
Effetto dell'attrattiloside e dell'insulina sul metabolismo 
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Riassunto. - È stato studiato il metabolismo del glucosio uniformt' · 
m ente marcato 14C nel diaframma isolato di ratto in presenza o in a senza di 
attrattilosidc e di insulina. 

L'attrattiloside fa diminuire significativamente il consumo di 0 2 e la 
incorporazione della radioattività del substrato n ell 'acido fosfoglicer ico 
mentre fa aumentare la produzione di co2 c di acido lattico radioatti vi. 
L 'insulina sia in assenza che in presenza di attrattilosidc non provoca alcun 
effetto n ei suddetti metaboliti, nè influenza il consumo di 0 2. 

Per azione dell 'attrattiloside la trasformazione del glucosio in glicogeno, 
sia solubile che insolubile e in oligosaccaridi viene ridotta di circa il 30 % ; 
l' insulina aggiunta al mezzo di incubazione stimola la incorporazionc della 
radioattività n el glicogeno e negli oligosaccaridi anche in presenza del gluco
side, eliminando completamente il blocco della sintesi di glicogeno provocata 
dall'a ttra ttiloside . 

Summary. ( The ~ffect of atract_rloside and insulin 011 glucose metabolism i 11 

rat diaphragm muscle in vitro) . - A quantitative study has been ca rrit•d out 
011 the effect s of atractyloside on aerobic glucose m etabolism in rat dia
phragm muscl c both in the presence and absencc of insulin. lt was confumed 
(Tables l-3) that in presence of atractyloside the synthesis of glycogen as wcll 
as the oxygen uptake is decreased (BRUNr et al. , 1964) ; i t was also found 
that the lactate and C02 production were increased (Tables 1,2) and that 
phosphoglyceric acid production was dccreased by a factor five (Table 2). 
The specific activity of lactate does not change (Tablc 2), while t h at of C02 

almost duplicates (Table l) . The inhibition of glycogen synthesis (Table 3) 
by atractyloside was completely removed by the addition of insulin to tbt• 

incubation medium (Table 3), whereas the effects of the inhibito r on 0 2 

(• ) Borsist a dei Laboratori di Chimica Biologica. 
(•*) Direttore Istituto di Farmacolo,gia dell'Università di Podov11. 
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uptake, co2, phosphoglyceric acid and lactic acid production were un
affected (Tables 1,2). 

È stato dimostrato, nei Laboratori di Biochimica dell'Istituto di Sanità 
(BELOFF-CBAIN et al., 1955), che nel muscolo diaframma isolato di ratto il 
glucosio è metaholizzato in glicogeno, oligosaccaridi, acido lattico e C02 

e che l'insulina stimola la sintesi degli oligo e polisaccaridi mentre non ha 
alcun effetto sulla produzione di co2 e di acido lattico. 

BRUNI, RAUSA & PATANIA (1958) hanno dimostrato che nel muscolo 
diaframma di ratto in presenza di attrattiloside vengono ridotti la sintesi 
di glicogeno ed il consumo di ossigeno, e che l'insulina rimuove il blocco della 
glicogenosintesi causato dall'attrattiloside. Le proprietà di questo glucoside 
(cfr. SANTI, 1964), emerse da successivi studi su mitocondri isolati, hanno 
messo in luce che esso inibisce i processi di trasferimento di energia (SANTI, 
1958) influenzando alcune reazioni che coinvolgono gli adenin-nucleotidi 
(BRUNI, CoNTESSA & Lucum, 1962 ; VIGNAis, VrcNAIS & STANISLAS, 1962; 
BRUNI et al., 1964; KEMP & SLATER, 1964; CnAPPEL & CaoFTs, 1965; 
BRIERLEY & O'BRIEN, 1965), pertanto in funzione di quanto è noto sul mec
canismo di sintesi di glicogeno nel tessuto muscolare {BELOFF-CHAIN et al., 
1964) è sembrato interessante estendere le ricerche di BRUNI, RAusA & 
PATANIA (1958) allo studio dell'effetto dell'attrattiloside sul quadro com
pleto del metabolismo del glucosio nel muscolo diaframma di ratto, usando 
il substrato marcato uc e la tecnica di radiocromatografia su carta, come 
descritta da BELOFF-CHAIN et al. (1955). 

MATERIALI E METODI 

Materiali 

Il glucosio uniformente marcato uc è stato ottenuto dal Radiochemical 
Centre, Amersham (Gran Bretagna) ed è stato utilizzato dopo diluizione con 
soluzione di glucosio non radioattivo in modo da avere un'attività specifica 
di 16,6 mcfmg. L'insulina, esente da glucagone, è stata ottenuta dai Lilly 
Laboratories, Indianapolis (U .S.A.). 

Mewdi 

Preparazione ed incubazione del tessuto. - Il muscolo diaframma è stato 
prelevato da ratti Wistar maschi del peso di 150-200 g ed incubato in tam
pone di fosfato (STADIE & ZAPP, 1947) a pH 6,8 secondo la tecnica descritta 
in un precedente lavoro (BELOFF-CRAIN et al., 1955). Il mezzo di incubazione 
conteneva glucosio 5,5 mM e, quando presenti, attrattiloside e insulina rispet
tivamente alla concentrazione 1,2 mM e 0,1 unità per ml . 

3 
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SeparazionP. e determinazione dei metaboliti radioattivi. - Alla fin~" dr ll'in
cubazionc il tessuto veniva omogenato in alcool e tilico al 60 % t'Ò aliquott' 
dclrcstratto venivano cr omatografatc su carla usando g li stcs i solventi 
descritti da BELOFF'-CFLAI et al. (1955) ; aliquote del mezzo di incubaziont· 
erano anch'esse cromatografatc su carta. 

La radioatth ità incorporata nella 14C02 c nel residuo i.nsolubik dd
l'estratto del t essuto, nonch è quella presente n ei metaboliti separa ti nei cro
matogrammi su carta, venivano det erminat e come de critto da B ELOFF'

CuAIN et al . (l 955) e FRANK et al. (1959). 

Determinazione enzimatica dell'acido lattico. - L'acido lattico totalt' è 
stato det erminato sia nel m ezzo che n ell 'estratto con il m etodo en zimatico 

descritto da ScuOLTZ et al., (1959) usando i n•attiv i della Boehringer , 
Mannheim (Germania). 

Identificazione dell'acido Josfoglicerico. - B ELOFF-CHArN et al. (1955), 
cromatografando i m ezzi di incubazione su carta con il solvente alcool buti
lico terziario acqua (80 : 20) contenente 4 % di acido picrico, avevano notata 
la presenza di un m etabolita radioattivo avente Rf 0,56 e si era suggerito 
che esso potesse essere un trioso fosfato. Tale composto è stato ora idl·nli
ficato com e acido fosfoglicerico nel seguente modo : aliquote dei mezzi di 
incubazione sono state cromatografate a band: n el suddetto solvente ; la 
striscia di carta corrispondente alla banda radioattiva avente Rf 0,56, indi
viduata per me:~:zo della autoradiografia, è stata t agliata c la vata con un a 
miscela anidra di acetone ed alcool etilico (l : l) fino a scomparsa della colo
razione gialla dovuta all 'acido picrico ; dalla carta così lavata è stato eluito 
con acqua il metabolita radioattivo. L'analisi del fosfat o solubile eseguita 
con il m etodo di BERENBLUM & CHAIN (1938), ed il saggio con l'acido cro
motropico (BAnTLE'r'r, 1959) hanno messo in evidenza che il composto conte
neva una molecola di fosfato per una molecola di acido glicerico ; cromato
grafando il prodotto con acido 2-fosfoglicerico ed acido 3-fosfoglicerico n ei 
solventi impiegati da BELOFF-CHAIN et al. (1955) cd inoltre nel solvente indi
cato da CowCILL (1955), si è osservato che il m etabolita radioattivo ha Rf 
identico a quello dell'acido 3-fosfoglicerico, anche se non si può escludere 
in modo definitivo la presenza dell 'acido 2-fosfoglicerico. 

RISULTATI 

Dai valori riportati nella Tabella l risulta ch e l 'attrattilosidc causa una 
diminuzione del consumo di 0 2 da parte del muscolo diaframma di ratto 
incubato con glucosio ed un aumento nella incorporazione di radioattività 
n ella C02 ; p ertanto l'attività specifica della 14C02 calcolata risuJta aumentata 
per azione del glucoside. L'insu.Jina non provoca nessuna variazione n ei va-

An11. Jsl. Super. Sanilù (19GG) 2, 30( ·309. 
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TABELLA 

Influenza dell'attrattlloslde e dell'lnsuUna sul consumo di 0:! e suJia produzione 
di C02 da glucosio nel muscolo diaframma di ratto. 

Consumo ùl 0 1 Produzione Attività spcolJlca 
Condizioni (li lncubll7.iono • (!J.mOii/g di tcS!luto, di 14COt co.lcolatl\ (!J.mOIJ/8' di te88uto, 

peso umido/00') peso umldo/00') della. uco, •• 

Co ntrollo 99 ± 4 7,3 ± 0,8 0,07 
Con attrallilosidc (1,2 · 10·91\1) . 76 ± 5 9,3 ± 0,8 O, L2 
Con insulina (0.1 unitilfml) . LOO ± 4 8,3 ± 0,7 0,08 
Con attrattiloside (1 ,2 · IO·SM) c 

insulina (0,1 unità/ ml) 71l ± 5 lO , O ± L,O 0 ,1 2 

• 100 m~ di tessuto incubato a 370 C in 0 2 per 90 mio' in 1,2 mi di tampone 
fosfa to u pH 6,8. contenente gluco~io-(U)- 14C nllo 0,1 %- Valori medi di lO esperienze ± 
errore st andn.rd. 

•• Rapporto trn il 14C02 formato ed il C"Onsumo di 0 2 • 

lori del consumo di 0 2 e della produzione di 14C0ll ottenuti sia in assenza ch~.: 

in presenza di attrattiloside. Inoltre l' attrattiloside stimola in modo signi· 
ficativo la produzione di acido lattico radioattivo e riduce a circa un quinto 
l' incorporazione della radioattività del glucosio nell'acido fosfoglicerico. 
L'attività specifica dell'acido lattico, relativa a quella del glucosio posta 
uguale a l, è 0,46 e non è influenzata dalla presenza del glucoside. L'instùina 
non provoca alcuna variaziohe significativa nè sulla produzione di acido 
lattico nè su quella di acido fosfoglicerico sia in assenza che in presenza di 
attrattiloside (Tabella~ 2). 

' 

TABELLA 2 

Influenza dell'attrattlloslde e dell'Insulina sulla trasformazione del glucosio 
In acido lattico ed In acido fosforogllcerlco nel muscolo dlafranuna dl ratto. 

Uiucoslo trnsforma.to 
(Y/lOOmg di te8Sllto, peso umldo/00' ) Attività specifica. 

Uoudizloni di lncubt•ziono • 

l 
relativa. dell'acido 

in acido In acido lattico i~ttico • • foatogUcerlco 

Controllo 6•\ ± 12 188 ± 24 O, -l6 
Con attrnttiloside (1.2 . 10·31\1) 12 ± 3 261l ± 59 0 , 47 
Con insulina (0,1 unità/ mi) . 69 ± H 215 ± 36 0,~3 

Con nttrnllisolide (1,2 · JO·Sl\f) c 
insulina (0, 1 unità/ mi) 13 ± 2 304 ±50 u , '~8 

• Condizioni ~perimentnli rome in Tabella l. Valori medi r elativi n 10 cspP.rienze ± 
errore st andard . 

•• R npporto tru la quantità di glucosio rndioattivo trasformato in acido la ttico e In 
l[tumtità tota le di acido )attiro. 

.th m. 1st. S UJitr. S anità. (1966) 2, 304·300. 
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Come chiara mentt· appan' nella Tabella 3, il glucoside provoca una di
minu zione dell a incorporazionc della radioattività sia nel glicogc•no e negli 
oligosaccaridi presenti nell 'estratto del tessuto ch e• nel glicogeno prese n te· 

TABELLA :~ 

l 
l 

l 
l 

Influenza dell'a ttrattiloside c dell'Insulina sulla trasformazione d el glucosio 
In glicogeno ed ollgosaccarldl nel muscolo diaframma di ratto. 

OlucOHio ll'llrifor·mnto 
(y/IOOmg ùl tPs~uto, IJ~RO urn ido/90') 

( 'ond i>.iorù di incuha<iOIIt' • 
in gll,•ogcrw l in gli('OA"cno 

cd o llgo~at·<'nricli dt'l r·c~iùuo insolubi h· 

Controllo . N :±- 5 l fr ± 4 

Con attraltilosidc (1.2 · l O·DM) 18 ± 3 9 ::!: 2 

Con insulina (0.1 unità /mi) 64 ± l O 21~ ± 6 

Con a t trnttilos idc· (1,2 · I0·3M) e insulina (0.1 
nn ità/m l) 65 ± IO 22 :!.: s 

l 

• Condizioni sperimenta li come in Tabella l. Valor~ medi r ch1tivi a 10 esper ienz!' ± 
errore standard . 

l 

nel n·siduo insolubile, riducendoli rispettivam ente del 25 % e del 40 %
L 'insulina, com e già trovato da BELOFF-CHAIN et al. (1955; 1964), stimola 
l' incorporazione della radioattivi t à del glucosio nel glicogeno solubile ed inso
lubile e n egli oligosaccaridi . Tale effetto non appare r imosso dall 'aggiunta 
di attrattiloside al m ezzo di incubazione. 

Discussr:one. - I risultati riportati in quest o lavoro, confermano, per 
quel ch e riguarda l'azion e dell' insulina sul metabolismo del glucosio nel mu
scolo diaframma di ratto, quanto precedentem ente trovato (BELOFF-CHALN 
et al. , 1955 ; 1959; 1964), che cioè l 'insulina stimola le r eazioni di sintesi men 
tre lascia inalterate quelle catabolich e. 

I n presenza di a ttrattiloside si è osser vat a, in accordo con i risultati 
di BRUNI et al. (1958), una riduzione n ell' incorpor azionc della radioattività del 
glucosio nel glicogeno ed. uno stimolo nella produzione d i a·cido lattico. 
Tale stimolo è verosimilmente da interpretarsi come dov uto ad una accele
razion e di una delle r eazioni a valle, e forse anche a monte, dell'acido 
fosfoglicrrico, la cui con centrazione, infatt i, diminuisce proporzionalmcntc 
all ' aumento di acido lattico in prcst•nza di attrattilosidc. 

Inoltre l 'attrattilosidc riduce la fase ossidativa del metabolism o dd 
glucosio; l' aumento nella produzione di anidride carbonica radioattiva è 
probabilmente dovuto aù un effetto secondario ora in corso di studio. 

A1111 . Jsl. S uper. San·ità (1966) 2, 304·309. 
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È interessante notare che tale effetto dell'attrattiloside non è modi· 
ficato ùaUa aggiunta <li insulina al mezzo di incubazione, mentre l'insulina 
rimuove completamente la inibizione della sintesi di glicogeno. 

Gli Autori deside.rano esprimere il loro ringraziamento ai Sig.ri Graziano Cervelli e 
Remo Gabriele per l' apprezzata assistenza te('nica. 

7 giugno 1966. 
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Effetto dell'attrattiloside sul metabolismo del glucosio 
e del glutammato nella corteccia cerebrale di ratto in vitro 

MARTA BALLI ANO (•), IN ES MASI e FRANCESCO POCCIII AR L 

Laboratori di Chimica Biologica 

Riassunto. - È stato studiato il mt>tabolismo del glucosio l! del glu
tammato nella corteccia cerebrale di ratto incubando il tessuto in presenza 
di attrattiloside. 

Il glucoside provoca una diminuzione nel consumo di 0 2 e n ella produ
zione di cot che è del 25 % circa per il glucosio c del lO % circa per il glu-
tammato. • 

L'incorporazionc della radioattività dei substrati n ei vari mctaboliti 
ha mostrato per alcuni di essi delle significative variazioni dai valori nor
mali. In particolare è stato messo in evidenza che l' attrattiloside provoca 
nel tessuto una inibizione quasi totale della sintesi di glutammina; tale 
effetto invece non si manifesta quando il glutammato è incuhato con glu
tammin-sintetasi estratta dalla corteccia cerebrale. 

Summary. (The effect of atracty loside on glu,cose and glutarnate meta
bolism in rat brain cortex in vitro). - R esults of experiments on the effect 
of atractyloside on glucose and glutamate metaholism in rat cerehral cortex 
slices in vitro are given. 

It was found that in the presence of atractyloside the 0 2 uptake as 
well as the col production is reduced b y 25 % when the substrate is glu
cosc and by 10 % when the substrate is glutamate. 

Significant variations from t he control were found in the radioacti
vity incorporated into }>hosphoglycerate, alanine and glutamate from glu
cose and into aspartate from glutamate. 

The most impressive effect of atractyloside was on the synthesis of 
glutamine (Tahs. 2, 3, 4), which disappeared almost completely when the 
glucoside was present ; this happened also in a condition which would permit 
a very high production of glutamine, as when tissuc sliccs were incubated 
with glutamatc in the presence of glucose. 

(• ) Borsista dei Laboratori di Chimica Biologica. 
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lt was found that atractyloside does not affect the synthesis of glu
tamine when glutamate is incubated with glutamine-synthetase extracted 
from cerebral cortex. 

In recent investigations on mitochondria evidence is given that atrac
tyloside exerts a control over the passage of adenine nucleotides across 
the mitochondrial membrane, disrupting the channels of communication 
(for references see BRIERLEY & O'BRIEN, 1965). On the basis of these re
sults and taking into account the intracellular distribution of glutamine
synthetase in cerebral cortex (WAELSCH, 1959; SELLINGER et al., 1962), 
it seems that atractyloside may b e responsible of a lack for adenine nucleo
tides at the site where ATP is needed for the synthesis of glutamine. 

In precedenti ricerche concernenti l'effetto dell'attrattiloside sul meta
bolismo intermedio del glucosio nel muscolo diaframma di ratto (PoccHIARI, 
SILANO & SANTI, 1966), è stata messa in evidenza una alterazione quanti
tativa del quadro metabolico quando l'incubazione del tessuto con il sub 
strato avveniva in presenza del glucoside. In seguito a tali risultati si è 
ritenuto opportuno estendere le ricerche anche ad altri tessuti ed a tale 
scopo è stato studiato l 'effetto dell'attrattiloside sul metabolismo del glu
cosio e del glutammato nella corteccia cerebrale di ratto in vitTo . .. 

PARTE SPERIMENTALE 

Materiali. 

Il glucosio e l'acido L-glutammico, entrambi uniformemente marcati 
1'C, sono stati ottenuti dal Radiochemical Centre, Amersham (Gran Breta
gna). Essi venivano diluiti con substrato non radioattivo in modo da avere 
un'attività specifica di 16,6 fLC/mg. 

L'attrattiloside è stata gentilmente fornita dal Prof. R. Santi. 

Metodi. 

Preparazione ed incubazione del tessuto . - Per la preparazione e l'in
cubazione del tessuto è stata seguita la tecnica precedentemente descritta 
(SELLINGER et al., 1962); 100 mg di co~teccia cerebrale venivano prelevati da 
ratti aventi peso oscillante fra 150 e 200 mg ed incubati per l h in 1,2 ml di 
tampone di fosfato a pH 7,4 (ELLIOTT & HENDERSON, 1948) in cui erano 
disciolti il glucosio o l'acido glutammico o entrambi, sempre alla concentra
zione dello 0,1 %, e, quando presente, attrattiloside 1,2 mM. Al termine 
dell'incubazione si procedeva alla preparazione dell'estratto (BELOFF-CHA.IN 
et al., 1955) che veniva poi portato a secco sotto vuoto a 30- 35°, disciolto 
in 0,5 ml di H ,O e centrifugato. 

Ann. Ist. Super. Sanità (1966) 2, 310·317 . 
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Separazione t' determinazione dei metabolit1: radioattit•i. - La separa
zione dei metaboliti era eseguita su appropriate aliquote di mezzo di incu
bazione e di estratto del tessuto, mediante cromatografia discendentr su 
carta Whatman n. l : 

- per In separazione dell'acido lattico il solvent{· era costituito d u alcool butilico 
normale ; acido acetico: ucquu (40: l l : 25); il cromatogrumrna appena tolto dal solvente era 
immerso in atmosfera di ammoniaca per fissare l'acido lattico come sale rd eliminan· 
quindi le perdite per evaporazione; 

- per In separazione d e[!:li amminoncidi c dell ' acido fosfoglicerico, che era eseguita 
in du{' direzioni, il primo solvente era costituilo da alcool butilico secondario: acido for· 
mico 85 %: acqua (75 :l.'i :lO) ed il secondo solvente era costituito da fenolo: acqua: idrato 
di ammonio d 0,886 (80 :20 :l). 

Una aliquota di miscela tamponc-substrato, incubata in assenza di 
tessuto, veniva cromatografata nello stesso solvente usato per la separazione 
dell'acido lattico. La radioattività presente nei radiocromatogrammi era 
det erminata con l'apparecchiatura automatica precedentemente descritta 
(FRANK et al., 1959)~ La co2 era raccolta c determinata nel modo prece
dentemente descritto (BELOFF-CHAIN et al. , 1955). 

Sintesi di glutammina da acido glutammico 'bd opera della glutammin
sinletasi. - La glutammin-sintetasi veniva preparata dalla corteccia ce
rebrale di ratto secondo il metodo descritto da ELLIOTT (1951); dalla pol
vere acetonica corrispondente ad l g di tessuto si ottenevano 1,3 mi 
di estratto di enzima parzialment(' purificato. 0,2 ml di tale estratto che, 
tenendo presente la resa del metodo di preparazione, conteneva glutam
min-sintetasi in quantità corrispondente a quella presente in circa 
100 mg di tessuto, venivano diluiti a 1,2 ml in una miscela di reazione 
contenente tampone di imidazolo 0,1 M, MgSO, 4 X I0·2M, eisteina clori
drato 4 X I0·2M, NH4 CI 4 X 10·8 M, 20fLC di acido glutammico-U-••C 10·2M, 
ATP sodico 1,6 X lO·•M oppure l0·3M e infine, quando presente, attrat· 
tiloside 1,2 X 10"3M ; tutti i componenti erano utilizzati in soluzioni aventi 
pH 7,2. 

La miscela veniva incubata per l h a 370C, raffreddata in ghiaccio 
e liberata dalla maggior parte delle proteine per trattamento con egual vo
lume di cloroformio; infine, dopo centrifugazione a 4°C e a 20.000 g per 
15 min. 30 fl.l erano cromatografati, per separare gli amminoacidi come 
descritto sopra. 

RISULTATl 

Il quadro metabolico del glucosio c del glutammato nelle fettine di cor
teccia cerebrale di ratto incubate per l h in tampone di fosfato non viene 
qualitativamente alterato dalla presenza di attrattiloside. 

Atll!. lsl . S!t)ICr. Sanilù. ( 196G) 2 , 310-3 17 . 
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I dati riportati nelle Tabelle l e 2 mostrano invece che dal punto di 
vista quantitativo il glucoside interferisce nella incorporazione della radioat
tività nei vari mc>taboliti. 

l 

TABELLA l. 

Effetto dell'attrattlloslde sul metabolismo del glucosio 
nella corteccia cerebrale di ratto 

Olucoslo trnaformnto• 

Prolloltl <li tru.;fornmzlono del glucot~lo 

l 
con nttrattllosldo •cnzn •t'.lmttllosldc (1,2 10-8M) (!J.g/1 o o mg/b) )( 

(f.Lg/100 mg/b) 

Acido fosf oglicerico 8,3 ± 1,0 1,8 l: 0, 1 .. 

Acido lattico 521,2 ± 32,0 497,2 ± 26,9 

Alanina. 6,8 ± 0,5 8,5 ± 0,6"" 

Acido glutamoùco 70,7 ± 4,7 79 ,2 ± 3,2 ° 0 

Acido y-ammino butirrico. 13,3 l: 1,2 11,0 ± 0,6° 0 

Glutammina . 3,3 = 0,5 trncce•• 

Acido aspartico 8,7 ± 1,0 ll, 7 ± 0,7 

co. 227,6 = 15,6 163,1 ± 9 , 9° 0 

• Risultati espr~st m f.Lg di glucosio trnsformnto per 100 mg di corteccia cerebrale. 
peso umido, dopo l h di incubazione in 0 1, a 37° C, in l ,2 mi di tampone di fosfati a 
pH 7,4 contenente 0,1 % e 20f.Lc di glucosio-U-••c. Valori medi di 6 ratti ± errorestandard . 

•• p < 0,05. • 

Metabolismo del glucosio. - In presenza di attrattiloside il consumo di 
Oh che nelle esperienze di controllo era 130 ± 4 !J.mOli/g di teSSUtO, peso 
umido/h, scendeva a 102 + 3 1-Lmoli/g/h, risultando ridotto di circa il 25 % 
analogamente a quanto avveniva per la incorporazione della radioattività 
del glucosio nella CO, che passava da 228 a 163 !lg/100 mg/h (Tah. l). L'at
trattiloside non aveva alcun effetto sulla produzione complessiva di acido 
lattico da glucosio, mentre ne influenzava la ripartizione tra il mezzo .di incu
bazione ed il tessuto; infatti mentre nel mezzo di incubazione l 'acido lattico 
proveniente da glucosio scendeva da 481 ± 32 a 448 ± 28 !J.g/ 100 mgfh, nel
l'estratto esso aumentava significativamente da 40 :r: 2 a 50 t 3 !lg/100 mgfh. 

La formazione di acido fosfoglicerico radioattivo, che risultava costi
tuito per la massima parte da acido 3-fosfoglicerico e che era determinabile 
soltanto nel mezzo di incubazione, diminuiva notevolmente in presenza 
del glucoside riducendosi a circa il 20 % del valore di controllo. La produ
zione di acido glutammico, che era presente n el rapporto l :10 sia nel mezzo 
di incubazione sia nell'estratto, e quella di acido y -ammino butirrico, che 

. 11111. lat. Suj)er. Sanità (t 966) 2, 310-3 17. 



314 E!'PERIF:r\ZF. t: RICERCH E 

era determinabile soltanto n ell'estratto, non vemvano influenzate dalla 
presenza di attrattiloside; la formazione di acido aspartico, presente solo 
neiJ'estratto, e quella di alanina, presente sia nel mezzo di incubaziont' chi:' 
nell'estratto, nel rapporto l :1, risultavano invece superiori di circa il 25 % 
rispetto ai valori di controlJo. 

Il risultato sul quale appare più evidente l 'effetto dcll'attrattilosidc è 
quello concernente la sintesi di glutammina, che passava da 3,3 fLg/ 100 
mg/h ad un livello non misurabile, sicuramente inferiore a 0,5 fLg/ 100 mg/h. 

TABELLA 2. 

Effetto dell'attrattlloslde sul metabolismo dell'acido glutammico 
nella corteccia cerebrale del ratto 

Aciùo glut.ununico lrusCormuto• 

l J>J•OdOt.tl di t rUS(OJ'IllUZiOIIC 
rll'il'acldo glulnmfuico scnzn uttrnt.tilosldc 

l 
con attrattlloslrl<• 

(!Lg/ l 0 0 mg/ h) (1,2 ~ l o-s.M) 
(JJ.I!'/100 rng/h) 

Addo glutammico 63,7 :L 2,4 71,4 :L 2, t•• 

Acido y·ammino butirr ico. 6 , 7 .l. 0 , 2 5, 9 ± 0,2 ** -
Glutamnùna . 20 , 6 ± 1, 9 t racce•• 

• l Acido mali co 8,2 ± 0 , 4 9,2 ± 0,5 

Acido aspartico" 145, 3 ± 6 ,6 143,1 ± 5, 7 

Acido aspartico b 44,9 ± 2,2 33,2 ± 1,4** 

Acido citrico 4 , 5 ± 0 ,5 3, 7 .!. 0,5 

C02 148 ,0 ± 4, 7 136,7 ± 7, 0 

--
• Risultati espres81 m JJ.g di acido glutammico trasformato (o rimasto inalterato) per 

100 mg di corteccia cerebrale, p eso umido, dopo l h di incubazione in 0 2 a 370C in 
1,2 mi di tampone di fosfati a pH 7,4 cont enente 0,1 % e 20 JJ.C di acido L-glutammico 
U-14C. Valori medi ± errore standard . 

•• p< 0,05. 
4 presente nel mezzo di incubazione. 
b presente n ell'estratto del tessuto. 

Metabolismo del glutammato. - In presenza di attrattiloside il consumo 
di 0 2 passava da 90 ± 2 a 81 ± 2 fLmoli/g di tessuto peso umido/h , risul
tando così ridotto del lO %; analogamente l' incorporazione della radioat
tività del glutammato n ella co2 scendeva da 148 a 137 fLg/ 100 mg/ h (Tab. 2). 

In presenza di attrattiloside la quantità di glutammato radioattivo 
presente n el t essuto aumentava, mentre l'incorporazione della radioatti
vità del substrato n ell'aspartato e n ell'acido y·ammino-butirrico presenti 
nell'estratto diminuiva; la notevole quantità di aspartato proveniente da 

A nn. lsl. S u!Jtr. Sani tù (1966) 2. 310·317. 
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glutammato rimaneva invece inalterata nel mezzo di incubazione. L'incor
porazione di radioattività negli acidi citrico e malico da glutammato non 
era influenzata dalla presenza del glucoside. La sintesi di glutammina, infine, 
risentiva della presenza dell'attrattiloside in .maniera molto evidente, essendo 

ridotta da 20,6 f.l.g/100 mg/h a tracce (Tah. 2). 

M etabolismo del glutammato in presenza di glucosio. - I risultati ot
tenuti incuhando il tessuto con acido glutammico radioattivo in presenza 
di glucosio non radioattivo, entrambi alla concentrazione dello 0,1 %, mo· 
strano che l'attratiloside riduceva il consumo di 0 2 da 136 ± 16 a 105 ± 6 
!Lmoli/g di t essuto p eso f.tmido/h e la incorporazione della radioattività del 
glutammato nella C02 da 208 a 135 f.l.g/ 100 mg/h (Tab. 3). 

TABELLA 3. 

Effetto d 21l'attrattiloside sul metahollsmo dell'acido glutammico 
nella corteccia cerebrale dl ratto ln presenza dl glu;:oslo. 

Acido glutammico trasformato• 
Prodotti di trasformazione 

<lell'acido glntauunico senza attro.ttiloside 

l 
con o.ttrnttilosl!le 

(fLg/100 mg/b) (1,2 x 10·3M) 
(fLg/100 mg/b) 

Acido glutammico 231,8 ± 17,0 316,0 ± 15,8** 

Acido y -ammino-butirrico . 19 ,7 ± 2,0 15,9 ± 0,8 

Glutammina . 83 , l ..!:: 0,3 4,4 ± 0,3 ** 

Acido aspartico a 21, 5 ± 0,2 17, l ± 0,3 ** 
• 

Acido aspartico b 35,1 ± 0,8 32,9 ± 3,1 

co2 207,8 ± 24,3 135, 1 ± 13,3** 

• Risultati e condizioni sp erimentali come nella Tabella 2; concentrazioni del glucosio 
0,1 %- Valori medi ± errore standard . 

•• p < 0,05 
" presente nel mezzo di incubazione. 
b presente nell'estratto d el t essuto. 

Inoltre, sulla quantità di glutammato presente nel t essuto, sulla for· 
mazione di acido y-ammino-butirrico e soprattutto sulla sintesi di glutam
mina l'attrattiloside aveva un effetto analogo, anche se più accentu ato, 
a quello trovato quando il suhstrato era costituito soltanto da glutammato ; 
sulla formazione di aspartato da glummato nell'estratto non si aveva invece 
alcun effetto del glucoside . 

Sintesi di glutammina da glutammato ad opera della glutammin-sinte
tasi. - L ' attrattiloside non aveva alcun effetto sulla sint esi di gluta mmina 

A n n . /st. Saper. Sanità (1966 ) 2 , 310-317 . 
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da glutammato quando essa a vvem va ad opera d eli" enzima estratto dalla 
corteccia cerebrale di ratto (Tab . 4). 

Effetto della attrattiloslde sulla sintesi di glutammina da glutammato ad opera 
di gl t l l t l si l tt d Il t l b 1 di tt u amm n·s n e a es ra a a a cor ecc a cere ra e ra o. 

l Acido gluLnmm lco 
lras foJ"IIJato i n glulu•wninu • 

Conconlntzionc dell' :\T I' l 

l 
con t>llmtt.ilo•lde 

l 
scnzn ntt rn ttllosldt· 

( 1,2 . 10"3J\1} (!J.g/1 00 mg/11} 
(!J.g/ l ou lliA'/h} 

l 
1,6 x 10-41\t 14,9 15,9 

1,0 x I0-31\1 92 , 4 97, 4 

• Condizioni •perimentali: 1,2 mi di miscela di reazione contenente tampone di imi 
dazolo 0,1 M,MgS04 4 x 10·2 l\'[, cisteina cloridrato 4 y 10·2 M, NH4Cl 4 x I0-3 M, glu
tammin- sintetasi in quantità corrispondent e a quella presente in circa 100 mg di tessuto, 
20 (-lC di acido L-glutanunico- U-14C 10-2)1 e ATP allo concentrazione indicata. venivano 
incubati per 1 h a J7oC. 

• 
DI CUSSIO, E 

I dati relativi al consumo di 0 2 ed alla produzione di ••C02 indica no 
che l'attrattiloside nelle fettine di corteccia ccrebralr di ratto riduce l 'ossi
dazione del glucosio c in minor quantità anche quella del glutammato. Il 
fatto ch e tale riduzione sia maggiore quando il t essuto è incubato con glu
cosio p otrebbe indicare una interferenza dcll 'attrattiloside sulla disponi
bilità del piruvato per l' ossidazione, con conseguente aumento dell' incor
porazione della radioattività del glucosio nell'alanin a e ncll'aspartato, come 
in effetti è stato trovato. 

Le esperienze eseguite con glucosio hanno mostrato che, in accordo con 
quanto osservato nel diaframma di ratto da PocCHIARI, SILANO & SANTI (1966), 
la presenza del glucosio provoca una notevole riduzion e nell' incorporazione 
della radioattività nell'acido fosfoglicerico. Non è stato possibile però mettere 
in evidenza se a tale riduzione corrispondesse un aumento nell'acido lattico, 
come osservato n el diaframma di ratto, dato il basso livello della radioat
tività incorporata n ell'acido fosfogli cerico rispetto a quella dell'acido lattico. 

Nelle esperienze eseguite con glutammato il fatto ch e l'attrattiloside 
riduca in modo significativo l 'incorporazione della radioattività del substrato 
nell'aspartato presente nel t essuto, mentre l'aspartato che si ritrova nel mezzo 
rimane inalterato, non trova al momento una plausihil (, interpretazione. 

L'effetto dell'attrattilosidc che senza dubbio appare maggiormente 
significativo riguarda la sintesi di · glutammina che risulta quasi completa-

Am1. / si. Snpa. SaniUt ( 1066} 2, 3 10·317 . 
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mente inibita anche quando la natura del substrato è tale da consentire 
a l tessuto di formare glutammina in notevole quantità, come è nel caso del 
teSSltto incubato con glutammato in presenza di glucosio. 

Nell'interpretazione di tali risultati è da tener presente ch e l'ossidazione 
del substrato è soltanto parzialmente ridotta e quindi n el tessuto c'è dispo
nibilità di ATP; d 'altra parte l'ipotesi, del resto poco plausibile, di una ini
bizione di sintesi a livello enzimatico è stata sperimentalmente esclusa dato 
ch e la formazione della glutammina da glutammato ad opera della glutam
min-sintetasi estratta dalla corteccia cerebrale di ratto non appare influen
zata dal glucoside (Tab. 4) . Deve trattarsi quindi di un effetto collegato alla 
struttura subcelluJare del tessuto; a tale riguardo è interessante ricordare 
ch e, sulla base dei risultati di esp erienze eseguite sui mitocondri, vari autori 
ritengono che l'attrattiloside provochi una interruzione nei canali di comu
nicazione degli adenin-nucleotidi (per referenze vedi BRIERLY & O'BRIEN, 

1965). In considerazione di queste osservazioni e di quanto riportato da 
Waelsch (1959) e da SELLINGER & DE BALBIAN VERSTER (1962) sulla di
s tribuzione intracelhùarc della glutamin-sintetasi nella corteccia cerebrale, 
si è portati ad attribuire l'azione dell'a ttrattiloside sul tessuto intatto ad 
un meccanismo simile a quello mediante il quale il glucoside agisce nei mi
tocondri. Si ritiene cioè che l'attrattiloside potrebbe inibire la formazione 
di glutammina impedendo all'ATP, che pure è present e nel tessuto, di es
sere disponibile nel luogo specifico in cui l 'enzima ne richiede la presenza 
per poter svolgere la sua attività di sintesi. 

Gli autori des iderano esprimere il loro ringraziamento ui Sigg.ri Carlo Cantello t: 

Franco Grnmenzi per l'apprezza tAl assisi enza tcrnicn. 

7 giugno 1966 
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Sulla costituzione di una nuova leucoantocianidina : 
lo pseudopeltoginolo 

Aril'iA M. VACCARO TORRACCA ( 0
). CoRRADO GAI.EFFI, 

JvAN L. DE ALBliQU ERQll E (**). CARLO G. CASI OV I t> G. B. MARI!'\1-HF.TTÙI.O. 

Laboratori di Chimica JJiologica 
Cmtro Nazionale della Chimica del Farmaco del C.N.H. 

Riassunto. - Dal legno di Peltogy mJ recifensis è stata rstratta una leuco
antocianidina di cui sono stati preparati l'etere metilico c l'acetilderivato. 
Lo studio di questi composti ha permesso stabilir r che la leucoantocianidina 
è un isomero del peltoginolo - isolato da RoB~NSON & RoBINSON (1935) 
dal Peltogyne porphyrocardia - che è stato denominato pseudopeltoginolo. 

Summary. (A new leucoanthoryanidin: pseudopeltog_ynol). - Tbc extrac
tion of Peltogyne recifensis heart wood yiclds a lcucoanthocyanidin. The 
structure of methyl and acetyl derivatives of this substance were determined 
(Tab. l) and it was proved both by chemical methods and NMR spectro
scopy, that the leucoanthocyanidin is an isomcr of thr peltogynol (II) -
isolated from Peltogyne porphyrocardia by RoBINSON & RoBJNSON {1935) -
that we bave called pseudopeltogynol (VIII) . 

In uno studio sistematico sulle sostanze batteriostatichr delle piante 
superiori, GoNçALVES DA LIMA, DE ALBUQUERQUE & DALIA MAIA (1959) 
avevano descritto l'attività batteriostatica dell'estratto di legno di Peltogyne 
recifensis noto localmente con il nome di Barabu. 

Il legno polverizzato di Peltogyne dà per estrazione con acetone una pol
vere amorfa rossa che si purifica per ripartizione tra acqua ed acetato di 
etile. Si ottiene così un prodotto igroscopico colorato debolmente in rosa. 

(") Borsista dei Laboratori di Chimica Biologica. 

("") Professore dell' lnstituto de A ntibioticns dell'Universilìt di R ccirc, ospite presso il 
Centro Nazionale della Chimica del Farmaco e delle Sost anze biologicamente attive del 
C.N.R. - Istituto di Chimica dell'Univcrsitil Cattolira del Sacro Cuort'. Roma. 
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Il prodotto cristallizza con difficoltà dall'acqua; dai dati analitici si calcola 
una formula grezza di C16H 140 6• D suo spettro U.V. presenta un massimo 
a 225 m!J. e due massimi vicini a 281 e 286 m!J. e si modifica per aggiunta di 
soda in due nuovi massimi a 246 e 292 m!J.. P er trattamento con acido clori
drico in soluzione etanolica dà un'intensa colorazione violetta ; tale compor
tamento suggerirebbe una struttura leucoantocianidica. Il composto non 
risulta unitario alla cromatografia e, data la difficoltà di purificarlo per la 
sua facile alterabilità, si preferisce metilarlo, sottoponendo quindi l'et ere me· 
tilico C 16H 110 3(0CH3h alla cristallizzazione. 

Le caratteristiche sopra descritte sono simili a quelle del peltoginolo, 
leucoantocianidina isolata da RoBINSON & RoBINSON (1935) dal Peltogyne 
porphyrocardia dell'isola di Trinidad, al quale è stata attribuita la formula (l). 
Successivamente CHAN, FoRSYTHE & HAssALL (1958) hanno proposto per il 
peltoginolo la formula (II) : 

OH OH 

OH 

HO HO 

(l) • (Il) 

basandosi sul comportamento all'ossidazione del peltoginolo trimetil-etere 
che dà peltoginone trimetil-etere e quindi con alcali il calcone 3-(2-ossi-4-
metossi-benzoil) 6,7-dimetossi isocromene. 

Tuttavia le leggere differenze dei punti di fusione dei prodotti di meti· 
]azione del peltoginolo e del prodotto da noi estratto, come pure la netta diffe· 
rcnza di comportamento cromatografico di queste sostanze, fa ritenere che 
il composto isolato dal Peltogyne recifensis non possa identificarsi con il 
peltoginolo ma che debba ritenersi un isomero di questo. 

La differenza più appariscente con il peltoginolo risulta dal confronto 
dei punti di fusione degli acetilderivati (Tab. l). Lo spettro di RMN (Tab. 2) 
del trimetil·etere della sostanza cui abbiamo dato il nome di pseudopelto· 
ginolo risulta compatibile con la formula data da CHAN, FoRSYTHE & HASSAL 

(1958) in tutto, eccetto che per la forma dei segnali dovuti agli idrogeni del
l'anello C (vedi formula Il), i quali risultano essere in orto tra di loro (sistema 
AB, J = 8 c.p.s.) mentre secondo la formula II avrebbero dovuto essere due 

4ml. 1st. Super. San;tà (1966) 2, 318·326 . 
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TABELLA 2 

Dati relativi allo spettro RMN del trlmetllpseudopeltoginolo 

l 
C'ostanto di 

Segnalo (lì) 
T i p n 

accoppia-
monto (J ) 

A t t r i h u r. i o n (\ 
(p, p.m.) 

l (c . p.s.) 

2,8 doppietto 3 l H di HO- in 4 (sparisce con D20) 

3 , 55 quartetto l 8 l H in 3 
t lO 

3,75- 3,85 3 singoletti - 9H di 3 CH30 - in 7.3' c l ' 

4,85 doppietto 8 lH in 2 

4,9 quartetto l lO IH in 4 
l 3 

4,95 quartetto 15 2H in 2" 
6,48 doppietto 3 lH in 8 

6,55 quartetto l 3 l H in 6 
l 9 

6,9 doppietto R l H in S' 
7,35 doppietto 

l 
R lH m 6' 

7,4 doppietto 9 l H in 5 

singoletti (posizione para). Considerando in orto i due idrogeni dell'anello C 
restano tre alternative (III, IV, V) per la posizione dei metossili : 

OH 

(III) 

OH 

(V) 

OH 

(IV) 

P er ossidazione prolungata con biossido di manganese del composto 
m esame si è ottenuta la 3,4-dimetossi-ftalide (VI) la cui formazione non 

Ann. /st. S"per. S aniiU. ( 111116} 2 . 318-320. 
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lascia alcun dubbio sulla posizione dci due metossili nell 'anello C, che corri· 
sponde a quello della struttu ra (IV). 

Come prodotto secondario si isola un composto (VII) la cui strut-

(VI) 

OH 

(IV) 

(VII) 
• 

tura dimostra definitivamente che allo pseudopeltoginolo spetta la for
mula (VIII). 

OH 

(VIII) 

S' 

Lo spettro RMN di (VII) (Tab . 3) consta di una zona aromatica, in 
tutto simile a quella del trimetilpseudopeltoginone (Tab. 4), e facilmente 
interpretabile come dovuta alla sovrapposizionr di un sist ema A B X (pro
toni in 5, 6 ed 8) ad un sistema AB (protoni in posizione 5', 6'), e di un sin
goletto la cui posizione (~ = 5,3) non è in contrasto con quella attesa per i 
protoni in 2" . Inoltre, il suo spettro U.V. è in perfetto accordo con i dati 
della letteratura su identici sist emi policiclici (W AISS & CoRSE, 1965). 

È possibile come per il peltoginolo anche per lo pseudopeltoginolo l'esi
stenza di due cpimeri dovuta alla configurazione del carbonio in 4. 

Amr. ] RI . Super. S anità (1 966) 2, 31 8·326 . 
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TABELLA 3 

Dati relativi allo spettro RMN della sostarua VII 

--
• Costante di 

Segnale Cll) 
'r 1 P o 

accoppia-
Attribuzion e 

(p.p.m.) monto (J) 

(c.p.a.J 

3,85- 3,95 3 singoletti - 9H di 3CH80 - in 7,3' e 4.' 

5,3 singoletto - 2H in 2" 

6,9 doppietto 8 lH in 5' 

6,9 doppietto 3 IH in 8 

6,95 ~ 3 
lH in 6 quartetto , 9 

7,5 doppietto 8 IH in 6' 

8,16 doppietto 9 lH in 5 

I due idrogeni sugli atomi di carbonio 2 e 3 sono trans diassiali come 
risulta dalla costante di accoppiamento che è J = 12 c.p.s. nel trimetil
pseudopeltoginone e J = lO c.p.s. nel tetraacetilpesudopeltoginolo. I due 
idrogeni sui carboni 3 e 4 sono pure trans diassiali in quanto la costante di 
accoppiamento reciproca è nel trimetilpseudopeltoginolo J = lO c.p .s. 

TABELLA 4. 

Dati relativi all8 spettro RMN del trtmetllpseudopelto&(none 

Costante dl 
Segnale <ll> 

'r i p o 8()Coppla-
A.ttrlb o zlon o 

(p. p.m.) monto (J) 

(c. p.s.) 

. 
3, 85- 3,9 3 singoletti 9H di 3 CH30-in 7,3' e 4.' 

4,3 doppietto 12 lH in 3 

5,05 quartetto 15 2H in 2" 

5, 3 doppietto 12 lH in 2 

6,6 d oppietto 3 lH in 8 

6,68 l 8 11-1 in 6 quartetto , 3 

6,98 doppietto 9 IH in S' 

7,45 doppietto 9 IH in 6' 

7, 96 doppietto 8 IH in 5 

.Ann. Isl. Super. Sanità (19fiR) 2. 318 ·326 . 
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PARTE SP.ERIME TAL E 

Estrazione e puri.ficazione dello psPudopeltoginolo . - Un kg di durame di 
Peltogyne recifensis è esaurito in tre successive estrazioni con acetone a bagno
maria per un totale di t renta litri. L'estratto acetonico è concentrato a m ezzo 
litro e diluito con 2,5 litri di acqua. Dopo filtrazione si estrae la soluzione 
acquosa con acetato di etile ripetutamente. Gli estratti riuniti e concentrati 
fino a consist<'nza sciropposa furono versati lentamente sotto agitazione su 
etcrt• di petrolio ; si forma un precipitato fioccoso eh<' si separa c si filtra. Si 
ottengono alla fine 4 g di polvere appena rosa ta che cristallizza con diffi 
coltà da acqua e carbonizza senza fondere. 

I<XI

2

0

0 
-f 259 (0.7 °0 etile acetato) 

Et OH 
), = 286 (log E = 3,61) 281 (log E = :i,61) e 225 mp. (lofC t = 4,01) 

ma x 

Analisi: 

E tOH + NaOH 
À 

ma x 
292 (log E = 3,66) " 246 mp. (lo~ E 4,03) 

Trov. ~'o: C 63.53; H 4,73 ; OCH3 O; CH3CO 2 
per C1.H140 8 Ca le . 63,57; 4,67; • 

La sostanza non risulta cromatograficam ente pura (cromatografia su 
carta Whatman: eluente n-butanolo- acido acetico-acqua = 4: l: 5; riv<'
latore FeCl3 : colore verde). 

Meti/azione dello pseudopeltoginolo. - A 0,1 g di pseudopeltoginolo 
sciolti in 10 mi di metanolo si aggiungono 40 ml di soluzione eterea di diazo
m etano a oo C. In un primo momento sparisce il colore verde con F eCl;3, 

ma la m etilazione non è completa che dopo due giorni a 3°C, quando un pre
lievo non dà più colorazione con ferricianuro ferrico. Il decorso della reazione 
si controlla anche cromatograficamente su lastra di Si02 (solvente CHC13 : 

etile acetato = 70: 30; rivelatore acido fosfomolibdico) . Si hanno due mac
chie ad Rf = 0,60 e 0 ,55 ; quella ad Rf = 0,60 costituisce la maggior parte 
del materiale e 'cristallizza facilmente da alcool. Il prodotto avente Rf = 0,55 
rimane n elle acque madri e non è stato preso in esame. 

Si ottengono 60 m g di prodotto che fonde a 194-194,5°C. Il trimetil

peltoginolo fonde invece a 203-5°. 
E tOH 

). 286 (log e = 3,56), 280 (log E = 3,62) c 225 mp. (log E = 4,18) 
mnx 

- + 240o (0,22 % in CHCI3) 
I<XJ

2
0
o = 

Analisi : 
Trov. % : 

per C16 H 11 0 , (OCH:1h Cale. 
C 66,31; H 5,62; OCII 3 27,3 

66,27 ; 5,85 ; 27,1 

.•11111. l st . Sttptr. Sanità (1960) 2, 3 18·326. 
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Acetilazione dello pseudopeltoginolo . - Grammi 0,15 ùi pseuùopeltoginolo 
sciolti in 0,3 g di piridina anidra sono atldizionati a freddo con 5 mi di ani
dride acetica. Dopo un giorno di riposo a t emperatura ambiente i versa in 
ghiaccio, si filtra il solido separatosi e lo si lava con acqua . Dopo essicca 
mento all'aria lo si cristallizza due volte da benzolo, p.f. = 2140 [ROBINSON 

& RoBINSON (1935) danno per il punto di fusione del tetraacetilpeltoginolo 
L 73°]. 

~t O H 
• 125 (0,2-~ % CHCI3); À - 275 e 283 m!J. 

max 

Analisi: 
Trov. 0 

0 : C 62,02 ; H 4,60 ; O 33.5 L 
per C:24 11220 10 Cale. 61,27; 4,72; 34,01 

Lo spettro RMN è riportato in Tab. 5. 
TABELLA 5 

Dati relativi allo spettro RMN del tetraacetllpseudopeltoglnolo 

<:ostantc •Il i 
~L·gnnle <8> 

T i Il o 
accoppia-
llll'nto IJ) 

.\ t t r i b u z l '' n o 
(p.p.m.) 

(c.p.s.) l 
2,2 l singolctto l 311 di CH3 COO-in 4 

l 
2,26 l 3 singoletti sovrnpposti 91I di 3C HJCOO- in 7,3' e 4' l 

l 8 l l 
3,85 quartetto 

l lO l 1 11 in 3 
• 

4,8 singoletto 211 in 2" 
5,0 doppietto IO l H in 2 
6,3 doppietto 8 I li io ~ 

l 3 
6,7 quartetto t 8 Ili in 6 

6,75 doppietto 3 l H in 8 
7, 15 doppietto 9 l H in 5' 
7. 15 doppietto 9 

l 
Jll in 6' 

7,6 doppietto 8 IH in 5 

J 
Ossidazione dello pseudopeltoginolo . 

a) trimetilpseudopeltoginone. - A 0,1 g tlel trimetil-etere del pscudopel
toginolo sciolti in 20 mi di cloroformio si aggiungono 2 g di biossido di man
ganese preparato di fn·sco che viene poi mantenuto in sospcn ione con agita
zione per un giorno. Si controlla l 'andamento dell' ossidazione per cromato
grafia su strato di silice con solvente CHCI3 : etile acetato = 70 : 30. Il pro
tlotto di partenza rivelabile con acido fosfumolibdi co ha Rf = 0,6, mentre 
il prodotto finale ha Hf = 0,9 rivelato con 2.4-dinitrofcnilidrazina. i liltra 
alla fine il biossido di manganese cht> si lava ripctutamente con CHCI3. Per 

. lun. t sl. ::>uwr. & 111ilti ( l!llltl) 2, 318-326 . 
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evaporaziont• dei filtrati riuniti si ottiene un rt>siduo semicristallino cht· si 
purifica pt-r colonna di silicc usando come eluente CHCla-acetato di etile = 
95:5. 

Il prodotto si cristallizza da etanolo : p.f. = 207o 

EtOH 
À = 310 (log c = 3, 78).275 (lo~o~ c 4,12). 230 (log E __; 4,22) e 217 lllf.t (log E - 4.37) 

ma x 

Analisi: 
Trov. f)0 : C 66,47 : 

per C10H 1~08 Cale. 66,66; 
Il 5,12 

!l.3 

h) 3,4-dimPtossiftalidf'. - 0,14 g di trimetilpseudopt>ltoginolo sono sciolti 
m lO ml di cloroformio cd agitati per 7 giorni con 2 g di biossido di manga
nese preparato di fresco e secco ; alla fine si filtra il biossido di manganl'st· 
e lo si lava a fondo con CHC13-acetato di etile . Si pvaporano a secco nel vuoto 
i filtrati riuniti e si cristallizza il residuo da alcool ; per primi cristallizzano 
20 mg di un prodotto di colore giallo paglierino in aghi setosi. Si purifica 
per colonna (1,2 cm di 0, 30 cm di lunghezza) di Si02 atti vata a 200°, eluendo 
con CHCI3-acetato di etile = 80 : 20. Si raccolgono frazioni da 15 mi (le fra
zioni si rsaminano in cromatografia su strato sottile di silice, cluente CHC1:1 

acetato di etile = 70 : 30, rivelatore acido solforico) . 
• 

I e Il frazione: Rf = 0,9 macchit> nert> su piastra con acido solforicn (non esaminato) 
V, VI e VII frazione: Rf = 0.6 fluorescenza viola debole; su piastra ma<'cbie gialle con arido 

solforico a freddo ed a caldo 

Le frazioni con Rf = 0,6 cristallizzano da alcool dando 8 mg di aghi gial
lini, p.f. = 190-190,5°. P er queste sostanze, di cu.i non si è fa.tta l'analisi per 
la scarsità di prodotto, si suppone, in base agli spettri RMN, la struttura (VII). 

P er concentrazione delle acque madri della sostanza precedente preci
pitano 23 mg di un prodotto leggermente giallo che si purifica per ripetutr 
sublimazioni a 115-120° e 0,01 mm Hg. Si ottiene un prodotto bianco, p .f. = 

120-121o (dopo sublimazione), che non dà abbassamento del punto di fusiont· 
in miscela con 3,4 dimetossiftalide. 

23 febbraio 1966. 
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