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80. M. CIGNITTI e L. PAOLONI. — Forme tautomere di derivati ossigenati
della 1-3-5-triazina. — Nota l. Spettri infrarossi.

Riassunto. -— Nel quadro di alcune ricerche sul tautomerismo del
gruppo N-C-O sono stati studiati gli spettri di assorbimento I R dei com-
posti 2-4-G-trimelossi-lriazina e 2-4-6-trioxo-1-3-B-trimetil-esaidro-triazi-
na. Lo spettro di quest’ullimo non risulta essere stato precedentemente
descrilto in letteratura. Il confronto delle bande misurate ¢ le attribu-
zioni proposte confermano la strultura delle due forme tautomere.

Summary. — Following previsious researches on the tautomerism of
the N-C-O group, the infrared absorption spectra of 2-4-6-trimethyl-tria-
zine and 2-4-6-trioxo-1-3-5-trimethyl-hexahydro-triazine have been studi-
ed. The spectrum of this latter compound was not yet described in the
literature. The comparison between the proposed assignement and the
measured bands confirms the structure of the two tautomeric forms.

INTRODUZIONE

Lo studio teorico del tautomerismo dell’acido cianurico impostato
in precedenti ricerche (') richiede la conoscenza dello spettro di assorbi-
mento elettronico attribuibile alle due forme tautomere estreme:

HO\C A /OH Pl!
| T
M K |
N N N
o n’ \¢/ “u
(1) (lf!‘i (11)

Il lavoro piu recente su questo argomento pubblicato da Hirt e
Sceaarr (%), conferma 1'esistenza di uno spostamento dell’assorbimento
verso le piu alte energie quando si passa da una soluzione alcalina ad
una acida (*). La discussione dei risultati mette tuttavia in evidenza
difficolth ed incertezze nell’attribuzione dell’assorbimento ai cromofori
delle varie forme possibili presenti in soluzione.
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Dal nostro punto di vista pensiamo di aver aggirato questa diffi-
coltd nel seguente modo. Una teoria che si limili a considerare solo gli
elettroni =, come quella da noi prevista, non & in grado di apprezzare
Veffetto dovuto ad un sostituente che non partecipi al sistema coniugato
con un apporto di elettroni in orbitali di simmetria #-simile. Questo &
appunto il caso quando gli atomi di idrogeno delle strutture 1 e II sopra-
seritte vengono sostituiti con gruppi Cl,. L'efletto del metile sulla posi-
zione dei livelli energetici corrisponde infatti ad una perturbazione del
secondo ordine e non & percid tale da influenzare un calcolo di prima
approssimazione come quello previsto. L'entita di esso pud venire sti-
mata sulla base del confronto tra lo spettro della trimetiltriazina e quello
della triazina fatto in una nota precedente (*), sicché & lecito presumere
di oftenere risultati sperimentali validi per il confronto con quelli teo-
rici. Infatti la scelta dei derivati metilici delle molecole I e II ha anche
un’altro vantaggio: viene reso possibile in questo modo lo studio del-
Vassorbimento dei due cromofori in condizioni rigorosamente paragona-
bili per quello che riguarda la influenza dei solventi, mentre viene eli-
minata dal problema in modo definitivo ogni ambiguita ed ogni ipotesi
relativa alla struttura chimica delle specie considerate.

Non essendo disponibili in letteratura dati adeguati e sufficienti,
abhbiamo deciso di preparare la 2-4-6-trimetossi-1-3-B-triazina (III) e lo
isomero corrispondente 2-%4-6-trioxo-1-3-5-trimeltil-esaidro-triazina (IV).

o N OCH o
CH, y |
N4 N/ 2
“ 7 Ove M7
| ]
N N | |
Ne/ N N
| cH/ Nc¢/ “cH
OCH, (111) Il
(o] (1v)

Poiché, come indicato nella parte sperimentale, la preparazione pil
conveniente del composto IV & la isomerizzazione termica della trime-
tossi-triazina (III), si & proceduto alla registrazione degli spettri infrarossi
allo scopo di una caratterizzazione sicura dei due prodotti e delle rispet-
tive condizioni di purezza. Questi spettri presentano inoltre un interesse
di per se stessi essendo stato descritto fino ad ora (*), in modo somma-
rio, solo lo spettro del composto III mentre quello di IV non risulta
pubblicato. Ci & sembrato percid giustificato dedicare ad essi una nota
separata,
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GLI SPETTRI INFRAROSSI

Gli spettri infrarossi dei due composti sono stati registrati sulle so-
stanze cristalline disperse in un disco di bromuro potassico (fig. 1 e 2)
ed in soluzione di tetracloruro di carbonio. La regione 2000-650 cm—* &

¢tata esaminata con uno spettrofotometro Perkin Elmer, a doppio rag-
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Fig. 2. - Spetiro 1 R della 2-i-6-trioxo-1-3-3-trimetil-esaidro-triazina in disco di KBr.

gio, Mod. 21, prisma di NaCl, mentre la regione intorno ai 3y & stata
esaminata con uno strumento della stessa ditta, a singolo raggio e dop-
pio passo, Mod. 112, con prisma di LiF. Le bande misurate sono elen-
cate nella tabella 1. Essendo stato osservato (°) che nella registrazione
dello spettro dell’acido cianurico in disco di KBr alcune bande sono mo-
dificate a causa della complessazione tra la sostanza e I'alogenuro alca-
lino, abbiamo eseguito gli spettri I. R. anche su pasta di nujol. Poiché
le bande rimangono invariate sia come intensitd relativa che come posi-
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Taverra I - Bande di assorbimento misurale (ecm="'). { = forle; m = media;

d = debole; 1 = larga; sp = spalla
2.4.G-trimetossi-triazina 2.4.G-trimetil-1-3-D-trioxo-esaidro-triazina
3053 d 3016 d
3037 d 2972 f
3008 m 1755 sp-m
2996 m 1693 f
2963 m 1677 f
2903 d 1480 f
1568 f 1425 spm
1589 f 1388 m
1515 d 1278 d
1462 f 1135 l.d
1472 d 1056 m
1400 sp.d 940 m
1359 f 758 f
1203 f 752 f
1117 f 749 f
1040 d 733 d
940 f
814 f

zione, se ne deduce che gli spettri registrati corrispondono effettivamen-
te all’assorbimento delle sostanze in esame.

Una prima osservazione che risulta dal confronto degli spettri riguar-
da la purezza del composto IV: nel suo spettro sono del tutto assenti
le bande intense a 817, 1117 e 1203 cm~* dell'isomero III da cui esso &
stato ottenuto. Le bande del gruppo C=0 a 1677 e 1693 cm—"' e la assenza
di assorbimento nella regione 1600-1500 e¢m-* confermano inoltre qua-
litativamente la struttura IV, mentre viceversa la presenza delle bande
a 1568 e 1589 em—', e l'assenza di bande intense tra 1600 e 1750 cm~!
confermano qualitativamente la struttura III.

Date le analogie che il composto IV presenta con quella che & rite-
nuta essere la struttura dell’acido cianurico solido (7 ®), conviene discu-
terne lo spettro per primo. Per semplificare la discussione & conveniente
considerare il gruppo CH, come un'unica massa, facendo percio astra-
zione dalle vibrazioni dell’atomo di idrogeno che verranno considerate
a parte. La molecola IV viene cosi ridotta ad un sistema di 12 masse in
un piano, di simmetria D, per la quale sono possibili 30 vibrazioni
fondamentali. Fra queste le 3 di classe A,” e le 7 x 2 della classe E’
sono afttive in assorbimento infrarosso.

Allo scopo di stabilire una attribuzione ragionevole dell’assorbi-
mento osservato sono state costruite le configurazioni dei modi vibrazio-
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nali suddetti, riportate nelle fig. 3 e 4. Da esse si vede che le vibrazio-
ni A,” fuori del piano sono tutte da attendersi nella regione delle
basze frequenze, forse con la sola possibile eccezione delle tre bande

™
Ve

Fig. 4. - Configurazione dei modi vibrazionali E* (Dyy ).

749 - 752 - 758 em~! per le quali appare tuttavia preferibile una diffe-
rente attribuzione. Le 7 vibrazioni degeneri E’ nel piano dell’anello pos-
sono venir descritte nel modo seguente:
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deformazioni dell’anello con vibrazione di valenza del
Vi, € V. 3
W 2) gruppo N-ClI,
v,, deformazione piana dei gruppi C=0 ed N-CII,
v,, Vvibrazione di valenza del gruppo C=0
v,; Vibrazione piana dell’anello
vibrazione piana dell’ancllo con oscillazione piana dei
v - 2
'®] gruppi C=0 ed N-CH,

v,. deformazione piana dell’anello

Con queste designazioni si possono percid stabilire le attribuzioni
siportate nella tabella 11

Taverra 11 - Attribuzione delle bande della 2-i-6-trimetil-1-3-3-trioxo-esaidro-triazina
che non coinvolgono gli atomi di idrogeno.

Vibrazione t Frequenza (em™) Attribuzione
v(C=0) 1693 Vig
1677
v (N-CH;) 1278 Vi1 O Vig
v (C-N) (anello) 1056 Vis
v (anello) 758 Via
752
749

Lo spettro della trimetossi-triazina si presenta notevolmente piu ric-
co di bande intense, cosa da attendersi data la pit bassa simmetria della
molecola. E’ abbastanza agevole tuttavia identificare le vibrazioni tipi-
che dei legami tra le bande intense osservate, come indicato in
tabella III.

Tasecea I - Identificazione delle vibrazioni tipiche nella 2-4-G-trimetossi-triazina.

¥{C~N) anello i v(C-0) v(O-CHjy) v (anello)
i

1589 cm™!

1568 cm-! | 1203 cm-! 1117 em-! 814 cm-!
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Sono rimaste fuori «a questo quadro le bande intense 1480, 1388
em=1di IV e 1462, 1359 cm-=* di 111, oltre alla banda 940 em=! comune
ui due composti e diversa =olo per la intensitd, che & sensibilmente mag-
giore in III. Le due coppie di bande ci sembrano attribuibili senza pos-
sibilita di equivoci alla deformazione, asimmetrica ¢ simmetrica rispet-
tivamente, del gruppo CH,. La dilferenza di posizione e di separazione,
(1430 — 1388) = 92 em~?! in IV e (1462 — 1359) = 103 cm~! in III, &
facilmente comprensibile se si pensa che il metile ¢ in un caso legato
all’azoto e nell’altro all’ossigeno. L'assorbimento del gruppo CH, verra
discusso ulteriormente piu avanti.

L attribuzione della 940 cm~* solleva maggiori difficolta. Un assor-
bimento nella regione 900-1000 ¢m—" & infatii decisamente assente nello
spettro IR dei cristalli di acido cianurico (7), mentre una debolissima
banda intorno a 920-930 em—"' si osserva sulle soluzioni (*) della triazina
e della trietil-triazina. La stessa banda & presente con una intensita mo-
desta nella tricloro-triazina (') e con intensita abbastanza elevata nella
rimetil-triazina (*). Infine una banda di media intensita a 910 em-* @
presente nello spettro IR dell’acido idro-ossonico (**) (2-carbossil-4-6-
dioxo-esaidro-triazina), che ha ovvie analogie strutturali con il compo-
sto IV. Quando si passa dallo infraroszo al Raman la vibrazione 921 ¢cm—?
appare con intensita modesta negli spettri della triazina (*) e con inten-
sitd relativamente pit elevata negli spettri dell’acido cianurico (?),
sia in soluzione acida che in soluzione alealina. Queste circostanze in-
ducono a pensare che si tratti in tutti i casi di una banda inattiva in in-
frarosso ma attiva in Raman, la cui comparsa nello IR @ legata alla in-
validazione delle regole di selezione causata da una riduzione della sim-
metria molecolare. Nel caso che la simmetria molecolare sia la piu ele-
vata possibile (D, ) tale banda pud appartenere a due sole classi: A]
oppure E”. Affinché una banda appartenente a tali classi diventi attiva
in infrarosso, la simmetria molecolare deve ridursi ai gruppi indicati
nella tabella IV.

Taverra IV, - Classi dei vari gruppi di simmetria cui possono ridursi le vibrazioni
A’, ed E” del gruppo Dap.

D:b Ds Civ Cs Cav Ca
Ay | p A ' P A P Ay P A p*
E’ dp | E | p* | E p* | E | p* | B | dp | B | dp

i |
p = polarizzata; dp depolarizzata; p* parzialmente polarizzata.
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Le cause che provocano una riduzione della simmetria molecolare
possono essere diverse: nella fase cristallina cid pud dipendere dalle
interazioni con le molecole adiacenti. L'assenza della 921 em=* nell aci-
do cianurico solido (*+ '°) puo prendersi quindi come una indicazione che
la molecola conserva nel cristallo una simmetria D, o almeno D,. Quan-
do la molecola viene disciolta, una qualunque interazione col solvente
che disturbi la planeita della molecola pud rendere attiva nello I R la
vibrazione in questione nelle classi C, o inferiori: questo pud spiegare
la presenza della 921 cm~' nella triazina, e nella tricloro-triazina. Nella
trimetil-triazina la rotazione del gruppo CH, intorno all’asse del legame
C — C ed una contemporanea combinazione con la vibrazione fuori pia-
ne del CH, appare come la spiegazione pit ovvia della intensitd della
banda intorno a 930 em~—!'. Questa osservazione conduce direttamente
alla spiegazione della nostra 940 cm—"' che diventa una banda permessa
quando si consideri la riduzione di simmetria dovuta per lo meno a due
effetti: (a) deformazione della molecola nel reticolo cristallino, (b) rota-
zioni dei gruppi CH,. Ed appare ovvio, da questo punto di vista, che la
banda compaia con intensitd notevolmente piu elevata nella trimetossi-
triazina, per la quale la simmetria pil elevata possibile & solo C,, ri-
spetto a quella C,, dell'isomero IV,

Quando III e IV vengono disciolte in CCI, le deformazioni imposte
dalle molecole adiacenti vengono ad annullarsi e la banda 940 cm—! su-
bisce proporzionalmente una riduzione di intensitd (fiz. 3). Questa in-
terpretazione dei risultati sperimentali non definisce tuttavia la attribu-
zione della banda in questione. Una decisione obiettiva sard possibile
solo in base ad uno studio della sua polarizzazione nello spettro Raman.
Data la presenza della banda in un numero notevole di derivati della
triazina (**) e 'aumento di intensita che sempre si accompagna ad una
riduzione della simmetria (** %), l'attribuzione piu fondata ci appare
quella di un modo proprio dell’anello C,N, (*). Ed ancora, poiché tale ban-
da & presente sia in III che in IV e nell’acido idro-ossonico, e pertanto
non appare dipendente dallo stato della coniugazione =, pensiamo che
debba attribuirsi ad un modo nel quale la coniugazione, legata alla pla-
neita dell’anello, & senza influenza; e cioé¢ ad una deformazione di classe
E” fuori del piano dell’anello.

(*) A questo proposito & opportuno rilevare che la banda 930 em—' & notevol-
mente pitt intensa nella 2-metil-4-6-dicloro-triazina che non nella tricloro-triazina (1%).
Analogamente una banda 920-930 cm-!, assente nello spettro IR della melamina e
di molti suoi derivati sostituiti ai gruppi NH,, compare quando la sostituzione inte-
ressa pin direttamente la simmetria dell’anello, per es, nella 2-fenossi-i-6-diammino-
triazina (™).
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Resta da considerare con qualche dettaglio I'assorbimento del grup-
pe CHy nella regione delle vibrazioni di valenza del CIL. Poiché le bande
misurale possono attribuirsi solamente alle vibrazioni del C-H metilico,
la differente struttura dei due assorbimenti pud essere messa in relazio-
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Fig. 5. - Spettri I R della 2-4-G-trimetossi-triazina e della 2-4-6-trioxo-1-3-5-
trimetil-esaidro-triazina in soluzione di CCl,.

ne alle differenti condizioni del gruppo CH, nei due composti. Nel caso
della trimetossi-triazina ci sembra lecito considerare la molteplicita
delle bande come dipendente da una notevole liberta del gruppo metile
per quanto concerne sia la rotazione intorno al proprio asse C, sia 'orien-
tazione rispetto al legame C (anello)) — O. Noi interpretiamo in-
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fatti le deboli bande satelliti 3053-3037 cm-' da un lato e la
2903 cm~-' dall’altro come dipendenti della dillerente giacitura
possibile per il legame- O — CH, rispetto all’anello aromatico
della triazina. Le altre bande, cioé il massimo a 2963 em—" ed il dop-
pietto 2996-3008 cm—"' sono proprie del metile anche quando per esso
non sono possibili tali deformazioni torsionali. Infatti nel caso dello iso-
mero IV le due bande centrali 2972 e 3013 ecm~' corrispondono quasi
esattamente come separazione (44 cm~—') e come intensita relativa alle
2963 e 3008 em—! del composzto III. Poich® in IV al metile & consentita
solamente la rotazione intorno al proprio asse €, ed una precessione
intorno all’asse di simmetria C, della molecola, ci sembra lecito attribui-
re la larghezza delle bande 2972 e 3016 em~' ad una struttura rotazio-
nale e torsionale non risolfa. lnoltre poiché abbiamo pit sopra sugge-
rito che la apparizione della 940 cm—' nei composti III e IV e della
930 cm~* nella trimetil- triazina (°) & legata alla riduzione della simme-
tria molecolare causata anche dai moti torsionali e rotazionali dei grup-
pi CH;, uno studio della struttura rotazionale della banda suddetta e di
quelle della regione 3u, potrebbe servire ad accertare il fondamento della
nostra attribuzione (*). '

Una ultima osservazione va ancora fatta a proposito di un recente
tentativo (*°) di distinguere le vibrazioni del C-H nei gruppi O-CH, ed
N-CH,. Il confronto delle bande da noi misurate su III e IV con quelle
dell’anisolo, fenetolo e veratrolo ('), da un lato e con quelle osservate
per gran parte dei composti che possiedono il gruppo N-CH,, dall’al-
tro ('), conduce a concludere che I'identificazione proposta (*°) & ben
lontana dall’essere sufficiente a distinguere le diverse situazioni del grup-
ro CH, sia esso legato ad un atomo di ossigeno oppure ad un atomo di
azoto,

PARTE SPERIMENTALE

La 2-4-6 trimetossi-triazina & stata preparata secondo J. DubLey e
coll. (**) aggiungendo la 2-4-G-tricloro-triazina ad una soluzione di
idrossido di sodio in metanolo. Per ricristallizzazione da acqua sono stati
ottenuti cristalli aghiformi con punto di fusione 135°C. Analisi:

trov.9: C 42,12; H 5,58; N 25,09
per C.H,N,0, cale.%: 4210; 5,30; 24,58

(*) Pud essere utile segnalare a questo proposito che, secondo le nostre osserva-
zioni, la trimetil-triazina ed il composto IV hanno gid a temperatura ambiente una
tensione di vapore sensibilmente alta.
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Per la 2-4-6-trioxo-1-3-5-trimelil-csaidro-triazina ¢ stato seguito, in li-
ea di massima, il metodo descritto da THoraasx (*?) e Buowmax e
~ BserruMm (*°) consistente in una isomerizzazione per via termica della
9.4-6-trimetossi-triazina. La ebollizione a ricadere (30 minuti circa) &
stata perd fatta seguire da una distillazione onde eliminare i prodotti
~ colorati dovuti a parziale decomposizione. Questi si sono formati mal-
grado il controllo della temperatura tra 270-280°C mediante un bagno
di lega metallica. Si sono ottenuti, per ricristallizzazione da acqua, cri-
stalli con punto di fusione 176G°C.
Analisi: _

trov.9%: C 42,83; H 5,73; N 2
per C,H,N,0, calc.9%:  42,10; 3$.30; 2

&

4,94

-
ot
(54

Le misure nella regione del 3p con prisma LiF sono state eseguite
sull'apparecchio Perkin-Elmer Mod 112 dell'lstituto di Chimica Gene-
rale dell'Universitd di Roma, cortesemente messo a nostra disposizione.

Roma — Istituto Superiore di Sanita - Laboratori di Chimica.
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81. F. COTTA-RAMUSINO, R. INTONTI, A. STACCHINI. — Metodo per Ia
determinazione quantitativa e per la separazione della Kana-
micina da altri antibiotici. -

Riassunto. — E’ stato studiato un metodo per la determinazione
quantitativa della Kanamicina fondato sulla reazione con ninidrina. Per
la separazione della Kanamicina da altri antibiotici che reagiscono con
la ninidrina & stato studiato un procedimento basato sulla cromatografia
di scambio ionico.

Summary. — A spectrophotometric method has been studied for
the quantitative determination of Kanamycin based on the reaction with
ninhydrin. For the separation of Kanamycin from other antibiotics that
react with ninhydrin, a procedure based on ion exchange chromatography
has been studied.

La Ranamicina, nuovo antibiotico isolato da Unezawa e coll. (}) da
colture di Streptomyces kanamyceticus, & una sostanza basica, usata in
terapia come solfato; la sua formula di struttura é:

/I \_ NH

CH,NH, /\ L >I
/ o~ HO /0 No—|/ OH
< OH /\I > ™ -
| Fd N
HO [/ 00— J—NH,
OH PO
HN P. M. — 484

Il dosaggio della Kanamicina si effettua per via microbiologica ed
in letteratura non & descritta una determinazione quantitativa per via
chimica (*).

Il procedimento che qui si descrive & fondato sulla reazione con la
ninidrina, gid adoperata per il riconoscimento della Kanamicina (*).

La ninidrina & il reattivo piu caratteristico dei gruppi amminici e

(*) Nel numero di settembre degli Annales de 1'Institut Pasteur & stato pubbli-
cato_da G MousTarpier e coll. un metodo colorimetrico per dosare la Kanamicina nei
!lqllldi biologici, fondqzo sulla reazi?ne con carbazolo. Questo lavoro fu letto quando
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da una colorazione con massimo di assorbimento a 575 my; la reazione
avviene a caldo e I'intensita della colorazione dipende dalla temperatu-
ra, dalla durata del riscaldamento, dal pH della soluzione e decresce nel
tempo.

SteIN ¢ Moore (*) hanno studiato a fondo la riproducibilita di questa
reazione e la sua applicazione alla delerminazione quantitativa degli
amminoacidi.

La presenza di qualtro funzioni amminiche primarie nella moleco-
la della Kanamicina impartisce a questa reazione una elevata sensibilita.
Risultati quantitativi e riproducibili sono stati ottenuti in determinate
condizioni di lavoro che vanno rigorosamente rispetlate.

MeTopo SPETTROFOTOMETRICO PER LA DETERMINAZIONE QUANTITATIVA DELLA
KAaNamIcINA,

Reattivi:

a) Tampone citrato (diluito 1 a 1 pH = 5,0): g 21,0 di acido ci-
trico monoidrato si sciolgono in 200 ml di idrossido di sodio N/1 e quin-
di si porta a 500 ml con acqua.

b) Soluzione di ninidrina; g 0,020 di SnCl,.2H,0 si sciolgono in
90 ml di tampone citrato; g 2,0 di ninidrina si sciolgono in 30 ml di
etere monometilico del glicol etilenico (metil cellosolve). Si mescolano
le due soluzioni e si fa passare una corrente di azoto. Il reattivo deve
essere conservato in frigorifero,

.

Per le prove & stato impiegato un campione di solfato di Kanami-
cina purificato con ripetute cristallizzazioni con metanolo acquoso, fino
ad oftenere un contenuto in base del 76,59 (teorico 80,69%).

Il diagramma della fig. 1 mostra che la reazione eseguita come viene
qui descritto, segue la legge di Lambert-Beer nell’intervallo di concen-
trazione fra 25 e 150 pg di Kanamicina.

Procedimento ;

5 ml della soluzione contenente 20 mg/litro del campione da ana-
lizzare si versano in un palloncino tarato da 10 ml, si aggiungono con
pipetta a rapido svuotamento 4 ml della soluzione di ninidrina (b); nello
stesso modo si prepara una prova di riferimento con 3 ml di soluzione
contenente 20 mg/litro di Kanamicina base ed una prova in bianco con
5 ml di acqua.
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S'immergono i tre palloncini in acqua a 100° C per 25 minuti. Si
rallvedda solto un getto d'acqua, si porla a volume e dopo 15 minuti
dalla fine del riscaldamento si legge in celle da 1 em l'assorbimento a
575 my della prova di riferimento e di quella in esame. entrambe rife-
rite alla prova in bianco.

Csrs
1,500 L
1,000 |
c.500 |
|
1 ) —
so 100 150

J' Jun.:aicéna/! mi

Fig. 1. - Reazione tra ninidrina e Kanamicina: assor-
bimento in funzione della concentrazione.

La quantita di Kanamicina presente nella soluzione in esame & data
dalla formula:

E
mg/litro di Kanamicina base = ——— . 20
dove E_ ed E_ rappresentano rispettivamente gli assorbimenti della
soluzione in esame e di quella di riferimento.

SEPARAZIONE DELLA KanamiciNa pa Bacithacina, TiroTrICINA, NEOMICINA,
V10MICINA.

Per applicare il procedimento dianzi descritto quando la Kanami-
cina ¢ in presenza di altri antibiotici che danno la stessa reazione con
la ninidrina, si é studiato il comportamento di queste sostanze nella cro-
‘matografia di scambio ionico.
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Taysrrra |
N. (Na*) on) 6ty oiy] YRGS e
in ml
[
1 1.0 .10 1.0 107 1.0 .10 > 500
2 | 7.6 .10 4.5 .10 3.4 .10 > 500
3 3,8 .10% 1.0 .10 3.8 .10 100
4 4,0 .10° 1,25.10 5.0 .10 85
5 9.5 .10° 6.6 .10 6.3 .10 7%
6 1.32.10° 7.2 .10 9.5 .104 50
7 1,88.10° 8.2 .10 1,54.10° 30
8 2,0 .10 8,0 .10 1,60.10° 25
9 1.0 .10+ 1,0 .10°! 1,0 .10+ 5
m{
150 +

100 |-

50

d

5o

200

[h'a'] [ou -] e10?

Fig. 2. - Volume di eluente in funzione del prodotto delle concentraziou:
{Na+) ed (OH-).
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Sono stati sperimentati diversi tipi di resine, colonne di varie
dimensioni e tamponi per I'eluizione con gradienti di 0,05 pll; si & cer-
cato di ottenere una buona separazione cromatografica con una velocita
di fluszo tra 30 e 40 ml/ora.

Le condizioni di lavoro in seguilo descritte hanno dato risultati
soddisfacenti con un recupero del 98,09, di Kanamicina purché si ado-
perino quantita di antibiotico comprese tra 1 ¢ 2 mg.

2
Es7s %
] LK}
2000 * i
IS i
L 1 o
L i
L £
. v
r .y
t o
1,000 | i
- x
r .
L L]
‘ i al " S e aggea
50 100 150 200
mi
p¥:2,00 pH=10,82 NaOM N/200

Fig. 3. - Curve di eluizione della Kanamicina (1) e della
Neomicina (2).

La Bacitracina e la Tirotricina vengono eluite con un volume di tam-
pone fosfato pH 8 (tabella I N, 1) inferiore a 30 ml; la Neomicina e la
Viomicina non vengono eluite da 100 ml di tampone carbonato sodico a
pH 10,82; la eluizione della Neomicina pud essere convenientemente ese-
guita con NaOH N/200. 11 carbonato sodico a pH 10,82 (tabella T N. b)
consente di eluire la Kanamicina in un volume di 73 ml e nel contempo
¢ sufficientemente selettivo.

Nel corso di queste prove si & visto che il volume di tampone neces-
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sario a spostare quantitativamente la Kanamicina dalla colonna di resina
¢ funzione inversa del prodotto delle concentrazioni degli ioni OH- ed
Na*; in prima approssimazione si pud assumere che nel ristretto campo
esaminato, gli effetti eluenti dello ione Na+ e dello ione OH- siano equi-
vilenti. Il grafico della fiz. 2 — ricavato dalla tabella I — mette in evi-

575
2l
2,000 |
L 1
1.000
1 PR T " I !
50 100 150 200
pH:8.00 pH:=1082 | NaOH N/200

Fig. 4. - Curve di eluizione di una miscela di Kanamicina (1)
e di Neomicina (2).

denza la variazione del volume di eluente necessario per eluire 1-2 mg di
hanamicina in funzione del prodotto delle concentrazioni (Na+) ed (OH-)
espressi in grammo-ione per litro.

Nella fig. 3 sono riportate le curve di eluizione della Kanamicina
solfato, con tampone a pH 10,82 e della Neomicina solfato con soluzione
N/200 di NaOH; sulle ascisse sono riportati i ml di zluente e sulle ordi-
nate le quantitd di Kanamicina e Neomicina determinate con la reazione
con ninidrina. Nella fig. 4 sono riportate le curve di eluizione di una
miscela dei due antibiotici (mg 1 di Kanamicina e mg 1 di Neomicina).
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E’ indispensabile, preparata la colonna di resina, delerminare 1'an-
damento della eurva di cluizione, cromatografando una soluzione stan-
dard contenente 1 mg di Kanamicina. Questa prova, descritta in seguito,
& chinmata « standardizzazione della colonna »,

In definitiva il procedimento che si propone per separare la Kanami-
cina dalla Bacitracina, Tirotricina, Neomicina, Viomicina e poi dosarla
consta delle seguenti operazioni:

1) Preparazione della colonna di resina;
2) Standardizzazione della colonna;

3) Analisi del campione in esame che comprende la separazione
cromatografica, la reazione alla ninidrina eseguita sugli eluati e contem-
poraneamente su una soluzione di riferimento a concentrazione nota di
Kanamicina e su una prova in bianco.

Preparazione della colonna di resina:

- Si usa la resina cationica Dowex 50W - X8 - 200/400 mesh in forma
sodica. Prima dell'uso la resina deve essere sottoposta ad un trattamento
preliminare con HCI 4/N su filtro a setto poroso; =i lava poi con acqua,
indi con NaOH 2/N fino a reazione alcalina; si raccoglie la resina, si
sospende in NaOH N/1 e si riscalda a bagno maria bollente per un’ora
agitando periodicamente; si decanta la soluzione di NaOH e si ripete
questo trattamento per 3 volte; si filtra, si lava con acqua e si prepara
una colonna alta em 6, con diametro di em 1,1, Non conviene superare
tale altezza per evitare la formazione di code; d’altra parte colonne pii
basse non assicurano la separazione delle altre sostanze.

La colonna viene lavata con flusso di acqua in controcorrente per
eliminare I'aria, quindi sottoposta ad un lavaggio con HCI N/1 fino a
reazione acida, seguito da un lavaggio con NaOH N/1 fino a reazione
alcalina, ripetuti 3-4 volte per eliminare eventuali impurezze e raggiun-
gere l'assestamento definitivo che assicura la riproducibilita del funzio-
namento della colonna; si completa con un lavaggio finale con acqua
fino a reazione neutra.

Standardizzasione della colonna:

Occorrono i seguenti reattivi:
a) tampone fosfato (pH = 8,0) : ml 1 di acido fosforico M/1 si
diluisce a 500 ml con fosfato bisodico M/20;
b) tampone carbonato (pH = 10,82) : g 0,500 di carbonato sodico
anidro si sciolgono in 1000 ml di H,0;
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¢) acido acetico 0.13 M : 7.5 ml di acido acetico glaciale si dilui-
scono a 1000 ml.
Si prepara una soluzione in acqua contenente mg 1,30/ml di solfato
di Kanamicina (corrispondente ad 1 mg di base); ml 1 di questa solu-
zione si porta su colonna lavando successivamente con 3 frazioni da 10
ml di tampone fosfato (a).

575

1,0

09 +

08

1 1

o 10 29 35

minuts

Fig. 3. - Variazione delln intensitia della colorazione
della Kanamicina con ninidrina.

Si procede quindi alla eluizione con tampone carbonato (b) racco-
gliendo 20 frazioni da H ml ciascuna, in palloncini tarati da 10 ml. L'elui-
zione deve essere continua e la sua velocitd compresa fra 30 e 40 ml/ora:
interruzioni o variazioni di velocitdh modificano sensibilmente 1'anda-
mento della curva di eluizione.

Ciascuna frazione si neutralizza con 0.5 ml di acido acetico diluito
(c) e quindi si aggiungono 4 ml di soluzione di ninidrina.

Contemporaneamente si prepara la prova in bianco, anche in pal-
loncino da 10 ml, con % ml di tampone carbonato, 0,5 ml di acido ace-
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tico, 4 ml di soluzione di ninidrina; si prepara inoltre, sempre in pallon-
cino da 10 ml, una prova di riferimento con $ ml della stessa soluzione
di Kanamicina, diluita perd | a 50 con tampone carbonato, 0.5 ml i
acidn acetico e 4 ml di soluzione di ninidrina. Si agita e s’ immergono i 22
pallonecini (20 contenenti gli eluati, uno la prova in bianco ed uno la
prova di riferimento) in acqua riscaldata a 100° C per 28 minuti; si raf-
freddano sotto un getto di acqua e si porta a volume; si legge allo spet-
trofotometro l'assorbimento a 575 my rispetto alla prova in bianco.

L’intensita della colorazione decresce con il tempo (fig. 8) e le misure
dovrebbero essere fatte esattamente dopo 18 minuti dalla fine del riscal-
damento; in pratica é sufficiente che siano fatte fra 10 ¢ 20 minuti dalla
fine del riscaldamento; si ha cosi disponibile il tempo necessario per ese-
guire le 21 letture.

Il rendimento della colonna, cioé la percentuale di Kanamicina elui-
ta & data da:

somma assorbimento degli eluati ] . )
. 100 = 9, Kanamicina eluita

assorbimento prova di riferimento . 10

Con tale tecnica si deve recuperare non meno del 98,09, di Kanami-
cina presente.

Analisi del campione:

La soluzione del campione da analizzare deve contenere da 1 a
2 mg/ml di Kanamicina; deve essere neutra ed il suo contenuto salino
non deve essere superiore a 0,1 moli/litro.

La colonna dopo la prova di standardizzazione, deve essere rige-
nerata mediante successivi lavaggi con 50 ml di ciascuna delle seguenti
soluzioni, eseguiti nell’ordine qui indicato: NaOH N/1; H,0; HCI N/1;
H,0; NaOH N/1; H,0.

Nella colonna cosi rigenerata si versa 1 ml della soluzione in esame;
si inizia quindi la eluizione prima con tampone fosfato e poi con carbo-
nato, esattamente come & descritto nella voce « Standardizzazione della
colonna »; si esegue poi la reazione con ninidrina sulle 20 frazioni di
eluato, sulla prova in bianco e su una prova di riferimento preparata
con B ml di soluzione standard contenente 20 pg/ml di Kanamicina base.

Si traccia quindi la curva di eluizione riportando sulle ascisse i ml
di eluato e sulle ordinate i corrispondenti assorbimenti; tale curva viene
confrontata con quella ottenuta nella standardizzazione della colonna.

La eventuale presenza di sostanze estranee non completamente sepa-
rate con la cromatografia, viene messa in evidenza da irregolaritd nella
forma della curva.
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575

1,000 |

03500 ==

pH=8,00 | _, pH=1082

Fig. 6. - Curva di eluizione di solfato di Kanamicina
commerciale.

La quantitd di Kanamicina base presente nella soluzione in esame
si ottiene applicando la formula:

somma assorbimento degli eluati

mg/ml Kanamicina =
assorbimento prova di riferimento . 10

Nella fig. 6 & riportata la curva di eluizione di un campione di solfato
d: Kanamicina commerciale; in essa si nota la presenza di un secondo
massimo di piccola entita.

Roma — Istituto Superiore di Sanita - Laboratori di Chimica.
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82. G. LA PAROLA e Carla JACOBELLI TURL. — La 6-benzoil-metilsul-
fossitriazina dal monotiosemicarbazone dell’acido benzoil pi-
ruvico.

Riassunto. — Conltrariamenle alle indicazioni rilevate in letteratura
viene dimostrato che & possibile ottenere, con ottima resa, il monotiosemi-
carbazone dell’acido benzoil piruvico, la cui formula viene dimostrata:

a) ciclizzando il prodotto per avere la 6-benzoil-metil-sulfossitriazi-
na, che trattata con ipobromito sodico sostituisce dapprima il gruppo sol-
fidrilico con il gruppo ossidrilico, per trasformarsi successivamente nel
composto dibromurato dell’ammide dell’acido B-benzoil propionico. Que-
st’ultima se ridotta con zinco ed acido acetico da, dopo idrolisi acida,
V'acido B-benzoil propionico, mentre con zinco, secondo Clemmensen, da
I'acido y-fenil butirrico:

b) mettendo in rilievo che nella 6-benzoil-metil-sulfossitriazina @
ancora libero e reattivo un gruppo chetonico. A tal fine essa & stata fatta
reagire con tiosemicarbazide per ottenere il tiosemicarbazone corrispon-
dente, gia noto in letteratura.

Summary. — In contradiction to statements in the literature it has
proved possible to obtain benzoyl pyruvic acid monothio semicarbazone
in good yield. Its structure was demonstrated as follows.

a) Cyclization gave 6-benzoyl-methyl-sulphoxytriazine which on
treatment with sodium hypobromite was first substituted with hydroxyl
in place of the sulphydryl group. Successive reactions of the product gave
a brominated B-benzoyl propionamide. This on reduction with zinc and
acetic acid followed by acid hydrolysis gave B-benzoyl propionic acid,
whereas a Clemmensen reaction with zinc gave y-phenyl-butyric acid.

b) It was shown that the ketonic group was still free and reactive
in 6-benzoyl-methyl-sulphoxytriazine. For this, treatment with thiosemi-
carbazide gave the thiosemicarbazone corrisponding to that described in
the literature.
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Nel corso i aleune ricerche si @ rilevalo che in leHeralura non @
stato descritto il monotiosemicarbazone dell’acido benzoil piruvico, né
in genere sono indicati quelli deghi aciudi &, ¢ chetonici. Anzi in una
memoria di Carrerax (1) sulla preparazione del tiosemicarbazone del-
'acido benzoil piruvico e sul prodotto che ne deriva per ciclizzazione,
I'A. ritiene che non sia possibile oltenere il monotiosemicarbazone pre-
detto.

L apparente anomalia rilevata dalla letteratura secondo cui 'acido
benzoil piruvico pur avendo due gruppi chetonici, non poteva dare il
monotiozemicarbazone, mentre da il ditiosemicarbazone, c¢i ha indotto
ad esaminare le cause che potevano conlrastare tale preparazione.

Le ricerche sistematiche intraprese ci hanno dato il risultato spe-
rato. in quanto si & potuto precisare che il prodotto in oggetto si pud
ottenere facilmente, con ollima resa, purché si operi a pH 8. I prodot-
to ottenuto & di colore giallo chiaro, fonde a 138" con decomposizione e
potrebbe avere una delle seguenti formule di struttura, a seconda del
gruppo chetonico che reagisce :

(1) C,H,—C--CH,-CO -COOH H (11) C;H,—-CO-CH,—C-COOH

Il Il

N N

| |

hll' N

| If
HS—C—NH, HS-C-NH,

Per confermare quali dei due prodotti si era ottenuto si & ricorsi
alla ciclizzazione, ricordando che i tiosemicarbazoni ciclizzano piu facil-
mente dei semicarbazoni, come hanno dimostrato vari Autori (*). E’
evidente che a seconda della posizione del gruppo chetonico cui & legato
il radicale tiosemicarbazinico si sarebbe potuto ottenere uno dei seguen-
ti prodotti:

4

() CH;—C—CH,—C—COOH ; av) CﬁHb—C0~CH:-C\
CO —NH

Neo
i i AR
N———N

La ciclizzazione & stata eseguita riscaldando a circa 60° il monotio-
semicarbazone in soluzione alcolica neutra o acquosa leggermente acida

———
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per acido acetico. In tali condizioni si otliene una sostanza bianco gial-
lognola che, purificata piu volte, fonde a 240° con decomposizione ed
alla quale in base ai risultati della analisi si poteva attribuire la formu-
la (IV). Per confermare tale formula si & seguito il procedimento adot-
tato da Boueaurt (*) per dimostrare la formula dei derivati delle sulfos-
sitriazine ottenute da vari acidi « chetonici. A tal fine il prodotto (IV) &
slato trattato con ipobromito che agisce sostituendo il gruppo —SH in
posizione 3 con il gruppo —OH e, in un tempo successivo, spezzando
l'anello triazinico in posizione 2, 4 con produzione di azolo e formazio-
ne del composto dibromurato dell’ammide dell’acido 8 benzoil propio-
nico, che per riduzione con zinco ed acido acetico diluito da 1'acido B
benzoil propionico, mentre per riduzione con amalgama di zinco secon-
do Clemmensen si forma I'acido y fenil butirrico, p. f: 48°.

Non si & ritenuto di isolare la diossitriazina ed il composto dibro-
murato dell’ammide dell’acido B8 benzoil propionico, che si formano
nelle fasi di trasformazione della 6-benzoil-metil-sulfossitriazina in aci-
do B benzoil propionico, perché la loro formazione & certa, essendo noto
il meccanismo di reazione dell'ipobromito sulle sulfossitriazine.

Pur essendo superfluo, si & ritenuto opportuno dimostrare che nella
benzoil-metil-sulfossitriazina ottenuta (IV) & ancora libero e reattivo un
gruppo chetonico, facendolo reagire con tiosemicarbazide nelle condizio-
ni adottate dal Catltelain. Si & ottenutlo cosi il tiosemicarbazone della
benzoil-metil-sulfossitriazina, p.f. 252°,

C.H.—C—CH % N*c SH
i 5T~ ¢ o
I C\CO———NH/
N
|
N
I
HS- C—NH.

gia preparata dal Cattelain riscaldando il ditiosemicarbazone dell’acido
benzoil piruvico in ambiente alcalino.

Le reazioni sopra dette possono essere compendiate nello schema
seguente :



— 1061 —

N-— N,
C,H.-CO-CH,-C.” C-sH
COOH H,N-~ ™
a ca,lnln\_pll Hob

N
: N— N . S
C.H-C-CH,-CY /'/'C-SH C;H,-CO-CH.-C( N(-SH
I CO —-NH U CS—N Ny | co— NH”
1 :
N v N— N,
Il ‘;H_-,-CO—CHZ—C\/ “C-OH
HS-C-NH., - CO —NH”
. C,H,-CO-CH,-CBr,-CONH,
» / N
|z P Zn N\ CH,CO0H
Iz /
5 7/ i
= // C,H,-CO-CH, CH,-CONH,
/ z
/ [
¥ v
v C,H,-CH,-CH,- CH,~-COOH C,H,~-CO-CH, CH,-COOH
C.H,-C-CH _-C-COOH
|| u
&
| |
N N
Il || NH,
HS-C-NH, C’
NSH

Ci sembra dunque di aver dimostrato che, contrariamente alle in-
dicazioni rilevate in letteratura, & possibile preparare il monotiosemi-
carbazone «ell’acido benzoil piruvico con ottima resa e che da esso si
possa ottenere per ciclizzazione la 6-benzoil-metil-sulfossitriazina.

PARTE SPERIMENTALE

N

Acido benzoil piruvico. — L’acido benzoil piruvico & stato prepa-
rato per condensazione di quantitd equimolecolari di ossalato dietilico e
di acetofenone, in presenza di etilato sodico, secondo le indicazioni di
BromME e CLaisen (*) con un rendimento di circa il 909, poiché con-
temporaneamente si formano come prodotti secondari 1’etere benzoil pi-
rovico e 'ossalil diacetofenone.

Si @ avuta cura di purificare il prodotto perché tali composti secon-
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dari, conlenendo gruppi chetonici, avrebbero reagito facilmente con la
tiosemicarbazide, dando prodotti diversi da quello desiderato. A tal fine,
I'acido benzoil piruvico @ stato purificalo disciogliendolo nella soluzione
acquosa di un acelato alcalino in cui tali prodotti secondari sono inso-
lubili e riprecipitandolo con acido cloridrico in eccesso. Il prodotto dopo
separazione ed essiccazione all’aria & stalo lavato con cloroformio bol-
lente, ripetendo la purificazione fino a p.f. 156°. L’acido benzoil piru-
vico & stato quindi cristallizzato da alcole-acqua o da acido acetico-acqua.

Monotiosemicarbazone dell’acido benzoil piruvico. — ¢ 4 di acido
benzoil piruvico vengono disciolti a freddo in 23-30 ¢cm® di NaOHl N.
Ottenuta la soluzione si aggiungono g 1,8 di tiosemicarbazide, disciolta
a caldo in 20 em® di acqua, aggiunti di 2 em® di acido acetico glaciale.
Si controlla il pH della miscela e, se & necessario, si aggiusta a % per ul-
teriore aggiunta di acido acetico.

In queste condizioni se I'acido benzoil piruvico contiene ancora come
impurezza 1'ossalil diacetofenone, si nota la formazione di un precipi-
tato che conviene eliminare per filtro.

In ogni caso si lascia la miscela a temperatura ambiente per 24 ore,
poi si filtra e il filtrato viene addizionato di 10-15 cm® di HCI al 259,
per precipitare il monotiosemicarbazone formatosi. Conviene aggiungere
'acido cloridrico lentamente, agitando la soluzione, altrimenti facilmen-
te si formano prodotti resinosi che rendono difficile la purificazione e la
successiva cristallizzazione del prodotto. Il precipitato viene filtrato, la-
vato con acqua e cristallizzato da alcole-acqua (2:1). Si ottiene un pro-
dotto giallo chiaro che inizia a fondere parzialmente a 158°, poi soli-
difica rapidamente per fondere con decomposizione a 200°.

Trov.% C 49,93; H 4,14; S 11,98; N 15,94
per C, H,,0,N,S Calc.9% 49,81; 4,18; 12,09; 15,84

Si & potuto constatare in varie preparazioni che la formazione del
monotiosemicarbazone dell’acido benzoil piruvico dipende esclusivamen-
te dal pH della soluzione, anche se si aumenta la quantita di tiosemicar-
bazide rispetto a quella dell'acido benzoil piruvico purché si operi a
pH = 5 per acido acetico; invece, operando in ambiente neutro o alca-
lino si & ottenuto il ditiosemicarbazone dell’acido benzoii piruvico identi-
ce a quello che & stato descritto da CarreELamn ().

Trasformazione del monotiosemicarbazone dell’acido benzoil piruvico
. 6-benzoil-metil-sulfossitriazina (IV). — g 1 del monotiosemicarbazone
predetto sono stati riscaldali a ricadere in soluzione alcolica. Dopo 3 ore
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si puo gia constatare la formazione della 6-benzoil-metil-sulfossitriazina,
dopo 12 ore la trasformazione si pud considerare completa. Da g 1 di
tiosemicarbazone si sono ottenuti g 0,88 della benzoil-metil-sulfossitriazi-
na. (Teorico 0,91).

Allo stesso risultato si pervienc operando in ambiente acido e cio®
riscaldando per otto ore g 1 di ditiosemicarbazone disciolto a caldo in
100 em?® di acqua aggiunti di 3 em® di acido acetico.

Preparazione della 6-benzoil-metil-sulfossitriazina (IV). — Si & rite-
nuto utile preparare anche la 6-benzoil-metil-sulfossitriazina per reazio-
ne diretta facendo reagire g 4 di acido benzoil piruvico disciolti in solu-
zione di NaOH N con g 1,8 di tiosemicarbazide disciolta in acqua e acido
acetico e portando il pH della miscela a § con aggiunta di acido acetico.
La soluzione viene fatta bollire dolcemente per 8 ore; per raffreddamento
si separa un prodotto eristallino che viene separato per filtro e lavato con
acqua. Si cristallizza da alcole-acqua (1:2) e fonde a 240" con decomposi-
zione ed ha dato all’analisi i seguenti risultati:

Trov.9 C 53,42; H 3,7; S 12,86; N 16,56
per C ,H,N,S0, Calc.9  53,38; 3,67; 12,90; 17,00

Se il riscaldamento della soluzione viene protratto per un tempo in-
feriore, la resa in 6-benzoil-metil-sulfossitriazina & minore e, separando
i! precipitato, & facile riconoscere nella soluzione, previa acidificazione
con HCl al 259, il tiosemicarbazone che non ha reagito.

Preparazione del tiosemicarbazone della G-benzoil-metil-sulfossitria-
zina dalla 6-benzoil-metil-sulfossitriazina. — g 2 di 6-benzoil-metil-sulfos-
sitriazina sono stati disciolti in 20 em® di soluzione di idrato sodico al 59.
8i addizionano g 2 di tiosemicarbazide, precedentemente disciolti a caldo
in 30 cm® di acqua contenenti 1,2 cm?® di acido acetico. Si controlla che
il pH della soluzione sia compreso tra 6 e 7, altrimenti si aggiusta con so-
luzione diluita di idrato sodico. Dopo 2 ore si filtra e si precipita il pro-
dotto con soluzione diluita di acido acetico in eccesso. I prodotto viene
filtrato su Buchner e seccato in stufa a 50°. Si ottengono g 2,30 di un pro-
dotto giallo chiaro (leorico g 2,56) che viene cristallizzato dall’alcole op-
pure da acqua-alcole p.f. 252°.

Trov.9% C 44,98; H 3,71: N 25,98 & 20,31
per C,H,N.S,0 Calc.o, 4501; 378: 26.28: 2031



— 1064 —

Azione dell’'ipobromito sulla 6-benzoil-metil-suljossitriazina, — g 2
di 6-benzoil-metil-sulfossitriazina sono stati disciolti in 30 em® di soluzio-
ne di NaOH al 59,. Si aggiunge quindi la soluzione di ipobromito prepa-
rata secondo le indicazioni di Bougault (a 180 g di NaOH disciolti in
100 cm® di H,0 vengono aggiunti § ecm® di bromo) (*). Quando & cessato
lo svolgimento gassoso e tutto il liquido & colorato in giallo, si aggiungo-
no 10 em? di soluzione satura di bisolfito per eliminare I’eccesso di bromo.
La soluzione fortemente alcalina viene acidificata ed estratta con etere.
L’'estratto etereo viene lasciato evaporare ed il residuo viene ripreso con
15 em? di acido acetico diluito (1:1).

Riduzione. — La soluzione acetica di cui sopra viene addizionata di
g 1 di zinco in polvere e riscaldata per 2 ore su b.m. bollente. Dopo raf-
freddamento si aggiungono 10 em?® di acqua e si estrae ripetutamente con
etere. Per evaporazione dell’etere si ottengono g 0,6 di un prodotto bian-
co cristallino, il cui p.f. 143° corrisponde alla ammide dell’acido benzoil
propionico. Infatti per idrolisi acida di quest’ultima si ottiene, previa
estrazione con etere, una sostanza giallo chiara, p.f. 116°, che 1'analisi
ha confermato essere acido B benzoil propionico.

Trov.9, C 67.36; H 5,09
per C,H,,0, Calc.9 67.40; 5.66

Inoltre, il prodotto ottenuto dall’azione dell’ipobromito sulla 6-ben-
zoil-metil-sulfossitriazina & stato pure ridotto con zinco amalgamato se-
condo CLEMMENSEN (°). ottenendo con ottima resa I'acido v fenil butir-
rico p.f. 48°.

Roma — Istituto Superiore di Sanitd - Laboratori di Chimica.
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