CHEMICKE ZVESTI X, 10 — Bratislava 1956

ALKALOIDY VO VERATRUM ALBUM LOBELIANUM (1)
IZOLACIA A ODDELOVANIE

J. TOMKO, B. DVORAKOVA, 8. BAUER, J. MOKRY

Oddelenie farmaceutickej chémie a biochémie Chemického ustavu Slovenskej akadémie
vied v Bratislave

Hoci vyskyt alkaloidov v kychavici (Veratrum) je znamy viac ako 100 ro-
kov, venovala sa ich izolacii zvySena pozornost aZ v poslednych rokoch.
Popudom k tomu bolo pozorovanie ich hypotenzivneho téinku, ¢o malo za
nasledok podrobnejsie Stadium ich izoldcie, vyskytu, objasnenia a rieSenia
chemickej struktary.

Prvé pokusy o izoldciu veratrovych alkaloidov robili Pelletier a Caven-
tou [1], ktori pripravili zmes amorfnych baz. V polovici minulého sto-
rodia sa podarilo Simonovi [2] ziskat kryStalickd bazu, ktort pomenoval
jervin.

Pricami C. R. A. Wrighta a A. P. Luffa [3, 4] sa rozsiril poéet krysta-
lickych alkaloidov ziskanych z Veratrum album. Uvedeni autori okrem jervinu
izolovali aj pseudojervin a rubijervin. Koncom minulého storoéia sa touto
problematikou zaoberal aj Salzberger [5]. Po tvorroénej praci sa mu po-
darilo okrem jervinu, pseudojervinu, rubijervinu a protoveratridinu pripravit
z Veratrum album aj protoveratrin ako najtoxickejsi alkaloid. Analytickym
stanovenim alkaloidov vo Veratrum album sa zaoberal Bredeman [6].

Pred druhou svetovou vojnou sa podrobnému $tadiu veratrovych alkaloidov
v bavorskej kychavici bielej venoval Poethke [7, 8]. Okrem dovtedy zna-
mych alkaminov a niektorych esterov sa mu podarilo pripravit i germerin
a germin, éim rozsivil paletu alkaloidov dovtedy ziskanych z Veratrum album.
Podobne japonskiautori K. Saito, H. Suginome a M. Takaoka[9, 10, 11]
sa zaoberali izol4dciou alkaloidov z Veratrum japonskej proveniencie. V krysta-
lickom stave vSak pripraviliiba jervin a veratramin.

V literatare sa vyskytuja podetné price W. A. Jacobsa, L. C. Craiga
a Y. Satoa [12, 13, 14, 15], ktori sa zaoberaju §tidiom izolacie a konstittucie
veratrovych alkaloidov. V poslednom éase sa uvedenou problematikou zapo-
dievaju Stoll a Seebeck [16, 17, 18], Kupchan [19], Klohs [20], Auter-
hoff [21] a i.

Dosial sa z Veratrum album rézneho pévodu pripravili:

1. esterové alkaloidy:

a) odvodené od protoveratrinu, a to protoveratrin [5, 7, 12], ktory sa dalej

rozdelil na protoveratrin A a protoveratrin B [16, 19, 22],
b) estery odvodené od germinu, napr. protoveratridin [5, 7], germerin [7],
germitetrin B [22] a neogermitrin [23],
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c¢) veratroylzygadenin, ester zygadeninu a kyseliny veratrovej [17, 18],
ktora sa uz predtym izolovala zo zmesi po hydrolyze esterovych alka-
loidov;

2. alkaminy, z ktorych sa pripravil jervin [8, 9], rubijervin [4, 13], izo-

rubijervin [13], geralbin [23] a veratrobazin [17, 18];

3. glukoalkaloidy pseudojervin [4] a veratrozin [14].

V priebehu izolicie a oddelovania alkaloidov sa starSie klasické metédy
doplnili novsimi Setrnej§imi metédami, a to protipridovym roztrepdvanim
(craigovanim) [24, 25] a adsorpdnou chromatografiou [19]. Pri zistovani &is-
toty a identity latok sa uplatunila papierova chromatografia [22, 26].

Kedze obsah alkaloidov a ich zloZenie vo Veratrum album rdznej provenien-
cie je odli$né podla druhu pddnych, klimatickych a inych faktorov, venovali
sme sa $tidiu obsahovych latok vo Veratrum album var. Lob., ktora sa v znad-
nej miere vyskytuje na vychodnom Slovensku v Cerhovskom pohori. V praci
opisujeme stanovenie obsahu alkaloidov v uvedenej droge, izolaciu jervinu
a pseudojervinu.

Experimentalna éast
A. Analytické zhodnotenie

Analytické stanovenie obsahu alkaloidov sa urobilo podla modifikovanej Bredema-
novej metédy [6]. Rozomletd droga sa po napuéani 10 9%, amoniakom extrahovala
zmesou chloroform — éter (1 1). Po extrakcii alkaloidov z organického rozpustadla
0,2 N-HCI sa tieto previedli 10 % amoniakom na bazy a opét extrahovali zmesou chlo-
roform — éter. Po oddestilovani organického rozpustadla sa obsah alkaloidov stanovil
véazkove.

V tab. 1 je porovnany obsah alkaloidov v podzemnej Sasti rastliny (pakorene, korene
a podzemné puéiky) éerhovskej kychavice s bavorskou kychavicou [7].

Tabulka 1
o o obsah alkaloidov vazkove v %
Eant rmstling bavorska k}’rcha4vica Gerhovska kychavica
biela | biela*®
pakorern 1,63 1,53
korene 1,38 1,51
podzemné pudiky 1,49 1,39

* Priemer zo §iestich stanoveni. Hodnoty si prepoé¢itané na bezvoda drogu.

B. Izolaénd éast

Vsetky body topenia s nekorigované, Vzorky pre analyzu sa 3 hodiny susili nad P,0
pri teplote 112 °C a tlaku 2—3 mm Hg.
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Izoléacia jervinu

Podzemna Sast kychavice, nazbierand koncom augusta 1954, po ususeni v tieni a rozo-
mleti na kladivkovom mlyne sa extrahovala benzénom pcdla Craiga a Jacobsa [12].

15 kg drogy sa pridalo do 501 benzénu, 31 25 % NH,OH a 31 vody. Pricbechom 8 hodin
sa droga mieSala s rozpustadlom v 100 1 smaltovanom kotliku a po 12 hodinéch sa od-
filtrovala. Odfiltrovand droga sa tym istym sp6sobom znovu extrahovala dal$imi 251 ben-
zénu. Extrakcia drogy benzénom sa za tych istych podmienok urobila eSte treti raz.
Odfiltrované droga sa odloZila na extrakeiu pseudojervinu etanolom. Spojeny benzénovy
extrakt sa viackrat premyl vodou, aZz kym nebola neutrélna. Vyprany oddeleny benzé-
novy extrakt sa vakuove (pri tlaku 12—14 mm Hg) zahustil asi na 1/10 pévedného ob-
jemu (ca 10 1). Zahusteny benzénovy extrakt sa vytrepal 2 X 21a 5 X 115 % kyseliny
octovej. Emulzie, ktoré vznikaju v priebehu extrakcie, rozdelili sa na Sharplessovej
centrifuge. Posledny extrakt uZ nereagoval pozitivne s Mayerovym é&inidlom. Spojené
extrakty kyseliny octovej sa ochladili na 5 °C a zalkalizovali 25 %-nym NH,OH na
pH 8—9, pri¢om teplota neprestupila 10 °C. Zalkalizovany roztok sa viackrat extrahoval
benzénom, kym alkaloidy mnepresli do organického rozpustadla. Nato sa benzénovy
extrakt premyl destilovanou vodou do neutrélnej reakcie a vdkuove sa zahustil na vod-
nom kupeli pri teplote 50—60 °C do sucha. Léatka sa vysuSila vo vékuu voednej pumpy
pri teplote 90 °C. Ziskané alkaloidy (70—80 g) st zmesou alkaminov a esterov pritom-
nych vo Veratrum album. K tymto sa pridalo 500 ml suchého éteru, pri¢om sa dast alka-
loidov rozpustila. Nerozpustnéd éast, ca 20 g (A), sa odfiltrovala. Alkaloidy rozpustné
v éterisa extrahovali 10 X 50 ml 0,2 ~-HCI, pri¢om sa na rozhrani vyluéila nerozpustna
dast 9 g (B), ktord obsahovala prevazne jervinhydrochlorid.

5 g alkaloidov nerozpustnych v éteri (A) sa za tepla rozpustilo v 100 ml metanolu.
Po filtracii a ochladeni roztoku vykrystalovala latka o b. t. 232—235 °C (1,5 g). Na z4-

Tab. 2.
1 g latky, 30 g Al,0,, 80 ml organickych rozpustadiel
rozpustadlo charakteristika poznamka

1. éter — chloroform 1 1

2. éter — chloroform 1 1 krystaly z metanolu papierovou chromato-

3. & loratiem i 1 0,6 g, b. t. 247—248 °C | grafiou identifikované

2. cter — chlorotorm (nekor.) ako jednotné latka

4. éter — chloroform 1 1

5. éter — chloroform 1 1|

6. chloroform

7. chloroform |

8. chloroform latka po nao¢kovani |

jervinom nekrystaluje

9. chloroform papierovou chromato-
10. chloroform grafiou identifikované
11. chloroform — metanol 2 9%, ako zmes létok
12. chloroform — metanol 4 %, frakcie] ObS]ilh\ljl'l len

stok

13. chloroform — metanol 8 9%, akopy Mt
14. chloroform — metanol 16 9,
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klade vysledkov papierovej chromatografie (Whatman 1, formamid, chioroform — ben-
zén 8 2) zmes obsahovala 5 latok. Tieto sa dalej oddelovali na stipei Al,O, prietokovou
chromatografiou [27].

Z frakcie 1—8 sa kryStalizdciou z metanolu ziskal jervin (0,6 g) o b. t. 247—248 °C;
[x]22° = —1504-3° (2,0843 g latky/100 ml 95 9%, etanolu). Rozpusta sa v metanole, eta-
chloroforme a v aceténe; mélo rozpustny je v éteria v benzéne.

Vzorka pre analyzu sa znovu prekrysStalovala z metanolu (bez zmeny bodu topenia)
a vysusila sa.

Analyjza
Pre C;,H,,04N (molekulova vaha 425,59)
vypoéitané C =176,219 H = 9,220 9%,
néjdené C =175929% H = 9,098 9%,
76,03 9, 9,206 %,

UV-absorpéné spektrum (obr. 1) stanovené na Unicam-Cambridge SP-600 UV-spektro-
fotometri (koncentracia 25 mg% v 95 % etanole) je v dobrej zhode s udajmi v litera-
tare [28].
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Obr. 1. Obr. 2.

13 g nerozpustnych hydrochloridov (B) sa rozpustilo v 200 ml metanolu za pridania
10 ml 2 N-NaOH a kratko sa povarilo vo vodnom ktpeli. Roztok sa prefiltroval a filtrat
s8 vo vakuu oddestiloval na 30 ml. Tento zvySok sa extrahoval 5 X 100 ml chloroformu.
Spojené chloroformové extrakty sa premyli 3 X 50 ml destilovanej vody, vysusili
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bezvodym Na,SO, a oddestilovali vo vdkuu vodnej vyvevy do sucha. ZvySok sa rozpustil
v metanole, z ktorého sa vyluéili kryStaly. Tieto sa odfiltrovali, premyli metanolom a vy-
susili pri 105 °C; b. t. 238—241 °C, vytaZok 6 g.

Vylacené kryStaly sa preéistili prietokovou chromatografiou na Al,O, a identifiko-
vali sa ako jervin rovnakym spdsobom ako v predchddzajicom pripade.

Izolé4cia pseudojervinu

Odfiltrovand droga sa extrahovala po benzénovej extrakeii etanolcm [14]. Extraho-
valo sa v smaltovanom kotle 50 1 etanolu. Zmes sa mieSala 8 hodin a po 12 hcdinéch sa
etanol odfiltroval. Na drogu sa znovu pridalo 25 1 etanolu, 11 25 % NH,OH a opit sa
8 hodin extrahovala uvedenym spésobom. Extrakcia drogy 25 1 etanolu sa urobila aj
tretikrat. Po filtracii sa spojeny alkoholicky extrakt vakuove (pri tlaku 12—14 mm Hg)
zahustil na ca 7 1. K zvysku sa pridal 11 20 9, roztoku Na,CO, a zmes sa extrahovala
8 x 11 chloroformu. Spojeny chloroformovy extrakt sa vytrepéaval 2,59, kyselinou
vinnou (10 x 11). Kysly roztok sa zalkalizoval 25 %-nym NH,OH na pH. 9 a vyluéené
bézy sa znovu extrahovali do chloroformu (10 X 1 1). Chloroform sa vdkuove (pri tlaku
12—14 mm Hg) zahustil a zvySok sa rozpustel v etanole. Nerozpustnd ¢ast sa cdfiltro-
vala a viackrat prekryStalovala zo zmesi chloroform — metanol 2 1 (ca 6 g). Stopy
ostatnych alkaloidov sa odstrdnili na stipci Al,0, prietokovou chrematografiou [27].

Z frakcie 20—41 sa ziskal kry$talicky pseudojervin o b. t. 293—304 °C (rozkl.);

[«]32° = —1324-5° (0,997 g latky/100 ml chloroform — etanolu 1 1). Je mélo rozpustny
v etanole, nerozpustny v éteri a v benzéne.
Tab. 3.

1 g latky, 30 g Al,O,, 80 ml organickych rozpustadiel

frakeia rozpustadlo charakteristika poznamka

1—3 éter — chloroform 1 1 olej
4—8 chloroform

o g _ : o/ k
9—10 | chloroform — metanol 1 9 papierovou

11—14 ; chloroform — metanol 2 9 chromatografiou

' identifikované
15--16 | chloroform — metanol 4 9, ako zmes latok
17—19 | chloroform — metanol 8 9,
20—21 | chloroform — metanol 16 %, | krystaly z chloro- papierovou chroma-

s . form — metanolu tografiou identifi-
22—32 | chloroform -— metanol 30 9% 2:1, b. t. 293— kogvané ako jednot-
33—41 | chloroform — metanol 60 9, | 304 °C (nekor. na latka |
rozkl.) i

Pre analyzu sa vzorka prekryStalovala zo zmesi chloroform — metanol (2 1) a vy-
susila sa.

Analyza

Pre C,;;H,,OgN (molekulova vaha 587,73)
vypoéitané C =67,43 9 H = 8,404 9,
najdené C = 67,619% H = 8,32 9%,

67,54 % 8,37 %.
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Hydrolyza pseudojervinu [14]

3 g pseudojervinu sa rozpustilo v 50 ml metanolu nasyteného pri 0 °C chlorovodikom.
Po jednohcdinovom cdstati sa roztok vékuove zahustil na 1/3 objemu, rozriedil dvojné-
sobnym mnoZstvom vody, zalkalizoval Na,CO; a extrahoval chloroformom. Chloroformo-
vy extrakt sa premy!l vedou, vysusil bezvodym Na,SO,, prefiltroval a vo vakuu (pri tlaku
12—14 mm Hg) sa zahustil na niekolko ml. Z chloroformu vyluéené kry$taly sa odfiltro-
vali a prekrystalovali dvakrat z aceténu. Vyluéené kryStaly (ca 1,6 g) sa identifikovali
ako izojervin; b. t. 113—118 °C. Je rozpustny v aceténe, etanole, metanole, mélo v chlo-
roforme.

Analyza
Pre C,,H,,0;N (molekulové vaha 425,59)
vypoditané C = 76,21 9 H = 9,220 %,
najdené C = 175,84 9% H =9,1949,
75,97 % 9,211 %,

UV-absorpéné spektrum (obr. 2) sa stanovilo na Unicam-Cambridge SP-600 UV-
spektrofotometri (C = 25 mg %, v 95% etanole).

Vodnaé vrstva po vytrepani chloroformom sa vdkuove zahustila a zvyfok sa extrahoyval
95 9%, etanolom. Z etanolu po zahusteni sa vyludila d-glukéza, z ktorej sa pripravil gluko-
sazén [29] o b. t. 208 °C.

Autor: dakujtt pracovnikom Chemického vistavu Slovenskej akadémie vied J. Beichtovi
za vykonanie analyz, L. Molndrovi za meranie UV-spektier a O. Markoviéovi za sle-
dovanie homogenity produltov papierovou chromatografiou.

Stihrn

Stanovil sa obsah alkaloidov vo Veratrum album var. Lobelianum vyskytu-
jucej sa v Cerhovskom pohori na vychodnom Slovensku. Celkovy obsah alka-
loidov v podzemnej &asti, stanoveny vazkovou metédou, bol 1,39—1,53 %,.
Z alkaminov sa benzénovou extrakciou izoloval jervin, z glukoalkaloidov sa
etanolovou extrakciou drogy po benzénovej extrakeii ziskal pseudojervin.

AJIKAJIOUIDBI VERATRUM ALBUM LOBELIANUM (1)
U30JIAUMA U OEJIEHUE

H. TOMKO, b. IBOP)KAKOBA, 1lI. BAY3P, U. MOKPbI
Otiaenenue ¢apMaleBTHYECKOH XHMHH 1I GHOXHMIN XHMHYeCKOTO HHCTHTYTA
Cnosauxoii Akagemun Hayk B Bpatnciase

BriBognt

B paGote npusoasTcsi pesyJbTaThl ONpeneseHHs ajkaJjolnoB B Veratrum album var.
Lobelianum, xoTtopasi BcTpeyaercsi B Ueproeckoil ropHcToit o6aacTH B BocTouHOH ClOBaKilH.
OGuiee comepxaHie aJKaNOMAOB B MOA3EMHOH YacTH, ONpelesieHHOE BECOBLIM CNOCOGOM
Coto 1,39—1,63 %. M3 anxanounos GeH30/I0BOH 3KCTpakiueii OB H30JHPOBAH epBHH,
U3 IVIIOKOAJIKaJIoH 0B 3TAHOJIOBOH 3KCTpakKiHeill pacTeHuil mocse GeH30JI0BOH IKCTPaKuHil GHII
MoJly4yeH TCeBOepPBIIH.

IToctynuno B penakuio 27. VI. 1956 r.
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ALKALOIDE DES VERATRUM ALBUM LOBELIANUM (I)
ISOLIERUNG UND TRENNUNG

J. TOMKO, B. DVORAKOVA, §. BAUER, J. MOKRY

Abteilung fiir pharmazeutische Chemie und Biochemie des Chemischen Instituts an der
Slowakischen Akademie der Wissenschaften in Bratislava

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird die Bestimmung der Alkaloide in Veratrum album
var. Lobelianum (Weisser Germer) durchgefiithrt. Diese Pflanze tritt im Cerhovsker Ge-
birge in der Ostslowakei auf. Der Gesamtgehalt an Alkaloiden im unterirdischen Teil
der Pflanze, gewichtsanalytisch bestimmt, betrug 1,39 bis 1,53 9%. Aus den Alkaminen
wurde durch Benzolextraktion das Alkaloid Jervin isoliert, aus den Glukoalkaloiden
durch Athanolextraktion der Droge nach der Benzolextraktion wurde Pseudojervin
gewonnen.

In die Redaktion eingelangt den 27. VI. 1956
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