TECNICHE E METODOLOGIE

Determinazione della stricnina e della brucina mnei semi
di Strychnos Nux Vomica

Maria A, CIASCA RENDINA e Corrapo GALEFFI

Laboratori di Chimica Biologica

Riassunto. — Viene proposto nn nuovo metodo per il dosaggio della
stricnina nella polvere di semi di Noce Vomica, che puo essere effettuato su
1 g di droga.

Gli alcaloidi totali vengono estratti con cloroformio dalla polvere della
droga mescolata a secco con' allumina basica.

Iestratto alealoidico totale & separato su colonna di gel di silice tampo-
nato a pH 7 come fase stazionaria ed etere saturo di tampone come cluente.

Gli alcaloidi minori vengono cosi subito separati.

La stricnina si separa quindi usando come eluente etere-cloroformio
saturo di tampone a pH 7.

La brucina viene eluita successivamente con cloroformio saturo di tam-
pone a pH 7 0 con metanolo,

La separazione stricnina-brucina @& perfettamente quantitativa,

[l dosaggio viene effettunato spettrofotometricamente,

Summary (Strychnine and brucine determination in Strychnos Nux Vomica
seeds). — A new method for strychnine dosage in powdered Nux Vomica
seeds is indicated ; this method may be employed using only | g of drug.

Total alkaloids were extracted with chloroform from the powdered
drug to which basic alumina had been added in absence of water.

The total alkaloidic extract was applied on a silica gel column buftlered
at pH 7 and eluted with ether saturated with buffer. Minor alkaloids were
thus immediately separated,

Strychnine was then separated using chloroform-ether saturated with
hutfer at pH 7 as cluent.

Finally, bruecine was eluted with chlorotorm saturated with bufler at
pH 7. or with methanol.

Loips dab. Super. Soapibd (1969 8, 209-214.
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The  separation of  stevehnine from brucine is absolutely  guant
i,

The dosage o performed spectrophotometrieally

I osem v Strvefinos N D oomrea sotto forma v estrattr o dv vt
sono utilizgati o medicing ecome cardiotonier ¢ nearotonicer.

Tra le farmacopee che mcludono questa droga ricordiamo la Farmaco-
pea Uheiale itabiana VI il Codex 1965, la British Pharmacopoeia 1964,
la Pharmacopea Helvetica V1959, ¢ o Nederlandse Pharmacopee 19660,

I attivita della droga & da attribuire principalmente alla strienina pre-
sente nella pereentuale di eirea 17 ¢ solo i mimima parte alla broeina e
agh altri alealoidi minori che costituiscono 1.4 % circa della droga stessa,

La hrueina presenta infatti un’attivita biologica part a 1/50 di quella
della stricnina. ¢ propriety diverse presentano ghi alealoidi mimori @ psendo-
stricnina, vomicina, dcajina. novacina., z ¢ 4 colubrina ¢ pseudobrucina,

Un sistema di separazione di ot gl alealoidi della Strvehnos Nux
I omica © stato recentemente proposto da Mamsi-Berrono ef al. (1908).

Abbiamo pertanto desiderato di vedere se fondandoci sugli stessi prin-
cipi ¢ e sul diverso coefliciente di ripartizione e sul diverso pk dei vari
alecaloidi fosse !m.c.a-aihi]r stabilire un metodo quantitativo semplice per la
separazione ¢ la determinazione della strienina ¢ della hrucina nella Stryehnos
Nux Vomica ai fini della utilizzazione per la farmacopea.

I metodi analitien proposti dalle Farmacopee per il dosaggio della strie-
nina ¢ della brueina sono simili tra loro ¢ consistono in un prolungato esau-
rimento della polvere di semi. previamente trattata con aleali. nella separa-
zione della frazione alealoidica. laboriosa a causa delle emulsioni, ¢ nella
sueeessiva ossidazione della brucina a cacotelina con acido nitrico ¢ nitroso
¢ finalmente nel dosaggio della strienina per titolazione acidimetrica secondo
la Farmacopea Ufliciale italiana VI il Codex 1965, la Pharmacopea Helve-
tica 19539, ¢ la Nederlandse Pharmacopee 1966, oppure spettrofotometrica-
mente secondo la British Pharmacopoeia 1968,

Per separare la strienina dalla hrueina sono stati finora proposti numerosi
metodi cromatografici ed  elettroforetici (Waniconra, 1955 @ Sarsunova.
Torcyesst & Majew. 1960 : Cinicn-Chnuse Cn'en, Snuv-Laiane Cnane &
Jex-Lat Tar. 1960 : Waupi. Scuvacker & Munter. 1901 @ GracorenLo.
1965 : Granporint ef al.. 1961 : OHLWEIVER DE SILVEIRA. 1950). Det proee-
dimenti cromatografici per la separazione quantitativa della strienina ¢
della brueina. quello su strato sottile presenta il problema del recupero
della sostanza, laborioso data la lentezza della eluizione, Anche @ procedi-
menti di cromatografia su colonna di allumina o di Kieselguhr non danno

risoluzione  soddisfacente  oppure. ad  esempio il metodo di Fiscuer &
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GuArBo (1958), richiedono I'uso di piti di una colonna. D’altra parte i metodi
di dosaggio di strienina e di brucina in presenza I'una dell’altra fondati su
metodi spettrofotometrici (Lucaner, BEssLer & Lucuner, 1967), di spet-
trometria di RMN (Prar & Porsson, 1964), titrimetrici ¢ colorimetrici (Se-
miLA Turus, 1965) : Savipkir & KraMAReNKo, 1966 : EL Ript & KuavLirFa,
1953), non danno risultati soddisfacenti e spesso sono troppo complicati.

Il metodo da noi proposto si divide in due fasi: la prima & 'estrazione
degli alcaloidi totali dalla droga e la seconda la separazione della stricnina
¢ la sua determinazione quantitativa,

['estrazione degli alealoidi dalla droga & stata effettuata secondo il
metodo di Poerke & Kinze (1965) da noi modificato. Il metodo consiste
nell’eluizione con cloroformio dei semi polverizzati ed alcalinizzati con soda,
mescolati a secco con allumina basica. In queste condizioni si ha un’estra-
zione quantitativa, mentre Pestrazione con cloroformio ¢ con metanolo
eseguita a caldo in continuo direttamente sulla polvere, proposta da vari
AA., richiede la purificazione successiva della frazione alcaloidica, che com-
porta notevoli difficolta pratiche anche dal punto di vista quantitativo.

Per realizzare la separazione della strienina dagli altri alealoidi, abbiamo
utilizzato, come si & detto, la diversa ripartizione di stricnina ¢ brucina nelle
coppie di solventi etere/acqua e cloroformio/acqua, nonché la diversa basi-
cita di questi due alcaloidi rispetto a quelli del gruppo pseudostricnina-
vomicina,

Si usa gel di silice con tampone a pH 7 (vedi parte sperimentale), come
fase stazionaria ¢ come eluenti prima etere/tampone a pH 7 per gli alea-
loidi minori e la miscela etere-cloroformio 8 : 2 saturi di tampone a pH 7
per la strienina, La brucina & eluita successivamente con cloroformio saturo
i tampone, a pH 7, o pitt rapidamente, con metanolo,

L'uso del tampone invece della sola acqua ha anche la funzione ddi
aumentare i volumi di ritenzione (*).

L’andamento della separazione & stato seguito sia fotometricamente
che cromatograficamente su strato sottile culle varie frazioni opportuna-
mente concentrate, impiegando come rivelatore il reattivo di Dragendorff.

Come reattivo specifico della sola brucina si pud utilizzare la nota colo-
razione rossa con acido nitrico, come pure la colorazione rossa, invece che
arancio, su lastra di silice con il reattive di Dragendortf, da noi osservata
quando sia stata impiegata dietilammina come cluente.

[n tal modo si riesce a stabilire il volume necessario per eluizione dei
due alealoidi ed effettuare le relative determinazioni per via spettrofoto-
metrica.

(*) JensEN & Svepsen (1950) utilizzano Kieselguhr ed etere non <aturo di acqua per
cluire la strienina, e cloroformio per la brucina.

Leewe fab. Super. Sanda (19689 5, 200.21 4.
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Ciesto: metodo permette di deterninare quantitativamente Lo gtrie-
nina a partire da 1 g di droga secea,

Il procedimento proposto risulta, rispettn ar metodr riportati dall
Farmacopee. molto semplificato ed inoltre la accennata separazione degh
alcaloidi secondari consente di dare valori pit precisi alla determinazione

della strienina,
PARTE SPERIMENTALF

I solventi utihzzati sono Carlo Erba R.I1'.

11 cloroformio & stabilizzato con 0.5, di etanolo assoluto.

Gli adsorbenti eromatografici sono Merek. 11 gel di silice Merek Darm-
stadt (0,05-0.2 mm) & stato lavato con acido cloridrico 2N ¢ poi con acqua
fino a pH neutro ed attivato per 8h a 1200 €. Tampone fosfato a pH 7 se-
condo Siérensen ¢ Clark. La polvere di semi di Stryehnos Nux Fomica & quella
del commereio,

Listrazione della droga

I g di polvere di gemi di Strychnos Nux Vemica & alcalinizzato con 4
ml di NaOH al 15 ¢, e mescolato in un mortaio con 20 g di allumina basica
attivita I. La polvere secca cosi ottenuta viene caricata in una colonna
avente sul fondo un setto poroso G1 ed eluita con cloroformio fino a che Ie-
luato. opportunamente concentrato. non dia pin la reazione con il reattivo
di Dragendorfl. Oceorrono circa 500 ml di solvente che vengono suceessiva-
mente portati a secco nel yuoto in evaporatore rotante.

Separazione degli alealoid:

10 g di gel di silice mescolati con 100 ml di tampone a pH 7 si dispon-
gono in una colonna avente sul fondo un setto poroso GI (% em 1.8, h em 30)
¢ vi si fanno passare altri 50 ml di tampone.

La colonna viene poi equilibrata facendovi passare 100 ml di etere sa-
turo dello stesso tampone.

A questo punto si earica sulla colonna lestratto di Strychnos. ripreso
con 2 ml di migeela costituita da etere-cloroformio 1 : 1 saturo di tampone
fosfato, ¢ si continua 'eluizione con etere-tampone raccogliendo frazioni di
50 ml ognuna. Nelle prime frazioni passano gli alealoidi del gruppo della
pseudostricninag ¢ della vomicina ingieme alle impurezze. Dopo aleune fra-
zioni prive di alealoidi (vedi Fig. 1) si prosegue 'eluizione con etere-cloro-
formio 8 :2 (saturi di tampone): si ha allora Veluizione totale della strie-

Ann. Ist. Super, Sonita (10648) 5, 200-214 .
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nina, mentre facendo passare anche 2 litri dello stesso solvente non si ha
spostamento della brucina dalla colonna.

La brucina viene spostata invece quantitativamente con cloroformio-
tampone, o pit rapidamente, con metanolo.

L’andamento della separazione & seguito sia spettrofotometricamente
(vedi Fig. 1) che per cromatografia su strato sottile di gel di silice G (sol-

-

vente : benzolo-etile acetato-dietilammina 7:2 : 1) usando come rivelatore

Kl

assorbania

= Fig. 1. Elnizione di strienina e bru-
cina dalla colonna di gel di
silice.

Assorbimento delle frazioni delln
colonna  (volume delle singole
franzioni: 50 ml). Frazioni: 1-6
a 260 nm (solvente etere saturo
di tampone): 7-26 a 256 nm
- (solvente eterc-cloroformio 8 :2
snturo di tampone) @ sueoessive n
268 nm  (solvents cloroformio
suturo di tampona),

o> =y
0 60 70

numera dording delle fraziont

il reattivo di Dragendorff. Con questo reattivo la stricnina da il colore giallo
arancio proprio degli alealoidi, mentre la brucina, per interferenza con la
dietilammina del solvente, da un colore rosso intenso. In questo solvente lo
R, della brucina & 0.20 e quello della strienina 0,33,

In parallelo alla 'separazione degli alcaloidi della droga & stata effet-
tuata una separazione di una miscela quantitativamente nota di stric-
nina e brucina : il recupero. determinato spettrofotometricamente, & stato
del 100 ©4.

Per la stricnina si & determinato il valore di ¢ 17200 in etere-clorofor-
mio 8 :2 saturi di tampone a pH 7 a 256 nm, ¢ per la brucina il valore i
13300 a 268 nm in cloroformio saturo di tampone,

10 maggio 1969,

Lan, Isl, Super. Sawia (1969) 5, 200-211.
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Controllo della genuinita dei campioni commerciali di pepe
mediante ’analisi elettroforetica degli estratti proteici

In commercio il pepe, specialmente se macinato, viene frequentemente misce-
lato eon numerosi altri prodotti quali farine di semi i diversi vegetali (cereali, legu-
minose, ete.) e polveri ottenute dalla triturazione di gusei legnosi (olive, datteri,
palma, noeciole, ete,) 13,

Nonostante l'esistenza di numerosi metodi chimici di analisi (determinazione
dell’'umidita. delle ceneri, dell’'estratto, degli olii, della piperina ete.) il eriterio di pu-
vezza pin valido resta tuttora 'esame microscopico dells polvere o dei grami 2,

In gquesta nota & riportato uno studio tendente ad accertare se anche |'esame
della composizione elettroforeticn degli estratti proteici di pepe possa essere utiliz-
zato come eriterio di purezza dei campioni commereiali,

Sono state analizzate tre varietd (i pepe nero (Tellicherry prov. India, Mada-
rasear prov. Madagasear, Sarawak prov. Borneo) e due di pepe decorticato (Sara-
wak prov, Borneo, Muntok prov. Indonesia).

Per l'estrazione delle proteine, un grammo di pepe in polvere (od opportuna-
i-ente maeinato con un macinello Buhler-TUzwill, Swiss, a gradazione 3) fu mescolato
con 3 ml di una soluzione di acido acetico 0,06 M (pH = 3) ed agitato dolcemente
per |2 ore a temperatura ambiente. La sospensione cosi ottenuta fu centrifugata
a 15,000 r.p.m. in centrifuga International Mod, HR-1
per 30 min ed il supernatante fu nuovamente centrifu-
gato nelle identiche condizioni.

Il frazionamento degli estratti proteici fu effettuato
medinnte elettroforesi discontinua su gel di poliaerillam-
mide in accordo ad OrNsTRINY e Davisf, 120 pl (i

Fig. 1. — Composizioni elettroforetiche degll estratti proteied di
pepe decorticato in grani ed in polvere. (Soluzioni di
nerlammide al 7.5% 0 Ia migrazione clettroforeticn &
avvenuts  dall’alto In basso in un tampone glicina-
aoido neetlen a pll 2,3).

@ estentto proteico di pepe In grani. b estratto
proteico dl pepe in polvere.

estratto proteico furono carvieati su gel in una soluzione
all' 119 (p/v) i sacearosio, Le soluzioni per la prepara-
zione dei gel e dei tamponi sono identiche a quelle ripor-
tate nei fogli informativi della Shandon Scientifie Com-
pany, Londra, per un gel a pH 2,3,
] I dettagli sperimentali sono identici a quelli prece.
; ¥ dentemente descritti da CeNTT Grosst, Tasst Micco &
SILANO %,

l.e mobilitd delle bande proteiche sono riferite a guelle della safranina, nsata
come marcatore, posta eguale ad L.

Coma risulta dalla Fig. 1, nelle composizioni elettroforetiche degli estratti
proieiei di pepe decortieato in grani (A) ed in polvere (B) sono distintamente

Vran, fal. Super. Sanita (1960 5, 215217,
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cavrdengalinle ofte Trazionn preoteiehe (M (s (),
80 O]

XA 4 TR 6 1S | P T | P e W %, B

ad contronto delle 1'l|t[|]--:-izi1ll|r elettroforetiehe degh estratn protescy o b
vierieta e pepe nevo (Tellicherry prove Todbia, Maddazasear prov, Madagasear, =i
wak prove Borneo) o di doe varietio 0 pepe decorticato (Saravak prov. Borneo
Muntok prov. Tudonest) & visuliato ehe oottt guesti estratti anno dal panto di vista
qualitative wna composizione aniloga a quella viportata in Fig. |

Dradla Fig, 2 visulta che le composizioni eletiroforetiche di estratt proteier ot
nnt dic miseele, appositamente preparate, con il B0V di pepe ed il 10, di tarim

- e
N .

A It { I K ¥ G

¥
%

Comipisizion! elettroforetiche deghi estrattl protoici di coonpioni di pepe adulterstl con

furtne di eorenll o teguminose (Sehietoni & sectbmmnide ol 7.0% 0 In migrazione  elet
Leaforeti
1l .3

o nvvenutas  dadlMale dn basse lu oun tnpobe glicimee-acido aceetieo o

Voo omisoeln contenente ol 10Y, di Toring i feomento, B omisecln contenente il I
shi furia df mnds, o milseely comtenente G0 0% di slavinato integrale di lentiechi,
Iy apdseeln contencute 10100 b sfeinnto intogeade dF faioll, Esomibsecta contenentn
oty i stiorfoato inteerale di ecel, Fooomaseeln comtenente 08 107, i sfarinoto fnts
grade di piselli. G opepie genniinn

di cereali (A-B) e i leguminose (C-F) sono del turto diverse da quells dell’estrarto
proterco i pepe genuino (G,

Infine, m g, 3 sono riportati @ vsultath ottenuti dallanalisi G un campione
commerciale di pepe in polvere effottuato secondo i1 metodo elettroforeticn (i)
deseritto in questa nota e secondo il metodo dell’ esame microscopico della polvere (b
come s vedde dalla figura, La presenza di bande proteiche diverse da gquelle specttiche
del pepe, nel primo caso, e di granuli di amido di leguminose e cerveali, nel seeondo
caso, permette di evidenziare nel campione in questione Ly presenza di tarine di semi
diverse dal pepe.

Pur tenendo conto dell’opportanita di estendere le analisi wd un maggior numero
di varieta di pepe, @ dati ripovtatt o guesta nota forniscono evidenza che Vesame

tuni, Tst. Super. Nawile (1969) 5,
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delle composizioni elettroforetiche degli estratti proteici ottenuti dai campioni di
pepe con acido acetico 0,05 M pud essere adottato come sensibile eriterio di purezza

Fig. 3. — Sofisticazione di un cwmplone commerciale di pepe rivelata mediante 'esame elottro-
foretico e mieroscopico.
) Composigione elettroforetica di: pepe wenuino (A) e di pepe commerciale (B)
b} Granuli di amido di leguminose ¢ di mais in un campione commerciale di pepe rivelati
al mieroscopio ottico.

dei campioni commerciali di pepe ; infatti, la presenza di bande proteiche non « tipichenr
del pepe ¢ da considerarsi una prova di sofisticazione del prodotto mediante farine
di vegetali non appartenenti al genere piper.
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