7968
£ AVORI

ISTITUTO DI FARMACOGNOSIA DELL'UNIVERSITA' DI MESSINA

(Dsrettore: Prof. A. IMBESI)
A. DE PASQUALE

CONTRIBUTO ALZO STVUDIO DELLE PIANTE MEVISINVALL
DELLA SICILIA

IL GIUSQUAMO BIANCO
(Hyoscyamus albus L.)

II . Ricerche chimico-analitiche

L’Hyoscyamus albus L. & una pianta medicinale nota fin
dalla piu remota antichitd, ed era probabilmente la specie di
Giusquiamo cut facevano sempre riferimento i piu antichi autori.

I vari autori, anche moderni, che ne fanno cenno, si limitano
a dire, in generale, che il giusquiamo bianco contiene gli stessi
principi attivi del giusquiamo nero, ma in minore quantita, senza
riportare valori numerici.

Poche sono le ricerche chimico-analitiche eseguite sulla pian-
ta e di cui si trova riferimento nella bibliografia.

N. PETRESCO (1) riferisce che il dosaggio della giusquia-
mina eseguito nel 1922 nei laboratori BOEHRINGER (2) sulle
foglie di Hyoscyamus albus L. dava dei valori, per i diversi cam-
pioni esaminati, compresi trz §,0387: e {,087%, con una media
delio 0,074%, e per le foglie dello Hyosc;}amus canariensis Ker-
Gawl, che nel'INDEX KEWENSIS e ripertato come sinonime
delle Hyoseyamus albus L., dei valori compresi tra 9,052 = 203370,
con una media dello 0,078%. Dosaggi della giusquiamina ese-
guiti parimenti negli stessi laboratori BOEHRINGER sulle foglie
dello Hyoscyamus niger L. avevano dato come risultato wvalori
compresi tra 0,080 e 0,115 nei diversi campioni, con una media
di 0,10%.

STULNIRKOV (3), invece, trovd nelle foglie del giusquiamo
bianco raccolte a Saratov nel 1927 un contenuto di atropina dello
0,35%, di fronte allo 0,17% presente nelle foglie del giusquiamo
nero.
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COICIU e RACZ (4) riferiscono che le foglie di Hyoscyamus
albus L. del Sud dell'Europa contengono, secondo ROSENTHA-
LER (i327) (5), lo 0.538% di giusguiamina.

KLEIN e SONNLEITNER (1923) () eseguono la deter-
minazicic degit allodi @ Wicerci: micrpdiimiche su diverse
parti del giusquiamo bianco, e trovarcnc un contenute di al-
caloidi totali dello 0,16%% nei semi, dello 0,21-0,56% nelle foglie
e dello 0,10-0,14% nelle radici.

Essi trovarono giusquiamina e scopolamina, con prevalenza
della prima, neila radice e nei semi; mentre non poterono met-
tere in evidenza la giusquiamina nelle foglie e neppure nel
fusto. Per le foglie dei giusquiamo nero indicarono un contenuto
alcaloideo dello 0,043-0,08%.

FAHMY e EL DEEB (1931) (7), studiando le piante medi-
cinali dell’'Egitto, trovarono che lo Hyoscyamus albus L. var.
desertorum (= H. desertorum Trackh. e Drar) & molto meno
ricco in alcaloidi dello Hyoscyamus muticus, ma lo & quasi al-
trettanto dello Hyoscyamus niger europeo.

GARNIER, BEZANGER-BEAUQUESNE e DEBRAUX (1961)
(8) riferiscono che il giusguiamo bianco & molto ricco in alca-
loidi, e che le sue foglie, i rami ed i1 semi, allo stato secco, ne
contengono rispettivamente 1,45, 0,6% e da 0,9 a 1,3%; le foglie
di giusquiamo nero hanno invece un contenuto di 0,15-0,30%.

Le sole ricerche analitiche finora eseguite sulle Hyoscyamus
albus L. della Sicilia sono quelle pubblicate nel 1934 da F. MON-
FORTE (9), il quale determino il contenuto in alcaleidi totali
secondo il metodo della Farmacopea inglese (10) in diverse parti
di piante {annue o bhienni?) essiccate all’aria libera all'ombra.
Nelle foglie raccolte all’epoca della fioritura, private del pic-
ciuolo e che avevano subito per essiccamento una perdita di
4/5 del loro peso alio stato verde, I'A. trovdo un contenuto di
alcaloidi dello 0,053-0.059%; nelle radici, che avevano subito per
essiccamento una perdita di peso di 2/3, un quantitativo di al-
caloidi dello 0,073%; nei rami, che per essiccamente avevano
subito eguale perdita di peso delle radici, un contenuto alealoi-
deo dello 0,049%; e nei semi raccolti quando erano ben disseccati
sulla pianta stessa, trovd lo 0,053% di alcaloidi.

L'esame dei dati sopra riportati mostra come vi sia una
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notevole disparita tra i risultati ottenuti dai diversi ricercatori.
Per quanto riguarda, ad esempio, le foglie allo stato secco, che
per il giusquiamo costituiscono la droga, riportata nelle Far-
m:ccaee, :l conienuto in alcaloidi totali, calcolati come giu-
sauiaming, varia tra lo $,053-6,008% (BOEHRIN 2 LIGHN-
FORTb 9) e valort circa dieci volle pia aiti ({58895, &850
THALER, 5), od anche molto di pit (1,45 ; GARNIER et al., 8).
Difficile riesce quindi potersi formare, sulla base delle suddette
ricerche, un'idea sufficientemente esatta di quello che dovrebbe
essere il contenuto medio in principi attivi della droga.

Volendo, anche procedere al confronto con lo «Hyoscyamus ni-
ger L.» che é quello comunemente iscritto nelle Farmacopee, e pur
facendo riferimento ai dati riportati da unc stesso autore per le
due specie — il giusquiamo bianco ed il nero —, si riscontrano
notevoli discordanze. Mentre, infatti, dalle ricerche di BOEHRIN-
GER (2) risulta che le foglie di giusquiamo nero hanno un con-
tenuto in principi attivi piu alto di quelle del giusquiamo bianco,
dai dati di STULNIKOV (3), KLEIN (6) e GARNIER {8) ap-
pare che le foglie del giusquiamo bianco sono assai piu ricche
in alcaloidi di quelle del nero.

D’altra parte anche per quanto riguarda il giusquiamo nero
non vi € spesso concordanza tra i dati analitici forniti dai diversi
autori, e neppure, fino a qualche tempo fa, tra i valori del con-
tenuto alcaloideo richiesto per le foglie delle varie Farmacopee.
Infatti, consultando la VII edizione (1949) della Farmacopea
francese si constata come questa richiedesse per le foglie del
giusquiamo nero un contenuto dello 020% 4i alcaluidi totali,
menire la Farmacopea internazionale (ed. I, vol. I, 1851) pre-
scrive un contenuto minimo di alcaloidi totali, calcolati come
giusquiamina, quattro volte pit piccolo (0,05%), e con quest’ul-
tima prescrizione sono ormail in accordo quasi tutte le Farma-
copee vigenti. Anche l'ultima edizione della Farmacopea fran-
cese, la VIII del 1965, fissa il quantitativo di alcaloidi totali non
volatili della droga officinale tra un minimo dello 0,05% ed un
massimo dello 0,10%. La discordanza tra i dati delle due pil
recenti edizioni della Farmacopea francese & verosimilmente, in
parte, riferibile alla diversitd dei metodi di dosaggio indicati dalle
due differenti edizioni ed al fatto che nell'ultima i valori fissati
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riguardano soltanto gli alcaloidi non volatili, La differenza poi
nel tenore della droga in alcaloidi totali riscontrata tra la edi-
zione del 1949 della Farmacopea francese e la prima edizione
della Farmacopea inicrnazionale, & dovuta da una parte al fatto
che il metoda di dousegriz impiegate dalla Farmacopes francese
da sempre, secondo P&Bm € r.{LJLu:,‘{—D' (12} per uio stesso
campicne di droga, dei risultati nettamente pia alti di quello
della Farmacopea internazionale, e dall'altra forse anche al fatto
che la droga ottenuta in Francia potrebbe essere particolarmente
ricca in alealoidi, E' noto infatti come le droghe stesse possano
differire quanto al loro tenore in principi attivi secondo le re-
gioni dove sono prodotte, essendo notevolmente influenzate dal
clima, dalla natura del terreno, dalla esposizione al sole, dalla
coltivazione, dall’'eta della pianta, oltre che dall'epoca di rac-
colta, dalle condizioni di essiccamento e di conservazione, etc.,
fattori tutti su molti dei quali le farmacopee suddette non da-
vano indicazioni precise.

Appare pertanto non priva di interesse ogni ricerca che porti
un qualche contributo alla pil completa conoscenza del giu-
squiamo bianco, particolarmente per quanto riguarda il suo con-
tenuto in principi attivi, anche al fine di un suo razionale im-
piego terapeutico.

Con tali intenti é stato deferminato il contenuto alcaloideo
nelle varie parti della pianta e sono stati stabiliti in queste i
rapportl quantitativi tra i diversi componenti attivi, e sono state
indagate le variazioni qualitative e quantitative del contenuto
alcaloideo delle piante annuali e. di quelle bienni, anche nelle
diverse fasi dello sviluppo, onde portare un contribute anche
al probiema della biogenesi degli alcaloidi nella pianta.

-

Le ricerche sono state eseguite sistematicamente, in alcune
annate successive, allo scopo di poter osservare anche l’influenza
che le condizioni climatiche delle diverse annate (piovosita, ete. ),
insieme con gli altri fattori ambientali {esposizione, terreno, etc.),
esercitano eventualmente sul contenuto alcaloideo totale delle va-
rie parti delle piante cresciute spontaneamente in una stessa loca-
lita, e piu particolarmente sul rapporto quantitativo tra le diverse
basi alcaloidee presenti. Sono state parimenti sottoposte ad esame
piante coltivate, nei diversi stadi del loro sviluppo.



Estrazione e separazione degli alcaloidi,

Per la separazione e l'isolamento dei singoli alcaloidi dalle
diverse parti delle piante, raccolte ed essiccate all’ombra, quando
era possibile disporre di sufficienti quantiitd di materiaie, venne
seguite il procedimente seguenie:

£ 230 di drogs, ridotls in pelvese presaalang istsecio N I3},
di un determinato grade di umiditd, venivanc aicalinizzali cen
soluzione di idrato sodico ed estratti con cloroformic in appa-
recchio di Soxhlet fino ad esaurimento degli alcaloidi. L'estratto
cloroformico veniva concentrato a pressione ridotta ed il re-
siduo ripreso con 100 mil di acqua distillata ed addizionato di
acido cloridrico fino a reazione appena acida al rosso-congo. La
soluzione acquosa cloridrica veniva agitata ripetute volte in im-
buto separatore con 100 ml! di etere ogni volta per eliminare
alcune delle impurezze, e quindi, cosi purificata, esiratta, sem-
pre in imbuto separatore, per numerose volte con 100 ml di
cloroformio per volta: venivano cosi separati gli apoalcaloidi,
essendo i loro cloridrati facilmente solubili nel cloroformie, a
differenza di quelli di 1-josciamina, atropina e scopolamina. Non
essendo possibile isolare dalla soluzione cloroformica i cloridrati
degli apoalcaloidi in forma cristallina, data la loro scarsa gquan-
tita, ne é stata eseguita la determinazione quantitativa per tito-
lazione bromometrica; dalle soluzioni cloroformiche riunite veniva
recuperato il solvente; ed il residuo diluito veniva sciolto a caldo
in acido solforico 2 N e dopo aggiunta di bromuro di potassio
titolato con soluzione N/10 di KBr0,, impiegando come indicatore
cartina amido-jodurata, eseguendo il saggio alla tocca. Ogni ml
di soluzione N/10 di bromuro di potassic, corrisponde a g 0,01355
di apoatropina base,

La soluzione acquosa cloridrica degli alcaloidi, dopo elimi-
nazione degli apoalcaloidi veniva alcalinizzata con soluzicne di
idrato sodico, e poi estratta, fino ad esaurimento con successive
porzioni di 100 ml di etere. Poiche la soluzione alcalinizzata, re-
siduata dopo agitazione con etere, dava talvolta reazione piu ©
meno debolmente positiva con i reattivi generali degli alcaloidi,
furono con essa eseguiti dei saggi farmacologici, di controilo, nei
quali non si poté mettere in evidenza alcuna attivita, caratteri-
stica delle basi alcaloidee tropaniche, degna di rilievo: di questa
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soluzione non venne pertanto tenuto conto nell'ulteriore corso
delle operazioni.

Dalle soluzioni eteree riunite, contenenti principalmente
I-josciamina, 4 2 sgopeiariina, veniva recuperato il sol-
vent icne =7 i -e-iduo veniva sciolto a caldo nella
quantlta decupla di tetracloruro di carbonio. Una piccola frazione
alcaloidea, che rimaneva insoluta nel tetracloruro di carbonio, si
raccoglieva sulla superficie della soluzione sotto forma di goc-
cioline, che venivano separate per filtrazione sopra un batuffolo
di cotone, e riportate nuovamente in soluzione con cloroformio:
evaporando il solvente in capsuline di vetro tarate, era anche
possibile la loro determinazione gravimetrica. Poiché per eva-
porazione del solvente, residuava una massa amorfa dalla quale
non fu possibile ottenere dei cristalli, tale frazione venne indicata
come «alcaloidi residui amorfi »,

Un'aliquota della soluzione in tetracloruro di carbonio, con-
tenente la miscela delle basi alcaloidee, veniva privata del sol-
vente per evaporazione a pressione ridotta, il residuo ripreso con
cloroformio, e di questa soluzione era determinato il potere ro-
tatorio specifico.

Il potere rotatorio specifico e stato determinato in seoluzione
cloroformica e non alcoolica, perché, come & stato dimostrato da
A. KUHN e G. SCHAETI'ER (13), il potere rotatorio della l-jo-
sciamina varia in misura notevole nelle soluzioni alcoliche, in
rapporto al contenuto in acqua dell'alcoel, per cui i valori pos-
sono essere tra loro confrontati soltanto quando vengono deter-
minati in alcool a corrispondente grado alcolico. [noltre, secondo
GADAMER (14) la l-josciamina in soluzione alcolica racemizza
spontaneamente dopo un certo periodo di tempo. Per tale ragio-
ne, e poiché nella pratica & molto piu facile avere a disposizione
dei campioni di cloroformio puro, che non preparare dei campio-
ni di alcool a contenuto in acqua del tutto esattamente determi-
nato, si e preferito usare come solvente il cloroformio. Il potere
rotatoric specifico dei cristalli ottenuti da tetracloruro di carbo-
nio, veniva calecolato in base al residuo secco delle soluzioni elo-
roformiche, e di tale residuo & stato sempre determinato il punto
di fusione a titolo di controllo. CARR e REYNOLDS (15) indicano
come valore del potere rotatorio della 1-josciamina in cloroformio
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{ «]1D = - 23,75 per c=4; ma un campione di l-josciamina puris-
sima, da noi controllato, aveva un { = 1D = - 25,2 per c=2, que-
st'ultimo valore & stato adottato- come termine di paragone per
i calcoli analitici.

fe frazioni che von eristallizzavano dal tetracloruro di car-
bonio vennero impiegaie per Uizclamente 2 la determinazione
della scopolamina.

Il residuo di un’altra aliquota della soluzione in tetracloruro
di carbonio, veniva invece ripreso con alcool etilico e la soluzio-
ne etanolica ottenuta era titolata con HCI 0,02 N, usando il rosso
di metile come indicatore. In base al volume di acido impiegato
veniva calcolato il contenuto totale alcaloideo, costituito princi-
palmente da josciamina, atropina e scopolamina.

Per separare la scopolamina dalle tropil-tropine residue si
profittava della osservazione che ad un pH di 8,5 essa viene ra-
pidamente e completamente estratta dal cloroformio, mentre la
atropina veniva ottenuta con difficolta (ROWSON; 16). La so-
luzione etanolica, gia titolata, & stata pertanto addizionata del
quantitativo necessario di bicarbonato di sodio, e poi estratta
completamente con cloroformio. Eliminato il cloroformio, il resi-
duo é stato titolato con HCI 0,02 N, ed il quantitativo di scopo-
lamina calcolato tenendo conto che 1 ml di acido 0,02 N corri-
sponde a 0,006064 di base.

Nota la quantita di scopolamina, & stato possibile calcolare,
in base alla conoscenza del potere rotatorio specifico, la quantita
di josciamina. La differenza poi tra il quantitativo di alecaloidi
totali, nttenuto per via titolimetrica, e la somma della josciamina
e della scopolamina, precedentemente ottenute, dava la quantita
di atropina presente.

La soluzione delle basi alcaloidee nel tetrarlerure di carbo-
nio, precedentemente ottenuta, lascia separare, dopo riposo, le
tropil-tropine sotto forma di cristalli aghiformi difficilmente so-
lubili, mentre resta in soluzione la scopolamina, Dopo 24 ore di
riposo i cristalli vengono separati per filtrazione e per aspira-
zione in crogiuoclo di vetro a setto poroso, lavati a fredde con
tetracloruro di carbonio, indi ridisciolti a calde nello stesso sol-
vente, e poi fatti ricristallizzare per una seconda volta. Le so-
stanze cristalline cosi ottenute sono state essiccate in essiccatore
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su gel di silice sotto vuoto spinto, a temperatura ambiente, per
24 ore e poi pesate. Un essiccamento a temperatura piu elevata
proveoca nel coristailini sepsratici dal tfetraclorure di carbon.o

medificazio nelle caratieristiche enimico-fisiche c¢he i mani-

festang con diminezione del polsre roiatorio aps cifico e o sle
vamento del punto di fu:. one. Si e cercato di operare la separa-
zione delle due basi alca’oidee basandosi sulla differenza di so-
lubilita della josciaminma e della atropina in benzolo a caldo ed
a freddo, tenendo conto che a freddo 1l'josciamina & dieci wvolie
meno solubile dell’atropina.

Per isolare infine la scopolamina, questa & stata spostata con
bicarbonato di sedio (LADENBURG, 17; SCHMIDT, 18). A tal
fine le soluzicni in tetracloruro di carbonio rimaste dopo la cri-
stallizzazione delle tropil-tropine, sono state estratte con acido
cloridrico diluito (ecirca N/10), le soluzioni cloridriche riunite
rese alcaline con bicarbonato di sodio e quindi agitate ripetuta-
mente con etere. Le soluzioni estrattive eteree venivano poi di-
stillate ed il residuc essiccato per un’ora a 75°C e poi pesato
come scepolamina grezza, Questa poté essere purificata per pre-
cipitazione con soluzione di clorure d'oro, dopo soluzione in aci-
do cloridrico. Per ogni g1 di base venivano impiegati 40l
di acido cloridrico N/10 e Zml di soluzione di clorure d'oro al
1677, T cristalli formatisi nella combinazione con il clorurg d'oro,
venivano lasciati per 4 ore a temperatura ambiente, e quindi
filtrati per aspirazione attraverso un crogiuolo tarato a setto
poroso, lavati nel filtro con un.po’ di soluziene di acido ecloridri-
co N/10, essiccati a 80" C fino a peso costante, e poi pesati, 3i
determinava, per controllo della purezza, il punto di fusione della
combinazione con cloruro d'ore (193" - 188°C.), ed i precipitati
amorfi resinosi che si formavano sempre nella soluzione lasciata
a s& a lungo, non venivano presi in considerazione,

(54}

Qltre che con il metodo precedentemente descritto, la sepa-
razione degli alcaloidi & stata eseguita per cromatografia su car-
ta, adoperando la tecnica seguente, secondo le indicazioni di
KARAWYA e BALEAA (19).

E’ stata impiegata carta Whatman N® 1, che veniva impre-
gnata con soluzicne tampone di Mcllvaine, a pH 38, e poi la-
sciata asciugare all'aria. Come solvente si & adoperato n-buta-
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nolo saturo della soluzione tampone di Mcllvaine impiegata per
imbevere la carta,

Dopo che le soluzioni estrattive purificate delle varie parti delle
plante srano depeste sul ecrormmategrammi, guestl venjvano la-

P ~ PSR T (R o = - .- g3 - N e . - -y A
saisti aa anuilibrzres per 12 ore in una ezmiera cromatog

v

satura del vapor: ael solvenie organmivo wsaic, 2 L0l elo
a sviluppare per § ore, secondo la tecnica discendente.

Il rivelatore usato era il reattivo di M_UNIER modificato
(20), e preparato adoperando acido tartarico, invece di acido
acetico,

A scopo comparativo, veniva eseguita anche la cromato-
grafia di una soluzione di alcaloidi tropanici, mescolati all’in-
circa nelle stesse proporzioni in cui scno contenuti nella droga.

I risultati delle presenti ricerche, sulle diverse parti deile
piante, sono riassunti nelle tre seguenti tabelle (I, II e III).

Nella Tabella I sono state riportate le medie dei valori di
diverse determinazioni del contenuto in alcaloidi totali non vo-
latili, eseguite secondo ilI' metodo della Farmacopea francese
VIII (1965) e delle due ultime edizioni della Farmacopea ame-
ricana — la XVI rev. del 1960 e la XVII rev. del 1965 —, con
cui verrebbero esclusi gli alcaloidi non midriatici, che non pa-
ralizzano i recettori colinergici (?), e che non avrebberc per-
tanto interesse farmacologico,

Le piante di giusquiamo, adoperate per tali determinazioni,
e che provenivano da localita differenti, sono state essiccate sul
postoe di raccolta.

Nella Tabella II e stato riportate il contenufo percentuale
dei singoli alcaloidi ottenuto, dopo estrazione e separazione degii
stessi con il meicdo da noi precedentemente descritto, per le
diverse parti di piante, coltivate nel giardino dell'Istituto di
Farmacognosia, od in contrada S. Licandro di Messina, in con-
dizioni ambientali identiche, e sottoposte alla liofilizzazione su-
bito dopo la raccolta.

Nella Tabella IIT' sono indicati gli alcaloidi tropanici e le
altre basi azotate, la cui presenza & stata messa in evidenza per
cromatografia su carta, secondo la tecnica sopra indicata.

Dall'esame dei risultati ottenuti appare (Tab. I) che il con-
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TABELLA I

Farii dullz prente

I

H

Brasujasis

§

es 6 ranzalls

Alcalsidi tataii non
volaili

laspreszi

Foglie
bl
]

>

2>
S
Sommita fiorite
? >
Germogli verdi
» »
Semi
>
Radiei
>

piante
pochi em

Piccole
alte

Piccole piante
alte pochi cm

Tre Monti
3 »
> »

Scaletta

Melia

>
coltivate

»

>
Tre Monti
colitivate
Tre Monti
coltivate
S. Licandro
coltivate
S. Licandro

coltivate

S. Licandro

coltivate

prima della floritura

inizio » »
dopo > »
prima > »
inizio > »
dopo » >
prima » >
inizio » »
dopo > »
prima » »
inizio » »
dopo » >
prima » »
inizio » »
dopo » >

prir::a‘ della fioritura
prima » »
a maturita del frutte
> » » »
prima della fioritura

prima » »

0,052
0,071
0,061
0,051
0,059
0,048
0,049
0,061
0,053
0,059
0,065
0,057
0,062
0,075
0,049
0,066
0,068
0,062
0,064
0,059
0,058
0,079
0,081

0,046

0,041




TABELLA 1II

Algaioids residyi

1. josciamiag Alropias $agolamina Apoalroping od alr # hage Alcaloidi lotalh
Radici piantine appena nate i —_ — — 0,180 0,280 0,240
pianie annuali — 0,135 0,034 — 0,043 0,172
» bienni 1 anno 0,040 0,026 0,010 0,014 0,u14 0,104
> IT anno 0,053 0,026 0,106 0,053 0,306 0,244
Fusto plante annuali — — 0,060 — 0,029 0,080
» bienni 0,030 — 0,018 0,022 0.039 0,120
Picciuclo foglie piante bienni 0,628 0,026 0,022 0,013 ¢,023 0,110
Lamina fogliare plantine appena nate 0,043 — — 0,029 e 0,072
pitante annuali 0,006 — 0,024 0,034 {:, }5 0,069
» bienni 1 anno 0,014 — 0,030 0,014 G,906 0,064
» » Il anno 0,035 0,015 0,014 0,016 {508 0,030
Sommita florite 0,038 0,080 0,0i0 0,004 R 0,140
Fiort piante annuali — 0,030 — 0,300 £.020 0,350
» bienni 0,260 — — 0,105 ,01% 0,380
Frutti immaturl, senza semi, pianle annuali — — 0,220 — - 0,220
3 > 3 bienni 0,074 — 0,260 nee L 340 0,342
Frutti maturi, senza semi, piante bienni 0,046 — 0,018 0,028 0,126 0,218
Semi piante bienni 0,034 —— — 0.017 0,017 0,068
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A . , : | Wowoping | |Tetramelil
1. jonsciamina|  Atropina Scopalamina [ Scopoling | Apoalropina hrons Trimelitaming | diamino-
bulane
Radiei piantiny appena nate + + +
pianie annuali + + +
v bicnni I anno + + + + +
» » Il apmno + + + 3- + + +
Fusto pianie arnuvali : 4 + +
» Lienni + + + 4+ o} e
Picciuole foglie piante bienni + + + + + +
Lamina fogliz:2> pianline appena nate + +
» , piante annuali + + + + +
o » bienni I anno + + 4 4
» Y » II anno + + + + + + +
Fiori piante annuali + + + +
» bienni + + +
Frutll imsnaisti, senza semi, piante annuali +
» > *  bienni + + + + +
Frutti muturk, senza semi, pianie bienni + + 4 + + 4 +
Semi piante. bienni + + +
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tenuto in alcaloidi totali non wvolatili, espressi in josciamina,
delle foglie delle piante bienni, cresciute allo stato spontaneo
in localita differenti, raccolte prima della fioritura & compreso
tra 0,049 e 0,059%. Il contenutc alcaloideo delle fcglie delle stes-
se piante,_raccolte all'epoca della floritura, & precisamente al-
Uinizio di"ques{:é., & ‘cumpreso ira 0061%. o AN71S, e dopo la
fioritura & compreso tra 0,048 e 0,061%. Nessuna differenza so-
stanziale & stata quindi rilevata tra piante cresciute a livello
del mare (Scaletta Zanclea in Sicilia; Scilla in Calabria), o a
circa 60 metri sul livello del mare (Tre Monti - Sicilia), e a 600-
800 metri di altitudine (Melia in Calabria). Le foglie delle pian-
te coltivate, raccolte al secondo anno, hanno un contenuto un
po’ piu elevato e ciog, in media, lo 0,062% prima della fioritura,
lo 0,075% all'inizio della fioritura, lo 0,059% dopo della fioritura.
All'incirca intorno agli stessi valori & il contenuto alcaloideo
delle sommita fiorite, senza sensibili differenze tra le piante spon-
tanee e quelle coltivate, con percentuali di 0,066 e 0,068 rispet-
tivamente.

Un quantitativo di alcaloidi un po’ piu basso presentano i
germogli verdi prima della fioritura, ed alquanto pit basso i
semi.

Un tenore alcaloideo piu elevato, rispetto a tutte le altre
parti della pianta, & presente nelle radici (0,079-0,081%).

Un contenuto alcaloideo notevolmente pit elevato & stato
riscontrato quandc le piante, prima dell’analisi, anzicché essere
sottoposte all’essiccamento all’aria sono state liofilizzate. Con-
frontande, infatti, i risultati, ottenuti con le piante coltivate e
riportati nella tabella II, con quelli corrispondenti della tabella I,
si vede che con la liofilizzazione, oltre ad avere la eliminazione
quasi completa dell'intervento della fase acquosa durante le ope-
razioni di estrazione, si ottiene la inibizione di tutti i processi
di modificazione dei principi attivi che si verificano mediante i
classici metodi di essiccaments delle piante.

Le piante bienni hanno presentato al secondo anno un con-
tenuto in principi attivi pitt alto che non al primo anno, e pure
pit alto di quelle delle piante annue.

Il massimo tenore alcaloideo & stato riscontrato nei fiori.
A questi seguono, i frutti immaturi senza semi, le radici, le
sommita florite, il fusto, le foglie, i semi.
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Accanto agli alcaloidi, I-josciamina, atropina, scopolamina ed
apoatropina, indicati nella tabella II, vi & in ogni estratte una
percentuale varizbile di aliri alealoidl amorfi e kasi, il cui fra-
zignamento ed ideniilcazione sone stali sseguili pger via croma-

tografica.

Nelle radici delle piantine appena nate gli alcaloidi presenti
sono costituiti per la maggior parte, i tre quarti circa, da apoa-
tropina e da scopolina, mentre mancano l-josciamina, atropina
e scopolamina. Nelle radici delle piante annuali sono state tro-
vate atropina e scopolamina; mentre nelle radici delle piante
bienni, raccolte sia al primo che al secondo anno di vita, vi
song anche josciamina ed apoatropina.

Nel fusto delle piante annuali é presente solo scopolamina,
mentre in quello delle varieta bienni, al secondo anno di vita —
perché nel primo la pianta emette solo una rosetta basilare di
foglie (21) — vi sono anche l-josciamina ed apoatropina.

I1 picciuolo delle foglie delle piante bienni presenta un no-
tevole contenuto alcaloideo, piu elevato di quello della lamina
stessa, ed é costituito da l-josciamina, atropina, scopolamina ed
apoatropina.

Nella lamina fogliare delle piantine appena nate si riscontra
presenza sclo di l-josciamina ed apoatropina. Vi e qui da osser-
vare che ROMEIKE (22), esaminando le foglie di piantine di
giusquiamo nero di 2 settimane di vita, vi aveva trovato anche
apoatropina, ed inocltre scopolamina, al pesto della I-josciamina
da noi trovata nel giusquiamo:bianco. Nella lamina delle foglie
delle piante sia annue che bienni, raccolte al primo anno di vita,
non € stata trovata atropina; e vi erano, oltre la l-josciamina,
anche scopolamina ed apoatropina. Nelle foglie delle piante bien-
ni, raccolte al secondo anno di wvita, era presente invece anche
I'atropina.

Nei fiori, & presente, come si & detto, un notevole contenuto
alcaloideo, e questo & costituito, per le piante annuali, da atropi-
na ed apoatropina e per le piante bienni da l-josciamina ed apoa-
tropina,

Le sommita fiorite hanno un tenore alcaloideo assai vicino,
qualitativamente, oltre che quantitativamente, a quello delle
foglie,



I frutti immaturi, privati dei semi, hanno un contenuto alca-
loideo pure notevole, che & rappresentato, nelle piante annuali,
principalmente da scopolamina ed in quelle bienni anche da
l-josciamina.

 Nei frutti maturi delle piante bienni, oltre agli alcaloidi
presenti nei frutti immaturi & stata trovata anche la apoatropina.

Nei semi il tasso alcaloideo e costituito da l-josciamina e
apoatropina.

L'esame cromatografico eseguito sugli estratti, infatti, oltre
ad avere confermato gli alcaloidi sopra indicati, trovati nelle
diverse parti della pianta con il metodo di estrazione e separa-
zione precedentemente descritto, ha permesso di rivelare che
nella frazicne, indicata nella tabella II come «alcaloidi residui
ed altre basi», sono presenti la scopolina, la N-tropina trans, la
trimetilamina ed il tetrametildiaminobutano. Di questo ultimo
in particolare, & stata trovata traccia in tutte le parti delle pian-
te bienni al secondo anno di vita, tranne che nel picciuclo e
nei frutti immaturi.

Per via cromatografica e stato anche possibile svelare la
presenza, nei flori e nelle foglie, di 5-idrossitriptamina, di colina
e di arginina.

*

I caratteri botanici del giusquiamo bianco, in precedenza de-
scritti (21), consentono il facile riconoscimento della pianta e
la sua differenziazione dalle specie attualmente considerate of-
ficinali e cioé: I'Hyoscyamus niger L., iscritto nelle Farmacopee
di tutti gli Stati del mondo, e I'Hyoscyamus muticus L., ammes-
so nella Farmacopea Internazionale I ed. e nelle Farmacopee
Danese IX ed., Elvetica V ed. Indiana I ed.

I risultati delle analisi eseguite sulle diverse parti del giu-
squiamo bianco, che cresce in Sicilia ed in Calabria, hanno di-
mostrato che nella pianta & presente una notevole quantitd di
principi attivi, e che questa non é inferiore a quella delle specie
officinali.

In generale, nelle piante a ciclo biennale, il contenutoe al-
caloideo delle varie parti &, al secondo anno di vita, pid alto di
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quello del primo anno, e pressocché eguale a quello delle piante
a ciclo annuale,

Le determinazioni dei contenuto alcaloideo delle varie parti
della planta, 2 particolarmente delle foglie e delle sommita fie-
rite, che rappresentano la drega, hanno stabilite ¢he la percen-
tuale massima in alcaloidi si riscontra nel periodo della fioritura
della pianta. L'« epoca balsamica s, cioé il tempo ottimale di
raccolta, potra fissarsi quindi per le nostre regioni tra luglio e
settembre, e sara limitato al periodo di piena fioritura, in cui,
nelle lunghe spighe florali della pianta, i flori intermedi sono
completamente aperti, mentre quelli terminali non sono ancora
completamente dischiusi, e quelli basilari cominciano a formare
il frutto.

Il fatto che i fiori abbiano il pit alto contenuto alcaloideo,
e che durante la fioritura il tenore alcaloideo aumenti nelle
foglie, di ragione della sempre piu estesa introduzione, nelle
Farmacopee ufficiali, delle sommita fiorite al posto delle sole
foglie di giusquiamo.

Non si sono avute differenze apprezzabili, sempre riguardo
al contenuto in principi attivi, tra le piante cresciute al livello
del mare e guelle che vegetano a mezza costa o in collina; mentre
un lieve vantaggio sembra acquistino quando vengono razional-
mente coltivate,

I germogli verdi senza fiori, sia nelle piante coltivate come in
quelle spontanee, presentano un contenuto alcaloideo che si di-
scosta di poco da quello delle sommita fiorite e delle foglie.

I semi hanno pure un contenuto alcaloideo assai vicino a
quello delle foglie; mentre le radici si presentano notevolmente
ricche: esse, sono anzi, con i fiori, la parte della pianta in cui
i principi attivi si trovano proporzionalmente nella maggiore
guantita.

L'osservazione che i tessuti delle radici sono, in ogni periodo,
particolarmente ricchi di alcaloidi, porterebbe a pensare come
anche nel giusquiamo bianco, le radiei siano la sede dove av-
viene la sintesi degli alcaloidi tropanici, e che questi dalle ra-
dici si distribuiscano in tutta la pianta; cid in accordo con quanto
era stato osservato da diversi autori per altre Solanacee mi-
driatiche.



Per quanto riguarda il contenuto dei singoli alcaloidi, esso
& costituito principalmente dalle due tropil-tropine, l-josciamina
ed atropina, con forte prevalenza della prima. Data la grande
facilitd con cui la I-josciamina pud racemizzarsi, anche durante
il semplice processo di essiccamento e di estrazione, dando luege
a formazione di’ atropina. 2 lecite pensare che, a2ssai verosimil-
mente, la quantitid di l-josciamina é proporzionalmente ancora
pit elevata nella pianta verde, di quanto non si riscontri nella
droga essiccata.

E’ inoltre da mettere in evidenza il contenuto proporzional-
mente rilevante, e la diffusione nelle diverse parti della pian-
ta — sia nelle annuali che nelle bienni —, della scopolamina,
che influenza notevolmente ['attivita biologica della droga.

Interessante e pure la dimostrazione, nelle piante di giu-
squiamo bianco, del tetrametildiaminobutano. La presenza di
questa sostanza, che deriva dall’ornitina per metilazione del-
I'azoto e decarbossilazione, pu¢ essere significativa, potendo ser-
vire a chiarire qualche passaggio nella complessa serie di rea-
zioni metaboliche per la formazione degli alcaloidi.

Non privo di significato & anche il ritrovamento nei fiori e
nelle foglie di giusquiamo bianco della 5-idrossitriptamina, che
potrebbe rappresentare una delle tappe della trasformazione del
triptofano in acido @ -indolacetico, o che potrebbe intervenire
nella biosintesi dell'acido tropico, che secondo alcuni autori (23)
avverrebbe a partire dal triptofano.

L'aumento del contenuto alcaloideo nelle foglie durante la
fioritura e la contemporanea presenza di serotonina in tale pe-
riodo, quando cicé pit intensa & l'attivitd metabolica della pianta,
puod essere interessante anche per quel che riguarda il significato
della presenza deila serotonina nelle piante e le eventuali in-
terrelazioni tra questa ed i principi attivi della stessa,

I risultati sperimentali ottenuti mostrano in definitiva che
il giusguiamo bianco delle nostre regioni ha un contenuto al-
caloideo che non differisce molto da quello delle specie officinali,
segnate nelle Farmacopee pit in uso, e che dalla Farmacopea
internazionale per I'Hyoscyamus niger viene fissato a 0,05%, per
cui si pud ragionevolmente sperare che esso possa riprendere
nell'impiego terapeutico il posto per lungo tempo vantaggiosa-
mente tenuto.
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RIASSUNTO

Sono state sottopousie ad esame chimico-anglitico le diverze
parti delle piante di « Hyoscyamus albus L. », che cresce in Si-
cilia, e sulle quali erano gia state eseguite ricerche farmacogno-
stiche.

I risultati delle determinazioni quantitative del contenuto
in alcaloidi totali non volatili delle varie parti della pianta di-
mostrano che il giusquiamo biance delle nostre regioni ha un
contenuto alcaloideo che non differisce molto da quello delle
specie officinali, segnate nelle Farmacopee piu in uso — e che
dalla Farmacopea internazionale per 1'« Hyoscyamus niger L.»
viene fissato a 0,05% —, per cui si pud ragionevolmente sperare
che esso possa riprendere nell'impiego terapeutico il posto per
lungo tempo vantaggiosamente tenuto.

Al fine poi di portare un contributo al problema della bio-
genesi dei principi attivi nella pianta é stata seguita la djstri-
buzione degli alcaloidi nelle diverse parti della pianta stessa,
durante le fasi dello sviluppo vegetativo ed in differenti condi-
zioni ambientali, e sono state messe in evidenza le rispettive
variazioni qualitative e quantitative.

E’ stata dimostrata la presenza nella pianta, del tetrametil-
diaminobutano e della 5-idrossifrip:amina, e ne e stato messo in
rilievo l'interesse per quanto riguarda le eventuali interrelazioni
tra queste sostanze ed i principi attivi della pianta stessa.

30 -1V - 1965
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