22. Elsa CAGGIANO e G. B. MARINI-BETTOLO. — Contributo all’analisi
cromatografica ed elettroforetica degli alcaloidi terziari degli
Strychnos. (¥

Riassunto. — Nel quadro delle ricerche sugli alcaloidi delle Strych-
nos sono stati studiati i metodi cromatografici ed elettroforetici per la
separazione analitica degli alcaloidi terziari, con speciale riguardo per i
metodi su strati sottili.

Summary. — Paper and thin layer chromatography and electropho-
retical methods for the analytical separation of Strychnos tertiary alka-
loids have been developped.

Il problema della identificazione e della caratterizzazione delle basi
terziarie che si ritrovano nelle piante del genere Strychnos, interessa lo
studio chimico e hiochimico di varie specie africane ed asiatiche di questo
genere come pure di numerosi veleni elaborati con queste piante in Africa,
Indonesia e Malesia.

La complessitd delle miscele di composti naturali ha sempre reso dif-
ficili e separazioni degli alcaloidi secondari delle Strychnos, caratterizzati
da gruppi amminici terziari.

Recentemente 1 metodi cromatografici su carta sono stati applicati con
successn a Bucnr e Scuumacner (*) alla separazione della brucina e della
stricnina nei medicamenti. JamINET (*) ha studiato inoltre le condizioni di
separazione degli alcaloidi della Strychnos holsti su carta impiegando mi-
scele di isobutanolo o isopropanolo con acido acetico o ammoniaca.

E’ sembrato interessante, dovendo effettuare una ricerca sistematica
su un certo numero di campioni di Strychnos della Malesia come anche
per seguire le trasformazioni di questi alcaloidi mettere a punto tecniche
cromategrafiche che consentissero la rapida separazione e identificazione
dei diversi aicaloidi e precisamente la cromatografia su carta e la croma-
tografia su strati sottili. ,

Abbiamo effettuato tutte le esperienze impiegando una serie di alca-
loidi puri controllando le risoluzioni con miscele artificiali.

(*; T risultati di questo lavoro sono stati in parte comunicati al Simposio Infer-
nazionale di Cromatografia su carta - Praga 20-24 giugno 1961.



e

La cromatografia su carta & stata effettuata con quattro diversi sol-
ventl gia impiegati con successo nella separazione di alcaloidi di struttu-
ra simile e cio# butanolo-acqua, butanolo-acido acetico acqua, piridina
acetato di etile e acqua (solvente D di Karrer), metiletilchetone saturo
dl acqua (solvente C di Karrer).

[ risulta’s di queste cromatografie sono riportati nella tabella I dove
froviamo accanto ai valori degli R ;, calcolati anche quelli del R,

Se si considerano 1 valori degli R, si nota che con questi solventi ri-
sulta particolarmente difficile la separazione della stricnina dai suoi omo-
ioghi a e B-colubrina che sono rispettivamente «-metossi-stricnina e la
8-metossi-stricnina; pit facile invece la separazione della brucina (dime-
tossistricning). Come era logico aspettarsi la presenza di un ossidrile
fenolico libero nella molecola, consente, variando il pH del solvente, di
ottenere delle buone separazioni, ad esempio nel caso della vomicina.

Diabolina Stricnina Vomicina
R = OH: pseudostricnina
* = OCH,: a-colubrina
+ = OCH,: B-colubrina
+ * = OCH,: brucina

Egualmente la diabolina pud separarsi dalla stricnina con 'impiego
di solventi basici e neutri.

Esaminando i valori dei diversi R, calcolati per i solventi studiati
non é stato possibile riscontrare una relazione diretta tra struttura e By s

Infatti malgrado si abbia un unico sistema fondamentale in partico-
lare per la stricnina, le colubrine e la brucina, non & stato possibile di-
mostcare proprieta additive come sono state riscontrate da Bate-Smrra (%)
nella serie dei flavoni e da Maceg (*) negli alcaloidi del gruppo dell’acido
lisergico e quelli della cevina.

Abbiamo voluto effettuare oltre che la cromatografia su carta di que-
sti alcaloidi la cromatografia su strati sottili e precisamente su gel di si-
lice con una serie di solventi quali cloroformio-dietilammina al 109,
metanolo, cloroformio con il 20% di metanolo, cloroformio con il 309
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Tasreroa 1

Cromatografia su carta.

Solvente Bu - Aec - HO Bu : HO Solv. C Solv. D

!
!

Desacetildiabolina | 0,67 | —0,31 | 0,61 | —0,19 | 0,26 | 0,45 | 0,58 | —0,14

Diabolina 0,61 | —0,19| 0,36 | 0,25|0,24 | 0,50 0,34 0,29

| l

! |
Stricnina 0,67  —0,211 0,49 0,02 0,42 0,14 | 0,42 0,14
a-Colubrina 0,67 —0,31|0,44 | 0,11 0,20 0,60 0,49 0,02

3-Colubrina ' 0,69  —0,35|0,42| 0,14/ 0,33 | 9,31|0,46 | 0,07

Brucina 0,57 | —0,12 | 0,44 0,11 0,26 0,45 | 0,53 | —0,05
hiidrobrucina 0,61  —0,19|0,41| 0,16/0,28| 0,410,209 | 0,89
i

Vomicina 0,66 | —0,29 | 0,70 | —0,37 | 0,92 0,66 | 0,93 | —0,69
N-Osgistricnina 0,70  —0.37 | 0,60 | —0,18 | 0,26 0,45 | 0,33 0,31
Pseudostricnina 0,83 | —0,60 | 0,80 | —0,60| 0¢76 | —0,50

Retulina 0,60 | —0,35| 0,53 | —0,05 | 0,24 0,50 | 0,37 0,23
Holstina 0,66  —0,29| 0,47 0,05] 0,33 0,31 | 0,40 0,18

* Da Strychnos holstii.
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di metanolo, cicloesano con il 109 dietilammina, cloroformio-acetone-
dietilammina (> * ), secondo le tecniche di D. WaLp1, K. SCHNACKER,
F. Hunter (%) E. Stanu (%), E. DEMoLE (7).

Va notalo che in queste separazioni si ha una notevole costanza
di Ry (tabella II), e che talune miscele di solventi consentono delle se-
parazioni molto nette sopratutto tra diabolina e stricnina, cosa di un
certo interesse pratico per seguire la trasformazione della diabolina che
si considera un precursore della stricnina.

Con questo sistema invece non si ha una buona risoluzione delle
metossi-stricnine: a e § colubrina e brucina.

E’ stata anche effettuata la cromatografia di questi alcaloidi su strato
cottile di allumina, secondo V. Cerny, J. Joska e L. Lasrer (%), impie-
gando come solvente cloroformio-acetato di etile e cloroformio e acetato
di etile e benzolo.

Anche in questo caso, mentre & difficile separare la stricnina dalle
colubrine si hanno buone risoluzioni con gli altri alcaloidi (vedi tabel-
la III).

Se si impiega una miscela artificiale di desacetildiabolina, diabolina,
stricnina ¢ N-ossistricnina usando come solvente cloroformio-metanolo
8:2; su gel di silice si ha una buona risoluzione che consente di distin-
guere i quattro componenti anche se gli Ry vengono influenzati reci-
procamente

Oltre ai metodi cromatografici abbiamo studiato il comportamento
elettroforetico di questi stessi alcaloidi a pH 2,5, 6,8 e 10,4.

Nella tabella IV sono riportati i valori delle migrazioni in mm per
i diversi alcaloidi per 3 ore. Di questo si trova conferma a quanto gia
osservato da Marmvi-Berroro e Cocm (%), sulla influenza determinante
dell’ossidrile fenolico sulla migrazione in una molecola di alcaloide quan-
do venga variato il pH, come si nota per la vomicina e la pseudostricnina.

Si pud pertanto concludere che 1'impiego di metodi cromatografici
su carta e su strati sottili come pure dell’elettroforesi su carta offre la
possibilita di separare e di riconoscere e caratterizzare rapidamente 1 prin-
cipali alcaloidi terziari presenti nelle Strychnos.

PARTE SPERIMENTALE
- Alcaloid

Abbiamo impiegato alcaloidi purificati sotto forma basica. Soluzioni
alcooliche o acquose all’19%.
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Cromatografia su gtrato =oftile di allumina.

TaseLna 111

Acetato etile

Acetaty etile

Sosfanza Cloroformio C I()‘rlu t;m]'.mio Benncla
Desacetildiaboling 0,16; 0,29; 0,13 | 0,55; 0,51; 0,46 0,35; 0,53
Diabolina 0,10; 0,13; 0,15 | 0,50; 0,50; 0,46 0,37; 0,56
Stricuina 1 0,52; 0,63, 0,68 | 0,69; 0,85; 0,76 | 0,76; 0.76; 0,77

g-Colubrina

3-Colubrina

Brucina

Diidrobrucina

Vomicina

N-Ossistricnina

Pseudostricnina

Retuina

Holgtina

Alcaloide C (*)

0,40; 0,59; 0,51

0,42; 0,55; 0,43

0,44; 0,50; 0,51

0,42; 0,50; 0,50

0,48

0,51; 0,63; 0,56
0,04; 0,08
0,61; 0,55

0,37; 0,41; 0,35

0,07; 0,07

0.43; 0,39

0,81; 0,82; 0,80

0,86; 0,80; 0,77

0,64; 0,73, 0,69

0,70; 0,68: 0,60 | 0,56; 0,49; 0,52

0,88; 0,85

0,81; 0,72; 0,76

0,53; 0,55; 0,56

0,16; 0,12; 0,06

0,64; 0,67

0,76; 0,75; 0,74

0.70:0,71; 0,72

0,58; 0,56: 0,56

0,85; 0,87; 0,84

0,72; 0,73; 0,70

0,53; 0,53

0,19; 0,24

0’53 e 0|61

(*) Da Strychnos holstii.
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Elettroforesi su carta.

TaseLoa TV

Sostanza pH 25 6,8 10,4
Spostamento in mm dall'origine

Diabolina 58 mm 64 mm 38 mm
Stricuina 58 59 24
a-Colubrina 51 52 25
3-Colubrina 53 52 21
Brucina 51 51 20
- Diidrobrucina 50 51 22
Vomicina 52 17 9
N-Ossistricnina 46 13 19
Pseudostricnina 47 19 16
Reltnlina 60 68 50
Holstina 67 62 25
Alcaloide C* 36 16 15

* Da Strychnos holstii,
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Cromatografia.

Si ¢ impiegato il metodo discendente con carta Whatman 1 per 4 ore
¢ mezzo per i solventi C e D, e 18 ore per il solvente butanolo-acqua e bu-
tanolo-acido-acetico-acqua, in modo che il fronte del solvente raggiunga
una distanza di 34-38 ¢m a temperatura ambiente.

I solventi impiegati sono stati i seguenti:

1 - Butanoclo-acqua

2 - Butanolo-acido-acetico-acqua - 4:1:5

4 - Metiletilchetone-acqua-metanolo (800 cm® - 70 em® - § em?®): Sol-
vente C

4 - Piridina-acetato d’etile - Acqua (230 em? - 750 em® - 16,5 cm?):

Solvente D

Cromatografia su strati sottili.

Si & impiegato 'apparecchio originale di Stahl impiegando gel di
silice sclfato di calcio (Kieselguhr G - Merck - Darmstadt).

I campioni sono stati applicati all’origine e fatti correre in parallelo
con un ~olorante standard fino a che il fronte del solvente non avesse rag-
giunto 1 10 em dall’origine.

Come solventi sono stati impiegati:

Cloroformio - Dietilamina (9:1)

Metanolo

Cloroformio - Metanolo (8:2)

Cloroformio - Metanolo (7:3)

Cicloesano - Dietilamina (9:1)

Cloroformio - Acetone - Dietilamina 5:4:1)

Elettroforest su carta.

Si & ulilizzato ['apparecchio LKB impiegando strisce di carta di
cm 185 x 46 Whatman N. 1 e una tensione di 5 V per ecm per 3 ore.
Come tampone & stato usato il tampone universale di Britton a pH 2,5
¢ diluito a 1/4 per pH 6,8 ¢ 10,4,

La sostanza viene applicata esattamente nel centro della striscia dopo
avere lasciato equilibrare la striscia per un’ora.

Lo spostamento viene misurato in millimetri dall’origine dopo 3 ore.
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Rivelazione.

Gli elettroferogrammi ed 1 cromatogrammi su carta vengono osser-
vati alla luce U.V.

Come reattivi si possono usare i vapori di iodio (*°) sia per elettro-
ferogrammi che per i cromatogrammi su carta e su gel di silice.

Una di noi (E. C.) desidera ringraziare il Governo italiano per una
horsa di perfezionamento per 1'Uruguay che gli ha consentito di effettua-
re questo lavoro.

Roma — Istituto Superiore di Sanitd - Laboratori di Chimica biologica.
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