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w zielu zarnowea (Sarothamnus scoparius)
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B TpaBe pPaKMTHHKA

New Methods of Estimating Sparteine and of Minor Alkaloids
in the Tops of Common Broom (Sarothamnus scoparius)

Pospolity, dziko rosnacy przy szosach, torach kolejowych i w wawozach
zarnowiec miotlasty (Sarothamnus scoparius; rodz. Leguminosae) jest cennym
surowcem do otrzymywania gléownego alkaloidu tej rof§liny — sparteiny. Rézno-
rodna zawarto§é sparteiny, zalezna od pochodzenia, cze$ci rofliny i jej cyklu
wegetacyjnego (najwyzsza w mlodych, zielonych, sierpniowych odrostach lodyg
i niedojrzalych nasionach) wynosi w przeliczeniu na suchg mase od 0,3—5% (1, 2).
Godny uwagi jest fakt, Ze w nasionach — w miare ich dojrzewania — sparteina
stopniowo zanika, przeksztalcajgc sie w formy utlenione — lupanine i hydro-
ksylupaline (1, 3, 4).

Uzywana w lecznictwie w postaci uwodnionego siarczanu (C;sHyN, . H,SO, . 5H,0)
jest $rodkiem pobudzajgcym osrodek oddechowy i ofrodek nerwu blednego,
a takze wywoluje lagodne skurcze macicy. Stosowana jest w niemiarowoSci
serca i w potoznictwie.

Jako wolna zasada sparteina jest bezbarwnag, oleistg cieczg, latwo utleniajgca
sie na powietrzu, dobrze rozpuszczalng w rozpuszczalnikach organicznych, lotng
z parg wodng. Drobna zawarto§é alkaloidéw ubocznych, pozostajacych w lugach
macierzystych przy fabrykacji sparteiny z Zarnowca, a mianowicie izomery prze-
strzenne d- i l-o-izosparteina (genisteina), izomery strukturalne (C-metylopiro-
lidynowe) i optyczne sparteiny (5, 6), cytyzyna (7), oraz dehydrodwusparteina,
sarotamnina (8, 9), réznicuja sktad alkaloidowy surowca i dlatego sumaryczne
chociazby oznaczenie ich ilo$ci, nie opracowane dotad analitycznie, zasluguje na
uwzglednienie i uzupelnienie. Stosowane dotychczas metody oznaczenia iloScio-
wego sparteiny w wyciggach Zarnowca opierajg sie na pomiarach acydymetrytz-
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nych (10), wagowych — stracanie osadéw kwasem krzemowowolframowym (11),
pikrynowym (12), solg Reineckego (13), kolorymetrycznych (14, 15) oraz chromato-
graficznych, postugujacych sie technikg planimetryczng i densytometryczng po-
miaru plam (1, 4).

W poszukiwaniu nowych, czulych pomiaréw ilosciowych przebada-ﬁ
lisSmy uzytecznos¢ metody miareczkowania w s$rodowisku niewodnym,
oraz metody planimetrycznej na bibule kationitowanej, opracowanej
przez Katedre Chemii Ogoélnej UAM w Poznaniu, a stosowanej m. in.
z powodzeniem dla oznaczenia czystej sparteiny (16). W oznaczeniu
miareczkowym zastosowaliSmy $rodowisko bezwodnego chloroformu
i kwas nadchlorowy jako czynnik miareczkujacy. Metode te, wycecho-
wang na czystej sparteinie i sprawdzong na dok!adno$é przez oznaczenie
odzysku wzorca dodanego do przerabianej, uprzednio oznaczonej préby
surowca, mozna uzna¢ za przydatng tym bardziej, ze samo miareczko-
wanie zajmuje malo czasu i daje ostre przejscie barwy wskaznika
w punkcie rownowaznikowym. Ilo$é odzyskanego wzorca wynosila 99 %.

W metodzie planimetrycznej na bibule kationitowanej o dzialaniu
kolumny jonowymiennej, sorbujgcej ze $rodowiska stabo kwasnego
kationy alkaloidéw, zastosowalidmy tzw. plaskg technike rombowsg (17).
Oznaczane roztwory wodne lub chloroformowe wkraplano mikropipets
na rombowe skrawki bibuly chromatograficznej i alkaloidy eluowano
z nich 0,02 M kwasem octowym na standaryzowane paski bibuly
kationitowanej. Po wywolaniu odczynnikiem Dragendorffa powierzch-
nie uzyskanych, ostro odcinajacych sie plam mierzono przy pomocy
przejrzystego papieru milimetrowego i pordwnywano graficznie na pro-
stej wzorcowej z powierzchniami zajetymi przez znane iloSci réwno-
legle prowadzonego wzorcowego roztworu siarczanu sparteiny. Proces
wymywania alkaloidéw prowadzony przez ok. 12 godz. przebiegal wy-
czerpujaco, a wyniki byly powtarzalne i bardzo dokladne. Ilo$¢ odzyska-
nego wzorca wynosila 100 %.

Dokladnosé obu metod, w szezegblnosci bardzo czulej metody plani-
metrycznej na bibule kationitowanej, jak réwniez przeprowadzona przez
nas wyczerpujgca ekstrakcja surowca pozwolilty na uchwycenie stalych
drobnych réznic miedzy iloscig sparteiny uzyskiwang w przechodzgcym
z parg wodng destylacie (Srednio 0,804 %), a oznaczeniami w pierwot-
nym wyciagu, zawierajagcym kompleks alkaloidéw zarnowca ($rednio
0,889). Roéznica ta wynoszaca 0,085 % okresla zawarto§¢é ubocznych nie-
lotnych alkaloidéw surowca i jest zgodna — w granicach biedu do-
$wiadczalnego — z wartodcig oznaczonej planimetrycznie pozostatosci
po destylacji sparteiny z parg wodna, wynoszacej s$rednio 0,1 %.
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Z przegladu metod literaturowych ekstrakeji zarnowca wynika, Zze najczesciej
stosowanymi rozpuszczalnikami byly: 2% kwas tréjchlorooctowy (11), 5% kwas
solny (18), 2% kwas siarkowy (2, 15), etanol (1, 15) i chloroform (3).

W pracy naszej zastosowaliSmy dwukrotng ekstrakcje 2% kwasem
siarkowym, ogrzewanie mieszaniny na cieptej lazni wodnej i wytrzg-
sanie mechaniczne. Zabieg ten okazal sie w poréwnaniu z przeprowa-
dzonag réwniez ekstrakeja alkoholows korzystniejszy, gdyz prowadzil
do catkowitego wyczerpania surowca ze skladnikéw alkaloidowych.

Obecno$é poza sparteing towarzyszgcych zasad oraz ich zréznicowane
wlasciwosci polarne potwierdzono orientacyjnie na drodze chromato-
graficznej. Po nakropleniu roztworéw chloroformowych sumy alkaloi-
déw na paski bibuly Schl. Sch. 2043 b/Mgl, impregnowanej acetono-
wym roztworem formamidu (8:2), rozwinieciu chromatograméw stabo
polarng mieszaning cykloheksanu i dwuetyloaminy (9:1) i wywolaniu ich
odezynnikiem Dragendorffa zmodyfikowanym wg Amelinka, lub wod-
nym 0,06 % roztworem jodoplatynianu potasowego, uwidacznialy sie
3 centra alkaloidowe: posuwajgca sie z czolem rozpuszczalnika wyraZzna
plama sparteiny zidentyfikowana wg wzorca, wyrazna maia plamka
na starcie alkaloidu silniej polarnego oraz bardzo lekko rysujgca sie,
rozmyta plama w $rodkowej czeSci paska. W destylacie przechodzacym
z parg wodng stwierdzono obecno$¢ jednej tylko plamy czolowej.
Chromatogramy spryskiwane specyficznym dla amin odczynnikiem
Ehrlicha (préba na ewent. obecno$¢ wystepujacej w surowcu tyraminy
i hydroksytyraminy) nie wywolywaly sie.

Surowiec, ktéorym postugiwano sie w pracy dostarczony byl przez
»Herbapol” w postaci grubo pocietego ziela, zmielonego przez nas na
mialki proszek. Poniewaz wszystkie uzyskane wyniki przeliczono na su-
chg mase, wilgoé w surowcu oznaczono przez suszenie proby do stalej
wagi nad P,Os, wynosi ona §rednio 6,53 %.

CZESC DOSWIADCZALNA
Oznaczanie sparteiny

5 g drobno sproszkowanego surowca zwilzono 10 ml 2% H,SO,
i pozostawiono na 1 godz. do napegcznienia. Po dodaniu dalszych 90 ml
kwasu mieszanine ogrzewano przez 1/2 godz. na cieplej lazni wodnej,
wytrzasano mechanicznie przez 20 min. i odstawiono na 12 godzin.
Roztwér zdekantowano ostroznie znad osadu, a pozostalo§é poddano
ponownej ekstrakeji nowa porcja 100 ml 2% H,SO, Polgczone wy-
ciggi wraz z osadem zalkalizowano w kolbie destylacyjnej 20 % NaOH
i oddestylowano sparteing z parg wodng, az do zaniku obecnosci alka-
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loidu (préba z J, w KJ), zbierajgc destylat do odbieralnika zawierajgcego
2 ml 10% H,SO; Kwasny destylat zageszczono na 1lazni wodnej
do matlej objetosci, przeniesiono ilo§ciowo do kolbki miarowej na 25 ml
i uzupelniono wodg do kreski. Po nakropleniu odpowiednich ilogci roz-
tworu na romby (tab. 1, I = 0,06 ml, II = 0,08 ml) wymywano alkaloid
na paski bibuty kationitowanej przy pomocy 0,02 M CH3;COOH, pro-
wadzgce réwnolegle prébe kontrolnego 0,5% roztworu etanolowego pie-
ciowodnego siarczanu sparteiny, na ktorej podstawie wykonano wykres
prostej wzorcowej. (Czas trwania procesu wynosil okolc 12 godzin).

33 64 104 134 166 196 mm? 0804 0789 0794 %

50 100 150 200 250 300 ’..3 006 008 0.4 ml.
Ryc. 1

Ryc. 1. przedstawia przykladowo 6 paskéw wzorcowych i 3 paski uwi-
daczniajgce po wywolaniu odczynnikiem Dragendorffa strefy zajete
przez alkaloidy oznaczanego roztworu. Wyniki oznaczen zestawiono
w tab. 1.

Tabela 1
Zawarto§é sparteiny w 5g surowca
Nr mg %
préby
1 . I $rednio I 1I §rednio
1 40,19 39,46 0,804 0,789
40,19 40,32 40,19 0,804 0,806 0,804
3 39,47 41,54 0,789 0,831

Inng porcje zageszczonego destylatu przechodzgcego z para wodng,
uzyskanego jak wyzej z przerdbki 5 g surowca, przeniesiono ilosciowo
do rozdzielacza, zalkalizowano 10 % .NaOH i wydzielong zasade ekstra-
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howano (3 X 100) chloroformem. Polaczone wyciggi chloroformowe
odmyto zimng woda, osuszono bezwodnym Na;SOy, rozpuszczalnik odde-
stylowano pod zmniejszonym ci$nieniem do matlej objeto$ci i przenie-
siono iloSciowo do kolbki miarowej na 50 ml. Prébki 20 ml (=2 g
surowca) z dodatkiem 10 ml bezwodnika octowego miareczkowano
0,06 M kwasem nadchlorowym w roztworze lodowatego kwasu octo-
wego wobec fioletu krystalicznego, do zmiany zabarwienia fioletowego
na niebiesko-zielone. 1 ml 0,056 M kwasu nadchlorowego odpowiadal
0,005859 g sparteiny.

Réwnoczesnie przeprowadzono kontrolne oznaczenie miareczkowe
wzorca. W tym celu odwazono 0,1200 g pieciowodnego siarczanu spar-
teiny (= 66,6 mg wolnej zasady), rozpuszczono w wodzie i po zalka-
lizowaniu 10% NaOH zasade wyczerpano chloroformem. Z odmytego
i osuszonego roztworu chloroformowegs przeniesionego ilociowo do kolbki
miarowej na 50 ml pobierano 10 m! préby (= 13,32 mg zasady; przy
innej nawazce — 20,00 mg), ktére miareczkowano zmianowanym roz-
tworem kwasu nadchlorowego. Wyniki oznaczenh sparteiny w surowcu
1 w substancji wzorcowej wg metody miareczkowej zestawiono w tab. 2.

Tabela 2
Oznaczana | Oznaczana co Blad
ilosé ilo$¢ Z;é{g‘e Zawarto§é sparteiny ozr?g-
surowca wzorca czenia
$rednio
g mg ml mg 4 % %
2,0000 2,36 14,793 0,740
2,0000 2,29 14,278 0,714 0,726
2,0000 2,31 14,469 0,723
13.32 2,43 13,206 99,14 — 0,86
20,00 3,38 19,862 99,31 99,22 — 0,69

Sprawdzenie dokladno$ci metody przerébki surowca

Do 5 g oznaczonego uprzednio surowca dodano okreslong ilosé
wzorcowe] sparteiny, mieszanine przerobiono i przygotowano roztwory
chloroformowe do ponownych pomiaréw wg wyzej opisanego toku.
Wyniki uzyskane przy pomocy obu metod iloSciowych przed i po
dodaniu wzorca, okre§lajgce jego procentowy odzysk, podano w tab. 3.
Rubryka pierwsza zawiera wyniki $rednie z tabel 1 i 2, nie prze-
liczone na suchg mase, a wiec nizsze o zawarto§¢ wilgoci w surowcu.
czyli o 6,53 %.
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Tabela 3
Srednia .

g Srednia
Metod zawartosci Dodano oznaczeh Ilo§¢ odzyskana

etoda sparteiny sparteiny artein

oznaczania | 5g surowea sp y
mg mg mg mg %

Planimetrycz. 37,58 34,29 71,86 34,28 100,00
Miareczkowa 33,98 17,14 50,97 16,99 99,09

Oznaczanie alkaloidéw ubocznych

F.ugi alkaliczne pozostale w kolbie po oddestylowaniu sparteiny
z parg wodng wytrzgsano porcjami z ok. 1 1 eteru. Odmyty wodg
i osuszony rozpuszczalnik zageszczono do malej objetoéci, zadano
etanolem i przeniesiono ilosciowo do kolbki miarowej na 25 ml. Odpo-
wiednie ilosei roztworu alkoholowego (I = 0,15 m!, II = 0,2 ml) ozna-
czono planimetrycznie na bibule kationitowanej. Wyniki obliczone
wg krzywej wzorcowej sparteiny zestawiono w tab. 4.

Tabela 4
Zawarto§¢é alkaloidéw ubocznych w 5 g surowca
Nr mg ! %
proby
I 1I §rednio I II Srednio
1 5,60 4,50 0,112 0,09
5,60 5,10 5,15 0,112 0,102 0,103
3 5,50 4,50 0,110 0,09

Oznaczanie sumy alkaloidow

Ekstrakcja kwasna. 5 g drobno sproszkowanego surowca
zwilzono 10 ml 20 % H,SO,, pozostawiono na 1 godz. do napecznienia,
dodano dalsze 90 ml kwasu, ogrzewano przez 1/2 godz. na tazni wodnej,
wytrzgsano mechanicznie i odstawionc na 12 godz. Roztwér zdekanto-
wano a osad poddano ponownej ekstrakcji 100 ml 2 % H,SO,. Polaczone
wyciggi i poplucze z surowca alkalizowano 20 % NaOH i porcjami wy-
trzgsano z chloroformem do calkowitego wyczerpania alkaloidéw. Odmyty
woda i osuszony bezwodnym Na,SO, rozpuszczalnik zageszczono do
malej objetosci, a pozostalosé przeniesiono ilosciowo do kolbki miarowej.

Ekstrakcje alkoholowe. Dwie préby po 10 g surowca
utartego dokladnie z mieszaning antyoksydacyjna, tj. z 0,5 g NaHSO;
i 0,2 g kompleksonu III (s61 dwusodowa kw. wersenowego) przenie-
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siono do gilz ekstrakeyjnych aparatu Soxhleta i wyczerpywano przez
20 godz. alkoholem, do ujemnej reakcji z odczynnikiem Mayera i J,
w KJ, stosujgc dla jednej proby alkohol metylowy a dla drugiej
etylowy. Alkoholowe wyciggi zakwaszono 2% H,SO; i rozpuszczalnik
oddestylowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostalosci kwasne barwy
zielono-brunatnej oczyszczono przez wytrzasanie z eterem, eter spraw-
dzony na obecnos¢ alkaloidéw odrzucono (ujemna reakcja) a warstwy
wodne po zalkalizowaniu 10 % NaOH wytrzgsano kilkakrotnie z chloro-
formem. Polgczone, odmyte wodg i wysuszone wyciggi chloroformowe
zageszezono pod zmniejszonym ci$nieniem do matej objetosci i przenie-
siono ilo$ciowo do kolbek miarowych.

Uzyskane ze wszystkich 3 ekstrakeji roztwory chloroformowe uzyto
do oznaczen na bibule kationitowanej. Oznaczenie miareczkowe wyko-
nano z roztworem chloroformowym uzyskanym z ekstrakcji kwasnej.
Wyniki zestawiono w tab. 5.

Tabela 5
Metoda planimetryczna Metoda miareczkowa
Rodzaj % [
ekstrakeji X " N
I 11 $rednio Srednio
Woda kwasna 0,888 0,890 0,889 0,796
0,802 9,794
0,790
0,788
Metanolowa 0,823 0,813 0,818
Etanolowa 0,834 0,785 0,809
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PE3IOME

B macrodmeit pabore NpenJioOKeHO MeTOH KOJMUYECTBEHHOrO oOllpene-
JIEHUA aJKAJIOMZOE PAKUTHMKA: HOMWHMPYIOIIEro CHApTEMHa M ITOCTOPOH-
HMX AJKaJOMAOB aHAJUTHMYECKy Mo CMX Iop He odpaboraHeix. IlpumeHeH
NJIaHUMEeTPUYEecKUit MeTof, Ha KaTHMOHUTHUPOBaHHoM Oymare m o6BeMHBI
amaau3 B Oe3BOAHOM cpene.

B kucjoM 9KCTPakKTe ChIPbs ONPEZeJieHa CyMMa aJIKaJIOMAHBIX OCHO-
BaHui (Tab. 5), a Tak¥XKe crapTeuH IOCJEe €ro IEePeroHKM ¢ BOAAHBIM IIa-
poMm (Tab. 1, 2). BelunciieHasa pa3HMIlA COCTaBJIAJA COACPXKAaHME IIOCTOPOH-
HUMX aJKaJOuAOB M paBHsJdach okojJo 10 %. OTo KoaMyecTBO COrJacHo
C pe3yJbTaTaMM IUJIaHMMETPUYECKMX OIPeJeJIeHuN IIOCTOPOHHMX allKa-
JOMZOB OCTaBUIMXCH B MaTOYHOM PacTBOpe IIocje IePeroHKM ChapTeuHa.

CpaBHUBaA MeTOAB! KOJMYECTBCHHBLIX ONpEefeNeHuI — IJIaHUMMeTpH-
YecKOTo 31 O0BbEMHOTO aHaJM3a, KOHCTATUMPOBAHO YTO IIAHMMETPMYECKOMN
Meron Xord Tpebylollmii TOYHO CTaHAapTM30BAaHHON KaTMOHUTHMPOBAHHON
Oymarm npencraBjafer 0ojiee TOYHBII MeTOX AJIs OIpenesieHua HebOoJb-
IIMX KOJMYECTB aJKaJOUAOB — Jaxe Hizke 0,1 %.

IIpocToit 1 OBICTPEHIIL B MCIIONB30BaHUM 00BEMHBI aHauA3 BEJET K I10-
HVCKEHHBIM M HEMHOTIO OIIMOOYHBIM Ppe3yJIbTaTaM.
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SUMMARY

The paper deals with a new quantitative method of estimating
alkaloids of common broom, i.e. dominant alkaloid — sparteine and
minor alkaloids which have not been investigated yet. Planimefric
method on cation-exchange paper and titrimetric method in nonaqueous
solution, were used. The total of alkaloid bases and the content of
sparteine, separated by steam distillation, were estimated in the aci-
dific extraction of plant material (Tables 1 and 2). The -calculated
difference, constituting 10 % of minor alkaloids, was in agreement with
the results of the planimetric determinations, obtained in mother
liquors from which sparteine had been separated by steam distillation
(Table 4).

Comparing the results of both methods, it was found that the
planimetric method is very accurate and makes it possible to determine
even small amounts of alkaloids (below 0.1 %), although it is time-
consuming and requires very accurately standardized cation-exchange
paper. The titrimetric method, although simple and quick, is charged
with small error and gives lower results. '
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