4 4
2 164.70
3 6.72s 103.32
4 182.09
5 161.33
6 6.43d 2.2 99.68
7 162.82
8 6.75d 2.2 94.87
9 157.13
10 105.62
I 121.58
2’ 7.42d2.4 113.75
3’ 145.96
4 150.08
5 6.90d 8.3 116.16
6’ 7.43dd 8.3,2.4 119.30
5-OH 12.97 s
7-O-B-glucoside
1” 512d 7.7 99.78
2” 3.30dd 9.0, 7.7 73.18
3” 3.34dd9.0,8.8 76.33
4 3.21dd9.8,8.8 69.75
57 3.75ddd 9.8, 6.9, 2.2 73.97
6A”’ 4.37 dd 12.0, 2.2 64.23
6B”’ 4.16 dd 12.0, 6.9
6’’-O-malonyl
1’ 167.02
2A° 3.40d15.9 41.50
2B’ 3.35d 15.9
3 167.97

107



H3

H2'

H5’ H8 H6

H6’

J

I T I T T | T T T T
76 74 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 [ppm]

Figur 76: Ekspandert aromatisk region | 1D H NMR spekteret av luteolin 7-O-(6""O-

T T T T T T T T T T T T

malonyl-$-glukopyranosid) (4).

H2A™™
\HZB’”
H1” H3”
JL HBA™ 6B~ H5" 2 Tll
‘M J"IJL “IVL.‘.. J LJJ
Slﬂ I I I ' 415 I I I I 420 I I I I 3[5 ' I I [l;Pm]

Figur 77: Ekspandert alifatisk sukkerregion i 1D *H NMR spekteret av luteolin 7-O-(6""-O-
malonyl-g-glukopyranosid) (4).
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Figur 78: Ekspandert region i 1D *H NMR spekter av luteolin 7-O-(6’-O-malonyl-4-

glukopyranosid) som viser det karakteristiske 5-OH signalet (4).
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Figur 79: 1D 3C CAPT NMR spekter med fullstendig anordning av luteolin 7-O-(6 "’-O-
malonyl-$-glukopyranosid) (4).
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Figur 80: Ekspandert aromatregion av 2D 'H-13C HSQC NMR spekteret av luteolin 7-O-(6" -
O-malonyl-g-glukopyranosid) (4).
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Figur 81: Ekspandert sukkerregion i 2D *H-*C HSQC NMR spekteret av luteolin 7-O-(6"’O-
malonyl-S-glukopyranosid) (4).
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Figur 82: Ekspandert aromatisk region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret som viser viktige
krysstopper for anordning av samtlige aromatiske karbonatomer for luteolin 7-O-(6""-O-
malonyl-$-glukopyranosid) (4), samt krysstoppen H1""/C7 som bekrefter at glukose er
tilknyttet til luteolin i 7-posisjon og krysstoppene mellom H6A™"/B""og C1™"" som bekrefter at

esterbindingen i malonylenheten er plassert i 6" -posisjon pa sukkerenheten.
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Figur 83: Ekspandert aromatisk region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av luteolin 7-O-
(6 ’-O-malonyl-$-glukopyranosid) (4).
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Figur 84: Ekspandert region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret som viser krysstopper
mellom H2A™"/2B”"" og C1”"" og C3""" i malonylsyre-enhet av luteolin 7-O-(6"’-O-malonyl-
S-glukopyranosid) (4).
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Figur 85: Ekspandert region av 2D *H- *H COSY NMR spekteret av luteolin 7-O-(6°"-O-
malonyl-$-glukopyranosid) (4).
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Figur 86: Ekspandert sukkerregion av 2D 'H- 'H COSY NMR spekteret av luteolin 7-O-(6"-
O-malonyl-g-glukopyranosid) (4).
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Figur 87: Ekspandert sukkerregion av 2D ‘H- 13C H2BC NMR spekteret av luteolin 7-O-(6"-
O-malonyl-g-glukopyranosid) (4).

6.1.4 Nytt naturstoff: 2-METYL-5-HYDROKSY-7-METOKSYKROMEN-6-
(3’-METYL-4"-HYDROKSYBUTYL-(4"-O-(6""-O-MALONYL-£
GLUKOPYRANOSID))

2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6°’-O-malonyl-
S-glukopyranosid)) (5) (figur 88) ble isolert fra fraksjon VM2S47 ved hjelp av stor Sephadex
LH-20 kolonnekromatografi. UHPLC-kromatogrammet og UV-spekteret til 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6"’-O-malonyl-4-
glukopyranosid)) (5) er vist i figur 89-90. Kromatogrammet og NMR-spektrene viser at
prgven ikke er helt ren og at det ogsa er til stede noen minor forbindelser, men i vesentlig
lavere konsentrasjoner enn hovedkomponenten. Ved hjelp av flere 1D og 2D NMR

eksperimenter ble det bestemt at forbindelse (5) er et nytt naturstoff, naermere bestemt det nye
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prenylerte kromenonet 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-
(4°-0-(6°’-O-malonyl-g-glukopyranosid)). Sek i Scifinder bekrefter at forbindelsen ikke er
kjent fra far. Molekylstrukturen til 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-
hydroksybutyl-(4’-O-(6"’-O-malonyl--glukopyranosid)) (5) er vist i figur 88.
Molekylstrukturen ble bekreftet ved hjelp av hayoppleselig MS (figur 91). Molekylerionet
[MH]* ved m/z 541.19268 som korresponderer til C25H33013 (beregnet masse: 541.19211; 6 =
1.04 ppm) observert i det hgyopplgselige ESI massespekteret med positiv ionisering bekrefter
identifikasjonen av forbindelse (5) som det nye prenylerte kromenonet 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4°-O-(6’’-O-malonyl-$-glukopyranosid)).

Kromenoner og kromener er heterosykliske forbindelser, og denne kjernestrukturen kommer
fra polyketid biosyntese, mens isobutylsubstituenten er derivert fra isoprenoid biosyntesen
(49, 78). Mange kromen-derivater har blitt testet med hensyn til biologisk aktivitet, hvor de
har vist en rekke gode og nyttige biologiske effekter. Mange har vist blant annet
antiinflammatorisk effekt og signifikante antioksidanteffekter (40), i tillegg til at de kan veere
effektive tyrosinase inhibitorer (71). Kromenoner danner ogsa en grunnskjelett til en rekke
syntetiske og naturlige molekyler som har forskjellige farmasgytiske og biologiske aktivitet
som for eksempel anti-vaskulaer, antitumur, anti-mikrobiell, anti-spasmolytisk, anti-koagulant,

anti-HIV og smertestillende aktivitet og sa videre (78).

=0 HsCO_ ., _A_ .. 0O

Figur 88: Struktur av 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -
O-(6"’-O-malonyl-g-glukopyranosid)) (5) med nummerering.

Strukturformel: C2sH32013
Uniisotopisk molekylvekt: 540.1843 g/mo
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Figur 89: UHPLC-kromatogram til fraksjon VM2S47 detektert ved 280 #10 nm, hvor 2-
metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6°’-O-malonyl-f-
glukopyranosid)) (5) har retensjonstid pa 8.31 minutter.
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Figur 90: UV-spektrum av 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4°-
hydroksybutyl-(4’-O-(6’-O-malonyl-f-glukopyranosid)) (5), hvor forbindelsen har maks UV-
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Wavelength [nm]

absorbsjon ved 212 nm, 232 nm, 258 nm og 294 nm.
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Acq. Data Mame: TFossen_201021_VM2S5 47 ESh_LC

Intamal Sample Id: Spec. Record Interval: 0.4fz]
lonization Mode: ESl+ Owifice Volt Sweep: 20W Ring Lens Volt: 10[V]
ME Calibration Name: PEG_ESI+_1000 Acquired m'z Range: 50.0_1000.0 Time of Maximum: 11 621 [min]
Reduction History: Determine miz[Peak DetectjCentroid, 50 Area)Commect Base[5.0%: [ Average(ME][1] 11.580..11.660}-1.0 Average{MS[1] 11.708..11.883) Cormect Base[5.0%:)
Experiment Date Time: 11732021 12:20:55 Operator Name: Accutof
Relative Intensity
1004 54119266
20
80
70
50
50
40
30
20
104
21877316
142.54532 7616649 831 06781
e A T e N —
200 400 B00 800 1000
mz
Mass ‘ Intensity Calc. Mass Masstggrfﬁ)rence Possible Formula 2G| H | ™N ‘ 80 | Unsaturation Number
54-1.192681 1383281.04  541.19211] 1.04] 2C25"H3s 5015 | 25 33 [ 13 0.5|

Figur 91: ESI-massespekter med positiv ioniseringsmodus av 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6’-O-malonyl-$-glukopyranosid)) (5) i
fraksjon VM2547.

Strukturen til 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-
(6°’-O-malonyl-g-glukopyranosid)) (5) ble bestemt ved hjelp av en kombinasjon av flere
forskjellige 1D og 2D NMR-eksperimenter. Det ble tatt 1D 'H-NMR, 1D C CAPT, 2D H-
13C HMBC, 2D H-C HSQC, 2D H- C HSQC-TOCSY, 2D H-H COSY, 2D 'H-H
ROESY og 2D 'H-13C H2BC spektre av 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-
4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6"’-O-malonyl-s-glukopyranosid)) (5). Det ble observert to
hydrogen kjemisk skift i aromatregionen i proton-spekteret (figur 93), som ble anordnet som
H3 og H8 til andre aromatiske karbonatomer i molekylet basert pa observasjon i HMBC
spekteret (figur 104) og deres enbindingskorrelasjoner til henholdsvis C3 og C8 i HSQC-
spekteret (figur 95). Det ble videre observert et 3H signal med kjemisk skiftverdi 2.36 ppm
som ble identifisert som metylgruppen tilknyttet 2-posisjon av kromenon aglykonet. Den

opptrer som dublett med koblingskonstant 1.0 Hz, pa grunn av en firebindingskobling til H3.
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Pa grunn av firebindingskobling til 2-metylgruppen observeres H3 som en kvartett i 1D H
NMR-spekteret. Krysstoppen observert ved 6 2.36/167.83 (2-CH3s/C2) mellom protonene i
metylgruppen og C2 bekreftet at metylgruppen er tilknyttet C2 (figur 105).

Krysstoppen observert i HMBC spekteret (figur 105) mellom 7-OCHs (3.86 ppm) og C7
(163.03) bekrefter at metoksygruppen er i 7-posisjon til aglykonet.

En isobutylenhet direkte tilknyttet kromenon aglykonet ble identifisert i 2D HSQC-TOCSY
spekteret av 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6"’-
O-malonyl-g-glukopyranosid)). Signalene tilhgrende isobutylenheten ble anordnet ved hjelp
av 2D H2BC og 2D COSY spektrene av 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-
4’-hydroksybutyl-(4’-0-(6’-O-malonyl-S-glukopyranosid)). Krysstoppene ved 6 2.57/112.7
(H1A'/C6), 6 2.57/163.0 (H1IA"/CT), 6 2.57/157.7 (H1IA'/C5), 6 2.51/112.7 (HIB/C6), 6
2.51/163.0 (H1B'/C7), 6 2.51/157.7 (H1B/C5), 6 1.53/112.7 (H2A"/C6) og & 1.20/112.7
(H2B’/C6) observert i HMBC spekteret av 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3°-
metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6’’-O-malonyl-S-glukopyranosid)) (figur 99-100) bekreftet at
isobutylgruppen er tilknyttet kromenon aglykonet i 6-posisjon. Observert signal for H1™" ved
4.10 ppm tilhgrende glukosylsubstituenten til 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-
metyl-4’-hydroksybutyl-(4-O-(6""-O-malonyl-s-glukopyranosid)) med koblingskonstant pa
7.9 Hz bekrefter at glukoseenheten er i B-konfigurasjon. Krysstoppen mellom C1" (103.0
ppm) og H4A”" (3.47 ppm) og H4B"(3.33 ppm) observert i HMBC-spekteret (figur 101)
bekreftet at glukose-enheten er tilknyttet isobutylenheten i 4”-posisjon. C1""" har kjemisk skift
pa 166.99 ppm som er typisk for karbonyl i estergrupper. Krysstoppen i HMBC (figur 103)
mellom C1™"" (166.99 ppm) og HEA™ (4.29 ppm) og H6B"" (4.09 ppm) bekreftet at

malonylgruppen er tilknyttet glukoseenheten i 6””-posisjon.
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Tabell 19: H og *C NMR kjemisk skift verdier (ppm) og koblingskonstanter (Hz) av 2-
metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6’-O-
malonyl-g-glukopyranosid)) (5) Fraksjon VM2S47 isolert fra Myrrhis odorata i DMSO-

Ds ved 298K.
o H 8 13C
5 5
2 167.83
3 6.2191.0 108.32
4 182.07
5 157.69
6 112.67
7 163.03
8 6.66 90.31
9 156.14
10 104.23
2-CHs 2.36d 1.0 19.99
7-OCHs 3.86s 56.43
5-OH 12.98s
6-C-isobutyl
1A’ 2.57m 19.34
1B’ 251 m
2A° 1.53m 32.16
2B’ 1.20m
3 1.64m 33.02
4A° 3.47dd9.7,7.4 74.13
4B’ 3.33m
5 0.92d6.7 16.97
4’-0-B-glucoside
1” 410d7.9 103.00
2” 2.95dd 8.9,7.9 73.40
3” 3.13t8.9 76.59
4 3.05dd 9.7,8.9 70.09
57 3.32ddd 9.7,6.8, 2.1 73.56
6A”’ 4.29dd 11.9,2.1 64.60
6B”’ 4.09dd 11.9,6.8
6’’-O-malonyl
1’ 166.99
2A° 3.38d15.9 41.52
2B’ 3.35d 15.9
3 167.99
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Figur 92: Ekspandert region av 1D *H NMR spekter med anordning av 2-metyl-5-hydroksy-
7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6’’-O-malonyl-$-glukopyranosid))
(5).
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Figur 93: Ekspandert aromatregion i 1D *H NMR spekteret med anordning av 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-(6 " ’-O-malonyl-4-
glukopyranosid)) (5).
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Figur 94: 1D °C CAPT NMR spekter med fullstendig anordning av *3C signalene til 2-metyl-

5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6’-O-malonyl-4-

glukopyranosid)) (5).
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Figur 95: Ekspandert region av 2D 'H-13C HSQC NMR spekteret av 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O-(6"’-O-malonyl-f-glukopyranosid)) (5).
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Figur 96: Ekspandert alifatisk region av 2D *H-13C HSQC NMR spekteret av 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6"’-O-malonyl-4-
glukopyranosid)) (5).
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Figur 97: Ekspandert sukkerregion i 1D *H-C HSQC-TOCSY NMR spekteret av 2-metyl-5-

hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6"’-O-malonyl-£-

glukopyranosid)) (5). Ekspansjon av spekteret viser hele spinnsystemet til

glukosylsubstituenten.
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Figur 98: Ekspandert alifatisk region i 1D *H-*C HSQC-TOCSY NMR spekter av 2-metyl-5-

hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6"’-O-malonyl-4-

glukopyranosid)) (5). Ekspansjon av spekteret viser hele spinnsystemet til isobutylgruppen i

molekylet. Eksperimentet var spesielt nyttig for @ anordne karbonatomene til isobutyl-

enheten.
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Figur 99: Ekspandert region av 2D *H-*C HMBC NMR spekter som viser viktige krysstopper
mellom H1A/H1B" i isobutyl-enheten og C6, C5 og C7 i kromenon aglykonet til 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-(6"’-O-malonyl--
glukopyranosid)) (5). Dette bekrefter at isobutylsubstituenten er plassert i 6-posisjon av

kromenon aglykonet.
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Figur 100: Ekspandert region av 2D 'H-*C HMBC NMR spekteret av 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-(6 "’-O-malonyl-f-glukopyranosid)) (5)
som viser viktige krysstopper for H2A” og H2B" tilhgrende isobutylgruppen. Krysstoppene
observert mellom H2A"™ og C6 og H2B" og C6 bekrefter at isobutylgruppen er tilknyttet
kromenon aglykonet i 6-posisjon.
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Figur 101: Ekspandert region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O-(6 "’-O-malonyl-f-glukopyranosid)) (5)
som viser krysstoppene mellom H4A" og H4B" og C1™" (5). Disse krysstoppene bekrefter at
glukosylsubstituenten er tilknyttet isobutylgruppen i 4”-posisjon.

,/J\_J*v’sz\*

—————
F1 [ppm]

T
73

H1"/ca’
) |

. L

74

LA (N S B S H B S B N EN B S B N BN B S B B B R B B
4.14 4.13 4.12 4.11 F2 [ppm]

Figur 102: Ekspandert region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O-(6 "’-O-malonyl-f-glukopyranosid)) (5)
som viser krysstoppen mellom H1™" og C4", noe som bekrefter at glukosylsubstituenten er

tilknyttet isobutylgruppen i 4”-posisjon.
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Figur 103: Ekspandert region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O-(6 "’-O-malonyl-f-glukopyranosid)) (5)
som viser krysstoppene mellom H6A™ og H6B"” tilhgrende glukosylenheten og C1"""
tilharende malonylenheten. Disse krysstoppen bekrefter at malonylenheten er tilknyttet

glukosylenheten i 6" -posisjon.
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Figur 104: Ekspandert aromatregion av 2D *H-1*C HMBC NMR spekteret av 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-(6"’-O-malonyl-f-
glukopyranosid)) (5) som viser viktige krysstopper for anordning av signaler i kromenon

aglykonet (5).
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Figur 105: Ekspandert region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-(6 "’-O-malonyl-f-glukopyranosid)) (5)

170

som bekrefter posisjonen av metoksygruppen i 7-posisjon og metylgruppen i 2-posisjon av

kromenon aglykonet.
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Figur 106: Ekspandert alifatisk region av 2D 'H- 3C H2BC NMR spekteret av 2-metyl-5-

hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-(6"’-O-malonyl-f-

glukopyranosid)) (5).
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Figur 107: Ekspandert sukkerregion av 2D *H- 'H COSY NMR spekteret av 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-(6"’-O-malonyl-f-
glukopyranosid)) (5).
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Figur 108: Ekspandert region av 2D 'H- 'H COSY NMR spekter av 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O-(6 "’-O-malonyl-f-glukopyranosid)) (5)

som viser korrelasjonstopper for anordning av signalene i isobutylenheten.
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Figur 109: Ekspandert region av 2D *H- 'H COSY NMR spekter av 2-metyl-5-hydroksy-7-

metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O-(6"’-O-malonyl-f-glukopyranosid)) (5)

som viser korrelasjonstopper for anordning av signalene i isobutylenheten.
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Figur 110: Ekspanderte regioner av 2D H- 'H ROESY NMR spekteret av 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-(6"’-O-malonyl-f-
glukopyranosid)) (5). Ekspansjon til venstre viser krysstoppen mellom metylgruppen og H3,
0g metoksygruppen og H8, noe som bekrefter at de er tilknyttet kromenon aglykonet i
henholdsvis 2-posisjon og 7-posisjon. Ekspansjonen til hgyre viser krysstoppene mellom H1™
og H4A" og H4B’ og bekrefter dermed at glukoseenheten er tilknyttet til isobutylgruppen i 4-

posisjon.

6.1.5 Nytt naturstoff: 2-METYL-5-HYDROKSY-7-METOKSYKROMEN-6-
(3-METYL-4-HYDROKSYBUTYL-(4-O--GLUKOPYRANQOSID)

2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-4-
glukopyranosid) (6) ble isolert etter opprensing ved hjelp av stor Sephadex LH-20 kolonne fra
fraksjon EM3-5S39+40. Eksperimentelle NMR-data til forbindelse (6) (tabell 20) i
sammenligning med NMR-data til forbindelse (5) (tabell 19) viser at de er veldig like, med
unntak av at (6) ikke har en malonylsubstituent. Forbindelse (6) ble identifisert som 2-metyl-
5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-$-glukopyranosid) ved
hjelp av en kombinasjon av flere 1D og 2D NMR eksperimenter og hgyopplagselig MS.
UHPLC-kromatogrammet og UV-spekteret, figur 113-114, viser at forbindelsen har
retensjonstid pa 7.97 minutter og maks UV-absorbsjon pa 208 nm, 232 nm, 258 nm og 294
nm. Det ble isolert 34.9 milligram av tgrt prevemateriale. VVed litteratursgk i Scifinder ble det
funnet at forbindelsen ikke er kjent fra far. Molekylstrukturen til 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-$-glukopyranosid) (6) er vist i figur
111. Det ble tatt hgyresolusjonsmassespekter som bekreftet strukturen av 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-5-glukopyranosid) (6) (figur
112).
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Figur 111: Struktur av 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-
(4’-O-p-glukopyranosid) (6) med nummerering.

Strukturformel: C22H30010
Uniisotopisk molekylvekt: 454.1839 g/mol

Acg. Data Name: TasbihH_050522_EM 3.5 530.40_ES|:_LC
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lonization Mode: ESI+ Orifical Volt Sweep: 28V Ring Lans Volt- 13[V]

MES Calibration Name: PEG_ESI+_1000 Acquired m/z Range: 30.0..1000.0 Time of Maximum: 11.045[min]
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Figur 112: ESI-massespekter med positiv ioniseringsmodus av 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-f-glukopyranosid) (6) i fraksjon EM3-
5539-40.
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Figur 113: UHPLC-kromatogram til fraksjon EM3-5S39 detektert ved 280 +10 nm, hvor 2-
metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-p-glukopyranosid)

(6) har retensjonstid pa 7.97 minutter.
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Figur 114: UV-spektrum av 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -
hydroksybutyl-(4’-O--glukopyranosid) (6).
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Det ble tatt 1D *H-NMR, 1D '3C CAPT, 2D H-3C HMBC, 2D *H-3C HSQC, 2D H-3C
HSQC-TOCSY, 2D H-1C H2BC, 2D *H-H COSY og 2D 'H-'H ROESY av fraksjon EM3-
5539+40 for & bestemme strukturen av 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-
4’-hydroksybutyl-(4’-O-$-glukopyranosid) (6).

Det ble observert 20 hydrogensignaler og 22 karbonsignaler ved hjelp av NMR (tabell 20).
H3 ved 6.21 ppm opptrer som kvartet, pa grunn av firebindingskoblingen til 2-CHs. H3 har
kobling pa 0.9 Hz til 2-CHs. 2-CHz har krysstopp til C2 (167.82 ppm) observert i HMBC-
spekteret (figur 126). Signalet ved 3.87 ppm opptrer som singlet og korrelerer i HSQC
spekteret (figur 118) til karbonkjemisk skift ved 56.43 ppm, noe som samsvarer med en
metoksygruppe. Krysstoppen mellom 7-OCHs (3.87 ppm) og C7 (163.01 ppm) observert i
HMBC spekteret (figur 126) bekrefter at metoksygruppen sitter i 7-posisjon.

Det er observert 7 hydrogensignaler mellom 2.93-4.07 ppm og 6 karbonsignaler mellom
61.17-102.99 ppm som korresponderer til glukose (tabell 20). Ved hjelp av krysstopper
mellom H1"" (4.07 ppm) og C4" (73.98 ppm), og mellom H4A" (3.52) og H4B" (3.32) og
C1” (102.99) observert i HMBC-spekteret (figur 124) ble det bestemt at sukkerenheten er
tilknyttet i 4”-posisjon av isobutylgruppen. Isobutylgruppen gir 8 hydrogensignaler i den
alifatiske regionen (3.52-0.94 ppm) og 5 karbonsignaler i omrade 17.02-73.98 ppm (tabell
20). Kjemisk skiftverdi for C4" (73.98 ppm) bekrefter at C4’ er tilknyttet oksygen.
Krysstoppene ved 6 2.57/112.7 (H1A’/C6), & 2.57/163.0 (H1A'/C7), 8 2.57/157.7 (H1A"/C5),
§2.51/112.7 (H1B/C6), § 2.51/163.0 (H1B'/C7), § 2.51/157.7 (HI1B’/C5), § 1.53/112.7
(H2A’/C6) og 6 1.22/112.7 (H2B’/C6) observert i HMBC spekteret (figur 122-123) av 2-
metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-f-glukopyranosid)
bekreftet at isobutylgruppen er tilknyttet kromenon aglykonet i 6-posisjon.

Observert signal for H1™" ved 4.07 ppm tilhgrende glukosylsubstituenten til 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-f-glukopyranosid) med
koblingskonstant pa 7.8 Hz bekrefter at glukoseenheten er i B-konfigurasjon. Krysstoppen
mellom H4A" (3.52 ppm) og H4B" (3.32 ppm) og C1"" (103.0 ppm) observert i HMBC-
spekteret (figur 124) bekreftet at glukose-enheten er tilknyttet isobutylenheten i 4”-posisjon.
Basert pa disse dataene, samt ved hjelp av korrelasjoner vist i HMBC, H2BC og HSQC
spektre blir strukturen til forbindelse (6) bestemt til & veere 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-$-glukopyranosid).
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Tabell 20: H og 2*C NMR kjemisk skift verdier (ppm) og koblingskonstanter (Hz) av 2-

metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-8-

glukopyranosid) (6) fraksjon EM3-5539-40 isolert fra Myrrhis odorata i DMSO-Ds ved

298K.
o H 8 13C
6 6
2 167.82
3 6.2190.9 108.31
4 182.06
5 157.67
6 112.65
7 163.01
8 6.65s 90.30
9 156.12
10 104.22
2-CHs 2.36d 0.9 19.98
7-OCHs 3.87s 56.43
5-OH 12.98s
6-C-isobutyl
1A° 2.57 ddd 13.0,9.9, 5.6 19.35
1B’ 2.51ddd 13.0,9.9, 6.2
2A° 1.53 dddd 13.5, 9.9, 32.24
6.2,5.4
2B’ 1.22 dddd 13.5, 9.9,
8.1,5.6
3’ 1.65m 33.03
4A° 3.52dd9.6,7.5 73.98
4B’ 3.32dd 9.6,5.6
5 0.94d6.7 17.02
4’-0-B-glucoside
17 4.07d7.8 102.99
2” 2.93dd8.7,7.8 73.55
3”7 3.11t8.7 76.91
4> 3.03dd9.7,8.7 70.18
57 3.06ddd 9.7,5.7, 2.1 76.90
6A”’ 3.65dd 11.8, 2.1 61.17
6B’ 3.42dd 11.8,5.7
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Figur 115: 1D 'H NMR spekter med fullstendig anordning av 2-metyl-5-hydroksy-7-

metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O-4-glukopyranosid) (6).
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Figur 116: 1D 3C CAPT NMR spekter med anordning av 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O-4-glukopyranosid) (6).
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Figur 117: Ekspandert aromatisk region av 2D H-3C HSQC NMR spekteret av 2-metyl-5-

w1

hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-$-glukopyranosid) (6).
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Figur 118: Ekspandert alifatisk region av 2D H-3C HSQC NMR spekteret av 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-f-glukopyranosid) (6).
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Figur 119: Ekspandert alifatisk region av 2D *H-*C HSQC NMR spekteret av 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-$-glukopyranosid) (6).
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Figur 120: Ekspandert alifatisk region av 1D *H-*C HSQC-TOCSY NMR spekteret av 2-
metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O-f-glukopyranosid)

(6). Ekspansjon viser hele spinnsystemet til glukose-enheten sett fra H1™".
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Figur 121: Ekspandert alifatisk region av 1D *H-*C HSQC-TOCSY NMR spekteret av 2-
metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O-f-glukopyranosid)
(6). Ekspansjon viser spinnsystemet til isobutyl-enheten sett fra HLA/H1B".
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Figur 122: Ekspandert region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O-/-glukopyranosid) (6). Den viser
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korrelasjoner fra H1IA" og H1B" til karbonatomer som er to eller tre bindinger fra disse

hydrogenatomene, inkludert viktige krysstopper til kromenon aglykon som viser at isobutyl-

enheten er tilknyttet kromenon-enheten av 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-

4’-hydroksybutyl-(4°-O-f-glukopyranosid) i 6-posisjon (6).

N T i

"E
- o
H2A"/C5 H2B°fC5 | &
. =2 =Es [ o
F . .
H2A’/C1 H2B°/c1° B
4 Haa/ey LTS
o
=T
=]
pu—— m
3 H2A'fca’ H2B'/ca” T
E=——T Y T A |
K=
= +]
3 B
B=]
b = =
H2A°/C6 H2B/C6 L
ey o - T |
(=]
-~
E -
E T T T L | L T T T | T L L T | T | L B
1.5 1.4 1.3 F2 [ppm]

Figur 123: Ekspandert region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av 2-metyl-5-hydroksy-7-

metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O--glukopyranosid) (6).
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Figur 124: Ekspandert region av 2D H-3C HMBC NMR spekteret av 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O-$-glukopyranosid) (6). Krysstoppene
mellom H1"/C4" og H4A'/4B"/C1"" bekrefter at glukoseenheten er tilknyttet isobutylenheten i

4”-posisjon.
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Figur 125: Ekspandert aromatisk region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-f-glukopyranosid) (6).

143



F1 [ppm]

T T
162

— ‘ 7-OCH,/C7

T T T T [ T T
166 164

168

— 2-CHy/C2 ﬁ B

T T T
170

T T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T T

4.0 3.5 3.0 2.5 F2 [ppm]
Figur 126: Ekspandert region av 2D H-3C HMBC NMR spekteret av 2-metyl-5-hydroksy-7-

metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O-S-glukopyranosid) (6). De observerte
krysstoppene 7-OCH3/C7 og 2-CH3/C2 bekrefter posisjonen av metoksygruppen i 7-posisjon

0g metylgruppen i 2-posisjon.
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Figur 127: Ekspandert sukkerregion av 2D *H- *H COSY NMR spekteret av 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-$-glukopyranosid) (6).

144



Y B

E
T2
o -
=q 1a°/28" 1B/28° *
\ e
(W .
j w» ~° 4
il 1a7/2a 1B7/2A7
g o
. v |
, I
4 ;|
ﬂ\ b °
a 1A°/1B° L

T T |
25 2.0 1.5 F2 [ppm]

Figur 128: Ekspandert isobutyl-enhet region av 2D *H- 'H COSY NMR spekter av 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-$-glukopyranosid) (6).
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Figur 129: Ekspandert isobutyl-enhet region av 2D *H- 'H COSY NMR spekteret av 2-metyl-
5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4 -hydroksybutyl-(4 -O-f-glukopyranosid) (6).
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Figur 130: Ekspandert alifatisk region av 2D ‘H- 13C H2BC NMR spekteret av 2-metyl-5-
hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-$-glukopyranosid) (6).

Ekspansjon viser tobindingskorrelasjoner i sukkerenhet og i isobutyl-enhet.
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Figur 131: Ekspanderte regioner av 2D 'H- 'H ROESY NMR spekteret av 2-metyl-5-
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hydroksy-7-metoksykromen-6-(3 -metyl-4-hydroksybutyl-(4 -O-£-glukopyranosid) (6).
Ekspansjon til venstre viser krysstoppen mellom 2-CHs/H3 og 7-OCHs/H8. Ekspansjon til
hayre viser krysstoppen mellom H1™" og H4A'/AB".

6.1.6 E-SINAPINSYRE 4-O-B-GLUKOPYRANOSID

Forbindelse (7) ble funnet i to NMR-prgver. Forbindelsen ble isolert etter opprensing ved
hjelp av den lille Sephadex LH-20 kolonnen fra fraksjon VM1LS8+9. Den har ogsa blitt
isolert i en ren prove ved hjelp av preparativ HPLC i fraksjon VM2S21-23P3+22+37. NMR-
spektre for sistnevnte fraksjon blir benyttet for strukturbestemmelse og fullstendig anordning
av *H og 13C kjemiske skift for forbindelsen i oppgaven. Original 1D og 2D NMR-spektrene
for fraksjon VM1LS8+9 er vedlagt i vedlegg 3 (figur 337-342). Den kombinerte fraksjonen
VM1LS8+9 bestod av 10.7 milligram av tert materiale etter terking i eksikator, mens fraksjon
VM2S21-23P3+22+37 bestod av 10.2 milligram av tgrt materialet. NMR analyse viste at
forbindelse (7) er E-sinapinsyre 4-O-B-glukopyranosid. Eksperimentelle verdiene for *H og
13C kjemisk skift verdier til forbindelsen er vist i tabell 21. Basert pa litteratursgk i Scifinder
finner en at forbindelse (7) ikke har blitt isolert fra Myrrhis odorata tidligere. De
eksperimentelle kjemisk skiftverdiene for forbindelse (7) stemmer godt overens med

litteraturverdier (41).

Strukturen til forbindelse (7) er vist i figur 132. UHPLC-kromatogrammet av fraksjon
VM2S21-23P3 er vist i figur 133, og UV-spekteret av forbindelsen er vist i figur 134.
UHPLC-kromatogrammene til VM2S21-23P22 og VM2S21-23P37 er vedlagt i vedlegg 2,
figur 280-281. Kromatogrammet viser at forbindelse (7) har en retensjonstid pa 1.56 minutter

0g UV- maksabsorbsjon ved 208 nm, 226 nm og 300 nm.
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Figur 132: Struktur av E-sinapinsyre 4-O-f-glukopyranosid (7) med nummerering.

Strukturformel: C17H22010
Uniisotopisk molekylvekt: 386.1213 g/mol
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Figur 133: UHPLC-kromatogram av E-sinapinsyre 4-O-f-glukopyranosid (7) i fraksjon
VM2S21-23P3 detektert ved 280 +10 nm.
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Figur 134: UV-spektrum av E-sinapinsyre 4-O-f-glukopyranosid (7).

Det ble tatt 1D *H-NMR, 1D 3C CAPT, 2D H-3C HMBC, 2D 'H-3C HSQC, 2D H-H
COSY og 2D 'H-3C H2BC NMR spektre av E-sinapinsyre 4-O--glukopyranosid (7). Det er
observert ett proton signal ved 7.02 ppm som opptrer som singlet, som betyr at det er ingen
hydrogenkjerner pa nabokarbonatomene. Krysstoppen i HMBC-spekteret (figur 138) fra H2/6
(7.02 ppm) til C1 (129.7 ppm) og C4 (136.2 ppm) var nyttige i anordning av ‘3C signalene til
forbindelsen. Observert signal ved 3.79 s/56.5 ppm i HSQC spekteret (figur 141) er et typisk
signal for metoksygrupper. Signalet ved 3.79 ppm ble integrert til 6H i 1D 'H NMR-spekteret
(figur 135), noe som indikerer tilstedeveaerelse av to ekvivalente metoksygrupper. Krysstoppen
ved 0 3.79/152.8 (3,5-OCH3/C3,5) observert i HMBC spekteret (figur 138), viste at
metoksygruppe var tilknyttet i 3- og 5-posisjon.
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Det er observert to hydrogensignaler med kjemisk skiftverdi 7.50 ppm (d) og 6.51 ppm (d)
som er typisk proton kjemisk skiftverdier for en dobbeltbinding i en (E)-konfigurasjon, siden
de har stor kobling til hverandre pa 15.9 Hz. Basert pa deres koblingsmgnster og ved hjelp av
HSQC-spekteret ble disse anordnet til C7 (144.16 ppm) og C8 (118.45 ppm) (figur 140).

Den hgye kjemiske skiftverdien pa 167.81 ppm er typisk for karbonylkarbon i en
karboksylsyregruppe. Hydrogensignalet pa 12.41 ppm opptrer som bred singlet, noe som er
typisk for syregrupper.

Det er observert 7 hydrogensignaler med kjemisk skiftverdier mellom 3.03 ppm og 5.02 ppm,
som er typisk omradet for et sukkermoleky! (tabell 21), hvor samtlige 1H og deres tilhgrende
karbonatomer ble anordnet ved hjelp av korrelasjoner observert i HSQC-spekteret, H2BC-
spekteret og COSY-spekteret. H1" ved 5.02 ppm far sitt downfield kjemisk skift pa grunn av
at C1” (102.26) er koblet til to O-atomer i molekylstrukturen (figur 132). H1" opptrer som
dublett i protonspekteret fordi det er kun ett hydrogenatom koblet pa nabokarbonatomet
(C2%). Koblingskonstanten observert for H1" (7.4 Hz) bekreftet at glukoseenheten er i 3-
konfigurasjon. Krysstoppen observert i HMBC-spekteret mellom H1" ved 5.02 ppm og C4
ved 136.2 ppm bekrefter at glukoseenheten er tilknyttet sinapinsyrens aromatring i 4-posisjon.

Tabell 21: *H og *3C kjemisk skift verdier (ppm) og koblingskonstanter (Hz) av E-
sinapinsyre 4-O-g-glukopyranosid (7) fraksjon VM2S21-23P3+22+37 isolert fra Myrrhis
odorata i DMSO-Ds ved 298K.

o H 6 13C
7 7
1 129.71
2/6 7.02s 106.69
3/5 152.81
4 136.19
7 7.50d 15.9 144.16
8 6.51d 15.9 118.45
9 167.81
3/5-di-OCHs 3.79s 56.54
9-COOH 12.27 s (br)
4-0O-B-glukopyranosid
I 5.02d7.4 102.26
2’ 3.19m 74.24
3’ 3.18m 76.67
4 3.12dd 9.7, 8.9 69.98
5 3.03ddd 9.7,5.7,2.2 77.40
6A’ 3.57dd 11.8,2.2 60.90
6B’ 3.38dd 11.8, 5.7
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Figur 135: Ekspandert region 1D *H NMR spekteret med anordning av signalene til E-
sinapinsyre 4-O-f-glukopyranosid (7). Signalet ved 2.53 ppm (DMSO-Hs) stammer fra at
praven ble lgst i vanlig DMSO far separasjon ved hjelp av preparativ HPLC.
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Figur 136: Ekspandert region 1D *H NMR spekter med anordning av E-sinapinsyre 4-O-4-
glukopyranosid (7).
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Figur 137: 1D *C CAPT NMR spekter med fullstendig anordning av E-sinapinsyre 4-O-4-
glukopyranosid (7).
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Figur 138: Ekspandert aromatisk region av 2D 'H-*C HMBC NMR spekteret av E-

sinapinsyre 4-0O-p-glukopyranosid (7) som viser hvordan molekylet henger sammen.
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Figur 139: Ekspandert region av 2D *H-*C HMBC NMR spekteret av E-sinapinsyre 4-O-4-
glukopyranosid (7). Ekspansjon viser krysstoppen mellom H1" (5.02 ppm) og C4 (136.2 ppm)

som bekrefter at glukoseenehten er festet til sinapinsyrens aromatring i 4-posisjon.
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Figur 140: Ekspandert aromatisk region i 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av E-sinapinsyre
4-0-p-glukopyranosid (7). Den ekspanderte regionen viser ogsa signalet for anomeren
(H1°/C1’) til glukoseenheten.
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Figur 141: Ekspandert alifatisk region i 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av E-sinapinsyre 4-
O-p-glukopyranosid (7).
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Figur 142: Ekspandert sukkerregion av 2D H- *H COSY NMR spekteret av E-sinapinsyre 4-
O-p-glukopyranosid (7).
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Figur 143: Ekspandert sukkerregion av 2D *H- *H COSY NMR spekteret av E-sinapinsyre 4-

O-p-glukopyranosid (7).
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Figur 144: Ekspandert sukkerregion av 2D *H- *C H2BC NMR spekteret av E-sinapinsyre 4-
O-p-glukopyranosid (7). Ekspansjon viser tobindingskorrelasjoner i sukkerenhet av
forbindelse (7).

6.1.7 E-KUMARSYRE 4-O-3-GLUKOPYRANOSID

Det ble isolert 6.3 milligram av forbindelse (8) fra fraksjon VM1LS13+14 etter separasjon
ved hjelp av den lille Sephadex LH-20 kolonnen. Det ble ogsa isolert 3.5 milligram av
forbindelse (8) i renere form fra fraksjon VM2S39-41P4+31 ved hjelp av preparativ HPLC.
Basert pa eksperimentelle NMR-data ble funnet at forbindelse (8) var E-kumarsyre 4-O-f3-
glukopyranosid. NMR-spektrene av VM1L.S13+14 ble benyttet for & bestemme strukturen av
forbindelse (8). UHPLC-kromatogrammet og NMR-spektrene til VM1LS13+14 viser at
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prgven ogsa inneholder noen minor forbindelser, men i mye lavere konsentrasjon enn
hovedforbindelsen. Siden VM2S39-41P4+31 er renere og NMR-signalene for denne
fraksjonen er bedre, benyttes dens NMR-spektrene til & anordne *H og *3C kjemiske
skiftverdier til forbindelse (8). Originale NMR-spektrene er vedlagt i vedlegg 3, figur 347-
351. UHPLC-kromatogrammet og UV-spekteret til forbindelse (8) er vist i figur 145-146.
Kromatogrammet viser at E-kumarsyre 4-O-B-glukopyranosid (8) har retensjonstid pa 0.88

minutter og maks UV-absorpsjon pa 296 nm.
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Figur 145: UHPLC-kromatogram av E-kumarsyre 4-O-4-glukopyranosid (8) i fraksjon
VM2S39-41P4 detektert ved 280 +10 nm.
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Figur 146: UV-spektrum av E-kumarsyre 4-O-$-glukopyranosid (8).
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Figur 147: Struktur av E-kumarsyre 4-O-f-glukopyranosid (8) med nummerering.

Strukturformel: C1sH1s0s
Uniisotopisk molekylvekt: 326.1002 g/mol

En rekke litteratursgk i Scifinder viste at forbindelse (8) ikke tidligere har blitt isolert fra
Myrrhis odorata eller fra skjermplantefamilien fra for av. Eksperimentelle NMR-data vist i
tabell 22 stemmer godt overens med referanselitteratur (41). Til sammenligning av NMR-data
til forbindelse (7) og (8) viste de store likheter, med unntak av substituentene i 3- og 5-

posisjon (8).

Det ble tatt 1D *H-NMR, 1D '3C CAPT, 2D *H-*C HMBC, 2D H- *C HSQC, 2D 'H-H
COSY og 2D 'H-13C H2BC NMR spektre for & bestemme strukturen av E-kumarsyre 4-O-4-
glukopyranosid (8). Det er fire hydrogensignaler i protonspekteret som er i aromatregionen
mellom 6.39-7.62 ppm (tabell 22 og figur 148). Det er observert et AA"XX" spinnsystem med
to semidubletter ved 7.62 ppm (H2/6) og 7.03 ppm (H3/5) som har stor kobling med
hverandre med en koblingskonstant pa 8.9 Hz. Det er ogsa observert et 2H spinnsystem
mellom H7 ved 7.54 ppm og H8 ved 6.39 ppm som kobler med hverandre med
koblingskonstant pa 15.9 Hz. Den store koblingskonstanten (15.9 Hz) indikerer at
dobbeltbindinger har en (E)-konfigurasjon. For C9 er det observert et signal pa 167.84 ppm
(*3C) som er typisk for karboksylsyrer. C9 har krysstopp til dobbeltbindingshydrogenatomene
H7 (7.54 ppm) og H8 (6.39 ppm) i HMBC spekteret (figur 150). I tillegg er det observert
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krysstopp mellom H1" ved 4.92 og C4 ved 159.03 ppm, noe som bekrefter at glukosylenheten
er tilknyttet aromatringen i 4-posisjon. Krysstopper observert i COSY -spekteret (figur 153-
154), samt korrelasjoner observert i HSQC-spekteret (figur 151-152) var spesielt nyttig for &
anordne signalene til glukoseenheten. Flere av tobindingskorrelasjoner i sukkerenheten ble
bekreftet ved hjelp av H2BC-spekteret (figur 156).

Tabell 22: 'H og 3C NMR kjemisk skift verdier (ppm) og koblingskonstanter (Hz) av E-
kumarsyre 4-O-B-glukopyranosid (8) fraksjon VM2S39-41P4+32 isolert fra Myrrhis
odorata i DMSO-Ds ved 298K.

o H o C
8 8
1 128.00
2/6 7.62 ‘d’ 8.9 129.83
3/5 7.03 <d’ 8.9 116.51
4 159.03
7 7.54d15.9 143.66
8 6.39d 15.9 117.13
9 167.84
3/5-di-OCHs
9-COOH 12.24 s (br)
4-0O-B-glukopyranosid
I’ 4,92d7.6 100.08
2’ 3.23dd 8.9,7.6 73.26
3’ 3.27t8.9 76.64
4 3.15dd9.7,8.9 69.74
5’ 3.34ddd 9.7,5.8,2.2 77.17
6A’ 3.68dd 12.0, 2.2 60.73
6B’ 3.45dd 12.0,5.8
2-OH 5.32d5.1
3"-OH 5.08 s (br)
4"-OH 5.02d
6-OH 455t5.8

160



. 1 H3 .. .
HBA’ HiB Hﬁ | [ HZ Ha
S e I\;'anri"' Y E
L AN N
2°-OH i 6-OH Ho™ S ™oH
| 3-0H4-OH ill 8
| ) L A "\__..-'I [ i _ |
H2/6 H3/5 \ DMSO
‘ H7 H8
| ! |
9-COOH I I bl |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
14 12 10 8 6 4 2 [ppm
Figur 148: 1D H NMR spekter med fullstendig anordning av signalene til E-kumarsyre 4-O-
S-glukopyranosid (8).
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Figur 149: 1D 3C CAPT NMR spekter med fullstendig anordning av signalene til E-

kumarsyre 4-O-f-glukopyranosid (8).
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Figur 150: Ekspandert region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av E-kumarsyre 4-O-4-
glukopyranosid (8), som blant annet viser krysstoppen H1"/C4 som bekrefter at glukose er

festet til kumarsyre i 4-posisjon.
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Figur 151: Ekspandert aromatisk region i 2D H-13C HSQC NMR spekter av E-kumarsyre 4-
O-p-glukopyranosid (8).
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Figur 152: Ekspandert sukkerregion i 2D *H-*C HSQC NMR spekteret av E-kumarsyre 4-0O-
S-glukopyranosid (8).
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Figur 153: Ekspandert sukkerregion av 2D *H- *H COSY NMR spekteret av E-kumarsyre 4-
O-p-glukopyranosid (8).
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Figur 154: Ekspandert sukkerregion av 2D *H- 'H COSY NMR spekteret av E-kumarsyre 4-
O-p-glukopyranosid (8). | denne ekspansjonen matte ga pa litt lavere kontur niva for & kunne

vise korrelasjoner mellom H5 og H6A"/B".
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Figur 155: Ekspandert sukkerregion av 2D *H- *H COSY NMR spekteret av E-kumarsyre 4-
O-p-glukopyranosid (8).
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Figur 156: Ekspandert sukker region av 2D 'H- 13C H2BC NMR spekteret av E-kumarsyre 4-

O-p-glukopyranosid (8).
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Figur 157: Ekspandert region av 2D 'H- 3C H2BC NMR spekteret av E-kumarsyre 4-O-4-

glukopyranosid (8) som viser tobindingskorrelasjoner i den aromatiske delen av molekylet.
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6.1.8 KLOROGENSYRE

Det ble isolert 35.6 milligram av forbindelse (9) fra den kombinerte fraksjonen VM2S62-68
etter separasjon ved hjelp av stor Sephadex LH-20 kolonnekromatografi. Det ble ogsa isolert
8.5 milligram fra fraksjon VM3+4LS21 og 13.9 milligram fra fraksjon VM1LS24+25 av
forbindelse (9) ved hjelp av den lille Sephadex LH-20 kolonnen. Det ble tatt 1D *H-NMR, 1D
13C CAPT, 2D H-13C HMBC, 2D 'H-3C HSQC, 2D 'H-'H COSY, 2D 'H-'H ROESY, 2D
1,1-ADEQUATE og 2D 'H-3C H2BC NMR spektre for a bestemme strukturen av
forbindelse (9) som viste seg a vaere klorogensyre. Det er NMR-spektrene av fraksjon
VM2S62-68 som skal brukes til anordning av forbindelsen. For a bekrefte antatt struktur av
forbindelse (9) ble hayopplaselig massespekter med positiv ionisering tatt av VM2S62-68.
Molekylerionet [MH]* ved m/z 355.10211 som ble observert i det hayopplgselige
massespekteret og som korresponderer til C16H1909 (beregnet masse: 355.10291; 6 = -2.24

ppm) bekrefter riktig identifikasjon av forbindelsen.
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Figur 158: HRMS-ESI spekter med positiv ionisering av forbindelse (9) i fraksjon VM2S62-68

UHPLC-kromatogrammet til fraksjon VM2S62 og UV-spekteret av forbindelsen er vist i
figur 159-160. UHPLC-kromatogrammet viser at forbindelsen har retensjonstid pa 1.73
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minutter og maks absorbsjon ved 206 nm og 324 nm. Kromatogrammene til de andre
fraksjonene som forbindelsen ble isolert fra er vedlagt i vedlegg 2, figur 285-293. UHPLC-
kromatogrammet og NMR-spektrene viser noen signaler for en minor komponent, men i mye

lavere konsentrasjon enn hovedforbindelsen.

Omfattende sgk blant annet i Scifinder og Web of Science viste at klorogensyre ikke har blitt
isolert fra Myrrhis odorata eller fra skjermplantefamilien tidligere. Basert pa sgk i Scifinder
0g Web of Science ble det funnet flere artikler som rapporterer at klorogensyre er en

signifikant antioksidant og har antibakterielle egenskaper (47 og 48).

_ | P62 DAD1A, Sig=280,10 Ref=600,10 | 2021-10-05 00-16-14+02-00-39.dx
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- NG n ~ o
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Figur 159: UHPLC-kromatogram av klorogensyre (9) i fraksjon VM2S62 detektert ved 280 +
10 nm.
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Figur 160: UV-spektrum av klorogensyre (9).
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Figur 161: Struktur av klorogensyre (9) med nummerering.

Strukturformel: C16H1809
Uniisotopisk molekylvekt: 354.0951 g/mol

Oversikt over de kjemiske skiftverdiene til *H og *3C for klorogensyre (9), samt
koblingskonstantene (Hz) er vist i tabell 23. De eksperimentelle NMR-data stemmer godt

overens med de kjemiske skiftverdiene som tidligere er funnet for klorogensyre (42).

Det ble observert 5 hydrogensignaler i aromatregionen mellom 6.14-7.41 ppm i
protonspekteret (figur 162), hvorav et 3H ABX system bestdende av H2’, H5” og H6” som
ved hjelp av HSQC spekteret (figur 169) ble anordnet til C2", C5" og C6". Hydrogensignalene
i protonspekteret ved 7.41 ppm (H7") og 6.14 ppm (H8") er typisk for
dobbeltbindingshydrogenatomer som er i (E)-konfigurasjon basert pa deres store kobling til
hverandre pa 15.8 Hz. | tillegg ble det observert 7 hydrogensignaler i den alifatiske regionen
mellom 1.78-5.06 ppm i protonspekteret tilhgrende kinasyreenheten i molekylet (figur 162 og
tabell 23). Krysstoppen ved 6 5.06/165.8 (H3/C9") i HMBC spekteret (figur 166) bekrefter at

kaffeoylenheten er tilknyttet kinasyreenheten i 3-posisjon.
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Tabell 23: H og *C NMR kjemsik skift verdier (ppm) og koblingskonstanter (Hz) av
klorogensyre (9) fraksjon VM2S62-68 isolert fra Myrrhis odorata i DMSO-Ds at 298K.

oH o 13C
9 9
1 73.58
2A 2.00dd 13.9, 7.6 36.36
2B 1.94dd 13.9, 4.1
3 5.06 m 70.98
4 3.56dd 7.0,3.1 70.47
5 3.92ddd, 7.5, 3.8, 3.1 68.16
6A 2.01dd 13.3, 3.8 37.31
6B 1,78 dd 13.3, 7.5
7 175.04
1-O-Z-kaffeoyl
1’ 125.71
2’ 7.03d2.1 114.88
3 145.46
4’ 148.46
5’ 6.76 d 8.2 115.85
6’ 6.97 dd 8.2, 2.1 121.47
7 7.41d15.8 145.06
8’ 6.14d 15.8 114.40
9’ 165.84
3°-OH 9.15s
4’-OH 9.51s
H5’
H2'
H7" HE8’
H6’ He6A
H4 DMSO
H2A
H5
H3 28
HeB
T | ., ,u_/_‘_L N, S N J‘
z 0 e T s T g T T T T T T T g opm)

Figur 162: Ekspandert region av 1D *H NMR spekteret med anordning av signalene for
klorogensyre (9).
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Figur 163: Ekspandert region av 1D *H NMR spekter med anordning av signalene til de
fenoliske hydroksylgruppene til klorogensyre (9).
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Figur 164: 1D 3C CAPT NMR spekter med fullstendig anordning av signalene til

klorogensyre (9).
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Figur 165: Ekspandert aromatisk region av 2D H-*C HMBC NMR spekteret av
klorogensyre (9).
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Figur 166: Ekspandert region av 2D 'H-3C HMBC NMR spekteret av klorogensyre (9).
Ekspansjon viser viktig krysstopp mellom H3 (5.06 ppm) og C9” (165.84 ppm) som bekrefter

at kaffesyreenheten er tilknyttet kinasyreenheten i 3-posisjon.
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Figur 167: Ekspandert alifatisk region av 2D *H-*C HMBC NMR spekteret av klorogensyre
(9).
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Figur 168: Ekspandert alifatisk region av 2D *H-1*C HMBC NMR spekteret av klorogensyre
(9).
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Figur 169: Ekspandert aromatisk region i 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av klorogensyre
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Figur 170: Ekspandert alifatisk region i 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av klorogensyre
(9).

173



Figur 171: Ekspandert alifatisk region i 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av klorogensyre

(9).
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Figur 172: Ekspandert alifatisk region av 2D *H- *H COSY NMR spekteret av klorogensyre

(9).
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Figur 173: Ekspandert region av 2D 'H- *H ROESY NMR spekteret av klorogensyre (9).

Ekspansjon viser korrelasjoner for signaler som er i romlig naerhet av hverandre.
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Figur 174: Ekspandert region av 2D *H- *H ROESY NMR spekteret av klorogensyre (9).
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Figur 175: Ekspandert region i 2D *H-13C 1,1-ADEQUATE NMR spekteret av klorogensyre
(9). Ekspansjon viser tobindingskorrelasjoner og er spesielt nyttig for a vise korrelasjoner
mellom et proton og et hvilket som helst nabokarbonatom, noe som betyr at ogsa kvarternare

karbonatomer er detekterbare i dette eksperimentet.
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Figur 176: Ekspandert alifatisk region av 2D 'H- 3C H2BC NMR spekteret av klorogensyre
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Figur 177: Ekspandert aromatisk region av 2D *H- *C H2BC NMR spekteret av
klorogensyre (9).
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6.1.9 UNDULATOSID A

Forbindelse (10) ble isolert fra den kombinerte fraksjonen VIM2S28+29 ved hjelp av stor
Sephadex LH-20 kolonne. Den ble ogsa isolert etter preparativ HPLC fra fraksjon VM2S39-
41P40 og etter isolering ved hjelp av den lille Sephadex LH-20 kolonnen fra fraksjon
VM3+4LS10+11 og EV5-8LS11+12. Det ble tatt 1D *H-NMR, 1D *C CAPT, 2D H-13C
HMBC, 2D 'H-13C HSQC, 2D 'H-'H COSY, 2D 'H-'H ROESY, 2D 1,1-ADEQUATE og 2D
IH-13C H2BC NMR spektre for & bestemme strukturen til forbindelse (10) som viste seg a
veere undulatosid A. Det ble isolert 33.1 milligram av forbindelsen fra VM2S28+29. Den
kombinerte fraksjonen VM2S28+29 ble benyttet for & bestemme strukturen av forbindelsen
og spektrene for denne pragven er benyttet til strukturbestemmelsen som er presentert i denne
oppgaven. Figur 178 viser molekylstrukturen til undulatosid A. Molekylformel til
forbindelsen er C16H1809 0g uniisotopisk molekylvekten er 354.0951 g/mol.
Molekylstrukturen ble bekreftet ved hjelp av hayoppleselig MS-analyse, hvor fraksjon
VM2S27 ble brukt til MS-analysen. Molekylerionet [MH]* observert ved m/z 355.10255 som
korresponderer til C16H1909 (beregnet masse: 355.10291; 6 = -1.00 ppm) observert i HR ESI
massespekteret med positiv ioniseringsmodus bekreftet identifikasjonen av (10) som
undulatosid A.

Figur 178: Struktur av undulatosid A (10) med nummerering.
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Acqg. Data Mame: TFossen_291021_VM2S 27_ESI+ LC

Internal Sampla ld: Spec. Record Intarval: 0.4[s]
lonization Mode: ESI+ Crifice Volt Sweep: 20V Ring Lens Voli: 10[V]
MS Calibrafion Mame: PEG_ESI+_1000 Acquired méz Range: 50.0..1000.0 Time of Maximum: 8.77 3[min]
Reduction History: Detarmine méz[Peak Detect]Centroid, 50, Area]:.Correct Basa[5.0%[];Cormect Base[5.0%:].Averaga({M3][1] 7.868..8.901)
Experiment Data/Time: 11/3/2021 12:52:19 Operator Nama: Accutof
Relative Intensity
100 135510255
20 -
B804
70
&0 -
m_
40
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T09.2M61
20_
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278.16760 |_ 491.08320 76317010 B03.32854
PR \SFRN8 FGP P sSS R -c Lc —
200 400 800 BOD 1D|DD
. Mass Differance . -
Mass Intensity Calc. Mass (pom) Possible Formula 20 | "H | “N | "0 | Unsaturation Numbar
35510256 158080.7¢| 355.10201 -1.00] ?C1s"H1a"0s 1§ 19 g 7.5

Figur 179: HR ESI MS med positiv ionisering av undulatosid A (10) i fraksjon VM2S27.

Ved sgk i Scifinder ble det fastslatt at strukturen er kjent fra far, men undulatosid A har ikke
tidligere blitt isolert fra Myrrhis odorata. Undulatosid A ser ut til & veere spesifikk for
skjermplantefamilien, der forbindelsen blant annet er blitt isolert fra Peucdanum austriacum,
Ammi visnaga og Cnidium monnieri. Undulatosid A (10) har vist & ha potensiell anti-
inflammatorisk aktivitet ved & inhibere produksjon av proinflammatoriske cytokiner som
interleukin 13 (65).

UHPLC-kromatogrammet og UV-spekteret til undulatosid A (10) er vist i figur 180-181.
Forbindelsen har retensjonstid pa 3.27 minutter og maks UV-absorbsjon ved 204 nm, 248 nm,
286 nm og 314 nm. | UHPLC-kromatgrammet er det synlig noen topper som hgrer til minor
komponenter, men som er i mye lavere konsentrasjon enn hovedforbindelsen (10).

Kromatogrammet til VM2S29 er vedlagt i vedlegg 2, figur 295.
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Figur 180: UHPLC-Kromatogram av forbindelse (10) i fraksjon VM2S28 detektert ved 280 +

10 nm
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Figur 181: UV-spektrum av undulatosid A (10).
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Tabell 24 viser de kjemisk skiftverdier 'H og *3C, samt koblingskonstanter for undulatosid A
(10) i DMSO-Ds ved 298K.

Det ble identifisert 12 hydrogensignaler i protonspekteret (figur 182). Kromenon-enheten har
tilknyttet 3 hydrogenatomer (H3, H6 og H8). H6 og H8 har en liten firebindingskobling pa 2.2
Hz til hverandre, hvor HMBC-spekteret (figur 184) viser at de har en krysstopp til hverandres
karbonatomer og til C10. Metylgruppen med kjemisk skift 2.37 ppm ble ved hjelp av HMBC-
spekteret (figur 185) anordnet til & veare tilknyttet C2. Signalet for metylgruppen ble observert
som en dublett med koblingskonstant pa 1.0 Hz pa grunn av firebindingskoblingen til H3. H3
opptrer som kvartet og krysstoppen mellom metylgruppen og C3 observert i HMBC-spekteret
(figur 185) bekrefter posisjonen av metylgruppen i 2-posisjon. De 7 hydrogensignalene i
kjemisk skiftomradet mellom 5.03-3.15 ppm, som viste store aksial-aksial koblingskonstanter,
0g 6 karbonsignaler i kjemisk skiftomradet mellom 99.93-60.74 ppm samsvarer godt med en
glukoseenhet i B-konfigurasjon (tabell 24). Den anomeriske koblingskonstanten pa 7.7 Hz
bekreftet at glukose-enheten foreligger i p-konfigurasjon. Krysstoppen mellom H1" (5.03
ppm) og C7 (163.0 ppm) observert i HMBC-spekteret (figur 184) bekreftet at glukoseenheten

er tilknyttet kromenon-enheten i 7-posisjon.

Tabell 24: 'H og *C NMR kjemisk skift verdier (ppm) og koblingskonstanter (Hz) av
Undulatosid A (10) Fraksjon VM2S28+29 isolert fra Myrrhis Odorata i DMSO-Ds ved
298K.

o H 8 13C
10 10

2 168.48

3 6.2491.0 108.41

4 182.11

5 161.26

6 6.41d 2.2 99.58

7 163.00

8 6.64d2.2 94.59

9 157.52

10 105.17

2-CHs 2.37d 1.0 20.11

5-OH 12.81 s (br)
7-O-B-glucoside

I 5.03d7.7 99.93

2’ 3.24dd 9.0, 7.7 73.17

3’ 3.28t9.0 76.45

4 3.15dd 9.7,9.0 69.66

5 3.42ddd 9.7, 6.0, 2.0 77.23

O0A’ 3.69dd 11.7, 2.0 60.74
6B’ 3.45dd 11.7,6.0
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Figur 182: 1D H NMR spekter med fullstendig anordning av signalene til undulatosid A
(10).
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Figur 183: 1D 3C CAPT NMR spekter med fullstendig anordning av signalene til undulatosid
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Figur 184: Ekspandert aromatisk region av 2D 'H-*C HMBC NMR spekteret av undulatosid
A (10). Krysstoppen mellom H1" (5.03 ppm) og C7 (163.0 ppm) bekrefter at glukose-enheten

er tilknyttet kromenonenheten i 7-posisjon.
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Figur 185: Ekspandert region av 2D *H-*C HMBC NMR spekteret av undulatosid A (10).
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Figur 186: Ekspandert aromatisk region i 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av undulatosid A
(10).
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Figur 187: Ekspandert sukker region i 2D 'H-C HSQC NMR spekteret av undulatosid A
(10)
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Figur 188: Ekspandert sukkerregion av 2D *H- *H COSY NMR spekteret av undulatosid A
(10).
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Figur 189: Ekspandert sukkerregion av 2D *H- H COSY NMR spekteret av undulatosid A
(10)
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Figur 190: Ekspandert sukkerregion av 2D H- 1*C H2BC NMR spekteret av undulatosid A
(10).
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Figur 200: Ekspandert region i 2D H-3C 1,1-ADEQUATE NMR spekteret av undulatosid A
(10).
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6.1.10 Nytt naturstoff: 6’-MALONYLUNDULATOSID

Det ble utfert 1D *H-NMR, 1D 3C CAPT, 1D *H selektiv TOCSY, 2D 'H-*C HMBC, 2D
'H-13C HSQC og 2D 'H-'H COSY NMR eksperimenter for & bestemme strukturen av
forbindelse (11) som viste seg a vaere 6"-malonylundulatosid A. Det ble isolert 2.3 milligram
av forbindelsen fra fraksjon VM2S39-41P11+47 ved hjelp av preparativ HPLC. NMR-data
for forbindelsen (tabell 25) ble sammenlignet med NMR-data til forbindelse (10) (tabell 24),
som viste store likheter bortsett fra signalene fra malonyl-enheten til (11) som ikke ble
observert for forbindelse (10). Molekylstrukturen til 6"-malonylundulatosid A (11) er vist i
figur 201. Basert pa omfattende litteratursgk i Scifinder kunne det konkluderes med at
forbindelsen ikke er kjent fra far og falgelig er et nytt naturstoff. Det ble tatt
hayresolusjonsmassespekter som bekreftet strukturen av forbindelsen (figur 202). Den
eksakte massen til pseudomolekylerionet til 6"-malonylundulatosid A (11) [MH*], ble
bestemt til & vaere 441.10380 som korresponderer til C19H21012 (beregnet masse: 441.10330; &
=1.12 ppm).

HO

3" O

Figur 201: Struktur av 6"-malonylundulatosid A (11) med nummerering.

Strukturformel: C19H20012
uniisotopisk molekylvekt: 440.0955 g/mol
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Acq. Data Name: TashihH_050522_VM2538-41P11+47 ESls LC
Internal Sample Id: Spec. Record Interval: 0.6[s]
lonization Mode: ESl+ Orifice1 Volt Sweep: 28V Ring Lens Volt: 13[V]
MS Calibration Name: PEG_ESk+_1000 Acquired miz Range: 30.0..1000.0 Time of Maximum: 0.000[min]
Reduction History: Determine m/z[Peak Detact Centroid 50, Area];Comect Base[5.094]];Average{MS[1] 7.738..7 B68)-1.0" Average(MS3[1] £.723..6.919);Comect Basa[5.0%]
Experiment Data'Time: &/5/2022 11:56:51 Operator Name: Accutof
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Mass Intensity | Calc. Mass Possible Formula G | 'H | #=Na 80 | Unsaturation Number

Figur 202: ESI HRMS med positiv ionisering av 6 -malonylundulatosid A (11) i fraksjon
VM2S39-41P11+47.

UHPLC-kromatogrammet og UV-spekter til fraksjon VIM2S39-41P47 er vist i figur 203-204.
Kromatogrammet til fraksjon VM2S39-41P11 er vedlagt i vedlegg 2, figur 296.

PVM2539-41P47 | DAD1A, Sig=280,10 Ref=600,10 | 2021-11-25 10-00-19+01-00-100.dx
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Figur 203: UHPLC-kromatogram av 6 -malnylundulatosid A (11) i fraksjon VM2S39-41P47
detektert ved 280 #+10 nm. UHPLC-kromatogrammet viser at forbindelsen har retensjonstid

pa 6.02 minutter.
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Figur 204: UV-spektrum av 6 -malonylundulatosid A (11) som har maks UV-absorbsjon ved
204 nm, 228 nm, 246 nm, 286 nm og 314 nm.

De eksperimentelle kjemisk skiftverdiene for *H og *3C, samt koblingskonstantene (Hz) til
forbindelse (11) er vist i tabell 25. Krysstoppen mellom H1" ved 5.06 ppm og C7 ved 162.6
ppm observert i HMBC-spekteret (figur 208) bekrefter at glukose-enheten er tilknyttet
kromenon aglykonet i 7-posisjon. Krysstoppene mellom H6A" (4.37 ppm) og C1™" (166.8
ppm) og mellom H6B" (4.09 ppm) og C1™” (166.8 ppm) i HMBC-spekteret (figur 209)

bekrefter at malonyl-enheten er tilknyttet glukose-enheten i 6”-posisjon.
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Tabell 25: *H og *C NMR kjemisk skift verdier (ppm) og koblingskonstanter (Hz) av 6’-

malonylundulatosid A (11) Fraksjon VM2S39-41P11+47 isolert fra Myrrhis Odorata i

DMSO-Ds ved 298K.

A'H 8 13C
11 11
2 168.51
3 6.2591.1 108.39
4 182.12
5 161.13
6 6.39d 2.2 99.61
7 162.62
8 6.65d 2.2 94.55
9 157.54
10 105.24
2-CHs 237d1.1 19.99
5-OH 12.79 s
7-0O-B-glucoside
I 5.06d7.7 99.63
2’ 3.26dd 8.9, 7.7 73.04
3’ 3.30t8.9 76.27
4 3.17dd 9.8,8.9 69.75
5’ 3.72ddd 9.8,7.4,2.2 73.82
6A’ 4.37dd 11.9, 2.2 64.17
6B’ 4.09dd11.9,7.4
6’-O-malonyl
1” 166.82
2A”° 3.41d16.0 41.36
2B’ 3.37d 16.0
3” 167.94
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Figur 205: 1D 'H NMR spekter med fullstendig anordning av signalene til 6"-
malonylundulatosid A (11).
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Figur 206: 1D 3C CAPT NMR spekter med fullstendig anordning av signalene til 6-

malonylundulatosid A (11).
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Figur 207: 1D *H selektiv TOCSY NMR spekter av glukoseenheten til 6 -malonylundulatosid
A (11).
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Figur208: Ekspandert aromatisk region av 2D *H-13C HMBC NMR spekteret av 6°-
malonylundulatosid A (11). Legg spesielt merke til krysstoppen H1"/C7 som bekrefter at

glukoseenheten er tilknyttet kromenon aglykon i 7-posisjon.
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Figur 209: Ekspandert region av 2D 'H-*C HMBC NMR spekteret av 6"-malonylundulatosid
A (11) som viser krysstoppene mellom H6A og C1”" og H6B" og C1"" som bekrefter at
malonylenheten er knyttet til sukkerenhet i 6”-posisjon.

_”\_____,/‘\LL‘\AM. wl

F1 [ppm]

166

170

172

SIS A I S S B N B S S B B B B S B S S — —|
168

—r— 7T
36 34 3.2 F2 [ppm]

Figur 210: Ekspandert region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av 6"-malonylundulatosid
A (11) som viser korrelasjoner mellom CH2-gruppen i malonylenheten og

karbonylkarbonatomene i malonylenheten.
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Figur 211: Ekspandert region av 2D H-3C HMBC NMR spekteret av 6"-malonylundulatosid
A (11).
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Figur 213: Ekspandert aromatisk region av 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av 6”-
malonylundulatosid A (11).
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Figur 214: Ekspandert sukkerregion av 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av 6" -
malonylundulatosid A (11).
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Figur 215: Ekspandert region av 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av 6 -malonylundulatosid
A (11).
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Figur 216: Ekspandert region av 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av 6" -malonylundulatosid
A (11).
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Figur 217: Ekspandert sukkerregion av 2D *H- 'H COSY NMR spekteret av 6°-

malonylundulatosid A (11).

6.1.11 Nytt naturstoff: METYLMALONYLUNDULATOSID A

Det ble utfgrt 1D *H-NMR, 1D BC CAPT, 2D 'H-BC HMBC, 2D *H-3C HSQC, 2D !H-H

COSY og 2D H-13C H2BC NMR eksperimenter for a bestemme strukturen til forbindelse
(12) som viste seg a veere metylmalonylundulatosid A. Forbindelse (12) ble isolert fra den

kombinerte fraksjonen VM2S39-41P18+56 etter opprensing ved hjelp av preparativ HPLC.
Figur 218 viser UHPLC-kromatogrammet av fraksjon VM2S39-41P56 detektert ved 280 + 10

nm og figur 219 viser UV-spektrum for metylmalonylundulatosid A (12). Forbindelsen har

retensjonstid 6.97 minutter og maks UV-absorbsjon ved 204 nm, 228 nm, 240 nm, 248 nm,

284 nm og 310 nm. Det ble isolert 1.6 milligram av forbindelse (12).
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Figur 218: UHPLC-kromatogram av metylmalonylundulatosid A (12) i fraksjon VM2S39-
41P56 detektert ved 280 10 nm.
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Figur 219: UV-spektrum av metylmalonylundulatosid A (12).

Strukturen til metylmalonylundulatosid A er vist i figur 220. Forbindelsen har strukturformel
Ca0H22012 0g uniisotopisk molekylvekten er 454.1111 g/mol. Det ble tatt
hayresolusjonsmassespekter av forbindelse (12) (figur 221) som bekreftet strukturen til

forbindelsen.
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HsCO

Figur 220: Struktur av metylmalonylundulatosid A (12) med nummerering.

Acq. Data Name: TasbihH_050522_VM2539-41P18+56_ESl+_LC

Internal Sample Id: Spec. Record Interval: 0.6[s]
lonization Mode: ESl+ Orifice1 Volt Sweep: 28V Ring Lens Volt: 13[V]
MS Calibration Name: PEG_ESk+_1000 Acquired mz Range: 30.0..1000.0 Time of Maximum: 9.950[min]
Reduction History: Determine m/z[Peak Detect{Centroid,60,Area];Correct Base[5.0%]]:Average(MS[1] 9.925..9.973)-1.0"Average(MS[1] 10.397..10.489),Correct Base[5.0%]
Experiment Date/Time: 5/5/2022 12:20:51 Operator Name: Accutof
Relative Intensity
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Figur 221: ESI MS med positiv ionisering av metylmalonylundulatosid A (12) i fraksjon
VM2S39-41P18+56.

Tabell 26 viser de kjemiske skiftverdiene for *H og 13C, samt *H koblingskonstantene til

forbindelse (12). Ved a sammenligne NMR-dataene til forbindelse (12) med forbindelse (11),
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viste det seg at (12) er en metylert variant av forbindelse (11), der den frie
karboksylsyregruppen i malonylenheten mest sannsynlig har blitt metylert under
isolasjonsprosessen, der forbindelsen eksponeres for metanol og TFA.
Metylmalonylundulatosid A har ikke tidligere blitt identifisert, noe som er forventet siden den
ikke-metylert varianten heller ikke er kjent fra far. NMR-data for forbindelse (12) stemmer
godt overens med NMR-data for forbindelse (11) for hele molekylet bortsett fra for
malonylenheten, der signalene er pavirket av at den terminale karboksylsyregruppen er blitt
metylert (12) (tabell 26).

Figur 222-232 viser anordnede NMR-spektre for metylmalonylundulatosid A (12).

Tabell 26: *H og *C NMR kjemisk skiftverdier (ppm) og koblingskonstanter (Hz) av
metylmalonylundulatosid A (12) fraksjon VM2S39-41P18+56 isolert fra Myrrhis
Odorata i DMSO-Ds ved 298K.

o H 6 1°C
12 12
2 168.50
3 6.2591.0 108.38
4 182.10
5 161.17
6 6.39d 2.2 99.56
7 162.63
8 6.64d 2.2 94.53
9 157.51
10 105.21
2-CHs 2.37d1.0 19.99
5-OH 12.80s
7-O-B-
glucoside
1’ 5.08d 7.7 99.51
2’ 3.26dd 8.9, 7.7 73.02
3’ 3.30t8.9 76.20
4 3.16dd 9.8, 8.9 69.69
5 3.73ddd 9.8,7.2,2.2 73.74
6A’ 4.37 dd 12.0, 2.2 64.30
6B’ 4.11dd 12.0,7.2
6’-0O-
malonyl
1” 166.41
2A” 3.54d16.2 40.80
2B” 3.50d16.2
3” 166.86
3”’-OCHs 3.58s 52.14
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Figur 222: 1D 'H NMR spekter med fullstendig anordning av signalene til
metylmalonylundulatosid A (12).
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Figur 223: 1D 3C CAPT NMR spekter med fullstendig anordning av signalene til
metylmalonylundulatosid A (12).
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Figur 224: Ekspandert region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av
metylmalonylundulatosid A (12). Ekspansjon viser krysstoppen mellom H1" (5.08 ppm) og C7

(162.6 ppm) som bekrefter at sukkerenheten er tilknyttet til kromenon-enheten i 7-posisjon.
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Figur 225: Ekspandert region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av
metylmalonylundulatosid A (12) som viser krysstoppene mellom H6A" og C1""og H6B™ og

C1”" som bekrefter at malonylsyre-enheten er tilknyttet sukkerenheten i 6”-posisjon.
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Figur 226: Ekspandert region av 2D H-3C HMBC NMR spekteret av

metylmalonylundulatosid A (12).
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Figur 227: Ekspandert region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av

metylmalonylundulatosid A (12).
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Figur 228: Ekspandert aromatisk region i 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av
metylmalonylundulatosid A (12).
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Figur 229: Ekspandert sukkerregion i 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av
metylmalonylundulatosid A (12).
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Figur 230: Ekspandert region i 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av metylmalonylundulatosid

A (12).
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Figur 231: Ekspandert sukkerregion av 2D *H- *H COSY NMR spekteret av
metylmalonylundulatosid A (12).

205



-E
| &
a
m o~
(T
. "H5'/C6’ -
H5"/ca’ i
— |‘r 1H3'/ca’ -2
- H3 /c2 s
. ey H6B'/C5
- IH1'/c2” , H6B'/ ' wHa/cs i
— 1 H4'/c3’ -
] H6A’/C5’ (o
H2'/c3’ o
I [=]
—
i i
] i
— WH2'/C1’ =
1 T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 F2 [ppm]

Figur 232: Ekspandert sukkerregion av 2D *H- 3C H2BC NMR spekteret av
metylmalonylundulatosid A (12).

6.1.12 1,3-DIKAFFEOYLKINASYRE

Det ble isolert 24.7 milligram av forbindelse (13). Forbindelsen ble isolert fra den kombinerte
fraksjonen VM2S154-156 ved hjelp av stor Sephadex LH-20 kolonne. Det ble tatt 1D H-
NMR, 1D 3C CAPT, 2D H-BC HMBC, 2D 'H- C HSQC, H-3C HSQC-TOCSY, 2D H-
H COSY, 2D 'H-'H ROESY, 2D 1,1-ADEQUATE og 2D *H-3C H2BC NMR
eksperimenter for & bestemme strukturen til forbindelse (13) som viste seg a vare 1,3-
dikaffeoylkinasyre. Figur 233-234 viser UHPLC-kromatogrammet og UV-spektrum av
forbindelse (13). Forbindelsen har retensjonstid pa 6.45 minutter, og maks UV-absorpsjon ved
218 nm, 242 nm og 330 nm. Prgven er ikke helt ren, og kromatogrammet og NMR-spektrene

viser sma topper fra minor forbindelser i prgven.
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Figur 233: UHPLC-kromatogram av 1,3-dikaffeoylkinasyre (13) i fraksjon VM2S155
detektert ved 280 +10 nm.
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Figur 234: UV-spektrum av 1,3-dikaffeoylkinasyre (13).

Basert pa omfattende litteratursgk i Scifinder viste det seg at forbindelsen ikke er isolert fra
Myrrhis odorata tidligere, men den er ellers kjent i en rekke andre planter som blant annet i
Inula ensifolia (59). Strukturen til 1,3-dikaffeoylkinasyre (13) er vist i figur 235.
Eksperimentelle NMR-data for 1,3-dikaffeoylkinasyre (tabell 27) stemmer godt overens med
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referanselitteratur (60) (61). 1,3-dikaffeoylkinasyre har vist a ha sterke antioksidative

egenskaper (62).

OH

Figur 235: Struktur av 1,3-dikaffeoylkinasyre (13) med nummerering.

Strukturformel: C2sH24012
Uniisotopisk molekylvekt: 516.1268 g/mol

Molekylstrukturen til forbindelsen som er bestemt utfra en rekke NMR-eksperimenter, ble
bekreftet ved hjelp av hayopplgselig MS. Molekylerionet [M-H] ved m/z 515.11909 som
korresponderer til C2sH23012 (beregnet masse: 515.11895; 6 = 0.28 ppm) observert i det
hgyopplgselig ESI-MS med negativ ionisering bekrefter riktig identifikasjon av 1,3-
dikaffeoylkinasyre (13).
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Acq. Data Name: TFossan_O10422_VMQS 154-156_ESk_LC

Internal Samgple Id: Spec. Record Interval: 0.6[s]
lonz ation Mode: ESI Crifice1 Volt Sweep: -22V Ring Lens Volt: -10[V]
MS Calibration Name: TFANa_ESI-_1000_BH280916 Acquired m'z Range: 30.0..1000. Time of Maximum: 7.851[min]
Reduction History: Determine m/z[Peak Detect{Centroid,50 Area];Correct Basal5. O%DﬁveragaiMS[l] 7.807..7.888)-1.0"Average(MS[1] 8.840..9.035);Correct Basa[5.0%]
Experiment Date/Time: 4/1/2022 11:36:18 Operator Name: Accutof
Relative Intansity
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Mass Intensity Calc. Mass {ppm) Possible Formula 2G H 160 | Unsaturation Number
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Figur 236: ESI MS med negativ ionisering av 1,3-dikaffeoylkinasyre (13) i fraksjon
VM2S154-156.

Tabell 27 viser de kjemisk skiftverdier *H og 3C, samt koblingskonstanter for 1,3-
dikaffeoylkinasyre (13) i DMSO-Ds ved 298K. Det ble observert 21 hydrogensignaler i
protonspekteret og 25 karbonsignaler i karbonspekteret (tabell 27). Kaffeoyl-enhetene er
knyttet til henholdsvis 1- og 3- posisjon pa kinasyre-enheten. Kaffeoyl-enheten i 3-posisjon er
bekreftet i HMBC-spekteret (figur 242). ROSEY -spekter viser ogsa at H7"~ og H3 er nar
hverandre i rom (figur 249). Den andre kaffeoyl-enheten er plassert i 1-posisjon av molekylet
ettersom C1 har downfield kjemisk skiftverdi i sammenligning med klorogensyre (9) (tabell
27 og tabell 23) som kun har kaffeoyl-enhet i 3-posisjon. I tillegg ser man ingen effekt av
substitusjon pa noen andre hydrogen. Forbindelsen har et relativt komplekst protonspekter,
spesielt i aromatregionen, da det er to like substituenter som er tilkoblet kinasyre-delen (figur
238). Flere av de kjemiske skiftverdiene for kaffeoyl-enhetene er ikke helt identiske da de
befinner seg i forskjellige kjemisk miljg (tabell 27). Det er observert brede signaler i spesielt

karbonspekteret, noe som er typisk for klorogensyrederivater (73).
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Tabell 27: *H og *C NMR kjemisk skift verdier (ppm) og koblingskonstanter (Hz) for
1,3-dikaffeoylkinasyre (13) Fraksjon VM2S154-156 isolert fra Myrrhis Odorata i DMSO-

Ds ved 298K
o H é13C
13 13
1 79.23
2A 2.33dd 13.6, 4.1 35.73
2B 1.91 dd 13.6, 8.9
3 521dt8.2,4.1 70.03
4 3.61dd 8.0,3.1 70.87
5 4.07 ddd, 8.1, 4.8, 3.1 67.44
6 2.26 m 34.18
7 172.57
7-COOH 12.84 s (br)
1-O-Z-kaffeoyl
I’ 125.57
2’ 7.04d2.1 114.94
3’ 145.70
4 148.55
5 6.77d 8.2 115.93
6’ 6.99dd 8.2,2.1 121.47
7 7.46d15.8 145.30
8’ 6.20d 15.8 114.30
9 165.37
3’-OH 9.15s
4’-OH 9.59s
3-0-Z-kaffeoyl
1” 125.67
27 7.04d2.1 11491
3”7 145.68
4> 148.50
57 6.76 d 8.2 115.86
6"’ 6.99dd 8.2,2.1 121.41
7 7.47d 15.8 145.60
8’ 6.19d 15.8 114.28
3”’-OH 9.15s 166.06
4’-OH 9.59s
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Figur 237: Ekspandert alifatisk region av 1D *H NMR spekter med anordning av signaler for
kinasyre-enheten av 1,3-dikaffeoylkinasyre (13).
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Figur 238: Ekspandert aromatisk region i 1D *H NMR spekter med anordning av aromatiske

og olefiniske signaler for kaffeoyl-enhetene i 1,3-dikaffeoylkinasyre (13).
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Figur 239: Ekspandert region av 1D *H NMR spekter med anordning av OH-grupper til 1,3-
dikaffeoylkinasyre (13).
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Figur 240: 1D 3C CAPT NMR spekter med fullstendig anordning av signalene til 1,3-
dikaffeoylkinasyre (13).
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Figur 241: Ekspandert aromatisk region av 2D H-*C HMBC NMR spekteret av 1,3-
dikaffeoylkinasyre (13).
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Figur 242: Ekspandert region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av 1,3-dikaffeoylkinasyre
(13) som bekrefter kaffeoyl-enheten i 3-posisjon.
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Figur 243: Ekspandert aromatisk region i 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av 1,3-
dikaffeoylkinasyre (13).
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Figur 244: Ekspandert alifatisk region i 2D *H-*C HSQC NMR spekteret av 1,3-
dikaffeoylkinasyre (13).
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Figur 245: Ekspandert region i 1D *H-3C HSQC-TOCSY NMR spekteret av 1,3-

dikaffeoylkinasyre (13). Denne ekspansjon viser hele spinnsystemet til kinasyre-delen sett fra
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Figur 246: Ekspandert region av 1D H-13C HSQC-TOCSY NMR spekteret av 1,3-
dikaffeoylkinasyre (13).
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Figur 247: Ekspandert region av 1D H-13C HSQC-TOCSY NMR spekteret av 1,3-
dikaffeoylkinasyre (13).
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Figur 248: Ekspandert kinasyreregion av 2D H- 'H COSY NMR spekteret av 1,3-
dikaffeoylkinasyre (13).
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Figur 249: Ekspandert region av 2D *H- *H ROESY NMR spekteret av 1,3-dikaffeoylkinasyre

(13). Ekspansjon viser blant annet at H3 og H7"" er nar hverandre i rom.
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Figur 250: Ekspandert kinasyreregion av 2D 'H- 1*C H2BC NMR spekteret av 1,3-
dikaffeoylkinasyre (13).
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Figur 251: Ekspandert region i 2D H-'3C 1,1-ADEQUATE NMR spekteret av 1,3-
dikaffeoylkinasyre (13).

80

6.1.13 1,3-DIKAFFEOYL-5-MALONYLKINASYRE

Det ble isolert 22.4 milligram av forbindelse (14) fra den kombinerte fraksjonen VM2S150-
151 ved hjelp av stor Sephadex LH-20 kolonne, og 6.2 milligram fra fraksjon VM3+4LS37
ved hjelp av den lille Sephadex LH-20 kolonnen. Det ble tatt 1D *H-NMR, 1D ‘3C CAPT, 2D
'H-13C HMBC, 2D H- *C HSQC og 2D 'H-'H COSY NMR eksperimenter for & bestemme
strukturen av forbindelse (14) som viste seg a veere 1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinasyre.
Strukturen til forbindelsen er vist i figur 252. Molekylstrukturen ble bekreftet ved hjelp av
hayoppleselig ESI-MS analyse med negativ ioniseringsmodus. Den eksakte massen til
forbindelsen pa 601.11975 samsvarer godt med molekylstrukturen som ble bestemt ved hjelp
av NMR (6 = 0.67 ppm). Litteratursgk viste at forbindelsen ikke tidligere er blitt isolert fra
planten, men den har blitt isolert fra Glechomae Herba av Glechomae longituba (63). Det er
ingen eksisterende NMR-data for forbindelsen i tidligere litteratur. Sammenligning av NMR-
data for 1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (tabell 28) med NMR-data for den strukturelt neert
beslektede forbindelsen 1,3-dikaffeoylkinasyre (13) (tabell 27) viste at stoffene er meget like,
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med unntak av malonylsyre-delen tilknyttet 5-posisjon av kinasyre-enheten av (14), som ikke
finnes i forbindelse (13). Basert pa litteratursgk ser det ut til at det ikke er blitt utfert noe
seerlig forskning pa den biologiske aktiviteten til 1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14).
Imidlertid har det strukturelt beslektede bisykliske laktonet 1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinid vist

seg & vaere moderat cytotoksisk overfor leukemiceller og NRK celler (74).

OH
Figur 252: Struktur av 1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14) med nummerering.

Strukturformel: C2sH26015
Uniisotopisk molekylvekt: 602.1272 g/mol
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Acg. Data Name: TFossen_040422 VM25 150-151_ESI_LC

Internal Sample Id: Spec. Record Interval: 0.6[s]
lonization Mode: ESI- QOrifice1 Volt Sweep: -25V Ring Lens Volt: -12]
MS Calibration Name: TFANa_ESI-_1000_BH280916 Acquired m'z Range: 30.0..1000.0 Time of Maximum: 7.653[min]
Reduction History: Determine m/z[Peak Detect[Centroid,50,Area],Correct Base[5.0%]JAverage(MS[1] 7.600..7.690}-1.0"Average(MS[ 1] 5.885..5.986),Correct Base[5.0%]
Experiment Date/Time: 4'4/2022 12:43:53 Operator Name: Accutof
Relative Intensity
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Mass Intensity Calc. Mass Massiggf;%rence Possible Formula 12C | 'H [ 0 | Unsaturation Number
601.11979 154973.90__ 601.11934] 0.67]12C25'H25"%015 | 28 29 19 16.5

Figur 253: Hayopplgselig ESI MS med negativ ionisering av 1,3-dikaffeoyl-5-
malonylkinasyre (14) i fraksjon VM2S150-151.

UHPLC-kromatogrammet og UV-spekteret til 1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14) er vist i
figur 254-255. Forbindelsen har retensjonstid pa 6.64 minutter og UV-maks absorbsjon ved
218 nm, 242 nm og 330 nm. UHPLC-kromatogrammet til fraksjon VM2S151 og
VM3+4LS37 er vedlagt i vedlegg 2, figur 300-301.

inﬂjlvli' = i /L
Figur 254: UHPLC-kromatogram av 1,3-dikaffeog/‘l-S-malonylkinasyre (14) i fraksjon
VM2S150 detektert ved 280 10 nm.
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Figur 255: UV-spektrum av 1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14).

Tabell 28: 'H og 3C NMR kjemisk skift verdier (ppm) og koblingskonstanter (Hz) av
1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14) Fraksjon VM2S150+151 isolert fra Myrrhis
odorata i DMSO-Ds ved 298K

o H é13C
14 14

1 78.70
2A 2.43ddd 14.0,4.4,1.2 35.60
2B 1.95m
3 5.18 dt 9.0, 4.3 69.75
4 3.87dd 8.8, 3.6 68.60
5 5.31dd,8.8,4.3 71.86
6A 2.41m 31.72
6B 2.38m
7 171.97
7-COOH 12.97 s (br)
1-O-Z-kaffeoyl
I 125.48
2’ 7.06d 2.2 115.24
3’ 145.69
4 148.71
5’ 6.77d 8.3 115.90
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6’ 7.03dd 2.2, 8.3 121.51
7 7.48d15.8 146.15
8’ 6.27 d 15.8 113.78
9’ 165.31
3’-OH 9.15s
4’-OH 9.62s
3-0-Z-kaffeoyl
1” 125.59
27 7.04d2.2 114.96
3” 145.68
4> 148.57
5 6.76d 8.3 115.87
6’ 7.00dd 2.2, 8.3 121.51
7 7.49d15.8 145,54
8’ 6.22d 15.8 114.03
9 166.03
37’-OH 9.15 s (br)
4’-OH 9.62 s (br)
5-O-malonyl
1’ 166.53
2A° 3.31d15.9 41.64
2B’ 3.21d15.9
3 167.83
3’-OH 12.97 s (br)
DMSO
H2A"""
H2B"""
H5 H4
H3 "Fien

Figur 256: Ekspandert region av 1D *H NMR spekter med anordning av signalene til 1,3-
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dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14).
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Figur 257: Ekspandert region av 1D *H NMR spekter med anordning av signalene til 1,3-

dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14).
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Figur 258: Ekspandert region av 1D *H NMR spekter med anordning av OH-protonene til

karboksylsyresyregruppene til 1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14).
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Figur 259: 1D 3C CAPT NMR spekter med fullstendig anordning av signalene til 1,3-

dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14).
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Figur 260: Ekspandert region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av 1,3-dikaffeoyl-5-
malonylkinasyre (14) som bekrefter den ene kaffeoyl-enheten sitter i 3-posisjon, og malonyl-

enheten sitter i 5-posisjon.
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Figur 262: Ekspandert aromatisk region av 2D H-*C HMBC NMR spekteret av 1,3-
dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14).
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Figur 263: Ekspandert aromatisk region av 2D H-3C HMBC NMR spekteret av 1,3-
dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14).
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Figur 264: Ekspandert aromatisk region av 2D *H-3C HMBC NMR spekteret av 1,3-
dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14).
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Figur 265: Ekspandert aromatisk region av 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av 1,3-
dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14).
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Figur 266: Ekspandert aromatisk region av 2D 'H-*C HSQC NMR spekteret av 1,3-
dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14).
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Figur 267: Ekspandert kinasyre-region av 2D *H-3C HSQC NMR spekteret av 1,3-dikaffeoyl-
5-malonylkinasyre (14).
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Figur 268: Ekspandert alifatisk region av 2D H-3C HSQC NMR spekteret av 1,3-dikaffeoyl-
5-malonylkinasyre (14).
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Figur 269: Ekspandert region av 2D H-13C HSQC NMR spekteret av 1,3-dikaffeoyl-5-

malonylkinasyre som viser signalene for CHz-gruppen i malonylenheten (14).
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Figur 270: Ekspandert alifatisk region av 2D H- 'H COSY NMR spekteret av 1,3-dikaffeoyl-
5-malonylkinasyre (14).

7. Cytotoksisk aktivitet mot leukemiceller og NRK-celler

Cytotoksisk aktivitet av 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-
hydroksybutyl-(4’-O-(6"’-O-malonyl-5-glukopyranosid)) (5), klorogensyre (9) undulatosid A
(10), 1,3-dikaffeoylkinasyre (13) og 1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14) overfor
leukemiceller (MOLM-13 celler) og friske celler (NRK-celler) ble undersgkt av
samarbeidspartner ledet av Prof. Lars Herfindal, og utfgrt av Christina Berge Vik. Resultatene
ble rapportert som ECso, som betegner stoffkonsentrasjonen som er ngdvendig for a drepe
50% av cellene etter en gitt tid (55).

Akutt myeloid leukemi (AML) er en type blodkreft, hvor ikke modne blodceller i benmargen
(myeloblaster) deler seg ukontrollert og fortrenger den normale produksjon av rgde
blodceller, hvite blodceller og blodplater (58). MOLM-13 cellelinjen er isolert fra det perifere
blodet til en 20 ar gammel mann med akutt myeloid leukemi (AML) og etter initial

myelodysplastisk syndrom (MDS) (56). NRK-celler er friske nyreepitelceller fra brunrotte
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(Rattus norvegicus) (57), som brukes som kontrollceller for a teste om hvorvidt de undersgkte
forbindelsene har selektiv cytotoksisk aktivitet overfor leukemiceller sammenlignet med
friske normale celler. MOLM-13 celler og NRK celler inkuberes i en lgsning av utvalgte
stoffer med kjent konsentrasjon i 24 timer og 72 timer. Forsgkene er beskrevet i detalj i
mastergradsoppgaven til Vik, Christina (2022): Investigation of the antileukemic activity of
natural products from selected Norwegian and African plants, Klinisk Institutt 2, Universitet i
Bergen (72) som utfgrte samtlige av disse forsgkene. Tabell 29 viser ECso resultatene for
MOLM-13 celler og NRK celler fra analysen av de utvalgte naturproduktene. Basert pa den
store differansen mellom ECso for MOLM-13 celler og for NRK celler tyder det pa at
forbindelsene (5), (9), (13) og (14) spesielt etter 72 timers eksponering har selektiv
cytotoksisitet mot leukemiceller sammenlignet med friske celler. Dette indikerer at

forbindelsene kan ha potensiale som legemiddelkandidater i behandling av leukemi.

Tabell 29: ECso verdier (uM) for utvalgte naturprodukter overfor MOLM-13 celler og
NRK celler. ECso verdier representerer gjennomsnittet mellom to paralleller +

maksimum- og minimums-verdier for hver parallell.

EC50-verdier (uM) MOLM-13 EC50-verdier (uM) NRK

Forbindelse 24 timer 72 timer 24 timer 72 timer

Forbindelse (5) 152.19 +3.11 123.85+32.30 311.97 +0.55 298.37 + 23.34

Undulatosid A n.d.* n.d.* n.d.** n.d.**

(10)

1,3-dikaffeoyl-5-  n.d.** 111.69 £ 0.84 n.d.** 293.03 + 67.37
malonylkinasyre

(14)

1,3- n.d.** 190.71£22.88 n.d.** 590.50 + 29.56
dikaffeoylkinasyre

(13)

Klorogensyre (9)  n.d.** 213.94+29.31 n.d.** 1628.58 + 27.84

n.d* betyr at EC-50 er ikke oppnadd, og dermed ikke estimert.
n.d.** betyr at eksperimentet ble ikke utfart.
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8. Konklusjon

I denne masteroppgaven ble det totalt isolert 14 naturstoffer fra den overjordiske delen av
planten Myrrhis odorata. Plantematerialet ble ekstrahert med metanol (HPLC-kvalitet),
etterfulgt av veeske-vaeske ekstrahering med petroleumeter og etylacetet. Det resulterte i tre
fraksjoner; vannfraksjon, etylacetatfraksjon og petroleumeterfraksjon, hvorav vannfasen og
etylacetatfasen ble videre opparbeidet. Etter ekstrahering ble det benyttet flere avanserte
kromatografiske metoder, som kolonnekromatografi og preparativ HPLC, noe som resulterte i
at 14 rene naturstoffer, hvorav fire nye ble isolert og karakterisert. Naturstoffene ble
strukturbestemt ved bruk av en kombinasjon av flere 1D og 2D NMR-spektroskopiske

metoder og hgyresolusjon massespektrometri.

Det ble isolert fire helt nye naturstoffer, hvor forbindelsene 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6’’-O-malonyl-B-glukopyranosid)) (5)
0g 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-f3-
glukopyranosid) (6) ble isolerte ved hjelp av Sephadex LH-20 kolonnekromatografi og
forbindelsene 6”-malonylundulatosid A (11) og metylmalonylundulatosid A (12) ble isolert
ved hjelp av preparativ HPLC.

Mange av de isolerte stoffene er ikke kjent i spansk kjarvel tidligere, i tillegg til stoffene som
er helt nye. Det ble ogsa isolert undulatosid A (10) som er et kjent naturstoff i
skjermplantefamilien. Forbindelsen ble isolert fra blant annet P. austriacum, men har ikke
blitt isolert fra Myrrhis odorata tidligere. Det ble isolert flavonoider som er tidligere kjent fra
planten, og det gjelder luteolin-7-O-B-glukopyranosid (1) og apigenin-7-O-p-glukopyranosid
(3). Flere kanelsyrederivater ble isolert for farste gang i Myrrhis odorata, og det gjelder
forbindelsene (E)-sinapinsyre 4-O-B-glukopyranosid (7), (E)-kumarsyre 4-O-f-
glukopyranosid (8) og klorogensyre (9). I tillegg ble det isolert 1,3-dikaffeoylkinasyre (13) og
1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14) for ferste gang i planten. Forbindelsene (5), (9), (10),
(13) og (14) ble testet mot leukemi av Christina Berge Vik i forskningsgruppen til Prof. Lars
Herfindal. Resultatene viste at alle naturstoffene, med unntak av forbindelse (10), hadde
signifikant og selektiv antileukemiaktivitet, noe som kan indikere potensiale som

legemiddelkandidater i fremtidig behandling av leukemi.
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Tabell 30: Oversikt over naturprodukter isolert og strukturbestemt i dette prosjektet, og

om stoffene er funnet far i Myrrhis odorata eller Apiaceae Lindl

Nye naturstoffer

1. 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6’’-O-

malonyl-f-glukopyranosid)) (5)

2. 2-metyl-5-hydroksy-7-metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-f-
glukopyranosid) (6)

3. 6 -malonylundulatosid A (11)

4. Metylmalonylundulatosid A (12)

Naturstoffer som ikke funnet i Myrrhis odorata eller Apiaceae tidligere

5. Klorogensyre (9)

6. 1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14)

7. 1,3-dikaffeoylkinasyre (13)

8. E-sinapinsyre 4-O-B-glukopyranosid (7)

9. E-kumarsyre 4-O-B-glukopyranosid (8)

10. Luteolin 7-O-(6"’-O-malonyl-B-glucopyranoside) (4)
11. Apigenin 7-0O-(6°’-O-malonyl-B-glukopyranosid) (2)

Naturstoffer funnet i andre arter i Apiaceae tidligere
12. Undulatosid A (10)

Naturstoffer funnet i Myrrhis odorata tidligere

13. Apigenin 7-O-B-glucopyranoside (3)
14. Luteolin 7-O-B-glucopyranoside (1)

8.1 Videre arbeid
Hensikten med denne oppgaven var a isolere et bredt utvalg av naturstoffer fra Myrrhis
odorata. Det ble isolert og strukturbestemt flere naturstoffer i dette masterprosjektet. Samtlige
naturstoffer kommer til & bli testes for antiviral aktivitet, spesielt mot SARS CoV-2 som er
arsaken til pagaende COVID 19 pandemi. Denne dimensjonen av arbeidet er av signifikant
interesse. Forskningsgruppen var vil i nar fremtid i multidisiplinaert samarbeid undersgke
potensialet for de isolerte naturstoffene i dette prosjektet som inhibitorer av virus entry, viral
replikasjon og viral release av SARS CoV-2, med henblikk pa & utvikle nye effektive
medikamenter i behandling av COVID-19 pasienter. | tillegg vil de isolerte naturstoffene bli
testet med hensyn til cytotoksisk aktivitet overfor leukemiceller og normale celler med den
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malsetning & utvikle nye kreftlegemidler. Cytotoksisk aktivitet av 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-(6’’-O-malonyl-$-glukopyranosid)) (5),
klorogensyre (9), undulatosid A (10), 1,3-dikaffeoylkinasyre (13) og 1,3-dikaffeoyl-5-
malonylkinasyre (14) mot leukemiceller og normale friske celler (NRK celler) er blitt utfart
av forskningsgruppen ledet av Prof. Lars Herfindal. Resultatene viste at flertallet av de
undersgkte naturstoffene viste selektiv cytotoksisitet mot leukemiceller (MOLM-celler)
sammenlignet med friske celler. | naer fremtid kommer samtlige isolerte naturstoffer fra dette
mastergradsprosjektet til a bli teste med hensyn til cytotoksisk aktivitet overfor leukemiceller
og normale celler som referanse for & undersgke deres potensiale som aktive prinsipper i
fremtidige kreftlegemidler. Det vil ogsa i denne sammenheng veere ngdvendig med mer
omfattende biologisk testing med lengre varighet, samt dyreforsgk for a kunne fastsla
potensialet av naturstoffene som strukturelle utgangspunkt for fremtidige kreftlegemidler. |
denne sammenheng bar det ogsa utfares forskning pa deres metabolisering, toksisitet og
eventuelle interaksjoner med andre legemidler. Flere av de isolerte stoffene i denne oppgaven
som har strukturelle likhetstegn med forbindelser som tidligere har vist signifikant anti-
leukemi aktivitet kan mulig resultere i nye farmakologisk interessante funn. Dette gjelder
blant annet de i dette prosjektet nyoppdagete kromenonderivatene som 2-metyl-5-hydroksy-7-
metoksykromen-6-(3’-metyl-4’-hydroksybutyl-(4’-O-B-glukopyranosid) (6), 6"-
malonylundulatosid A (11) og metylmalonylundulatosid A (12). Det kan lede til funn av nye
mulige medikamenter, eller forbindelser som kan benyttes som lead-molekyler for oppdagelse

av virkestoffer i fremtidige medisiner.

De nye chirale naturstoffene trenger a bli analysert med CD-spektroskopi, som er en metode
for & bestemme stereokjemien til kirale organiske forbindelser. Dette vil bli prioritert og utfert

i sveert neer fremtid.

Etter personlig kommunikasjon med Dorentina Osmani som er stipendiat i forskningsgruppen
var og tester naturstoffenes anti Covid-19 aktivitet har hun informert om at testresultatene fra
en kromenon-derivat, som tidligere har blitt isolert av en masterstudent i forskningsgruppen
var (77), har vist seg a veere en inhibitor av SARS CoV-2 virus entry. Dette indikerer at
kromenon-derivatene isolert i dette masterprosjektet kan ha potensiale i medisinsk forskning
for & utvikle nye medikamenter i behandling av COVID-19 pasienter og falgelig vil
potensialet til spesielt de nye naturstoffene som ble oppdaget i dette mastergradsprosjektet, og
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som vi falgelig har eksklusiv internasjonal tilgang til i verden, som inhibitorer av SARS CoV-

2 virus entry, viral replikasjon og virus release derfor blir undersgkt i nger fremtid.
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10. Vedlegg

10.1 Vedlegg 1 — Flytskjemaer
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I
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Flytskjema 3 Vi
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10.2 Vedlegg 2 — UHPLC-kromatogrammer
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Figur 271: UHPLC-kromatogram av luteolin 7-O-f-glukopyranosid (1) og apigenin 7-O-
(6 ’O-malonyl-g-glukopyranosid) (2) i fraksjon VM2S89 detektert ved 280 +10 nm
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Figur272: UHPLC-kromatogram av apigenin 7-O-f-glukopyranosid (3) i fraksjon EM3-5562

o
n

detektert ved 280 +#10 nm
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Figur 273: UHPLC-kromatogram av apigenin 7-O-f-glukopyranosid (3) i fraksjon EM3-
5563 detektert ved 280 +10 nm
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P EM3-5564 | DAD1A, Sig=280,10 Ref=600,10 | 2021-11-23 06-21-58+01-00-65.dx

rel. Response [%)]

<17 .641min

15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 6.5 7 75 8 85 9 95 10 105

1 ¥
Retention time [min]

Figur 274: UHPLC-kromatogram av apigenin 7-O-f-glukopyranosid (3) i fraksjon EM3-
5564 detektert ved 280 #10 nm
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Figur 275: UHPLC-kromatogram av luteolin 7-O-(6""-O-malonyl-S-glukopyranosid) (4) i
fraksjon VM2S96 detektert ved 280 +10 nm.
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Figur 276: UHPLC-kromatogram av luteolin 7-O-(6""-O-malonyl-g-glukopyranosid) (4) i
fraksjon VM2S97 detektert ved 280 #10 nm.
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Figur 277: UHPLC-kromatogram av luteolin 7-O-(6""-O-malonyl-S-glukopyranosid) (4) i
fraksjon VM2S98 detektert ved 280 +10 nm.
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Figur 278: UHPLC-kromatogram av luteolin 7-O-(6""-O-malonyl-g-glukopyranosid) (4) i
fraksjon VM2S99 detektert ved 280 #10 nm.
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Figur 279: UHPLC-kromatogram av luteolin 7-O-(6""-O-malonyl-g-glukopyranosid) (4) i
fraksjon VM2S100 detektert ved 280 +10 nm.
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Figur 280: UHPLC-kromatogram av E-sinapinsyre 4-O-f-glukopyranosid (7) i fraksjon
VM2S21-23P22 detektert ved 280 +10 nm.
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Figur 281: UHPLC-kromatogram av E-sinapinsyre 4-O-/-glukopyranosid (7) i fraksjon
VM2S21-23P37 detektert ved 280 10 nm.
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Figur 282: UHPLC-kromatogram av E-kumarsyre 4-O-f-glukopyranosid (8) i fraksjon
VM2S39-41P32 detektert ved 280 +10 nm.
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Figur 283: UHPLC-kromatogram av E-kumarsyre 4-O-f-glukopyranosid (8) i fraksjon
VM1LS13 detektert ved 280 +10 nm.
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Figur 284: UHPLC-kromatogram av E-kumarsyre 4-O-f-glukopyranosid (8) i fraksjon
VM1LS14 detektert ved 280 +10 nm.
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Figur 285: UHPLC-kromatogram av klorogensyre (9) i fraksjon VM2S63 detektert ved 280 +
10 nm.
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Figur 286: UHPLC-kromatogram av klorogensyre (9) i fraksjon VM2S64 detektert ved 280 +
10 nm.
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Figur 287: UHPLC-kromatogram av klorogensyre (9) i fraksjon VM2S65 detektert ved 280 +
10 nm.

P66 | DAD1A,Sig=280,10 Ref=600,10 | 2021-10-05 01-09-20+02-00-43.dx

110
100 A4
90
-~ 80
S
£ e
g 0 g8 2
® 30 S o *%
2o_ﬂﬁL[ A
10
0
05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 & 65 7 75 8 85 9 95 10

Retention tlmAe [min]

Figur 288: UHPLC-kromatogram av klorogensyre (9) i fraksjon VM2S66 detektert ved 280 +
10 nm.
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Figur 289: UHPLC-kromatogram av klorogensyre (9) i fraksjon VM2S67 detektert ved 280 +
10 nm.
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Figur 290: UHPLC-kromatogram av klorogensyre (9) i fraksjon VM2S68 detektert ved 280 +
10 nm.
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Figur 291: UHPLC-kromatogram av klorogensyre (9) i fraksjon VM3+4LS21 detektert ved
280 £10 nm.
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Figur 292: UHPLC-kromatogram av klorogensyre (9) i fraksjon VM1LS24 detektert ved 280

£10 nm.
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Figur 293: UHPLC-kromatogram av klorogensyre (9) i fraksjon VM1LS25 detektert ved 280

£10 nm.
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Figur 294: UHPLC-kromatogram av undulatosid A (10) i fraksjon VM2S27 detektert ved 280

£10 nm.
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Figur 295: UHPLC-kromatogram av undulatosid A (10) i fraksjon VM2S29 detektert ved 280

o
o

£10 nm.
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Figur 296: UHPLC-kromatogram av 6 -malonylundulatosid A (11) i fraksjon VM2S39-41P11
detektert ved 280 +10 nm.

vid PVM2539-41P18 | DAD1A, Sig=280,10 Ref=600,10 | 2021-11-25 03-35-56+01-00-71.dx
100
%
—~ B80[E
= E c
= 70 g E
£ 6o a
Av4 o
s 50 v
ha 40
5 30 -
20
10
0

0 0.5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 8 8.5 7 75 8 8.5 9 9.5 10
Retention time [min]

Figur 297: UHPLC-kromatogram av metylmalonylundulatosid A (12) i fraksjon VM2S39-
41P18 detektert ved 280 +10 nm.
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Figur 298: UHPLC-kromatogram av 1,3-dikaffeoylkinasyre (13) i fraksjon VM2S154
detektert ved 280 +10 nm.
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Figur 299: UHPLC-kromatogram av 1,3-dikaffeoylkinasyre (13) i fraksjon VM2S156
detektert ved 280 +10 nm.

D161 DAD1A, Sig=280,10 Ret=600,10 | 2021-10-05 22-49-04+02-00-47.dx

Retent e [min]

Figur 300: UHPLC-kromatogram av 1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14) i fraksjon
VM2S151 detektert ved 280 #10 nm.
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Figur 301: UHPLC-kromatogram av 1,3-dikaffeoyl-5-malonylkinasyre (14) i fraksjon
VM3+4LS37 detektert ved 280 +10 nm.
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10.3 Vedlegg 3 — NMR-spektre
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Figur 302: Hele 2D H-13C HSQC NMR spekter av fraksjon VM2S88+89

256



IL

Ll

rm

]

T

[

12

.H“ |l

10

8

6

4

[

F2 [ppm]
Figur 303: Hele 2D *H-*C HMBC NMR spekter av fraksjon VM2588+89
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Figur 304: Hele 2D *H- 3C H2BC NMR spekter av fraksjon VM2588+89
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Figur 305: Hele 2D 'H- 'H COSY NMR spekter av fraksjon VM2S88+89
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Figur 306: Hele 2D H-13C HSQC NMR spekter av fraksjon EM3-5561-64
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Figur 307: Hele 2D 'H-13C HMBC NMR spekter av fraksjon EM3-5561-64
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Figur 308: Hele 2D *H- 'H COSY NMR spekter av fraksjon EM3-5S61-64
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Figur 309: Hele 2D *H- 3C H2BC NMR spekter av fraksjon EM3-5561-64
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Figur 310: Hele 1D *H NMR spekter av fraksjon VM2S83+84
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Figur 311: Hele 1D '3C CAPT NMR spekter av fraksjon VM2S83+84
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Figur 312: Hele 2D 'H-13C HMBC NMR spekter av fraksjon VM2S83+84
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Figur 313: Hele 2D *H-*C HSQC NMR spekter av fraksjon VM2S583+84
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Figur 314: Hele 2D 'H- 'H COSY NMR spekter av fraksjon VM2S83+84
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Figur 315: Hele 2D *H-*C HSQC NMR spekter av fraksjon VM2S95-100
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Figur 316: Hele 2D 'H-13C HMBC NMR spekter av fraksjon VM2S95-100
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Figur 317: Hele 2D 'H- 'H COSY NMR spekter av fraksjon VM2S95-100
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Figur 318: Hele 2D 'H- 3C H2BC NMR spekter av fraksjon VM2595-100
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Figur 319: Hele 1D *H NMR spekter av fraksjon VM2S47
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Figur 320: Hele 2D *H-C HSQC NMR spekter av fraksjon VM2S47
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Figur 321: Ekspandert region i 1D *H-13C HSQC-TOCSY NMR spekter av fraksjon VM2S47
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Figur 322: Hele 2D H-3C HMBC NMR spekter av fraksjon VM2S47
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Figur 323: Hele 2D *H- 3C H2BC NMR spekter av fraksjon VM2S47

Figur 324: Hele 2D *H- 'H COSY NMR spekter av fraksjon VM2547
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Figur 325: Hele 2D 'H- 'H ROESY NMR spekter av fraksjon VM2S47
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Figur 326: Hele 2D H-3C HSQC NMR spekter av fraksjon EM3-5539+40
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Figur 327: Ekspandert region i 1D *H-13C HSQC-TOCSY NMR spekter av fraksjon EM3-

5539+40
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Figur 328: Hele 2D H-13C HMBC NMR spekter av fraksjon EM3-5539+40
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Figur 329: Hele 2D *H- 3C H2BC NMR spekter av fraksjon EM3-5539+40
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Figur 330: Hele 2D 'H- 'H COSY NMR spekter av fraksjon EM3-5539+40
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Figur 331: Hele 2D 'H- 'H ROESY NMR spekter av fraksjon EM3-5539+40
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Figur 332: Hele 1D *H NMR spekter av fraksjon VM2521-23P3+22+37
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Figur 333: Hele 2D H-3C HMBC NMR spekter av fraksjon VM2S521-23P3+22+37
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Figur 334: Hele 2D H-13C HSQC NMR spekter av fraksjon VM2S21-23P3+22+37
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Figur 335: Hele 2D H- *H COSY NMR spekter av fraksjon VM2S21-23P3+22+37
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Figur 336: Hele 2D *H- 3C H2BC NMR spekter av fraksjon VM2S21-23P3+22+37
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Figur 337: Hele 1D 'H NMR spekter av fraksjon VM1LS8+9

5

2 [ppm]

2 [rel]

T T T T T T T T T T T
200 150 100

Figur 338: Hele 1D '3C CAPT NMR spekter av fraksjon VM1LS8+9
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Figur 339: Hele 2D *H-13C HMBC NMR spekter av fraksjon VM1LS8+9. Ma ga i lavere
kontur for & kunne vise krysstoppen mellom H1" (5.02 ppm) og C4(136.19 ppm) fordi denne
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krysstoppen er lav i intensitet, samt bredt signal.
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Figur 340: Hele 2D *H-C HSQC NMR spekter av fraksjon VM1LS8+9

Figur 341: Hele 2D H- *H COSY NMR spekter av fraksjon VM1LS8+9
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Figur 342: Hele 2D 'H- 3C H2BC NMR spekter av fraksjon VM1LS8+9
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Figur 343: Hele 2D 'H-*C HMBC NMR spekter av fraksjon VM2S39-41P4+32
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Figur 344: Hele 2D 'H-3C HSQC NMR spekter av fraksjon VM2S39-41P4+32
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Figur 345: Hele 2D *H- 'H COSY NMR spekter av fraksjon VM2S39-41P4+32
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Figur 346: Hele 2D 'H- 3C H2BC NMR spekter av fraksjon VM2S39-41P4+32
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Figur 347: Hele 1D *H NMR spekter av fraksjon VM1LS13+14
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Figur 348: Hele 1D 3C CAPT NMR spekter av fraksjon VM1LS13+14
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Figur 349: Hele 2D H-13C HMBC NMR spekter av fraksjon VM1LS13+14
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Figur 350: Hele 2D 'H-3C HSQC NMR spekter av fraksjon VM1LS13+14
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Figur 351: Hele 2D 'H- 'H COSY NMR spekter av fraksjon VM1LS13+14
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Figur 352: Hele 1D *H NMR spekter av fraksjon VM2562-68
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Figur 353: Hele 2D H-3C HMBC NMR spekter av fraksjon VM2562-68

282



F1 [ppm]

L L L L
100 80 60 40

120

140

6 4 2 F2 [ppm]
Figur 354: Hele 2D *H-13C HSQC NMR spekter av fraksjon VM2562-68
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Figur 355: Hele 2D 'H- 'H COSY NMR spekter av fraksjon VM2S62-68
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Figur 356: Hele 2D H- *H ROESY NMR spekter av fraksjon VM2S62-68
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Figur 357: Hele 2D 'H-'3C 1,1-ADEQUATE NMR spekter av fraksjon VM2S562-68
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Figur 358: Hele 2D *H- 3C H2BC NMR spekter av fraksjon VM2S62-68
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Figur 359: Hele 2D 'H-*C HMBC NMR spekter av fraksjon VM2S528+29
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Figur 360: Hele 2D H-13C HSQC NMR spekter av fraksjon VM2528+29
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Figur 361: Hele 2D H- 'H COSY NMR spekter av fraksjon VM2S528+29
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Figur 362: Hele 2D *H- 'H ROESY NMR spekter av fraksjon VM2S28+29
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Figur 363: Hele 2D 'H- 13C H2BC NMR spekter av fraksjon VM2S528+29
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Figur 364: Hele 2D 'H-13C 1,1-ADEQUATE NMR spekter av fraksjon VM2528+29

[rel]

8 6 4 2 [ppm]

Figur 365: Hele 1D TOCSY NMR spekter av fraksjon VM2S39-41P11+47
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Figur 366: Hele 2D 'H-3C HMBC NMR spekter av fraksjon VM2S39-41P11+47
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Figur 367: Hele 2D H-13C HSQC NMR spekter av fraksjon VM2S39-41P11+47
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Figur 368: Hele 2D 'H- 'H COSY NMR spekter av fraksjon VM2S39-41P11+47
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Figur 369: Hele 2D *H-*C HMBC NMR spekter av fraksjon VM2S39-41P18+56
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Figur 370: Hele 2D H-13C HSQC NMR spekter av fraksjon VM2S39-41P18+56
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Figur 371: Hele 2D H- *H COSY NMR spekter av fraksjon VM2S39-41P18+56
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Figur 372: Hele 2D 'H- 3C H2BC NMR spekter av fraksjon VM2539-41P18+56
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Figur 373: Hele 1D 'H NMR spekter av fraksjon VM2S5154-156
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Figur 374: Hele 2D 'H-13C HMBC NMR spekter av fraksjon VM2S5154-156
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Figur 375: Hele 2D *H-C HSQC NMR spekter av fraksjon VM2S154-156
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Figur 376: Hele 1D *H-2C HSQC-TOCSY NMR spekter av fraksjon VM2S154-156
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Figur 377: Hele 2D 'H- 'H COSY NMR spekter av fraksjon VM2S154-156
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Figur 378: Hele 2D *H- 'H ROESY NMR spekter av fraksjon VM2S154-156
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Figur 379: Hele 2D *H- 3C H2BC NMR spekter av fraksjon VM2S154-156
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Figur 380: Hele 2D 'H-13C 1,1-ADEQUATE NMR spekter av fraksjon VM2S154-156
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Figur 381: Hele 1D *H NMR spekter av fraksjon VM2S5150-151
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Figur 382: Hele 2D 'H-3C HMBC NMR spekter av fraksjon VM25150-151
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Figur 383: Hele 2D H-3C HSQC NMR spekter av fraksjon VM2S150-151
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Figur 384: Hele 2D H- H COSY NMR spekter av fraksjon VM2S5150-151
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Figur 385: Hele 1D 'H NMR spekter av fraksjon VM3+4LS37 (bld) i sammenligning med
fraksjon VM2S150+151 (rad)
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Figur 386: Hele 1D 3C CAPT NMR spekter av fraksjon VM3+4LS37 (bld) i sammenligning
med fraksjon VM2S150+151 (rad)
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