
N-Alchil- e N-arilalchil-4-metil-4-idrossimetil-2-oxazolidinoni 
attivi sul sistema nervoso centrale (•) 

DoMENICO MISITI, ANDREA AMATO e VITTORIO ROSNATI 

Laboratori di Chimica terapeutictt 

Riassunto. - Si descrive la .sintesi di alcuni i\ -alch il- e l\-arilalch il-
4-metil-4-idrossirne til-2-oxazolitl ino ni , p reparati p er az:o ne del clorocarho­
n ato d 'etile 'sui corrisp ondenti 2-alchilammino- o 2- arilalchilammino-~ ­

m eL!l-1,3-propandioli. Questi amminoalcoli ono stati ottenuti per r iduzione 
co n idruro di iitio e alluminio da lle corrisp ondenti 2-a lchil- o ~ - a ril--l ­

mel il-4-idrossim eti 1-2-oxaz<l'li ne. 

Summary. - Th e ynth e is of some N- a lk~-1 atHl ì\ -ar yla lkyl--1-m e­
thyl-4-h ydroxym ethy l-2-oxa1i dinones, prepared throu gh the r eaction of e thyl 
chlorocarbona te and th e corresponding 2-alkyl amino- or 2-arylalk ylamino-
2-m ethyl -1,3-propanòio les, i s h erewith descr ihed. Th e e aminoalco hols have 
been obtaine tl throu gh th e red ucti ou with lith ium and aluminium hydr ide 
of the correspo ncling 2-alkyl- or 2-ar y l-4-me th yl-4-hv.rlroxy-m ethyl-2-oxa­

zolines. 

Recentem ente sono apparsi in le tteratura diver si lavori che ripor tano 
le interessanti proprietà farmacol ogiche Lli .a lcuni 2-oxdzolid ino ni-5 -sostitui ti 
(1-a , h , c) C). 

(r-a) 
(r-h) 
(r-e) 

R1 = OCH3 ; R 2 = R3 = H 
R 1 = CH3 ; R 2 = R 3 = H 
R1 = H ; R 2 = R3 = CH3 

L'a ttività .sul sistema ner voso cent r ale del 5-(2-me t o;;~ i-[en os~imet il)­

-2-oxazolid inone (r-a) è stata descritta succes ivamente da A. I s(:IIO C). 

(*) Questo lavoro è apparso in Gazz. Chim. / tal. 93, 1118 (19631. 

A nn. / st. S u)Jcr. S anità (19G.i ) 1, 2~~-~3 1. 
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H. C. B. D ENBER (3), E . FISCHER e coli. ( '). Que ti Au tori mtsero 111 evi­
denza ch e il 2-oxazolidinone (I-a) p ossiede, acoanto ad una bassa tossi­
cità e notevoli proprietà miorilassanti e anticonvulsivanti , una &pecifìca 
azio ne psicofarm acolog:ca. Queste osser vazioni, ed in particolare l 'azione 
tranquillante, furono successiva mente confermate e ampliate da altri Au­
tori ("· ").Analoghe proprietà anticonvulsivanti, analgesiche e miorilassanti 
sono sta te descritte ·p er gli altri. 2-oxazoli<l inoni s trutturalmente vicini : il 
5- (2-metil-fenossimeti:l)-2-oxazolidinone (t-h) ed il 5-(3 ,5-dimetilienossim e­
til)-2-o.xazol idinone (I-c) (') . 

La sostituzione sulla p osiz:one 5 dell 'anello del 2-oxazolidinQne non 
sembra tutt.avia essere determinante .per l 'attività sul sistema nervoso cen­
trale; essa infa tti ri sulta presente anche in alcuni 2-oxazolidinoni 4-·sosti­
tuiti ( 8

). 

Allo SCQpo di r icercare alcuni possibili ra·pporti tra struttura chimica 
e attività sul sistem a ner voso centrale in questa classe di composti , ci è 
parso interessa nte studiare alcuni 2-oxazolidinoni 4,4-disostituiti di formula 
generale (n -a), in cu i R rappresenta un gruppo a•lchilico o arilalchilico. 

L'interesse di questa ricerca d erivava dal fatto ·ch e nella molecola dei 
2-oxazolidinoni (n-b) sono inoo.rporati elem enti strutturali presenti anche 
in altri farmaci dotati di azione elettiva sul sistem a nervoso centrale, in 
particolare deriva ti de l! '1,3 -propandi olo 2 ,2 -disost itui t o (m-a): 

CH 20 H 

CHa-~-r-R 

""' /=0 
o 

(n-a) 

CH20R1 
l 

CH3 -C-R2 H - R3 

l l 
CH 2 C=O 

""'/ o 
(m-a) 

La formula (m-a) comprende infatti la struttura del 2-metil-2-n.pro­
pil-1,3 -propandiolo-dicarbammato (*), del N-isopropil-2-metil-2-n.propil­
-1,3-propandiolo-dicarbammato (**) e del 2-metil-2- ec.butil-1,3-propandiolo. 
dicarb ammato (***). 

Nelle tabelle l e 2 sono raggruppati i nu ovi ammino-alcoli e i 2-oxa­
zolidinoni con a lcune loro caratteris tich e chimico-fìsich e . 

I 2-alchilammino- e i 2-arilalchi-lammino-2-metil-1,3-propandioli 
(1 - • vm) sono stati preparati con un metodo generale per riduzione con 
idruro di litio e alluminio delle cor r i&pondenli 2-alchil- o 2-aril-4-m etil­
-4-idrossimetil-2-o:x.azol ine. L ' amminoalcol (v) è sta to ottenuto anche per 

(*) Meprobamato. 
( **) Carisoprodol. 

(**"') Capla. 

20 .Ann. I st. S u1>er. Sa•lilà (1965) 1, 222-231. 
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<tzion e diretta del bromuro di benzi le sul 2-ammino-2-meti l-1 ,3 -propandiolo 
accanto al corrisp ond ente l\-dibenzil derivato. L 'amm;noalcol. (1x) è stato 
invece preparato per .azione rlell 'ossirlo di stirene sul 2-ammino-2-metil-1,3-
-propand io lo . 

G li :N-alchil- e N-arilalchil- 4-metil- 4-idrossimctil- 2-oxazolidinoni 
(x - ~ XVIII) sono sta ti preparati p er azione del clorocarbonato di e tile 
sui corrispondenti amminoalcol i in presenza di carbona to potassico. Il 
3-b enzil-4-m etil-4-carbammil-ossimetil-2-oxazolidone (XIX) è stato prepa­
rato dal 2-oxazolid1none (xrv) attravet·so i l corrispond ente clorocarb onato. 

L e prove farmacologich e preliminari h anno m esso in evidenza la 
scarsissima tossicità dei 2-oxazolidinoni qui descritti (DL 500-800 m g/ Kg 
i.p. nel topo), l'assenza di significati vi effetti. sul sis tema cardiovascolare, 
l ' induzione ini z!.ale di uno stato òi eccitazione transitoria (100-150 m g/ K g) 
cui segue una prolun gata fase di dep ressione di origine centrale . I dati 
farmacologici relativi verrann o pubblica ti in dettaglio in a ltra sede. 

PARTE PERii\fE_ TALE (*) 

Preparazion e dei 2-alchilnmmino- e dei 2-arilalchilammino-2-metil 
-1 ,3-propandioli (1 - • vm). Riduzione con idruro eli litio e alluminio di 
2-alchil- e 2-aril-4-m etil-4-idrossimetil-2-oxazoline. - La soluzion e di 
2-alchi l- o di 2-aril-4-metil-4-idrossimetil-2-oxazolina (OJ moli) in etere 
o te traidrofurano Yiene aggiunta lentamente a ll a soluzion e e terea di 
LiAlH. (0,25 moli). La miscela viene riscaldata a ricadere p er 20 ore 
circa. Si decompone poi cautamente il complesso nel m odo usuale, per 
trattam ento con acqua e poi con NaOH diluita. Si fi.ltrano i sali in o rga­
nici che vengon o la,•a ti a fond o con e tere. La so luzione eterea viene sec­
cata su a2C03 e poi privata del solvente . I 2-alchilammino ed i 2-arilal­
!Chilammino-2-metil-1,3-propandioli grezzi vengono purificati pet· distil ­
lazione frazionata o per cris tallizzazione. 

2-Isobutilammino-2-metil- 1,3-propandiolo (r). - Il prodotto grezzo 
ottenuto riducendo l a 2-isopropi l-4-metil-4-idrossime til -2-oxazolidina C) 
in soluzione te tr.aidrofuranica è stato purificato per distillazione e ricri­
stallizzato da ben zolo-esano. Resa 86% . Lo spettro LR. (CHCl3) di ( r) 

mostra bande di assorbimento a : 3367 (m), 2915 (s), 2841 (m). 1466 (m). 
1408, 1385, 1366, 1323, 1263 , 1085, 1043 (s) cm-' . 

2-Neopentilammino-2-metil-1 ,3-propandiolo (nl. - I l p rodotto grez­
zo ottenuto riducendo la 2- terz- isobutil-4-m etil-4-idrossimetil-2-oxazolina 

(*) I punti d i fusione e di eboll iz ione non sono corretti. Gli spettri LR . so no 
stati registrati con un o spettrofo tometro Perkin-Elmer mod. 21. 

Ann. I st . Su11er. Sanità (1 965) 1, 222-231. 
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C) in soluzione eterea viene purifi cato per distillazione e ricristallizzato 
da esano. R esa 86% . 

2- n. Esilammino-2-metil-1 ,3-propandiolo (m). - Il prodotto grezzo 
oltenuto per riduzione de lla 2-n. pen til-4-metil-idrossimeti l-2-oxazoli­
na (") per distillazione nel vuoto dà un olio ch e solidifica soltanto dopo 
molto tempo. I crista lli sono ricris tallizzati da esano. Resa 88% . Lo spet­
tro l.R. (CCl4 ) di (Ili) mostra bande a : 3390 (m), 2915 (s), 2865 (m), 1473 
(m), 1381, 1325, 1280, 1172, 1120, 1055 (s) cm· ' . 

2- (2-Eti{) -butilammino-2-metil-1.3-propandiolo (Iv). Il prodotto 
grezzo ottenuto per riduzione della 2-(1-e til)-propil-4-metil-4-idrossimetil­
-2-oxazolina (9) in soluzion e eterea per distillazione nel nwto dà un olio 
che sol,idifica soltanto dopo divers i giorni. I cristalli sono ricristallizza li da 

esa no. Resa 92% . 

2-Benzilammino-2-meti/-1 ,3-propandiolo (v) . - a) Ad una :>oluzione 
calda di g 10,5 di 2-ammino-2-metil-1,3-propandiolo in 100 cm3 di dios­
sano anidro si aggiunge una soluzione eli g 17 di bromuro di b enzile in 
30 cm3 di diossano. Si riscalda a ll 'ebollizione per 45' e poi si tira a secco 

a pressione ridotta. Il r esiduo ,·iene trattato con acq ua: la parte inso­
lubile (g 4) è costituita da un solido che dopo cris tallizzazione da etanolo 
dà cristalli di 2-dibenzilammino-2-metil-1 ,3-propandiolo con p.E. 122-3°. 
Analisi: 

trov. % : C 75 ,57; H 7,95 ; N 4,99; 

per C ,8 H 23N02 cale. 75,75: 8,12; 4,91. 

La soluzione acquosa residua pe r eliminazione del solven te lascia un 
o lio che per trattamento con poco etere solidifica totalmente. Si ottengono 
così g 10 di (v) che viene ricristallizzalo da benzolo. Lo spettro I .R. (CHCI3) 

mostra bande a: 3390 (m), 2915 (m), 2857 (m), 1500, 1456 (s), 1414, 1374, 
1325, 1212, 1163, 1042 ( sl cm·' . 

b) Per riduzione con LiAlH4 della 2 -fenil-4-metil-4-idrossimetil -2-
·oxazolina (' 0

) in soluzione tetraidrofuranica si ottiene il diolo (v) con 
una resa dell'SO % . Il suo punto di fusione in miscela con il prodotto ot­
tenuto secondo a) non mos tra alcuna depressione. 

2-p.Clorobenzila.mmino-2-m etil-1,3-propandiolo (vi). - Il prodotto 
grezzo ottenuto dalla riduzione della 2-p.clorofenil-4-metil-4-idrossime­
til-2-oxazolina (' 0

) in soluzione tetraidrofuranica viene cristallizzalo da 
b enzolo : r esa 81 % . Lo spettro I.R. (CHCl3 ) di (vi) mostra bande a: 3448, 
2899, 1495 (m), 1408, 1377, 1220, 1092 (m) , 1046 (m), 1017 (m), 841 , 
810 cm·' . 

Ann. J st. Super. Sanità (1965) 1, 222-231. 
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2-p. Metossibenzilammino-2-metil-1 ,3-propandiolo (vn). - Il prodot­
to g rezzo o ttenuto per ridu Z'ion e della 2-p.metossifenil -4-metil -4-idrossi­
m etil-2-oxazolin a (' 0

) in soluzione te traidrofuranica viene purificato p er cri­
stallizzazion e da benzolo: resa 91 % . 

2-(3,4,5-Trimetossibenzi{)-ammino-2-metil-1,3-propandiolo (vr11). - Il 
p rodotto grezzo ottenuto per r·iduzion e dell a 2- (3,4,5, -trimetossifenil)-4-me­
til-4-idrossimetil-2-oxazolina ('") in soluzion e le traidrofu ran ica si presen ta 
soltanto in parte crista ll ino: esso ~i en e ripreso con benzo lo c la parte cri­
stallina sepa rata per filtrazion e. S i ottiene così il propandio lo (vur) con 
una resa del 6590 . Dall a frazione o leosa rimasta disciolta in b enzolo, si 
o ttiene per di stillazione un oli o incolore con p .eb. 102-104° a 0,01 mm. 
Dalla croma tografia su strato sottile risulta che esso è un prodo tto uni ta­
rio. I valori analitici (trov. %: C 58,66; H 6 ,61) so no in accordo p er una 
formu la C,.H ,"O, ; ques t' ultima tutla\ ia è incons isten te con i dati ri cava­
b ili dallo spettro di H.M.N. Da ta le spettro 1·isultan o prese nti 9 pro to n i 
app artenenti a 3 gruppi m e lo sil ici (3 ,78 ppm); due pro lon i aromatici 
equi va lenti (6.54 ppm): due protoni a li fa tic i. equi valenti (4,56 ppm) ed 
un protone appa rtenente ad un ossidrile (2,74 ppm). Sulla base di ques ti 
dati s petlroscopici (per cui i dati analitici appaiono sicuram ente erra tici), 
<Juesto prodo tto econdario risu lt a essere 3,4,5- trimetossi -benzil alcol (*). 

2- (2-Fenil-2-iclrossietil)-am mino-2-meti/-1 ,3-propcrlldiolo ( rx). - Una 
miscela di os5ido di st'Ìrene (g 12: O, l moli) e di 2-ammino-2-me til -1.3-
·propandiolo (g 10,5: 0,1 moli) in a lco l e tilico (30 cm3

) ,,iene ri sca ldata 
a ll"e bo lli zione pe r 7 ore. Dopo a\ er e liminato l' a lcol a pressione r idotta. 
il residuo. r·ipreso con benzolo , separa cri talli d i diol o ( rx) che l'enf!ono 
purificati per cris ta ll izzazione da benzolo -e tano lo. Resa 60 '10 . 

Preparazione degli N -a/chi/- e N -arilalchil-4- metil-4-iclrossi metil-2-
-oxazolidinoni (x - • XV III) . - Si scioglie a caldo in diossano anidro (250 
cm 3

) una misce la di 2-a lchilammino- o di 2-al·ilal chilammino-2-meti l-l .3-
propandiolo (0,05 moli) e di clorocarbonato d "etile (0,1 moli) ; si aggiun­
gono 0.1 moli di K ,CO, anidro e si scalda a ll" eboll izion e per 20 o re circa 
so lto agitazion e. Do po raffreddamen to si filtran o i sali inorganici e si 
ti 1·a a secco la soluzione diossa nica. Il res iduo così o ttenuto è pu ri fi ca to 
per di stillazi one fraziona ta o per rrista ll izz.nzione . 

l*) TI 3,4,5-trim etossi·henzila lcol si è verosimihuente fo rmalo per riduzione o·on 
LiA IH. di un "im purezza di 2· ( 3,4,5·trimetossi·f cnil1·4·metil· ( 3.4,5 ·l rim elossi· henzo ilos· 
~imetil\·2· oxazol ina presente nella 2·oxazolina di partenza . 

• L>ut. 1st. Super. Sanità ( 19G5) 1, 222-231. 
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3-lsobutil-4-metil-4-idrossimetil-2-oxazolidinone (x). - Ottenuto a 
pa rtire dal 2-isobu til amm in o 2-meti l-1,3-propandiolo (r). Il p rodotto grez ­
zo dopo re llifì.cazione soJ·idifi ca rapidamente e viene ric ris tallizza to da 

b enzolo-esano. R esa 53 %. Lo spettro I. R. ( nujol) de l composto mostra 
bande di asso rbimento a: 3367 (m), 1704 ( vs), 1479 (m), 1445 (s), 1418 
(s) , 1374 (m), 1337 (m), 1305, 1252 (m), 1209, 1163, 1142 (m), 1125 (m), 
1065 (s) , 1056 ( s), 1010 (m), 994 (m). 960, 943, 918. 908, 867, 817 . 176 
(m), 743, 703 (m) cm·' . 

3-Neopentil-4-metil-4-idro~simetil-2-oxazolidinone (xi). - Ottenuto 
a partire dal 2-neopentilammino-2-me til -1,3-propandiolo (n). · In questo 
caso il prodotto fina le della r eazione è contaminato da circa il 30% di 
prodollo di part enza che viene separato facilmente p er la sua g rande so­
lubilità in e te re. Si separano in questo modo i cris ta.lli di oxazolidino­
ne (xi) pra ticam ente insolubile in e tere. Essi vengono purifica ti p er ri­
cristallizzazione da b enzolo . R esa 60 % . Lo spettro I.R. (nujol) del com­
pos to, mos tra bande di assorhimento a: 3367 (m) , 1706 (vs), 1478 (m), 
1414 (m), 1362 (m), 1351 (m) , 1326 ( m), 1250 (m), 1229 (m), 1205, Jl93. 
1156 (m), 1117, 1080 (s), 1062 (s) , 1045 (s). 1007 , 994, 932. 914, 902. 
777 (m), 757, 704 (m) cm·l. 

3-n. Esil-4-m etil-4-idro$simetil-2-oxazolidone ( x u). - Ottenuto a par­
tire dal 2-n. esilammino-2-me til-1 ,3-propandiolo (m) . - Il prodot to grez­
zo viene purifi cato per distillazion e. R esa R6 % . L o s pettro I.R. (CCl.) del 
compos to m ostra bande di assorbimento a: 3390 (m), 2915 (m), 2857 (m), 
1740 (vs), 1468, 1445, 1414 (m), ]321, 1252, 1171, 1062 (m), 1029 cnr' . 

3- (2-Etil)-btttil-4-metil-4-idrossimetil-2-oxazolidinone (xm). - O tte­
nuto a partire dal 2- (2-e ti l)-butilammino -2-m e til-1 ,3-prop andiolo (Iv). Il 
prodollo g rezzo distillato , so l·idifica dopo mo llo tempo e ,-iene ricris ta l­
lizza to da esano. Resa 74% . Lo sp ettro J.R. (nujol del composto mostra 
bande di assorbimento a: 3344 (m), 1709 (vs) , 1488 (m), 1422 (s) , 1348. 
1333, 1309, 1290 , 1242, (m), 1202, 1172 (m) , 1066 (s) , 1054 ( s), 1013 (m), 
1001 (m), 914, 816, 787, 767 (m), 698 (m) cm·l. 

3-Benzil-4-m etil-4-idrossimetil-2-oxazolidinone (XIV). - Ollenuto a 
partire dal 2-benzi lammin o-2-meti l-1,3-propandio lo (v). Il prodotto grez­
zo viene ricristall izzato da be nzolo . Lo spettro I.R. (nujol) del compos to 
m ostra bande òi assorbimento a: 3425 (s) , 1715 (vs), 1502 (m), 1445 (s), 
1422 (s), 1393 (m), 1357 ( m), 1319, 1256 (m), 1208, 1164 (m), 1121 (1u) , 
1087 (s) , 1066 ( s), 1019 (s) , 963, 932, 907, 870 , 846, 818. 778 (m). 762 
(m), 723 (m), 703 (s) end. 

.Ann. Ist. Su7>er. Sanità (1965) l , 222-231. 
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3-p . Clorobenzil-4-metil-4-idrossimetil-2-oxazoliclinon.e (xv). - Ottenu­
to a partire dal 2-p.clorobenzilammino-2-meti l-1 ,3-propandiolo (vr). TI pro­
dotto grezzo viene .ricri stallizzato da benzolo. Resa 80% . L o spellro l.R. 
(CHCl, ) rlel co mposto mo tra banrle ili a sorbimento a: 3390, 2900, 1742 
(s), 1495 (m), 1478, 1435, 1404 (m), 1355, 1312, 1290, 1168, 1073 (m), 
1027 (m), 1017 (m), 840, 803 cnr ' . 

3-p.M etossibenzil-4-m et il-4 - idro~simetil-2-oxazolidinone (xvr). - Otte­

nuto a partire dal 2-p.metossibenzilammino-2-metil-1,3 -pro.pandiolo (\'11). 

Il prodotto grezzo viene ricristallizzato da benzolo. R esa 90% . Lo spet­
tro I. R. (nujol) del composto mostra bande di assorbimen to a: 3367 (s), 
1709 (vs), 1613 (m), 1582 (m). 1511 (s), 1437 ( ), 1422 (s), 1410 (s), 1389 
(m) , 1361 m), 1323, 1299 (m), 1253 (s), 1241 (m), 1171 (s) , 1115 (m) , 
1063 (s), 1029 (m) , 1014 ( s) , 909, 901, 844 (m), 830 (m), 816 (m), 772 (s), 
152 (m), 745 (m), 708, 684 (m) cm· 1

• 

3 · ( 3,4 . 5-Trimetossi-benzil)-4-me ti l-4- idrossimetil-2.-oxazolidinone (xv n) 
Ottenuto a pa rtire dal 2-(3,4,5-trimetossibe nzi l-ammino-2-metil-1,3-

propandiolo (vrn) . Il prodotto grezzo di tillato solidifica •·ap idamente e 
viene ricristallizzato dal benzolo. L o pe ltro I.R. (nujol) del composto 
mostra band e di a sorbimento a: 3401 (m) , 1715 (m), 1595 (m), 1511 (m) , 
1425 (s), 1391, 1363, 1350, 1328 (m) , 1244 (s), 1200, 1127 ( s), 1981 (m). 
1060 (m), 1022 (m), 1015 (m), 973, 965, 926, 903, 878, 852, 817. 773 (m) , 
752, 708 (m) , 667 cm· ' . 

3 · ( 2-F en.il-2-idrossi) · etil-4-me ti l-4-iclrossimetil-2-oxazoliclin o ne ( xvm). 
- Ottenuto dal 2-(2-feni l-2-id rossi)-etilammino-2-meti l-1 ,3-propandiolo ( 1x). 
II prodotto grezzo viene r ipreso con benzolo ed il sol.ido cris tallin o separato 
viene ricristallizzato da benzolo. Resa 62% . 

3-Benzil-4-metil-4-carbcrmmil-ossimet.il-2-oxazoliclinone (XIX). - Un a 

sospensione di 2-oxazolidinone (xiV) (0 ,1 moli) in to luolo è trattata a tem­
pera tura ambiente con una soluzione to luenica di ,fosgene (0,15 moli) e 
mantenuta sotto agitazione p er 3 ore. Si raffredda a 10° e si aggiunge una 
soluzione di .piridina (0,15 moli) in toluolo enza super are i 30°. La solu ­
zione toluenica dopo filtrazione viene lavata con NH.OH eone. raffred­
dando este rnamente. Si separa un solido cristalli no che dop o fi l trazione 
ed essiccamento mostra p.f. 125-7°. Per ricri LaLLizzazione <la alcol me ti l i co 
si ottengono cristalli di (XIX) con p.f. 132" Ana lisi : 

trov.% : C 59.17; H 6,16 ; N 10,77; 

59,08; 6,10; 10,60. 

A 11n. l sl. Super • .Sani tù (1 9G5 ) 1, 2! 2-231. 
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Le microana lisi sono s ta te eseguite nel Laboratorio di Microana.lisi 
dell'I tituto Suveriore di Sanità: ringraziamo la Prof. M. MARZADRO en 
i suoi coll ahoratori. 
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Ricerche nella serie dell'l ,4-benzodiossano e del 2,3 .. diidro· 
henzofurano. Sintesi di 1,2 .. etandioli monocarbammati (•) 

DOME Ico MISITI, ANDREA AMATO e V ITTORIO R OS ATI 

Laboratori eli Chim ica terapeutica 

Riassunto. - Si desc ri ,·e la sintesi d i alcuni monocarb am,ma ti der i­
vati da 2-(1,4-b enzod:os an-2-i l)-1,2 -e tan dioli e del 2-(2,3 -d iidro-benzofuran 
-2-il)-1 ,2-e tandi olo . Essi sono stati preparati per azione delr ammoniaca sui 
corrispon rlent i 4 -(1,4-benzodio san-2-il)-1,3 -dioxo lan-2-o ni e sul 4 - (2,3 -dii ­
dro-benzofuran-2-il)-1 ,3-dioxolan -2-one. Questi carbonali cicl ici sono sta ti 
o ttenuti dai corrispondent i dioli pe r t ransesterificazione con carbona to 
d" e til e. Si descri n· anch e la s intesi del 4-( 2-me to5si-fenossi)- 1.2-bu tandio lo­
-1 -carbamma lo. 

Summary. - T he synth esis o r se n •ral monoca rbamates deri ,·ed from 
2-( l ,4-benzod i oxan-2-~·1)- 1,2-ethanclio l s an rl 2- (2,3 -d ihyd ro-benzofura n-2-yl)­
-1,2-ethanfliol is herewith clescribed. T hey h ave been obtainefl th r•)'l t:h the 
reac tion o f ammonia with the corresponding 4-(L4-benzodioxan-2-yl)-L3-
-dioxolan-2-ones a nd 4-(2,3-dihydro-benzofuran-2-y.I)-1.3-di oxo lan-2-one. 
The e cyclic carbonates have been obtained from the corresponding dioJ­
throu gh r eac tio n wi,th e thyl carbona te . The synthes:s of 4-(~-methoxyph e ­

n oxy)-1,2-hutandiol-1-carham ate is also described. 

E ' noto ch e numerosi ete ri ex -sostituiti dell a glicerina p osseggon o no­
tevol i propri e tà mio rilassanti, d on1te ad una depressione eleui,·a dei ri ­
flessi polisinaptici ('). Queste interessanti proprie tà farmacologiche fu rono 
descritte la prima vo lta da BERGER e BRADLEY pe r i l 3-(m eti l-fe nossi)­
-1 ,2 -pro pandi o lo ( r) (mianesima) C· 3

). Successivamente, numerose ricer­
ch e presero come mod ello la molecola de lla mianesin a per studiare i ra p­
porti tra str·uttur·a chimica e atti,·i tà miorilassanle . Tra le va riazioni 
struttural i apportate a qu esta m olecola, le più impor tanti riguardano l' in­
fluenza dei sostituenti su ll ' ane llo aromatico (') . la sosti tuzione di wr 
g rup po e te reo a rom al i co con uno a l i fa tic o ("'), l a rami fìcazione del l a ca-

(* l Questo lavoro è apparso in Gu: z. Chim . !tal. 93, 1128 (1963 1. 

A nn. Jsl. Super. Srmilcì (! 96J) 1, 232-243. 
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lena late rale ( "), !"introduzione di un gruppo carbammico al posto dell a 
funzione alcolica primaria ('). Quest"ultima 'ariazione s i rive lò parti­
colarmente favorevo le anche in rapp orto al fa tto ch e la b reve durata 
d ' azione de lla mianesina poteva essere allribuita alla rap.ida ossidazion e 
de ll a funzi one aJcolica primaria ( 8

). 

Queste ricerche, nel loro insiem e, e!Jbero come risultato l' introdu­
zioni in tera pia di un certo numero di farmaci, pe r alcuni dei qua li le 
relazioni s trutturali con la mianesin a sono mo lto evidenti (vedi formu­
le H , I.H e IV). 

Tenendo presente le propri e tà farmacolog iche di ques ti o: -fenossi ­
c' teri il ella g licerina ed il fa tto -ch e funzioni carbammich e sono presPnt! 
anche in altri potenti farmaci miorilassan t i (*), abbiamo voluto es tende­
re le precedenti ricerche ad alcuni carbammati nei qua li g li e lement i 
s ln•Lturali de lla g li ce •·ina fossero .incorporati in strutture cicl iche quali 
l ' L4-benzodiossano ed il 2,3-òiidro-benzofurano (**). Inoltre , abbiamo 
voluto \'f'rifìcare se !"attivi tà mi orilassante fosse caratteristica oltre che 

(J(o, CH2 -TH- TH 2 

CH3 OH OH 

( I )<al 

(J(0
' CH2-1 H- TH2 

OCH3 OH OH 

(m )<cJ 

((

O......_ CH2 - ( H- CH, 
l l 

OCH3 OH OCONH2 

(nzP' 

(al Miane~ina, Mefenesina; (b) M efe nesina carbanuna1o, Tolser an *; (C) Myos~nin 

E **; (d J l\I ethocarbamol '''· 

ome ncla tura dal ' ew and !' ionofficial Drugs, J. B. Lippincoll, Philade lph ia (1962) . 
** Nomenclatura da J.\CORSE:'I E . · Bu!L Org. Mond. Santé, 21, 481 (1959). 

degli a- fe nossi-e teri deri,ati delta g lice rin a. anche deg li analoghi Jenos­
si-eteri der i vali dell' L 2,4-butan t rio lo. 

Descri,·iam o in 4ues ta no ta la sintesi de i carbammati (v). (vi) , (vn). 
(vm) e (tx): 

Le s trutture dei carbammati (v) , ( vi) e (vm) possono essere ri condot­
t e a quell e di o: -fenossi-e teri della g licerina portanti una ramificazio ne 

(*) 2-Metil-2-pro pil-1,3-propandiolo dicarbammato ( me probamato) ; N -isopropil-2 -
metil-2-propil -1 ,3-propandiolo diearbammato ( carisoprodol). 

( ~) Un "attività miorilassante dello stesso ordine di qu ella della miane.;ina era ~ i it 

s tata d t'•rrilla per 1' (1,-!-he nzoù io;san-2-il metil )-et:·gliceril-ete•·e, in cui gli e lem enti 
strullurali della gli cerina fanno parte della catena laterale 19 ) . 
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m posJZJOne z : invece, la struttura del carbammato (vn) può essere n­

condona a quella di un fenos;;i-e te re deri,·a to dell"l.2.4-butantriolo ra­
mificato in posiz ione 4. 

R 

~o;-i-THz 
~O i)H OCONH2 

(V) : R = H 
{lll) : R : (H3 

(-W) 

o 
CH - CH2 
l l 
OH OCONH2 

('mi) (IX) 

li carbammato (1x). derint to dall"l .2.4,-butantriolo, e quindi omo lo­
!,lO di (rv),è stato prepara to com e termin e di co nfront o. 

I carbammati (v) , (v1) , (vu), {VIl i) e (lX) sono tutti monocarba mmati di 
1.2-etancli oli ostitu i ti. lli formula general e R 1R" = C(OH)-CH._ OCO~Ht 

Le relazi oni s trutturali tra quest i prodotti la mian esina e gli analoghi 
derivati (u) , (m) e (1 v) sono abbastanza e ,·ide nti. 

"l z 
l 

=1 1-C - CH 2 CI 
l 
o..; 

(X) 

Pz 
l 

-- ?,-C- (Hz -
l l 
::; -' Of' 

(XI) 

(X a. Xl ò, Xlla) 

(XO. X! O, Xli b) 

(X c , XIC,XIIc) : 

(X d , Xl d, Xli d ). 

(Xe. Xle. Xile) · 

"z 
l 

R,-C-(Yz -
l l 
o o 
'c / 

Il 
Q 

(XII) 

Rz 
l 

o. - c -CYz 
l l 
()Y Q(QNf-'z 

R2 = ..; 
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I carbamma ti descritti in questa nota son o stati preparati second o 
il m e todo qui schematizzato: 

Il 2-(1,4-benzodiossan-2-iZ)-1,2 -e tandiolo -1-carbammato (v) è stato pre­
parato pe1· azione del! ' ammoniaca acquosa sul 4- (1 ,4-benzodiossan-2-il)­
-1,3-dioxolan-2 -one (xn"a) ottenuto per transeste6ficazione fra die til car­
bonalo ed il 2-(1,4-benzodiossan-2-il)-1.2-e tandiolo (xr-a) (' 0

). Lo stesso 
carbammato (v) è stato anche preparato direttamente dal diolo (xr-a) per 
azione del fosgene e successiYo trattamento con ammoniaca anidra in so­
luzione e terea. 

Il 2-(1.4-benzodiossan-2-il) -1.2-propandiolo-1-carbammato (n) è sta­
to preparato a partire dalla cloridrina (x-b) (' ') che per trattamento con 
formiato sodico in glicol e til enico ha fornito con buone rese il 2-(1.4-
benzodiossan-2-il)-1,2-propandiolo (xr-b): da questo diolo per transesteri­
ficazione con die til carbonato è stato ottenuto il 4-metil-4-(1,4-benzodios­
san-2 -il)-1,3 -dioxolan-2-one (x r-b), da cui per azione dell' ammoniaca 
acquosa è stato infine preparato il ca rbammato (vr). 

Il 3 - (1 ,4-benzodios~an-2-1 ,2 -propandiolo- 1-carbammato (vn) è stato 
analogamente preparato a partire dalla cloridrina (x-c) {'2

) a ttraverso il 
3-(1 ,4-benzodiossan-2-il)-1 ,2-propandiolo (xi-c) ed il co rrispondente carbo­
nato ciclico 4- ( 1,4-benzodiossan-2 -il-metil)-1.3 -dioxolan-2-one (xn-c). 

I l 2-(2 ,3 -diidro-benzofuran-2-il)-1.2-etandiolo-1-carbam mato (v m ) è 
s tato preparato a partire dal 2-(2.3-diidrobenzofuran-2-il)-2-idrossi-1-clo­
ro etano (x-cl) ottenuto per rirluzione co n sodio-boro idruro del 2-clo­
roacetil-2,3-diiclrobenzofurano (1 3

). Dalla cloridrina (x-d). con le r eazioni 
già illustrate p er le sintesi dei precedenti carbammati . sono stati ottenu­
t i 1'1-(2,3-diidro-benzofuran-2-il)-1,2-etandiolo (xr-d) ( '") ed il 4-(2.3-
-diidro-benzofurcm-2-i l) -1.3-dioxolan-2-one ( xn-d) . 

Il 4-(2-metossi-fenossi)-1,2-bntandiolo-l-carhammato (Ix) è sta to otte­
nuto dal carbonato ciclico (XII-c) a wa ,-olta preparato in quattro pas ­
saggi a partire dal 3- (2 -melossi- fenossi l -propionil-clomro. Questo cloru ro 
acido pe r tra ttamento con d iazometano e acido cloridrico secondo la r ea­
zione di Clibbens-Nierenste in ha fornito 1"1 -cloro-4-(2- metossi -fenossi)-bu­
tan-2-one, ch e pe r riduzione con sodio-boro id ruro h a da to 1' 1-cloro-2-
-idrossi-4-(2-metossi-fenossi)-butano (x-e). Da questa cloridrina, analoga­
m ente a quanto descritto per i casi citati, è sta to p rrparato il 4-(2· 
-metossi-fenossi) -1 ,2-butandiolo (XI-e) . da cui il corrisp ondente 4-(2-o. me­
tossi-fenil-etil)-1,3-dioxolan -2-one (xn-e). 

A nn. Ist. Super. Sanità (1965) 1, 232-243. 
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La ricerca farmacologica su carbammati descritti in questa nota è tut­
tora in corso. I risultati preliminari hanno tu ttavia indicato che i carbam­
m a ti derivati dell'1,4-benzodiossano (l e cui strutture possono es ere ri­
condotte a quelle degli ()( -fenossi-e teri del la glicerina) posseggouo notevoli 
proprietà miorilassanti ne l coni gli o a dosi di 70 m g/ Kg i.v. Per contro, 
l ' analogo carbammato (VIII) derivato del 2,3-diidro-benzofurano è risul­
tato dotato di ca rsissima attività . Infine, il carbamma to (IX) [ch e rappre­
senta l'omologo suped o1·e del ca rbamma to (v1)) è risultato nel coniglio 
d el lutto sp rovv.is to di attività m iorilassante s ino a 100/ K g i .v. 

Le ricerche farmacologiche relati,·e all e proprietà ed al modo d'azio­
ne di questi ca rbammati verranno pubblica te in dettaglio in a ltra sede. 

PARTE SPER fMEi\TALE (*) 

4- (1,4-Benzodiossan-2-il)-1,3-dioxolan-2-one (xn -a). - Una soluzione 
di l- (1 ,4-benzodi.ossan-2-il)-1,2 -e taiHliol o (' 0) (g 5 ; 0.025 moli) in carbo­
nato di e tile (g 12; 0 ,1 moli) viene riscaldata a 130-140°, in presenza di 
meti la lo sodico (g 0,1), in un pallone munito di una rettifica per sepa­
rare l'alcol etilico di r eazione. Il riscaldamento è mantenuto p er 9-10 
ore. ELiminato il carbonato di e tile a press ione ridotta si o tlie ne un re­
siduo che viene ripreso con cloroformio e lava to con acqua. G li estratti 
clorofo rmici , seccati su CaCI,, forni scono dopo elimin azione del solvente 
un residuo oleoso ch e solidifica totalm ente. R esa 85% . Un campi one cri­
stallizza to da benzolo forn isce cri stalli d i carbonato ciclico (xn-a) con 
p.f. 111-113°. Lo spettro l. R. (nujol) mo tra b and e di assorbimento a: 
1976 (s), 1595 (m), 1497 (s), 1484 (m), 1422, 1350, 1328, 1304, 1287 (ml, 
1274 (m) , 1267 (s), 1250 (m) , 12] 2, 1198. ]1 76 (s) 1"163 (m) , 1149, Jl30 , 
1115 (m) , 1091 (s), 1079, 1049 ( ), 1034 (m), 1015 (m) , 926, 902, 874, 
864, 845, 797, 767 (m), 762 (m), 752 (s), 725 (m) cnr' . Analisi: 

trov .% : 
p er C11H 100 5 cale. 

C 59,36; H 4,35; 
59,46: 4,54; 

2-(1 ,4-Benzodiossan-2-il)-1,2-etandiolo-l-carbammato (v). - a) Una 
mi scela di 1,3-dioxolan-2-one (xn-a) (g l; 0,0045 moli) e di NH'40H (5 cm3

; 

soluzione al 32% ) in diossano (5 cm 3
) vi ene riscald ata in tubo chiuso a 

80° per 5-6 ore. E liminati i solventi si ottiene un residuo che vif'ne sciol­
to in etere; la soluzione e lerea viene lavata con acqua e poi seccata su 

(*) I punti di fusion e e di ebollizione non sono colTeLLi . Gli sp eLLri I.R. sono 
stati r e:; istl·ati con uno spel trofoto metro Perkin-El mer, mod. 21. 

Ann. I st. Super. Sanitd (1965) t , 232-243. 
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Na2S04 • Dopo eliminazione dell'etere s1 ottiene un residuo che v1ene 
distillato; si raccdlgono due frazioni: la prima frazione (g 0,2 con p. eh. 
120-125° a 0,05 mm) è costituita da l-(1,4-benzodiossan-2-ilJ-1,2-etan­
diolo, la seconda frazione (g 0,7 con p.eb. 160-165° a 0,005 mm) è costi­
tuita dal carbammato (v), che per .riposo solidifica totalmente. (Resa 
64%). Dopo cristallizzazione da cloroformio il carbammato mostra p.f. 
117-119° Up. campione ricristallizzato per l ' analisi ha p.f. 120-121°. Lo 
spettro I. R. (nujoJ) mostra bande di assorbimento a: 3425 (m), 3311 (m), 
3247, 1704 (s), 1618 (m), 1595 (m), 1497 (m), 1412 (m), 1326 (m), 1302 
(m), 1279 (m), 1255 (m), 1227 (m), 1195 (m), 1147, 1134, 1103 (m), 1087 
(m), 1072 (m), 1032 (m), 1009 (m), 974, 909 (m), 853 (m), 780, 767 (m), 
752 (m), 746 (s), 692, 671 cm·1

. Analisi: 

trov. % : C 55,18; H 5,29; N 5,87; 
per C11H 13N05 cale. 55,23; 5,48; 5,86; 

b) Una soluzione toluenica di fosgene al 15% (15 cm3 pari a 0,022 
moli) viene aggiunta lentamente ad una •soluzione di 1,2-etandiolo (xx-a) 
(g. 2,2; O,Oll mryli) in benzolo (30 cm3

). La miscela di reazione, dopo ri­
poso di qualche ora, viene concentrata a metà volume a pressione ridotta 
e poi saturata con una ·corrente di ammoniaca gasso.sa secca. Il solido 
separatosi dm·ante il ·passaggio ·di ammoniaca viene lavato a fondo con 
acqua, seccato e infine cris tallizzato da cloroformio : si ottengono così 
cristalli di carbammato (v) (g 1,9; resa 73%) con p .f. 109-112°. Un cam­
pione ricristallizzato per l ' anali si mo·s tra p.f. 117-119° e non deprime 
in miscela con il carbammato preparato secondo il metodo a). Anal!si: 

trov. % : C 55,14; H 5,36; N 5,71; 
per C11H 13N05 cale. 55,23; 5,48.; 5,86. 

2-(1,4-Benzodiossan-2-il)-1,2-propandiolo (xr-b). - - Una sosp ensione 
di 2-(1,4-benzodiossan-2-il)-2-metil-2-idrossi-1-cloro-etano (l') (g 6,9; 0,03 
moli) e formiato sodi co (g 4,2; 0,06 moli) in glicol etileni co (90 cm 3

) è 
riscaldata sotto agita zione e in •corrente di azoto a 140° per 3 ore. Dopo 
aver •eliminato il ·w lvente, i·l residuo è Tipreso con acqua ed estratto ri­
petutamente con cloroformio. Gli estratt i clorofonnici riuniti sono sec­
cati su Na2 SO. e .dopo eliminazione ·del solvente forni scono un residuo 
oleoso che viene .distillato sotto vuoto. Si raccoglie un 'uni.ca frazione 
(g 5,4; p .eb . 128-132° a 0,05 mm) costituit a dal propandiolo (xx-b). (Resa 
86%). Il prodotto per riposo solidifica totalmente e dopo cristallizzazio­
ne d.a benzolo mostra p.f. 96-97°. Lo spettro I.R. (CHCl3) m ostra bande 
di asso.rbimento a: 3534, 3425, 2959, 2907, 2857, 1595 (m), 1493 (s) , 
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1460 (m), 1401, 1381, l3(HI (m), 1263 (s), 1241 (m). lllO (m). 1087 (m). 
1073 (m) , 1034 (m), 980-913. 909, 866-855 cm-•. Analisi: 

per C, ,H ,,O, 
tro,·. 0 o : 

ca le. 
C 62,79; H 6,68: 

62,84; 6. IL 

4-Metil-4-(1 ,4-benzodiossan-2-il)-1 ,3-dioxolan-2-one (:~ u-b) . - Que to 
prodotto è stato sintetizzato a partire dal 2-(1 ,4-henzorliossau-2-il)-1,2-
-propandiolo seguendo !l metodo descritto per l '1,3-tlioxolan-2-one (XII-a). 
Il pro·dotto grezzo ottenuto è stato puri fica t o per r1 istillazi.one dando un 
olio incolore (p .eb. 128-130" a 0,02 mm) che per riposo olidifìca total­
mente . R esa 80% . Un campione ricri,:tallizza to rla CCI, mostra p.f. 92-9-t '' . 
Lo peltro I. R. (CHCl3) mostra bande rli assorbimento a: 2941. 2890. 
2841, 1802 (s), 1595 (m), 1488 (,). 146-J., 1383, 1328. 1299, ]264 (s). 1247 
(s), 1225 (m), ll88. 1145. 1116 (m) , 1107 (m). 1089 (s) . 1070 (m) . 1058 (;:,), 
1037 (m), 1017. 911 , 863-853 cm·'. AnaFsi: 

trov. 0 0 : C 61,14: II 5,3:2: 
per C , 2H,~O.; cale. 61,01: 5.12. 

2- (1 ,4-Benzodiossan-2-il)-1,2-propalldiolo-l-carbam mnto (V l). - una 

soluzione di 4-metil-4-(1,4-benzodiossan-2-il)-1.3-dioxolan-2-one (g 1,5; 
0,0063 moli) in diossano (10 ·cm3

) viene riscaldata con una soluzione di 
NH. OH (lO cm 3

: oluzione al 32%) in tubo chiuso a 85" per 2 ore. Eli­
minati i solventi a pre sione ridotta si o ttiene un residuo solido con 
p.f. 140-144°. Resa 88~~ - Un campione ricri tatJ.lizzato più volte ·da clorofor­
mio mostra p.f. 150-152". Lo spettro I.R. (nujol) mostra bande di assorbi­
mento a: 3484 (m), 3401 (s), 3300 (m), 3226 (m), 3175 (m). 1686 (s), 1616 
(s), 1592 (m), 1495 (s), 1416 (s), 1335 (m). 1323 (m). 1299 (m) , 1263 (s), 
1253 (s), 1195 (m), 1145 (m), 1136 (m), 1109 (m), 1093 ( ), 1085 ( ) . 1072 
(s), 1031 (m), 1013 (m), 983 (m). 963 (m), 938 (rn). 926 (m). 900 (m ). 
873 (m), 836 (m), 786 (m), 755 (s), 745 (s), 721 , 696 cm-1

• Analisi: 

trov. % : C 57,03: H 6,04; ~ 5,76: 
per C,H .:.NO., cale. 56,91; 5,97; 5.53. 

3-(1,4-Benzodiossan-2-il)-1,2-propandiolo (xi-e). - Questo prodotto è 
stato ottenuto per reazione del 3-(1,4-benzodiossan-2-il)-2-i.dr() s!-1-cloro­
propano (1 2

) con formiato sodico a 145-150" o,perando analogamente a 
quanto descritto per 1'1-2,-propandiol o (xr-a). Jl prodotto grezzo viene puri­
ficato per distillazione: i ottiene così il propandiolo (xr-c) sotto forma di 
un olio viscoso limpido (p. eb. 150-155° a 0,02 mm). Resa 75% . Lo spettro 
I. R. (velo liquido) mostra bande di as•orbimento a: 3390, 3300, 2899 (m), 
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2857 (m), 1595 (s), 1495 (vs), 1466 (m), 1304 ( s). 1269-1250. 1198 (m). ll12 
( s) , 1040 (vs), 1020 (s), 963 (m), 888, 849, 828, 753-147 cm·' . An ali si : 

Lrov. <;6 : C 62 185; H 6,72; 
per C, , H,,O, ralc. 62 ,84; 6,11. 

4-(1,4-Benzodio:;:;an-2-il-metil)-1 ,3-dioxolan-2-one (xu-c). Que to 
prodott o è stato ottenuto a partire dal 3-(1,4-benzodiossao-2-il) -1 ,2-propan­
cliolo operanrl o ana logamente a quanto <lescritto per 1'1,3 -òioxolan-2-one 
(xn-a). Il prodotto grezzo rlopo cristallizzazione rla poco benzolo ha p.f. 
91-93". Resa 80% . Lo peltro I.R. (nuj O'J) mostra bande rli assorbimento a : 
1779 (s), 1512 (m), 149-5 (-), 1-!77 (m), 1346-1333, 1304, 1287 (m) . 1274 (m), 
1263 (m), 1252 (m), 1196, ll81 (s), 1168 (m), 1134, ll03, 1079 (m), 
1059 (m), lU42 (s), 1027, )018 , 915, 894, 883 , 857, 827, 820, 713 (m), 755 (s), 
717 cm·'. Analisi : 

trov. ~~ : C 61.20; H 4.9";': 

61,01: 5.12. 

3- (1,4-B('II;;odios:;an-2-il)-1 ,2-proprL11cliolo-l-carbam mal o ( vu). - ll ca r­
bamma to (v11) è sta to ottenuto facen<lo r eagire !n tubo chiuso l 'a mmo­
niaca suU'1,3 -dioxolan,2-one (xu-c) seguendo il metodo a) descritto per il 
carbammato (v). Il prodotto grezzo ottenuto viene purificato per dist i lb­
zione; i ottiene così i l carbamma to (vn) sotto [orma rli oli o viscoso !ncolore 
(p. eh . 165-168° a 0 ,05 mm). Resa 70%. Lo peltro I.R . (CHCl;.) m ostra 
ban1le rli assorbimento a: 3521 (m), 3413 (m), 2899, 1724 (s), 1592 (m). 

1493 ( ), 1464, 1395 (m), 1342-1325 (m), 1302, 1279 (m). 1266 (s). 1250 (s). 
1188, 1109 (m), HliO (m) , 1040 (m), 1017. 912 cm· ' . Ana li si: 

trov. % : C 57,00; H 6,00; ~ 5,60: 
per C ,!H ,,_ ·o.-. ca le. 56,91: 5.91; 5.53. 

2- (?.,3 -Diidro-benzojllran-2-il)-2-idrossi-1-cloro-elano (x-<1). - A1l una 
so luzione rli 2-cloacetil-2,3-di irlro-benzofurano ( ' 3) (g 4; 0,02 moli) !n 
metanolo (50 cm3

) si aggiunge a porzioni, otto agi tazione, i"aBH~ (g 0,4: 
0,01 moli). Durante tutta l 'aggiunta si mantiene la temperatura a l ili sotto 
ili - 5°C. Dopo riposo .l i un ' ora, si neutralizza con CH, COOH fl si e limina 
il solvente a pres ione ridotta. Il r esiduo è tra ttato co n acqua (5 cm 3

) ed 
estrailo .a fondo con etere . G li estratti eterei riuniti vengono socrati su 
~a"SO •. Dopo el iminazione del solvente s i ot.tiene un resi fluo o lenso che 
per distillazione forni sce un 'unica fra zione (g 3,8 ; r esa 95% , p.eb. 77-80° 
a 0,01 mm) costvtuit a da cloriò ina (x-cl). Lo spet tro I.R . (ve lo liquido) 
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mostra bande di assorbimento a: 3425 (m), 3030, 2924 (m), 1597 (m), 1479 
(s), 1462 (s), 1439, 1321 (m), 1229 (s), 1163 (m), 1093 (m), 1067 (m), 1014 
(m) , 988, 961 (m), 872 (m), 858 (m), 794, 750 (s), 709 cm· t. Analisi : 

trov.% : C 60,73; H 5,59; Cl 17,54; 
per C,0H 11 Cl02 cale. 60,46; 5,58; 17,85. 

1-(2,3 -Diidro-benzofuran-2-il)-1,2-etandiolo ('") (x1- d). - Una soluzione 
di 1-cloro-2-idrossi-2-(2,3-diidro-benzofuran-2-il)-etano (g 2; 0,01 moli) e 
di formiato sadico (g 1,4; 0,02 moli) in glicol etilenico (30 cm3

) viene risc•al­
data sotto agitazione ed in ambiente di azoto a 150° ·per 3 ore circa . L 'elabo­
raziOJte della miscela di reazione viene condotta analogamente a quanto 
descritto per 1'1,2-propandiolo (xi-b). Il prodotto di reazione grezzo viene 
purificato per distillazione ottenendoosi il clio lo (xr-d) (g l , 7; resa 93 % ; 
p.eb. 120-125" a 0,01 mm) sotto forma eli un olio incolore viscoso che, dopo 
lungo tempo, solidifica. Un campione cristallizzato da poco benzolo mostra 
p.f. 90-92°. Lo spettro I.R. (CHCl3) mostra bande di assorbimento a: 3546 
(m), 3425-3333 (m), 2967, 2899 (m), 1595 (m), 1477 (s), 1458 (m), 1319, 
1227-1200 (s), 1170, 1163, 1091 (m), 1040 (m), 1014 (m), 975 (m), 950 (m) , 
886, 857 cm·' . Analisi: 

trov. % : C 66,76; H 6.71; 
per C,0H 1 ~0, cale. 66,65; 6,71. 

4-(2,3-Diù:lro-benzofuran-2-il)-1,3-dioxolan-2-one (xu-d). - Questo pro­
dotto è stato ottenuto a partire da 1-(2,3-diidro-benzofuran -2-il)-1,2-etan­
diolo seguendo il metodo descritto per 1'1,3-dioxolan-2-one (xn-a). Resa 
75%. Il prodotto grezzo dopo cristallizzazione da benzolo mostra p .f. 
160-161°. Lo spettro I.R. (nujol) mostra bande di assorbimento a: 1805 
(m), 1776 (s), 1595, 1481 (s), 1395 (m), 1326, 1295, 1287, 1242, 1225 (m), 
1200, 1167 (s), 1096 (m), 1071 (m), 1045 (mj, 1017, 957, 941, 901, 860, 
855, 815 , 790, 768. 754 (m), 749 (s), 728, 713 cm·'. Anali si: 

trov. % : 
cale . 

C 64,13; H 4,87; 
64,07; 4,89. 

4-(2,3-Diidro-benzofuran-2-il)-1,2-etandiolo-1-carbamma.to (vm). - Que­
sto prodotto è stato ottenuto a partil·e ·rla 4- (2,3 -diidro-benzofuran-2-il)­
-4,3-dioxolan-2-one seguendo il metodo descritto per il carbammato (vr). 
Il prodotto grezzo solidifica totalmente e viene purificato per cristallizza­
zione da cloroformio . Resa 78% . U n campione ricristallizzato ha p.f. 
130-13JO. Lo spettro I.R. (nujol) mostra bande eli assorbimento a: 3448 (s), 

Ann. I s!. Super . Sanità ( l 9G.j) 1, 232-243. 
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3279-3205 (m), 3155, 1139 (m), 1684 (s), 1592 (m), 1484 (m), 1429, 1420 (m), 
1399 (m), 1362 (s), 1330 (m) , 1321 (m), 1295 (m), 1269, 1239 (m), 1222, 
1166 (m), 1134 (m), 1094 (s), 1015, 985 (m), 968 (m), 936, 901 (m), 866 (m), 
833, 798, 779 (m), 742 (s) cm· '. Anali i: 

trov. ~o : 

cale. 
C 58 ,96; H 5,80; N 6,25; 

59 ,18; 5,87; 6,28. 

3- (2 -Metossi-fenossi)-propionil cloruro. - Grammi 9 di acido 3-(o-me­
toss i-fenossi)-prop ionico (' ·') sono trattati con 45 cm3 d i SOCl2 • La mi­
scela di reazione è lasciat~ a temperatura ambiente per mezz'ora, poi 
riscaldata a 55-60° per un 'or a e mezza. L'eccesso di SOCl~ viene elimi­
nato a pressione ridotta; il residuo è ripreso con benzolo anidro (50 cm3) 

ed il solvente è nuovamente eliminato. Il residuo solido così ottenuto è 
costituito dal cloruro acido grezzo. che viene purificato per criiltallizzazione 
da esano. I cristalli mostrano, p.f. 45 -47°. Resa g 9 (98% ). Analisi: 

lrov. % : C 56,07; H 4,90; Cl 16,26; 
per C ,,H ,,Cl03 cale. 55,95; 5.17 ; 16,53. 

1-Cloro-4-(2-meto.s.si-fenossi)-butan-2-one. - Una soluzione òe] prece­
den te cloruro acido (g 4,8; 0 ,022 moli) i.n etere assoluto (50 cm 3

) viene 
fatta gocciolare sotto agi tazione, in una soluzione eterea di diazometano 
0,4 M (115 cm3

; 0,046 m oli) . Durante tutta l'aggiunta , la temperatura non 
deve superat·e i 2-3 °. Si lascia a sè per diverse ore e si fa poi gorgogliare 
per 2 ore una le n t a corrente di H Cl gasso o. Si elimin a il solvente a pres­
sione ridotta su l OH solido. Il resirluo oleoso, ripre!'o con diossano acquoso 
(l: l), separa immedia tament e cristalli incolori (g 4,6) di clorochetone con 
p.f. 85-88°. Per ricri stallizzazione da di ossa no acquoso ( 4-: l) si ottengono 
cristalli con lo ste so pun to rli fu sione. Lo pettro T.R. (nujol) mostra bande 
di assorbimento a: 3538 ( s), 3322, 3215, 1739 ( vs), 1656, 1595 (m), 1527, 
1511 (s), 1401 (s), 1329 (m), 1304, 1290, 1255 (vs), 1222 (vs), 1182 (s), 1122 
(v ), 1103 (m) , 1053, HJ42, 1026 ( s), 933, 907. 836, 826. 783 , 769 (m), 738 
(n•). 727 cm·1

• Analisi : 

l l'O \'. % : 

cale. 
l. 53.69; H 5,9ì; Cl 14.26; 

53.55; 6.13 ; 14,37. 

La microrleterminazione tlell 'acqua rl ! cristallizzazione con l'appa­
rPcrhio E dwanls Morlello MDA2 ha n alo: 

trov. % : H"O i ,99; 
per C ,,H ,3CIO, . H "O cale. 7,81. 

A nn. 1st. Su)Jel'. Sanità (1965) 1, 232-243. 
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U n rampione Ili que5to clorochetone idrato è rli~ti ll alo: si ot tiene un 

liquido incolore viscoso con p.eb. ll5-1J 7" a O,()] mm. Anal isi: 

Lrov. % : 
ra lc . 

C 57.45; H 5, 711; Cl .l5,50; 

57.77 ; 5,":"3 ; 15,50 . 

1-CLoro-2-idrossi-4- ( o-metossi-fenos.~i)-butano (x-e). - Grammi 4 .6 
(0,018 m oli) del precedente clorocheton e idrato vengono sciolti in ]~0 r m 3 

d i metano lo ed a lla so luzione si aggiun gono a -porzio ni , sotto agitazi one . 

g 0.38 (0,01 moli) di NaBH ,. Durante tutta l ' aggiunta si mantiene la tempe­
ratura a 16-18". Dopo riposo di un ' ora ~ i neutra li zza con CH , COOH (l cm 3

) 

e si elimi na il solvente a pressione r idotta. L'usual e elab orazione fornisce un 
r esiduo oleoso che v~ene rli stilla to: si raccol gono così g 4,2 (r e a 91 ~0) di 

rl orirlrina (x-e), liquid o inro lore visco o che •o lidi(ù·a r ompl e tam ente per 
prolungato riposo. Un campione purificato per c-ri stalli zzazione da benzo lo 

ha p.f. 56-58°. Lo spellro I.R . (CHCl:,) mostra bande eli assorbimento a : 
3483, 2967, 292-'J. , 2817 , 1597 (m), 1506 (s), 1467 (m), 1437 (m), 1439, 1386. 
1325, 1292, 1251 ( s) , 1177 (m), ]122 (~) , 1048 (m), 1029 (m), cm·' . Anahi : 

trov . ~,. : C 57, 19; H 6 ,5-l; Cl 15,51: 
per C 11 H ,,C l0 3 calc. 57 .. 11: 6.56: 15.3 ":" . 

4-(2-meto.ssi-fenos.si)-1 ,'2 -butwufiolo (xt-e) . - Questo di o lo i> ~ Ltto 

prepara to a partire rla ll:t clorirlr ina preced ente per reazio ne co n form ia to 
di sorlio in gEco] etilenico a 1'-15- -150", .;eguenrlo il procerliment o rle5critt o 

per 1'1,2-propa ndi olo (xr-b).ll rliolo (xr-e) così o t tenuto è un li q uido v ioco,;o 
con p .eb. 125-128° a 0,02 mm che !'Olirl ifìea rapidamente; u n campione 
cristalli zzalo da benzolo ha p.f. 56-51". Lo spettro T.R. (CCI ,) mo,tra banrle 

di assorb imento a: 3509 (m) , 2924 (m). 1600 (m), 1508 (,·~) , 1468 (m). 
1458 ( ~) , 1-151 , 1399, 13 76 . 1325. 1253 ( v:-). 1179 ( m). 11~-J. ( ~). 10-1-;-. J033 
(m). 998 cm· ' . Ana lis; . 

lrov. 0
0 : C 62 ,15: H 7.40 : 

pe r C,II ,,O, ca lc. 62.25; 7,60. 

4-(o .Metos.si-feniletil)-1.3 -dioxolan-2-olle (x11-e). - Questo prorlotto è 
talo sint e tizzato a pa rti r e rla ii ' J ,2-b ut.a ndio]o ( Xl-e) secruendo il m e torlo 

d escritto pe r la preparazione rl e ll ' 1,3- rl ioxo1an-2-one (x 11-a}. Il prorlotto 

eli r eazi o.ne g:rezzo è st alo purifica to per rEst ill azion e rl anrl o un oli o in­
colore vi coso con p. eb . 150-155'' a 0 ,0 1. mm. R esa 80 ~() · Lo 5pe ttro J .R. 
(CH Cl, ) mostra bande rli assorbimento a : 2959. 2899. 2801, 1195 ( ) . 

A nn . l st. Super. Sani/ci (1 Qfo.i} 1, 232-24~. 
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l :--15, 1591) (m) , 1-1-91 (~), 14:-l (m). 1 160 (m). 1H9 (m), U 35, 1385 (m ), 

1:1114, 1323, 1248 ( ~). t214 (,;), 1120 (m), 1103 (m), 973, 905 cm· ' . Ana lisi: 

ti'OL '\, : c 60,39: H 6,20: 
per C,,H ,,O.-. calo 60.50: 5,92. 

2-l drassi-4- (2-melossi-fetw.•·.~i) -1 ,2-hutrmdio/o-] -carbamnwto (IX). - 11 
c· arbammato ( 1 ~) è -;talo otte nuto a parti r e da l carbona to ciclico prece­

dente (xtt- e) per trattament o con H ,OH secondo il m eto do adotta to pe r 

la sintes i rl el carbanunato (vl). n prodo tto ~rezzo rlo po cris talizzazione 

da c loroformio h a p.f. 113-114". Hc,;a 85% . Lo s p e ttro l.H.. (nujo.l) mo­

s t ra band e d i asso rbimen to a: 3425 (s), 3300 (s) , 3175 (m), 1689 (vs), 
1608 (m), 1592 (m), 1508 (:;). 14:~3 (s), L361 (s) , 1330 (m), 1287 (m). 1255 
(s) . 1224 s). LL82 (m). 1119 (s), 1089 (s). 1066 (m) , 1054 (m), 1038 (m), 
]020 (m) , 998, 995 m). 920 (111), 90U (m). 892. 848, 838. 787. 766 (m). 
744 (s), 738 (s) c m· ' . An a lisi: 

tro\'. % : 

per C,"H 11NO .• cale. 

C 56,46; H 6,99; N 5,25 
56,46 ; 6,71; 5,49. 

Ringrazi a mo la Prof. Margh e r ita MARZA ORO rlel Labora tnrio rli Mi­

croan a lis i rl e ii 'Is ti tu lo Super iore Lli Sanitit per aver esegu ito le rletermi­
nazioni mic roanal itiche. 
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Ricerche sulla fìcina 
Nota I. - Purificazione, caratterizzazione e composizione m ammino .. 

acidi. (*) 

G. B. 1\fARINI-BETTÒLO, PIERO u. ANGELETTI (**), MARIA L. SALVI (**), 
LEONARDO TENTORI e GIROLAMO VIVALDI 

Laborato1·i di Chimica biologica e Labomtori di Biologia 

Riassunto. - Viene descritta la purificazionc della ficina dal latice 
di Ficus, come pure dalla polvere di laticc, e la sua cristallizzazione. 

Vengono determina te alcune caratteristiche di questo enzima ed in 
particolare l'attività proteolitica in. confronto alla tripsina ed alla papaina 
in presenza di inihitori e di attivatori. 

Con il metodo della sedimentazione ne è stato det erminato il peso mo· 
lecolare pari a 26.500. 

La ficina così pmificata è stata idrolizzata, gli amminoacidi determinati 
con il metodo di STEIN e MooRE, stabilendo il numero dei residui di ammino­
acidi presenti nella molecola. 

Per il triptofano la determinazione è stata effettuata sia con il metodo 
della N-bromosuccinimr.aide, che secondo il metodo spettrofotometrico . 

Summary. - The AA. describe the purification of ficin from Ficu.s latex 
as wcll as from latex powder, and its crystallization. 

Some characteristics of this enzyme are det ermin ed and particularly 
its proteolytic activity as compared with trypsin and papain in the presence 
of inhibitors and activators. 

Molecular weight det ermined b y sedimentation is 26,500. 
The ficin t hus purified has been hydrolized and the amino-acids deter­

mined through the STEIN and MooRE method. The numher of amino-acids 
r esidues present in the molecule has heen est ablished. 

Tryptophan det erminat ion has bcen effccted both with the N-bromo­
succinimide and the spectrophotometric method. 

Tra gli enzimi proteolitici di ongme vegetale hanno particolare im­
por t anza la papaina, la fìcina e la bromclina. 

(*) Questo lavoro è appar so in Gazz. Chim. !tal. , 93, 1239 (1963). 
(**) Istituto di Chimica della Facoltà di Medicina dell'Università Cattolica del S. Cuore 

- Centro Nazionale per la Chimica del Farmaco e l e Sostanze biologiche attive del 
C.N.R. - Roma. 

.<inn. l st. St<JX'r. Sanità (1965) f , 244-256. 
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La papaina come è noto, si ncava dalla Carica papaia pianta ch e ve­
geta nei tropici. Date le numerose applicazioni pratiche lo studio della pa­
paina è stato particolarmente approfondito da vari ricercatori. La papaina 
è stata riconosciuta come un enzima polipeptidico, la cui sequenza di ammino­
acidi è sta ta quasi completamente chiarita dagli studi di E. SMITH, J. R. 
KrMMEL e A. LrGJ·IT (!) . 

La bromelina, proteasi presente in molte bromeliacee c ricavata dal­
l'ananas (Bromelia ananas L.) è stata recentemente purificata e studiata da 
T. MunACHI e H . NEURATH (2). 

La fìcina che si trova nel latice d elle piante del gene1·e Ficus è anch'essa 
un enzima proteolitico di natura polipeptidica. 

Nelle regioni del bacino amazonico e dell 'Orinoco (Brasile, Perù, Co­
lombia, Ecuador, Venezuela e le Guyane) il latice di Ficus, generalmente 
di Ficus antithelmintica si usa largamente nella medicina popolare per com­
battere le parassitosi intestinali e anche nell'anchilostomiasi, seppure la 
presenza nel lat ice di talune sostanze possa provocare fenomeni di intossi­
cazione e di intolleranza soprattutto nei bambini. 

L ' azione antielmintica si è voluta attribuire alla presenza n el latice 
di Ficus di un principio analogo alla santonina (3) mentre può venire facil­
mente spiegata dalle proprietà proteolitiche dell'enzima. che risulta quattro 
volte più attivo della papaina. 

In considerazione dell'interesse presentato ùa questo enzima vegetale e 
della r el ativa scarsità di dati riguardanti la sua struttura, nel quadro degli 
studi intrap1·esi da alcuni anni (4 ) sulla flora sud-americana, abbiamo iniziato 
una serie di ricerche allo scopo di meglio caratt erizzare questa sostanza. 

La fìcina è stata ottenuta allo stato cristallino da A. W ALTI (5) che ne 
ha descritte alcune proprietà biochimich e, ch e consentono dedurre ch e si 
tratta di un enzima sulfi.drilico in quanto viene inattivato dai reattivi dei 
gruppi tiolici e dagli agenti ossidanti. 

I gruppi amminici liberi nella molecola non sono essenziali come ha 
dimostrato ConEN; acetilando la fìcina non ne viene alterata n è la sua atti­
vità nè il suo campo di pH (6). 

R ecentemente J . E. LIENER (1) ha studiato il numero e la reattività dei 
gruppi tiolici nella molecola della ficina concludendo che essa deve contenere 
almeno due gruppi SII, uno dei quali facente parte del gruppo attivo dell'en­
zima, mentre un gruppo S-S non sarebbe legato all' attività enzimatica. 

Dalla polvere grezza, proveniente dallatice di Ficus della Colombia, si è 
ottenuta dopo soluzione in acqua, dialisi e successiva precipitazione da solfato 
ammonico una soluzione concentrata, che si purifica ulteriormente per croma­
tografia su DEAE-eelìulosa, impiegando un tampone Tris-fosfato; in quest e 
condizioni tma parte delle proteine viene fissata alla colonna mentre la fra zio­
ne che si eluisce contiene praticamente tutta l ' attività proteolitica (fig. l ). 

Llnn . Ist. S'ltJ)er. Sanità (l9G5) 1. 24~-256. 
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Dopo dialisi sotto ·vuoto contro t ampone acetato si sottopone la ficina 
così purificata acl una nuova cromatografia su colonna eli CM-cellulosa, 
impiegando per l 'eluizione un gradiente di tampone acetato. 
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Fig.l. - Comportamento cromatografico della ficina su colonne di cellulosa n scambio ionico . 

Ann. l st. Stmer. Sanità (1965) f , 2 14-256. 
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Successi ve cromatografie mostrano ch e il comportamento cromato­
grafico è costante e riproducibile in queste condizioni. 

L'enzima si concentra per dialisi oppure si liofilizza. La soluzione con­
centrata lasciata a pH 5 cristallizza con il tempo . 

Campioni di ficina purificati con questo metodo sono s tati anali zzati 
all 'Ultracentrifuga Spinco Mod . E cd hanno dato alla sedimentazione un 
valore di PM pari a 26.500. 

L'attività proteolitica della fi cina così purificata è stata det erminata 
sulla caseina in varie condizioni sperimentali in confronto con altre pro­
teasi come la tripsina e la papaina. Nella fig. 2 sono riportate le curve di pH 

p er l 'attività proteolitica della 
ficina in confronto alla papaina. 

"'' Si osserva che nel caso della ficina 

60 

20 

6.0 6.4 6.8 '.2 7.6 8.0 

F ig. 2. - Attività enzimatica della ficina 
c d~lla papaina a vari pH. 

si ha una zona piuttosto ampia 
con valori ottimali intorno a p H 7, 
mentre per la papaina il pH otti­
male è spost ato verso valori su­
p eriori intorno a p H 7,4-7 ,6. 

N ella fig. 3 sono riportati 
gli andamenti della equazione di 
Lineweawer e Burch pet· papaina 
c ficina , usando come substrato 

la caseina . La costante di Michaelis pare molto simile per entrambi gli enzimi. 
Si è anche studiata compara-

tiv amente l 'azione di diversi ini­
bitori sp ecifici sull' attività della 
ficina e della papaina ; si osser­
va che lo ione mercurico inibi­
sce completamente questi enzimi 
ch e vengono invece esal tati dal 
versene e dalla cisteina (vedi ta­
bella l). 

L'azione invece di due inibi-
tori naturali della tripsina, l 'ovo­
mucoide e la farina di soia è 
nulla sulla ficina e sulla papaina 
(vedi tabella 2) . 

La determinazione dell'azoto 
totale n ella ficina è stata esegui-

120 

!lv 
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80 
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•o 

20 

IO 20 30 40 so 60 1/s 

Fig. 3. - E quazione di Lincweawer e Burch 
per ficina e papaina usando caseina 
come suhstrato. 

ta con il micrometodo di Kjeldhal modificato da 
MEYER e C. C. THOMAS ( 8). La p ercentuale di azoto 
su tre campioni è risultata essere del 15,5 %· 

E. A . KABAT, M. M. 
in tre determinazioni 

Ann. I st. Super. Sanità (1965 ) 1, 244-256. 
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P er determinare gli ammino-acidi presl'nti nel la ficin a è stata impit>­
gata la t ecni ca cromatografica automatica di D. H. S PACKMA ·:-r, \~·. H. 
STEIN e S. MoORE ( 9 ). 

A qu esto scopo i campioni di ficina sono s tati idrolizza ti con HCI 6N 
per 24 ore a ricadere. 

Gli ammino-acidi acid i e neutri, sono stati cromatografati su colonna 
di Amberlite IR 120 ed eluiti co n nn istema di tamponi' citrato pH 3,25--1,25. 

1ABEI, I.A 

Effetto di ioni s ull'attività enzimatica della Ficlna e della Papaina . 

JigH. 

F-. 

Mn2+ . 

Mgt+ . 

Versene. 

Cisteina. 

. A Llività relativa % 
Io o i 

F'i~ina 

100 

o 

110 

105 

100 

150 

16(1 

Effetto di lnlbitori natu rali sull 'altivltà pr·oteolitica . 

100 

o 
100 

95 

100 

150 

1:?0 

------------------------------------------------------

Ovomucoide . . 

F arina d i Soja 

Inihitori (*l 

90 

100 

I nibizione ~~ 

7 li 

o o 

(•) Volumi uguali di soluzione enzimatica (10 mgfm1) c di soluzione dell'inihitore 
(10 mg/ml) sono incubati per 15' a 2SoC. prima di misurare l'attività prolt'olitira. 

Gli ammino-acidi basici sono stati cromatografati su colonne di Am­
berlite IR 120 con tampone citra to pH 5,28. 

La determinazione quantitativa dei singoli ammino-acidi è stata ese­
guita automaticamente mediante reazione cromatica con la ninidrina. Le 
lellure fotometriche sono state registrate in forma di curve (vedi fig. 4) . 

..dm•. l sl. Sll]){'r. Semi/ti (!!Hl:•) 1, 2H-256. 
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La dt>tcrminazionc del lriptofano è stata l'seguita dire llamPnLt· sulla 
fi cina sia con il metodo alla -bromo su ccinimmide di K . • \. PATCIIORNIK. 

\V. B. LAW o c B. WITKOP {I0) ch e con il met odo spcllrofolomr trico di 
T. W. GooowrN e R. A. ,\1.0RTON ( 11) . 

I risultati ottenuti nrlle a nalisi di tre campioni di fi cina (pro venien ti 
da tre diverse preparazioni) ono ripor la ti nella lahrlla 3. D a la la notevole 

T ABELLA 3 

l Ficina I Ficbn lll.l Fidna li( 

l ' l [J.~[ IJ.C: "' (J.~ IJ.~ •• (J.~l (.1.1\' 
o o l .. 

Lisina . 0,37 5 1, l 3,40 1 0 ,51 H,6 l ,43 o, 47 l 68 '71 4 , 39 

Istidina o, ll 17' l j ~~ ~~ l 
0 .11 17,1 l ,02 0 , 10 15,52 0,99 

Ammonio 2 , 26 ~0.9 -,:>t 2. 18 39.3 2,33 2,43 , 13,81 2.80 

o\.rgin ina. 0,63 109 ,7 6,90 U,-!9 8:),1

1 

5 . 07 0,47 81 ,87 5,23 l 
Acid o aspartico. 1 ,10 146, 4 9,21 l l ·"l 183,7 10,90 1,26 167 , 71 10 , 72 l 

Treonina. 0,56 66.7 0,62 73,85 l, 721 b.20 0.65 l 77 , l· 1,59 

Serina . 0,85 89,3 5,62 ù,87 91 ,l 5,12 0,77 80,91 5 .l7 l 
Acido glutammico. 1,39 20•t ,5 12 . 86 l ,41 208 , 9 12,39 1,32 191.,2Ji l 2,4l 

Prolina. 0 . 65 74,8 4,711··"1"·'1'·"1'·" 72,53 t . 631 

Glicina Il. 68 J 26. l 7 . 9.3 l. 86 139,6 8' 28 l ' 7 3 129,87 8 .30 

-\l arona ~::: l ' ~~:~ l 6.15 1,~8 114,0 6,76 1,19 106,02 6,17 

'~ Cisti na 3.!0 l o. " l 5!.1 3,21 0,45 j l ,U71 3' 15 

Yalina. 1,01 118,3 1 7, ~4 0,93 108,9 1 6, ~ 6 
0,87 1101 ·"l 6,51 

ilietionina 0, 19 1 28,3 l ,78 0 .15 22. l l ,33 0, 19 28,35 1.81 

holeuciua 0,38 19,8 3 . 13 0,4'7 61,6 3,6;) o. ~3 56.10 3,60 

Leuciua 0 . 87 111-,1 'i' 18 0,94 123,3 1 7,32 0,8 1 1110,18 1 .o~ 1 

Tirosina 0,71 128,6 8,00 0,76 137,7 
8,17 1 0,69 '"·'"l 'i ,991 

Fenilalanin a 0 . 38 l 61\.,3 ·1 , 05 1 0,36 60,9 1 3,61 0,32 51, 11 3, 16 

Tnptofann . 1.589,1 l. 685';) l. 56S, 1 

concordanza dci dati o t tenu ti m ciascun esperim ento è s ta t o possibile ta­
hularc da p arte i v alori m edi degli e perimenti e calcolar r il contenuto in 
micromole d i ogni singolo ammino-acido per g di pro teina , nonchè eseguire 
un calcol o a pprossimat o del v alore inLt>r o dei residu i di ogni singolo ammino-

Ann. f.•l. .')UJ)U. Sanilri (I!Hl.;\ 1, 214-256. 
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a cido con tenuto nella molecola della fìcinn, r iferendosi al peso molecolnre 
di 26.500, riportando .i Yalori nella tab . 4. 

, ono in corso esperien ze per la dct crminaziont• di gruppi terminali e 
di idroli i della f1Cina m ediante enzimi pecifiei p<.'r poter stabilire la forma 
e la "<'qur nza di questi ammino-acidi nella moleco la. 

TABI: LLA l 

\ 'lllod lllt·tli 
Hl'"'id ui ---

l ) l ,,.., !L)[ )Wl' p:'>J ~r;.:,ou 
1.6l :l.7 f.l.g !'! 

Lisina. O, 15 266.9 7 

[stidino . U, l l 65,2 2 

Ammonio . 2,29 l. 358 . 3 

Arginino 1),53 3l+..J. 8 

Acido aopartico l ,25 H1,4 !W 

Treonina 0,61 361,8 lO 

erino 0,83 192.3 13 

Acido gluta mmico . 1,38 818,6 22 

Proli n a 0,67 397 ,4· Il 

Gliciua 1,76 l .04 >,O 21! 

Alonina. l ,21 717,0 19 

J! Cistina . O, 15 266,9 7 

V alina 0,91 557, 6 15 

Mctionino. o, 18 106.8 3 

lsoleucina. o, 13 255, 0 7 

0,88 522, 0 n 

Tirosina . 0,72 ·>27, l ll 

Fenilalanina . 0,35 207,6 6 

Triptofano. 122,4 3 

Ficina. - È stata ottenuta dal latice di F icus proveniente dal Ficus 
anthelmintica R ic. o Ficus radulct Willd ., conosciu to in Brasile come Lom­
br.igueira o Caximguba . 

Il latice conosciuto anche nei paesi di lingua spagnola come lcche de 
ojé, o Leche de Higueronia è s tato ottenu to da Iquitos in P erù. 

Della stessa origine è anch e della po lvere grezza di fìcina . 

• l nn. J .•t . Suoer. Sanità (l!lGJ) 1, 2 11-2.)0. 



Altri campioni sono stati ottenuti da piante provenienti dal Rio Mag­
clalena in Colombia . 

Deside1·iamo ringraziare per l'invio di questi. campioni il serv1z10 eli 
Cooperacion del Perù e il Prof. G. NAVARRO della Università Javeriana 
(Bogotà). 

Purificazione della ficina. - Grammi IO della polvere grezza, prepa­
rata <lallatice eli Fico, si disciolgono in 100 mi d i HCl 0,01 N. La sospen­
sione così ottenuta, torbida e leggermente gialla viene direttamente dializ­
zata per 24 ore in camera fredda, contro acqua distillata e quindi centrifu­
gata per 30' a 6.000 rpm. Il precipitato si scarta, mentre il supernatante 
chiaro e leggermente giallognolo viene ritenuto . 

Grammi 30 di solfato di ammonio si aggiungono quindi a 100 ml del 
supernatante e si lascia per un'ora a 4oC. In quest e condizioni la maggior 
parte dell'attività proleolitica viene precipitata e si raccoglie p er centrifu­
gazione. Il precipitato si la va ancora con una soluzione al 30 % di solfato 
di ammonio, viene centrifugato c quimli si raccoglie e si discioglie in 50 ml 
di acqua distillata. La soluzione quindi si dializza per 3 giorni, contro acqua , 
allo scopo di rimuov ere tutto il solfato di ammonio. 

A questo punto la soluzione di ficina viene ulteriorm ente purificata 
mediant(' cromatografia s u colonna di cellulosa a scambio ionico . 

Millilitri 15 della soluzione di ficina , contenenti cuca 500 mg della 
enzuna, si dializzano contro campone Tris-fosfato 0,05 M, pH 7,2 e quindi 
si applicano su una colonna di DEAE-cellulosa , previamente equilibrata con 
lo stesso tampone . Le dimensioni della colonna , sono circa 16 x 2 cm. Dopo 
ch e la soluzione si è adsorbita alla colonna, questa viene lavata con il tamponP 
Tris-fosfato (circa 200 ml) c quindi si inizia una eluizione a gradiente sa lino. 
fino a concentrazione l M di NaCl neHo st esso Lampon e. Si raccolgono le 
frazioni (di circa 8 m i), mediante un 1·aecoglitore automatico. In queste con­
dizioni circa l '80% delle proteine non rima n e assOTbito alla DEAE-cellulosa 
e "ien e eluito n elle prime frazioni. 

Ques te riunite insieme si concentrano mediante diabsi sotto v uoto. 
contro un tampone di acetato 50 mM, pH 5. Si impiega quindi una colonna 
di CM-cellulosa per la s uccessi va purificazione. 

Circa 4-00 mg eli ficina si portano su eli una colonna di CM-cellulosa 
di 16 x 2 cm previamente equilibrata con tampone acetato e si lasciano ad­
sorbire. Si inizia quindi un lavaggio con il tampone acetato (circa 200 ml), 
seguito da cluizione a gradiente linear e, realiz7.ato mediante due camere 
Ji mescolamento. connesse in batteria. La prima camera contiene tampone 
acetato 50 m M, p H 5 e la seconda contiene N aCl l M n ello stesso tampone. 

L e proteine vengon o misurate n elle varie frazioni m ediante il m etodo 
Lowry, usando albume bovino come s tandard . 

. -l n 11 . l st . 81/l'fl"- Sa11il<i (1965) 1, 2H-~5G. 
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Si ripete l 'operazione sulla frazione cos.ì purificata e si ottiene un altra 
frazione con le stesse caratteristiche. Quest a si dializza nel Yuoto e quindi 
si liofilizza in modo da ridurre il' olumc a 20 ml. La soluzione lasciata a sè 
in camera fredda a pH 5 cris tallizza dopo alcuni giorni. 

Determinazione del P. M. per ultracentri(ugazione. - L'omogeneità e 
il grado di purezza della ficina così purificata sono sta t i controllati mediante 
l'analisi all'ultracentrifuga. 

A questo copo è stata impiegata un a 1wluzion e eli ficina all'l % in 
t empone fosfato a pH 7. La cuna eli secliment azion e è s tata effettuata in 
una ultracentrifuga Beckmann Mod. E. Spineo. In queste condizioni si ot­
tiene un unico massimo p eso molecolare calcolato 26.500. 

Determinazione dell'attività proteolitica della ficina. - Grammi l di 
caseina secondo HAMMARSTEN (Merck) si sciolgono in 100 m i di lampon e 
fosfato 0,1 M, p H 7,2 scaldando leggermente per facilitare la soluzione. 

Ad ognuna di una serie di provette aggiungono l m i di solu-
zione eli caseina e quindi 0,1 ml di soluzion e di ficina a d iverse concen­
trazioni. 

Le proYette ven gono incubate in b.m. a 370 per 30' . Al termine dell ' in­
cubazione la reazione viene interrotta p er aggiunta di acido trieloroacetico 
al 5 % nella misura di 2 mi per provetta. 

Le provette vengono quindi ct>ntrifugat e a 3000 giri per 15' . Quindi 
si misura la densità ottica del superna tante a 280 ID!J. m uno spettrofoto­
metro Beckmann DU. 

Contemporaneamente si fanno saggi in parallelo con tripsina e pa­
paina (impiegando a quesLo scopo campioni cristali zza li della Sigma Co. 
di aint-Louis). 

Pe1· stabi lire il p H ottimo di a l ti vi tà pro t colitica d ella ficina, si effettua 
una prova mettendo ad incubare una stessa quantità di enzima co n caseina 
disciolta in tampone fosfato a Yari pH. 

Si sono anche effettuate pro' r per stabilire l 'attività enzimatica con 
concentrazioni variabili eli cascina. In tal modo si rica' ano i Yalori per la 
equazione di LINEWEAVER c BuRCHS (vedi fig . 3). 

Azione degli inibitori o attivatori della ficina. - L 'azione degli attiva­
tori o inibitori della ficina è stata studiata aggiungendo l ' inibitorc o l ' atti­
vatore in concentra zione 5 mM ad una soluzione dell' enzima contenente 

lO m g/ml. 
Dopo l'incubazione per un 'ora si det ermina l ' attività enzimatica dei 

vari campioni come sopr a riporta t o. 

Determinazione degli ammino-acidi. - I campioni di ficina sono st a li 
idrolizzat i per riscaldamento all ' ebollizione per 24 ore con HCl 6 

. lll t!. 1st. Sttpcr. Sa<tilà ( l!Jiì.i) 1, 2H -250. 
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L'idrolizzato, dopo avere allontanat o l'HCI per C"~<aporazion e a b.m., 
,;ene clisciollo in tampon e eli citrato sodico 0,2 M, pH 2,2 in modo che la 
soluzione ottrnuta contenga in l mi la quantità di idrolizza to corrispondente 
ad l m g dell a proteina. 
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Fig. l. - Cromatografia su colonna dell'idroli zza to della Ficina. 

La compo izione in amm ino-acidi si de term ina secondo la tecnica cro­
matografica automatica ùi PACK~tA , TEIN e MoonE ( ' ) . Gli a mmino-acidi 
acidi e n eutri si cromatografano su colonne di Amherlitc IR 120 di cm 150 X 

0,9 con un sis tema eli cluzione co tituito da solu zione t ampont• di citrato 
odico a pH 3,25 0,2 M e pH 4,25 0,2 M, con una H locità di flus o di 30 ml 

pPr ora, acJ una tempera tura di 50°. Il volume totale di efflu ente raggiunge 
i 480 mi. 

.ol .ut. l sl. SuJ)er . Sani11ì ( 1!16-i) t , 244-:?fJU. 
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I dati necessari per il calcolo sono ricaYali da due determinazioni del­
l 'assorbimento a 280 llljJ., eseguite sullo st esso campione prima dell 'aggitmta 
di bromosuccinimmide e a trasformazione completa, con uno spettrofoto­
m etro B eckman DU. La differenza fra gli assorbimenti iniziali e finali viene 
corretta moltiplicandola per il fattore empirico 1,31 che permette di tener 
conto dell' assorbimento a 280 mp. d ei prodotti di ossidazione del triptofano. 
L'assorbimento così corretto viene diviso per la estinzione molare del trip-

1)0 

BO 
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20 

o L-----~----~----~---r---r--~-,--~,-~~ 
230 250 300 

À 
340 

Fig. 5. - Determinazione del triptofano nella ficina con il 
me todo della N-hromosuccinimmide. 

t ofano per risalire al numero di moli dell 'aminoacido contenuto nella solu­

zione : e:ilc{ ffij.L = 5820. 

Il calcolo della percentuale di triptofano contenuta nella proteina è 
ovvio ma deve ancora essere corretto per t ener conto del fatto che nella 
molecola proleica è contenuto il residuo triptofil; fattore di correzione per 
il residuo triptofù = 1,096. 

B) l'v'lctodo Spettrofotometrico. -- Il metodo è basato sul fatto che per 
s oluzioni protciche in NaOH 0,1 N l ' assorbimento nell'ultravioletto è do­
v uto quasi esclusivamente al triptofano ed alla tirosina poichè in queste 
conclizioni l ' assorbimento dovuto alla fenilalanina presenla un massimo molto 
basso a 258 IDf.L . È pcrlanto possibile, eseguendo le misure alle lunghezze 

A nn. Jst . Su,J<'r. Sanità ( 1965) 1, 24!-256. 
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Gli ammino-acidi basici si cromatografano su colonne di Amberlite IR 
120 di cm 15 X 0,9 impiegando come eluente un tampone di citrato sodico 
a pH 5,28 e 0,35 M, con una velocità di flusso di 30 ml per ora, ad una tem­
p eratura di 50o. 

La velocità di flusso, p er tutti e due i tipi di colonna è di l ml per 2 ', 
il reattivo alla ninidrina si riunisce automaticamente all'effluente nel vo­
lum e di 0,5 ml ogni 2'; l'intensità del colore blu, che si sviluppa dopo 15' 
di permanenza della m iscela in un b .m. bollente, si determina p er mezzo 
di un sistema di fotometria continua a 540 111fL ; con lo s tesso sistema, ma 
ad una lw1ghezza d 'onda di 440 mfL si determina l'intensità d el colore giallo 
sviluppato dalla r eazione della ninidrina con la prolina. 

I risultati delle letture fotometriche si r egistrano in forma eli cun·a 
su di un apparecchio r egistratore automatico. L'in tcgrazione delle curve 
così ottenute si esegue in gen ere con il m etodo altezza - tempo - la rghezza 
e, occasionalmente, con il metodo della addizione degli assorbimenti quando 
si trattaYa di massimi troppo bassi o con andamento asimmetrico . 

DETEIDIIi\'AZIOJ'\E DEL TRl PTOFAI\0 

A) J\Ietodo della -Bromosaccinimide. - Il me todo è basato sul fatto 
ch e la r-bromosuccinimmidc trasforma il triptofan o contenuto nelle pro­
teine in lattonc dell'acido 5-bromossindol-propionico. 

Dal punto di vis ta spett1·ofotometrico qu esta r eazione ha com e con­
seguen7.a la scomparsa dell'assorbimento dell'anell o indolico a 280 m fL e 
la concomitante comparsa di una nuo va banda compresa fra 240 e 250 m !L 
nonch è di un 'altra piccola banda tra 300 e 320 ffi!.J. . 

La reazione si s olge in ambiente acido, h a un andamcn Lo is tantaneo 
e linear e e si arresta quando sono stati consumati 1,5 ml di bromosucci­
nimmide per l mole di triptofano. 

Si opera su una soluzione contenente lo 0,05 % di fì cina in lampone 
Ace tato di sodio-acido acetico 0,1 M pH 4 . 

La reazion e vien e seguita allo spettrofotomet ro registratore Beckman 
impiegando un bianco costituito dal tampon e c registrando lo sp ettro di 
assorbimento alle lunghezze d'onda comprese fra 34·0 e 240 ID!L· 

Si aggiungono quindi a brevi intervalli di tempo 5 fLI di una soluzione 
acquosa di -bromosuccinimicl e al 0,178 %- Dopo ciascuna aggiunta viene 
registrato lo spe ttro di assorbimento : questa op erazione p ermette di seguire 
la diminuzione della banda a 280 m1.~., dovuta all'anello indolico . Le aggiunte 
(li bromo-succinimmide vengono eseguite fino a yuando, con du e su ccess ive 
aggiunte, non si osserva un'ulterior·e diminuzione dell 'assorbimento a 280 
m fL, ottencnclosi così la prova della completa ossidazione del triptofa no 
(ved i fìg. 5). 

. llw . 1st. .Su.J}cr. -"1111il<l ( IOG.i) 1, ~H-:!~•(' . 
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d'onda di 280,5 e 294.5 calcolare il contenuto di triptofano e tirosina appli­
cando la formula 

E = y A + (x - y) B 

E-xB 

A - B 
, , = dove 

x = N° totale di moli in soluzione; 
y = No di moli di tirosina; 
x- Y = Jo di moli di triptofano; 

da cui 

A e: molare della tirosina a 280,5 mfl.; 
B = ~ molare del triptofano a 280,5 mfl.; 
E = estinzione della soluzione. 

Si opera su soluzioni contenenti 0,01 e 0,05% di ficina in NaOH 0,1 N. 
Il valore di x viene ricavato dal rapporto fra l 'assorbimento a 294,5 

mfl. c la estinzione molare della tirosina alla stessa lunghezza d'onda. A 294,5 
m f.l esiste un punto di intersezione degli spettri della tirosina e del tripto­
fano: nei punti di intersczione l'intensità dell'assorbimento costituisce una 
misura diretta della concentrazione molare totale dei due amminoacidi pre­
senti nel soluto, qualunque sia la percentuale relativa dei due componenti, 
mentre a qualsiasi altra lunghezza d ' onda l'intensità dell'assorbimento è 
influenzata dalla proporzione in cui i due componenti sono contenuti. Poi­
chè si osserva un massimo della tirosina a 294 mf.l è perfettamente lecito 
eseguire il calcolo in base all'estinzione molare della tirosina a 294,5 mfl.. 

Il valore di E si ricava dalla determinazione dell'assorbimento a 280,5 
mf.l poichè quest a lunghezza d 'onda corrisponde al massimo del triptofano 
e quindi il rapporto ile: j t. per il triptofano è minimo. 

Le estinzioni molari della tirosina a 294,5 mf.l ed a 280,5 mi.L sono state 
ricavate sperimentalmente da soluzioni 0,1 mM dei due amminoacidi in 

NaOH 0,1 N e sono risultate le seguenti: e:;f~~5 = 2420 slit 5,2; e:~~5 = 1660 

slit 5,8; e::J,~5 = 5450 slit 5,8 . 

BIBLIOGRAFIA 

( 1) SMITH E., Kr~IMEL J. R. e LIGHT A.- lnt. Congr. Biochem. 5th Congr. Moskow, Sympo-
sium 4 (1961). 

( 2 ) MURACHIT. e N EURATH H.- J . Bio!. Chem., 235,99 (1960). 
(S) ALTMAN R. F . A.- llol. Inst. P esq. Amazonas C.N.P. Rio de Janeiro 3 (Quimica) (1958). 
( 4 ) MARINI-BETTÒLO G. B. 
(6) W ALTI A.- J . A m. Chem. Soc., 60, 493 (1938). 
(6) COHEN W . - Nature, 182, 659 (1958). 
(7) LLENER J. E.- Biochim. Biophys. Acta, 53,332 (1961). 
(8) KABAT E. A., MEYER M. M. e THOMAS C. C. - Exptl. Immunochem. p. 282 (1954). 
( 9) SPACKMANN D. H. , STEIN W. H. e MooRE S.- Anal. Chem., 30, 1190 (1958). 
( 10) PATCHORNIK K. A., LAWSON W. B. e WITKOP B. - J. Am. Chem. Soc., 80,4747 (1958). 
(11) GOODWIN T. W. e MORTON R. A. - Biochem. J. , 40, 628 (1946). 

Ann. 1 st. Super. Sanità (1 965) 1, 244-256. 

Nota III. - S1 

G. B. MARINI-

Riassunte 
tografia sono ~ 

corrente di va 
Tre di qu 

c con due steJ 
mecina e dell' 

Summar} 
thus acutus we1 

Three oftl 
and two of its 
and isoiridomy 

Le ricerch 
J. A. GARBAR 

KuTNEY, M. S 
all'isolamento , 
di un nuovo al• 
N-metil-dimeti 

Proseguen, 
MARINI-BETTÒJ 

(*) Questo l 
(**) o~pite d 


