69. G. CAPORALE ed E. CINGOLANI. — Spettri U. V. di alcune furocu-
marine. (

Riassunto.-— Gli AA. riportano le proprieta spettrofotometriche di
alcuni derivati furocumarinici (Psoralene, Angelicina, Bergaptolo, Ber-
captene, Xantotoxolo ¢ Xantotoxina) in alcol etilico, acido perclorico al
609 e in idrato sodico N/10. Vengono studiate, in modo particolare, le
variazioni che subiscono, con il tempo, le soluzioni alcaline di quesii
derivati. In tali condizioni si trasformano mnegli acidi cumarinici
(cis-o-ossicinnamici) e, successivamente, specialmente se le soluzioni al-
caline vengono lasciate alla luce diffusa, in acidi cumarici ({rans-0-0ssicin-
namici). Quest’ultima trasformazione irreversibile & particolarmente ra-
pida per bergaptolo e xantotoxolo, lo & meno per bergaptene, xantotoxina,
psoralene e angelicina ¢ per aleuni di questi avviene =olo nelle soluzioni
lasciate alla lTuce diffusa.

Résumé. — Les Auleurs ont examiné les propriétés spectrophoto-
métriques des solutions alcooliques, alcalines (hydrate de sodium N/10)
et dans D'acide perchlorique «e certaines furocoumarines (Psoraléne,
Angélicine, Bergaptol, Bergapténe, Xanthotoxole et Xanthotoxine). D une
lacon particuliére sont mises en évidence les variations que subissent,
avec le temps, les solutions alcalines de ces composés. Dans ces conditions,
elles se transforment dans les acides coumariniques (cis-o-hydroxycin-
namiques) et, ensuite, en acide coumariques (irans-o-hydroxycinna-
miques), surtout si les solutions alcalines restent & la lumiére diffusée.
(iette derniére transformation irreversible est particulierement rapide
pour la Bergaptol et la Xanthotoxole; elle ’est moins pour la Bergapteéne,
la. Xanthotoxine, la Psoraléne et 1’Angélicine et, pour quelques uns de
ces dernidres, elle se vérifie seulement dans les solutions laissées a la
lumidre dilfusée.

Summary. — The ri|l-l_!(_'rl'.I.'O]')}l'()|.-iJ_II_I-G'I;!‘it: properties ol some furocou-
marine derivatives (Psolarene, Angelicine, Bergaptol, Bergaptene, Xan-
thotoxol and Xanthotoxin) in ethanolic, perchloric acid and N/10 sodium
hydroxide solutions were studied. In particular, the changes which alkali-
ne solutions of those substances undergo with time, were studied. Under
such conditions they are converted into coumarinic acids (ets-o-hydro-
xycinnamic acids) and thence, especially in alkaline solutions left in

(*) Comunicazione all’VIII Congresso della Societd chimica Italiana tenuto con-
giuntamente alla Society of Chemical Industry - Torino, 26 maggio-2 giugno 1958.
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diffused light, into coumaric acids (trans-o-hydroxycinnamic acids). This
latter change is irreversible and particularly rapid for bergaptol and
xanthotoxol but is slower for bergaptene, xanthotoxine, psoralene and
angelicine and for some of these it occurs only if the solution is left
in diffused light.

Zusammenfassung. — Die Verfasser schildern die spektralfotometri-
schen Eigenschaften einiger furokumarinischen Derivate (Psoralen, An-
gelicin, Bergaptol, Bergapten, Xanthotoxol, Xanthotoxin) in Athylalkohol,
609% Hyperchlorsédure und N/10 Nathronlauge. Im Besonderen werden die
Verdinderungen studiert die diese Derivate im Laufe der Zeit in alka-
lischen Losungen erleiden. Unter diesen Bedingungen verwandeln sie
sich in die Kumarinséuren (¢is-0-oxy-Zimtsiuren) und dann, besonders
wenn die alkalischen Losungen im diffusen Licht stehen gelassen werden,
in kumarische Sduren (trans-o-oxy Zimtsiuren), Die letzte Umwandlung
ist irreversibel und ist besonders rasch fur das Bergaptol und das Xantho-
toxol, weniger rasch fiir das Bergapten, Xanthotoxin, Psoralen und An-
gelicin; fiir einige diesere Verbindungen kommt sie nur dann zu Stande
wenn die alkalische Losung der Wirkung des diffusen Lichtes ausgesetzt
wird.

In alcune Note precedentemente pubblicate uno di noi ha riportato
le proprietd spettrofotometriche di numerosi derivati cumarinici natu-
rali e sintetici ed ha anche studiato il comportamento spettrofotometri-
co delle soluzioni di questi composti in solventi diversi (alcol etilico,
acido perclorico al 609 ed idrato sodico N/10) (2 %),

In questa Nota riferiamo sulle proprieta spettrofotometriche nel-
I’'U.V. delle seguénti furocumarine: psoralene, angelicina, xantotoxolo,
xantotoxina, bergaptolo ¢ bergaptene.
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Tra queste sostanze presentano attivitd fotodinamica sulla cute (in
ordine decrescente di attivitd): psoralene, xantotoxina, bergaptene ed
angelicina, mentre bergaptolo e xantotoxolo sono inattive (* 3 ©).

Anche per questa ragione abbiamo ritenuto interessante studiarle
dettagliatamente dal punto di vista spettrofotometrico.

Per alcuni di questi composti si trovano, gia sparse nella letteratu-
ra, alcune notizie sulle proprietd spettrofotometriche (7).

Inoltre Bohme H. ¢ Severin T. hanno di recente riferito estesamen-
te sulle caratteristiche spettrofotometriche nell’'U.V. di cumarine sem-
plici e di alcune furocumarine (°). Questi AA., ignorando quanio in
questo campo era stato fatto negli ultimi anni da ManGINT A. e PASSE-
rinI R. (°- '°) da uno di noi (*+ * ?), da Goopwin R. H. e Porrocu B. M. (**),
Marroo B. N. (** '* ) Forrani A. (** %), pervengono, dopo questo
studio, a conclusioni gid note.

Le osservazioni che noi abbiamo potuto fare possono cosi essere
esposte :

1) Negli spettri di assorbimento delle soluzioni alcoliche delle
furocumarine si pud ravvisare, rispetto a quelli delle semplici cumarine,
un ampliamento dell’assorbimento della banda situata nel primo U.V,
Questo ampliamento puo essere attribuito alla congiunzione del ciclo
furanico col ciclo cumarinico, essendo notorio che la saldatura con nuovi
cicli comporta uno spostamento verso il rosso. Cid & anche in accordo
con quanto reso noto recentemente da Anorisano R. ¢ Papparnarpo G. (*7)
sulle modificazioni dello spettro del furano rispetto al benzofurano, ed &
confermato dal confronto degli spettri Jdi assorbimento (soluzioni alcoli-
che) della cumarina e delle furocumarine pili semplici: psoralene ed
angelicina (fig. 1).

2) L’introduzione di sostituenti (ossidrili o metossili) nelle posi-
zioni libere dell’anello benzenico del psoralene (bergaptolo, bergaptene,
xantotoxolo e xantotoxina) induce delle variazioni che sono perfetta-
mente compatibili con quanto & stato detto sopra: rispetto ai derivati
cumarinici corrispondenti (B-ossi-, B-metossi-, 8-ossi- e 8-metossicuma-
rina) le quattro furocumarine presentano un assorbimento piu elevato
nella prima banda e un movimento batocromo; alle lunghezze d’onda pin
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alte I’'andamento delle curve tipiche di assorbimento & simile a quello
dei corrispondenti derivati cumarinici (fig. 2). La sostituzione con 1’ossi-
drile o con il metossile, non provoca, nelle soluzioni alcoliche, variazio-
ni apprezzabili, come gid & stato messo in evidenza per i derivati cuma-
rinici semplici.

3) Le soluzioni in acido perclorico al 609, mostrano, come era
prevedibile, curve di assorbimento che hanno un andamento moito si-
mile a quello delle soluzioni alcoliche ¢ ci0 indica I'integrita dell’anel-
lo lattonico. Talvolta si osserva un’involuzione dei massimi e, sempre,
un effetto batocromo. Cio & evidentemente dovuto a un ampliamento del

sistema risonante per ionizzazione della forma neutra (* * 3 % 1)
(figg. 1 e 2).
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Fig. 1. - Spettri U.V. di Psoralene ¢ Angelicina in alcool etilico e acido perclorico

al 609 e di Cumarina in alcool etilico.

Lo studio delle soluzioni alcaline (NaOIl N/10) e alcaline riacidificate,
riveste un’importanza particolare. E’ possibile infatti seguire con meto-
do spettrofotometrico, sia 1’apertura dell’anello lattonico con formazio-
ne degli acidi cumarinici (cis-o-ossicinnamici) sia la eventuale ‘isomeriz-
zazione di questi con formazione degli stereoisomeri acidi cumarici
(trans-o-ossicinnamici).
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L’idrolisi del ciclo pironico delle cumarine semplici in alcali & stata
studiata, oltre che da uno di noi (* % ?) anche da Forrant A. (*% '9),
Marroo B. N. (*% 13 ) Mancint A. e Passerint R. (*"), e, trascurando la
letteratura precedente, anche da Bonme IH. ¢ Severin T. ().
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Fig. 2. - Spettri U.V. di Xantotoxolo, Xantotoxina, Bergaptolo ¢ Bergapfene in alcool

etilico e acido perclorico al 609,

Essa avviene per lo piu rapidamente [alcuni sostituenti nelle diverse
posizioni possono diminuire o aumentare la stabilitd del ciclo pironico
(h % % 19] ¢ si pud osservare per via spettrofotometrica poiché lo spet-
tro di assorbimento degli acidi cumarinici, in soluzione alcalina, & no-
tevolmente diverso da quello delle cumarine in alcol etilico o altri
solventi. Se si riacidificano subito queste soluzioni alcaline si riotten-
gono ancora, inalterate, le cumarine di partenza e le curve di assorbi-
mento assumono l’andamento primitivo, salvo differenze di dettaglio
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dipendentemente dall’influenza del mezzo. Solo in casi particolari, come
la presenza di un gruppo nitrico, o formilico (*% ° 2°) o carbossilico (**)
in posizione 8 o forse anche di ossidrile in o« [Mancint A. e PassEk-
riNt R. osservano che l'acido a«-ossicumarinico, per riacidificazione, non
fornisce una curva assimilabile a quella registrata in soluzione alcolica
per la 3-ossicumarina (*°)], si hanno gli acidi cumarinici stabili, in so-
luzione acida, per un tempo sufficiente per la loro separazione. La velo-
citd di apertura e di richiusura dell’anello pironico, che & in generale
alta, in alcuni casi puo essere misurabile o per via spettrofotometrica o
per via fluorimetrica, ma il metodo polarografico & il pit idoneo per lo
studio di questa reazione di idrolisi (*%. 2% 2% 25) (Con tale metodo, in-
fatti si puo esattamente misurarc la concentrazione delle due forme pre-
senti a vari pH.

Se le soluzioni alcaline delle cumarine vengono lasciate a s¢ subi-
scono una trasformazione pitu profonda col tempo: esaminate allo spet-
trofotometro dopo qualche tempo presentano proprieta del tutto diverse
da quelle iniziali. L’assenza dell’assorbimento caratteristico, dopo riaci-
dificazione, indica la perdita della struttura lattonica. In queste condi-
zioni, come uno di noi ha dimostrato (* % * 2¢) 1’acido cumarinico-(¢ts-o-
-ossicinnamico) si isomerizza ad acido cumarico (frans-o-ossicinnamico).
Questa trasformazione irreversibile avviene gradualmente sia al buio,
sia, pit rapidamente, alla luce diffusa. Dai risultati ottenuti da uno di
noi (*» 2 % 2%) ¢ da Bonme H. ¢ SEverIN T. (®) risulta che eilettivamente
ia luce diffusa favorisce la trasposizione cis—trans, come gid osservato
da PaTzax ¢ NEUGEBAUER (%2 2%) e da Forrant A. (** ') per la cumarina (*).

La trasformazione per alcune cumarine & completa dopo poche ore,
per altre non avviene affatto o non & completa neanche dopo esposizione
alla luce dilfusa, raggiungendosi la formazione di un equilibrio fra le
due forme isomere (®).

Ecco i risultati da noi ottenuti con le furocumarine:

Psoralene. La soluzione alcalina (NaOH/10) esaminata allo spettro-
fotometro subito dopo la preparazione, ha un primo massimo di assor-
bimento a 348 mp e un secondo, ad estinzione pil alta, a 243 mp. Se
questa soluzione viene conservata al buio si nota un lento movimento
batocromo che incomincia ad essere evidente dopo 3 gg e al termine di
10 giorni i massimi sono a 372 ¢ a 250 mp. Se invece la soluzione viene
lasciata alla luce diffusa del laboratorio questo movimento & molto pit
rapido ed evidente: gid dopo 10 ore i massimi sono a 365 ¢ 280 my,
dopo 20 ore a 375 e 250 my (fig. 3).

(*) Marroo B. N. (**) esprime una diversa opinione. A questo riguardo si veda
Forrant A. (5, 19),



B " .

PSORALENE

NaOH N/10

\]

1

2
NaOH N/10 A A
\

v
% 3
1= Y | g id. 92 h al buio N id. 15h a luce diffusa
\
¥

........... id. 10 gg al buio B id. 30h a luce diffusa

0.8 4
0.7 -
0.6
05
0.4
0.3
02
0,14

T T T =
240 280 320 360 400 2,0 280 320 360
ANGELICINA e

1,2 4 4
NaOH N/10

St id. 36 h al bulo

400
my

= NaOH N/10 15 h a luce diffusa
1.0 B e id. 10 gg al buio &4 0000000 eemmmes id. 60 ha luce diffusa

Y
f
— i -:‘t
N
N/ih
LN P ou
< * 4
E .'-\..ﬂ‘\
-1 e l‘- o
et .'!a
%,
1 '\,\",: 'f"ﬂ:::
. Y ‘_f N
-3-:--/-."5. \\
. Ny
T T T T T T T
2lo 280 320 360 400 240 280 320 360 + 1o 00

Fig. 3. - Spettri U.V. di Psoralene ¢ Angelicina in NaOIl N/10.

Angelicina. - T massimi di assorbimento della soluzione alcalina
preparata di fresco sono a 335 e a 244 mp con una inflessione fra 263 ¢
9295 mu. Dopo 36 ore al buio i massimi sono a 350 ¢ 248 my., dopo 135 e

1-!‘ : -
230 ore, sempre al buio, essi sono a 360-365 e a 250 mp con la com-
; P
parsa di due massimi poco accentuati a 263-270 e 290-295 my. Questa
stessa variazione si osserva, piu rapidamente perd, nella soluzione al-
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calina lasciata alla luce dilfusa: gia dopo 10 ore i massimi sono a 360
e 246 mp e si nota gia la comparsa dei massimi accessori nella zona
intermedia, dopo 60 ore i massimi sono a 363, 290, 268 ¢ 250 mp, (fig. 3).

Acidificando le soluzioni alcaline di questi due composti subito
dopo la preparazione si ottengono soluzioni che presentano, all’incirca,
lo stesso spettro di assorbimento della soluzione aleolica e analogamente
si comportano le soluzioni alcaline lasciate anche a lungo sia al buio
che alla luce (fig. 4).
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Tig. 4. - Spettri U.V. di Psoralene ¢ Angelicing in NaOH N/10 + HCIL

In questi due composti ciod & rivelabile 'apertura dell’anello lat-
tonico, ma non si pud mettere in evidenza alcuna trasformazione del-
’acido cumarinico ad acido cumarico. E' probabile che essa avvenga in
lieve misura e che si stabilisca un equilibrio, composto da un forte ec-
cesso di forma cis, anche nelle soluzioni lasciate alla luce diffusa. Questo
spiegherebbe il movimento batocromo che si osserva nelle soluzioni al-
caline e quello leggermente ipsocromo che si osserva nelle soluzioni al-
caline riacidificate. Questo punto sara ulteriormente indagato.

Bergaptolo: (5-ossi-psoralene). Gid dopo 4 ore, sia che venga la-
sciata al buio o alla luce, la soluzione alcalina se riacidificata, non ha pin
lo spettro caratteristico della soluzione alcolica. La trasformazione irre-
versibile avviene quindi rapidamente (fig. 9).
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Fig. 5. - Spettri U.V, di Bergaptolo in NaOH N/10 ¢ NaOH N/10 + HCI.

Identici risultati si ottengono anche in corrente di azoto e cid per-
mette di escludere interferenze di ordine ossidativo; inoltre ’andamento
delle curve delle soluzioni alcaline delle 5-ossi- ed 8-ossicumarine trova
corrispondenza negli spostamenti spettrofotometrici che si rilevano nelle
soluzioni alcaline di bergaptolo ¢ xantotoxolo (vedi pit avanti).

Bergaptene (5-metossipsoralene). - Rispetto al bergaptolo la trasfor-
mazione & piu lenta e quella irreversibile & rivelabile solo dopo due
giorni nella soluzione alcalina lasciata alla luce diffusa, mentre al buio
si ha, dopo acidificazione, lo spettro caratteristico della forma lattonica
e cosi anche dopo 10 giorni (fig. 6).

Xantotozolo: (8-ossipsoralene). Si comporta come il bergaptolo. La
trasformazione irreversibile &, perd, molto piu rapida: gid dopo alcuni
minuti la soluzione alcalina anche al buio, se riacidificata, non presenta
piu lo spettro caratteristico della forma lattonica (fig. 7).

Xanlotoxina (8-metossipsoralene). lla un comportamento molto si-
mile a quello del psoralene e dell’angelicina. La soluzione alcalina, al
buio, non presenta alcuna variazione apprezzabile con il tempo. Solo alla
luce diffusa mostra un movimento batocromo con comparsa di un mas-
simo accessorio a 300 myp circa. Riacidificata ha, all’incirca, lo stesso
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Fig. 6. - Spettri U.V. di Bergaptene in NaOH N/10 NaOH N/10 + HCI.
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Fig. 7. - Spettri U.V. di Xantotoxolo in NaOH N/10 e NaOH N/10 + HCIL
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Fig. 8. - Spettri U.V. di Xantotoxina in NaOH N/410 a NaOH N/10 + HCL
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spettro di assorbimento della soluzione alcolica. In quella lasciata alla
luce diffusa si nota perd, dopo riacidificazione, un movimento ipsocromo
con alcune variazioni che fanno pensare a una trasformazione irrever-
sibile, che, anche se non completa, potrebbe essere apprezzabile (fig. 8).

Da quanto esposto si pud concludere che le furocumarine sono, co-
me le semplici cumarine, idrolizzabili con alcali negli acidi cumarinici
(cis-o-ossicinnamici) corrispondenti. Questi, in soluzione alcalina con il
tempo e piu rapidamente per l'azione «della luce, si trasformano negli
acidi cumarici (l{rans-o-ossicinnamici). Questa trasformazione, irreversi-
bile, & particolarmente evidente ¢ rapida per quei derivati con un ossi-
drile nelle posizioni 5 ed 8 (bergaptolo e xantotoxolo). Lo xantotoxolo
subisce la trasformazione pil rapidamente del bergaptolo. La metilazio-
ne dell’ossidrile sembra rendere pit stabile la forma cis e la trasforma-
zione irreversibile, identificabile con la trasformazione cis — trans, av-
viene per il bergaptene (b-metossipsoralene) solo alla luce diffusa, mentre
non avviene al buio; per la xantotoxina (8-metossipsoralene) non avviene
al buio e, sembra non completamente neanche alla luce diffusa. Mentre
I’ossidrile nella posizione 8 facilita la trasformazione irreversibile, il
metossile nella stessa posizione la rallenta. I derivati non sostituiti (pso-
ralene e angelicina) mostrano modificazioni poco apprezzabili anche se
lasciati in alcali e alla luce diffusa.

PARTE SPERIMENTALE

Tutte le sostanze esaminate in questo lavoro, salvo il xantotoxolo,
sono estrattive:

a) psoralene, dalle foglie di Ficus carica (*7);

b) angelicina, dalle foglie di Angelica archangelica (**),
¢) bergaptolo, dall’essenza di bergamotto (*°);

d) bergaptene, dall’essenza di bergamotto (*°);

e) xantotoxina, dalle foglie di Ruta graveolens (*');

/) xantotoxolo, ottenuto per smetilazione della xantotoxina (**).

Con esse furono preparate soluzioni concentrate in alcol etilico as-
soluto; da queste, per diluizione con lo stesso alcol o con idrato sodico
N/10 o con acido perclorico al 609, venivano preparate le soluzioni al-
coliche, alcaline e in acido perclorico aventi la concentrazione molare
di 5.10-%.
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Le soluzioni alcoliche e quelle in acido perclorico, contenenti 119,
di alcol, venivano esaminate allo spettrofotometro subito dopo la prepa-
razione; quelle alcaline subito e ad intervalli di tempo regolari alla
lunghezza d’onda corrispondente al massimo di assorbimento finché non
si osservava alcuna variazione sensibile entro 10 minuti. Eseguita que-
sta misura parte della soluzione alcalina veniva acidificata subito con
due gocce di HCl conc., un’altra parte veniva conservata al buio e una
parte lasciata in recipiente di vetro alla luce dilfusa del laboratorio per
diversi giorni. Queste soluzioni alcaline venivano esaminate allo spettro-
fotometro ad intervalli regolari di tempo, ripetendo le misure anche sulle
soluzioni alcaline riacidificate. Le soluzioni alcaline venivano di nuovo
conservate nelle medesime condizioni onde ripetervi le misure fino al
termine di 10 giorni.

Gli apparecchi usati sono stati quelli Uvispek-Hilger, UNICAM mod.
SP 500 e quello BECKMAN mod. DK 2; i grafici ottenuti con quest’ulti-
mo apparecchio sono stati riprodotti su carta millimetrata usando per
le lunghezze d’onda una scala lineare.

Roma — Istituto Superiore di Sanitd - Laboratorio di Biologia.
Padova. — Istituto di Chimica Farmaceutica dell’Universita,
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