Chem. Listy /04, 51-53 (2010)

SEPARACE KVARTERNICH
BENZO|c]JFENANTHRIDINOVYCH
ALKALOIDU Z Macleaya cordata

JAROSLAV VICAR?, MIROSLAV SOURAL"
a JAN HLAVACP

“Ustav lékaiské chemie a biochemie, Lékaiskd fakulta,
b Katedra organické chemie, PFirodovédeckd fakulta, Univer-
zita Palackého v Olomouci, Tr. Svobody 8, 771 47 Olomouc
Jarvic@tunw.upol.cz

Doslo 25.2.09, ptijato 4.11.09.

Klicova slova: sanguinarin, chelerythrin, Macleaya corda-
ta, dihydroderivaty

Uvod

Kvartérni isochinolinové alkaloidy sanguinarin (13-
-methyl[ 1,3]benzodioxolo[5,6-c]-1,3-dioxolo[4,5-i]fenan-
thridinium-chlorid, dale jen SG) a chelerythrin (1,2-di-
methoxy-12-methyl[1,3]benzodioxolo[5,6-c]fenanthridi-
nium-chlorid, dale jen CHE), vyskytujici se v rostlinach
Celedi Fumariaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae a Ruta-
ceae, jsou stale atraktivnimi slouceninami pro zakladni
a aplikovany vyzkum'?. Smési sanguinarinu a chelerythri-
nu, na trhu nabizené jako sanguiritrin (alkaloidovy extrakt
M. cordata) a sanguinaria (alkaloidovy extrakt z rhizomul
Sanguinaria canadensis), jsou aktivnimi slozkami pfi-
pravkl ustni hygieny s prokazanym antiplakovym ucin-
kem, resp. aditiva do krmiva hospodaiskych zvirat
(prodavaného v EU pod nazvem SANGROVIT®,
PHYTOBIOTICS Futterzusatzstoffe GmbH, Némecko).
Ackoliv je v literatufe popsana jejich tplna syntéza, jejich
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zdrojem zlstava nadale rostlinny material. KlicCovym fak-
torem ovliviiujicim cenu je pak vzajemna separace téchto
alkaloidu.

Nové¢jsi metody déleni SG a CHE se zfetelem na
jejich stanoveni v biologickém materialu jsou shrnuty
v &lanku®, pri¢emz vétsina praci citovanych v tomto pie-
hledu, jakoz i vétSina ¢lankd uvetejnénych po tomto refe-
ratu, uzivda pro separaci reverzni faze (Cg-Cig)
s gradientovou eluci, napf. smési pufr-acetonitril*™®, nebo
pufr-methanol’. Jiny nosi¢, kopolymer methylakrylat-
divinylbenzen, umoznil pouZiti gradientu s ethanolem na-
misto acetonitrilu a je doporuCovan pro praci
v primyslovém méfitku'”.

Pro preparativni déleni vétsiho mnozstvi latek je vSak
pouziti reverzni faze ekonomicky velmi naro¢né. Pro pre-
parativni déleni SG a CHE v laboratornim méfitku na
jinych sorbentech byly popsany dva piistupy — bud’ kolo-
nova chromatografie acetatii na Al,O; s velkou spotiebou
sorbentu a benzenu'!, nebo ,, flash chromatografie chlori-
dd na tomtéz sorbentu, sice s pouzitim toluenu namisto
problematického benzenu, nicméné stdle experimentalné
znatné naro¢na'2. Dale byl popsan také obraceny piistup,
nepolarni sorbent typu kopolymer styren-divinylbenzen
a eluce vodou a smési voda-methanol .

Celkové lze ale shrnout separace zminénych alkaloidi
ve form¢ kvartérnich amoniovych soli jako naro¢né jak po
strance chemické, tak zejména ekonomické.

Zpusob, jak obejit pfimou separaci kvartérnich alka-
loidt, navrhli Brossi a Borer'*. Kvartérni alkaloidy redu-
kovali na malo polarni dihydroderivaty, ty potom d¢lili na
sloupci Al,Oj; eluci benzenem a produkty zpétné oxidovali
Hg(CH;COO),. Pro dalsi zejména biologické studie je
vSak pouziti rtutnatych soli nevhodné a prace
s karcinogennim benzenem nebezpecna. Proto byla naSe
snaha zaméfena na hledani efektivni ekonomicky pfijatel-
né separace SG a CHE, navic s ohledem na omezeni toxi-
city pouzitych chemikalii.
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Obr. 1. Schéma déleni smési sanguinarinu a chelerythrinu z extraktu Macleaya cordata
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V tomto ¢lanku navrhujeme ekonomicky pfistupnou
metodu déleni obou alkaloidt, zalozenou na postupu Bros-
siho a Borera, kdy eliminujeme pouziti benzenu a pouziva-
me fotochemickou oxidaci namisto rtutnatych soli pro
zpétné prevedeni rozdélenych dihydroderivati na kvartérni
amoniové soli.

Experimentalni ¢ast

Body tani byly stanoveny na Koflerové bloku
anejsou korigovany. 'H-NMR spektra byla méfena na
pfistroji Bruker Avance 300 MHz . Cistota produkti byla
ovéfovana na piistroji LC-20 Prominence (Shimadzu)
pomoci kolony Purospher Star RP-18e, 5 um, 250/4
(Merck) vybaveném detektorem diodového pole SPD-
M20A a fluorimetrickym detektorem RF-10Axl. Mobilni
fazi byla 0,01 M 1-heptansulfonova kyselina/0,1 M tri-
ethylamin, pH 2,5 (H;PO4) v 25% acetonitrilu v gradientu
s 0,01 M 1-heptansulfonova kyselina/0,1 M triethylamin,
pH 2,5 (H;PO,) v 60% acetonitrilu, prutok 1 ml min~,
detekce pri 285 nm (UV) a /nebo 327 nm excitace —
577 emise (fluorimetrie). Sloupcovéa chromatografie byla
provadéna na pfistroji Sepacore Flash Chromatograph
(Biichi). Pii izolaci byla pouzivana rozpoustédla Cistoty
p.a., NaBH; byl produkt firmy Aldrich. Extrakt
z Macleaya cordata (Wild.) R.Br., Papaveraceae (obvykle
oznacovan jako sanguiritrin (CAS 112025-60-2)) pocha-
zel od firmy CAMAS Technologies, Inc. (Broomfield,
USA) s deklarovanym obsahem 532 mg g™' chloridu san-
guinarinu a 164 mg g™' chloridu chelerythrinu.

Separace redukovanych alkaloidi

Sanguiritrin (16 g) byl redukovan NaBH, (22 g, pfi-
davan v 10 davkach v intervalech 10 min) v methanolu
(2,2 1), za michani pfti laboratorni teploté. Odparek po od-
pafeni methanolu byl rozpustén v chloroformu, extrakt byl
vytiepan vodou do neutralni reakce, susen Na,SO, a odpa-
fen. Ziskany produkt (7 g) byl podroben separaci sloupco-
vou chromatografii. Podminky separace (Sepacore Flash
Chromatograph): kolona 150 x 45 mm, silikagelova staci-
onarni faze DAVISIL LC60A 40—60 um (Chromservis),
mobilni fize pro eluci dihydrosanguinarinu: chloroform,
mobilni faze pro eluci dihydrocheletrythrinu: chloro-
form:methanol (9:0,5), pratok 10 ml min~', detekce UV
275 nm.

Ziskané odparky Cistych frakci dihydrosanguinarinu
(1,71 g) a dihydrocheletrythrinu (0,66 g) nebyly bezbarvé,
coz ukazuje na maly podil zpétné oxidace béhem separac-
niho procesu. Proto byly oba produkty jesté Cistény na
sloupci silikagelu (7 g, 3 g), eluce chloroformem. Barevné
slozky byly zachyceny na sloupci, odparky eluati rekrys-
talizaci ze smési chloroform-methanol poskytly 1,60 g
bezbarvého dihydrosanguinarinu, b.t. 190-193 °C (cit."
b.t. 195-196 °C) a 0,56 g bezbarvého dihydrochelerythri-
nu, b.t. 163-165 °C (cit.”* b.t. 169-171 °C).
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Fotochemicka oxidace dihydrosanguinarinu
a dihydrochelerythrinu

Dihydrosanguinarin (166 mg) a konc. HCl (50 ul)
v CH,Cl, (25 ml) za probublani vzduchem v intervalech
15 min byly ozafovany na soldrnim simulatoru SOL-500
(Dr. Honle UV Technology, SRN) ultrafialovym zarenim
vinovych délek 295-315 nm po dobu 1 h. Ziskana srazeni-
na byla odfiltrovana, promyta etherem a suSena nad P,Os
pti 70 °C. Bylo ziskéno 178 mg (84 %) chloridu sanguinarinu
ve forms trihydratu, b.t. 270-274 °C (rozklad) (cit.”’ b.t. 277
az 280 °C), 300 MHz NMR spektrum odpovida dané struktu-
fe aje ve shodé s cit.'. Pro trihydrat Cy0H;4NO4CI - 3 H,O
(421,8) vypocteno: 56,95 % C, 4,78 % H, 3,32 % N; nale-
zeno: 56,86 % C, 4,97 % H, 3,15 % N.

Dihydrochelerythrin (460 mg) a konc. HC1 (130 pl)
v CH,Cl, (130 ml) za probublani vzduchem v intervalech
15 min byly ozafovany na solarnim simulatoru SOL-500
(Dr. Honle UV Technology, SRN) ultrafialovym zafenim
vinovych délek 295-315 nm po dobu 4 h. Béhem reakce
bylo postupné doplnéno 120 ml rozpoustédla. Rozpousté-
dlo bylo odpafeno na objem asi 50 ml, po stani pfes noc
v lednici byl produkt odfiltrovan a promyt etherem. Bylo
ziskano 380 mg chloridu chelerythrinu, ktery byl dale ¢is-
tén krystalizaci: produkt byl za varu rozpustén ve vod¢
(25 ml), po ochlazeni byl roztok filtrovan, k filtratu byla
pridana konc. HCI (0,60 ml) a roztok byl ponechan 3 dny
v lednici. Chlorid chelerythrinu byl odfiltrovan, promyt
malym mnozstvim 2 M-HCI a susen nad P,0Os pti 70 °C.

Bylo ziskano 249 mg (46 %) produktu o slozeni
C,1Hi504NCl - 1% H,0 (410,8), b.t. 195-201 °C (cit."® b.t.
202-203 °C). Vypocteno: 61,39 % C, 5,12 % H, 3,41 %
N; nalezeno: 61,42 % C, 5,37 % H, 3,41 % N. 300 MHz
NMI}6 spektrum odpovida dané struktufe a je ve shodé
scit. .

Zavér

Popsany postup umoziluje izolovat zekonomicky
dostupného extraktu dostatecna mnozstvi obou sloucenin
v Cistém stavu a tim vyrazn€ zleviiuje vstupy pro farmako-
logické experimenty.

Autori dékuji za financni podporu projektiim GA CR
525/07/0871 a MSM 6198959216.
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J. Vi¢ar®, M. Soural®, and J. Hlava&® (“Institute of
Mediincal Chemistry and Biochemistry, "Department of
Organic Chemistry, Palacky University, Olomouc): Sepa-
ration of Quaternary Benzo[c|phenanthridine Alka-
loids from Macleaya cordata

A cost-effective method for separation of sangui-
narine and chelerythrine from commercial Macleaya cor-
data extract (sanguiritrin) is described. In the first step, the
alkaloids are reduced with NaBH, to dihydro derivatives,
which are easily separated by column chromatography on
silica gel with chloroform and chloroform-methanol elu-
tion. In the second step, the dihydro derivatives are photo-
chemically oxidized to the title alkaloids.



