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Adus in 1601 din America de Nord de Robin (19), salcimul cunoaste
astdzi o larga arie de rdspindire in Europa.

In tara noastri existi plantatii forestiere intinse, arboretul de salcim
din padurea Piscu Turnuri, situatd in lunca Dunérii din apropierea Cala-
fatului, fiind caracterizat ca cel mai frumos din continentul european (21).

Folosit mult in scopuri industriale, datoritd lemnului siu rezistent si
elastic, apreciat de apicultori ca o plantd meliferd deosebit de valoroasi,
Robinia pseudacacia L. a polarizat si interesul fitochimistilor concretizat
in preciziri referitoare la compozitia chimicéd a scoartei si a florilor aces~
tui arbore (7, 9, 20). Prezenta a numeroase flavone in flori (9), (acacina,
acacetintriozida, robinina, dihidrorobinetina), ne-a pus problema dacé ala-
turi de acesti compusi benzo-gama-pironici n-ar putea coexista si derivati
benzo-alfa-pironici, avind in vedere faptul cid in desfasurarea complexe-
lor procese de biosintetizare a acestor doua clase de compusi existd puncte
nodale comune si anume un acelasi precursor, acidul shikimic, care tre-
cind prin faza de fenil alanind conduce direct la derivati cumarinici, iar
prin faza de tirozini la compusi flavonoidici (8, 13, 15).

Datele din literatura de specialitate atestd prezenta derivatilor
cumarinici in numeroase specii din familia Leguminosae (1, 3, 4, 6, 9, 16).
Ipoteza noastra de lucru, fundamentati pe cele doud criterii, biogenetic si
filogenetic, ne-a determinat si ne propunem identificarea cumarinelor
in florile de salcim si in functie de rezultatele obtinute in aceastd etapa
sd determinim cantitativ, si izoldm si si stabilim numérul, eventual na-
tura derivatilor benzo-alfa-pironici.
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1. Identificarea derivatilor benzo-elfa-pironici

Dintre reactiile chimice utilizate pentru decelarea derivatilor cuma-
rinici am intrebuintat reactia Feigl-Anger-Frehden (11), specifici inelului
lactonic, al carei principiu constad in transformarea esterilor acizilor car-
boxilici prin tratarea cu hidroxilamina si alcali in acizi hidroxamici care
in prezenta clorurei ferice formeaza compusi de culoare violeta,

R-COO-R’ + NH:OH = R — CO — NH — OH + R’'OH

Dintre reactiile de culoare am utilizat, de asemenea, reactia cu p-ni-
troanilind diazotatd, care in prezenta derivatilor cumarinici dd complecsi
de culoare rogie-smeurie (10, 17).

Cele doua reactii fiind net pozitive am considerat util si verificim
aceste date printr-o determinare cantitativi a compusilor cumarinici,
folosind o metoda fotocolorimetrici care se bazeazd pe colorimetrarea
complexului rezultat din reactia derivatilor cumarinici cu p-nitroanilina
diazotati (10, 17).

2. Determinarea cantitativd a derivatilor benzo-alfapironici

a) Determinarea maximei de absorbtze a cumarinei

Dintr-o solutie de cumarini 0,004 g% in alcool de 10° s-a pipetat
intr-un balon cotat de 50 ml, 0,75 ml (0,03 mg cumarini) apoj s-au adiu-
gat 5 ml solutie NasCOs 7%¢. Dupé incédlzire in baia de apa 5 minute si
racire, s-au adiugat 5 ml sare de diazoniu, dupa o ugoard agitare solutia
se coloreaza in rosu-smeuriu (14). Am completat cu api distilatd pina la
semn, pe urmi am determinat maxima de absorbtie la fotocolorimetru
Spekol (Carl-Zeiss-Jena D.D.R.) filtrul verde, cuve de 1 cm (fig. nr. 1).

b) Determinarea curbei etalon

In baloane cotate de 50 ml am pipetat cite 0,25, 0,50, 0,75, 1, 1,50, 2
ml solutie 0,004 g% cumarina in alcool de 10° care corespunde la 0,01,
0,02, 0,03, 0,04, 0,06, 0,08 mg cumarini, aplicind in continuare tehnica
utilizati pentru determinarea maximei de absorbtie. Valoarea extinctiilor
in functie de concentratie ne-a ajutat la stabilirea curbei etalon de ex-
tinctie a cumarinei. In vederea reproductibilititii acestei curbe, am aplicat
calculul statistic (2,18). (Tabelul nr. 1, fig. nr. 2).

¢) Determinarea cantitativd a derivatilor benzo-alfa-pironici

Pentru determinarea cantitativd a derivatfilor cumarinici am preparat
solutii extractive purificate.

Trei probe de cite 3 g din florile plantei studiate, sub forma de pul-
bere fini, uscate la etuva la 37°C pma la pondere constatd, au fost tritu-
rate in plullta cu nisip de cuart (3 g) si 7 ml apa distilata. Dupa triturare,
probele s-au mentinut la 40°C tlmp de o ord, apoi s-a adiugat in cweva
portiuni amestec de 5 ml alcool si 10 ml eter etilic. S-a repetat operatia
de cinci ori, pini cind proba n-a mai prezentat fluorescenta S-a lasat
solutia extractiva in repaos 24 de ore la temperatura camerei pentru eva-
porarea eterului, apoi s-a adau%at cite un volum egal de apa distilata si
5 ml acetat de plumb solutie 20% pentru precipitarea o-dihidroxifenolilor.
Derivatii cumarinici nu precipiti in prezenta ionului plumb. Dupé centri-
fugarea probelor, in continuare s-a indepartat din solufie excesul de
plumb cu acid sulfuric 0,05 N, centrifugind apoi din nou. Solutiile obti-
nute s-au introdus in baloane cotate de 100 ml si s-au completat pini la
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Tabelul nr. 1
Calculul statistic al curbei pentru cumarina

Z | mgm | % y yt xy x+y (x+y)t
1. 020 004 00393 0001544 0007860 02393  0,05726449
2. 040 016 0717 0005140 0028680 04717  0,22250089
3. 060 036 01046 0100941 0062760 07046  0,49646116
4 080 064 01350 0018225 0108000 09350 087422500
5. 120 144 02030 0041209 0243600 14030  1,96720900
6. 160 256 02650 0070225 0424000 18650  3,47822500
7. 48 520 0818 0147285 0874900 56186 709588554

x=08 r = 0,999

y = 0,1364 X = 61723215 y — 0,04221036

X = 0,47609 y =0161694 x + 0,069933

¥ = 0,077055

semn cu H:SO« 0,05 N, Dupa agitare probele s-au introdus intr-o baie de
apa incilzitd la 70°C, mentinindu-se 30 de minute, apoi s-au racit la tem-
peratura camerei si s-au filtrat cantitativ. Din aceste solutii s-au luat cite
5 ml s-au adus in baloane cotate de 50 de ml, addugindu-se apoi cite 5 ml
Na:COs 7%. Astfel pregitite baloanele s-au incilzit 5 minute la 85°C in
baia de apa in fierbere. Dupa ricire la temperatura camerei s-au adaugat
5 ml HeSO« 0,05 N si 5 ml sare de diazoniu. Baloanele cu probele de ana-
lizat s-au completat cu apa distilatsd pini la 50 ml §i s-au colorimetrat la
fotocolorimetrul Spekol, filtrul verde si cuve de 1 cm, probe in dilutie de
1/4. Ca lichid de compensatie am folosit probe martor preparate in ace-
leasi conditii dar fara a mai adiuga sare de diazoniu.

Rezultatele obtinute prin interpolarea extinctiilor pe curba etalon a
cumarinei sint redate in tabelul nr. 2.

Tabelul nr, 2

Organul Extinctia g% derivati

vegetal cumarinici

Flori 0.155 0,240
0,1587 0,244

3. Izolarea derivatilor benzo-alfa-pironici

Rezultatele dozarii ne-au determinat si ne orientim in continuare
'studiul asupra izolarii derivatilor cumarinici, folosind urmaétoarea metoda
€5, 11).

200 g produs vegetal uscat §i miruntit (IV) s-a supus extractiei de 3
ori cu cite 200 ml HC1 5 N pe baia de apa in fierbere timp de 30 de mi-
nute. Solutiile extractive apoase, reunite, s-au extras cu un amestec de
eter-cloroform (3:1) pini la reactia Feigl-Anger-Frehden negativi. Solutia
etero-cloroformica mentinuta pe NasSOu« sicc. s-a supus distildrii, iar rezi-
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duul s-a luat cu mici cantititi de apa distilati fierbinte. Solutia apoass:
s-a purificat prin defecare cu solutie acetat de plumb 20%. Precipitatul
s-a indepdrtat prin centrifugare, iar excesul de plumb s-a eliminat cu acid
sulfurie 0,06 N, centrifugind din nou. Solutia apoasi dupa neutralizare cu
NazCOs s-a epuizat din nou cu amestec eter—cloroform (3:1) pini cind reac-
tia Feigl-Anger-Frehden a fost negativi. Solutia eterocloroformici dupa:
mentinerea pe NA:SOs sicc. s-a supus distildrii. S-a obtinut un reziduu
cristalizat cu miros pliacut in cantitate de 0,776 g care s-a supus analizei
cromatografice,

4. Separarea §i identificarea cromatograficd a derivatilor benzo-alfa--
pironici

S-au analizat cromatografic o solutie extractivd purificati si reziduul
cristalizat, utilizind ca substante de referintd esculetolul si umbeliferona.

Solutia extractivd s-a obtinut din 4 g produs vegetal pulverizat (IVy
care s-a hidrolizat cu acid clorhidric 5N timp de 30 de minute, Dupi ri-
cire, solutia apoasi acidi s-a extras cu un amestec de eter-cloroform (2:1
v/v) pini la reactia Feigl-Anger-Frehden negativi. Dupi indepirtarea
solventului sub presiune redusi s-a reluat reziduul cu 5 ml acetoni, solu-
tia acetonici rezultati prin filtrare, fiind analizatd cromatografic paralel
cu solutia acetonici a reziduului cristalizat si a celor doua substante eta-
lon. Conditiile de lucru au fost urmatoarele (12):

Faza fixi: silicagel G Merck—celuloza (1:1);

Faza mobila: toluen, acetat de etil, acid formic (5:4:1, v/v);

Developarea pe un parcurs de 17 cm;

Examinare la U.V. si dupa revelare cu sare de diazoniu.

Dupi revelare cu sare de diazoniu, spectrul cromatografic eviden—
tiazid prezenta a cinci spoturi de culoare rosie-violeti pentru solutia ex-
tractivid purificati (Rf-uri = 0,68; 0,85; 0,88; 0,90; 0,97), la reziduul cris—
talizat fiind puse in evidenta trei spoturi (Rf-uri = 0,60; 0,62; 0,68). Spo-
tul cu Rf-ul 0,68 foarte apropiat ca valoare de Rf-ul umbeliferonei (0,67)
ne determini si presupunem prezenta acesteia in florile de saleim. Escu-

letolul (Rf-ul = 0,08) este absent.

Concluzii

Studiul derivatilor benzo-alfa-pironici din florile de Robinia pseuda-
cacia L. orientat dupi criterii biogenetice si filogenetice s-a concretizat in
urmaitoarele: ) o . '

1) Punerea in evidentid a derivatilor cumarinici prin reactia Feigl-
Anger-Frehden; o

2) determinarea cantitativa a acestor compusi printr-o metodd fotoco-
lorimetricd mentionata in literatura de specialitate, continutul procentual
fiind de 0,240—0,244 g;

3) obtinerea unui reziduu cristalizat cu un randament de 0,388 g%
care analizat prin cromatografie in strat subfire pune in evidentd trei
spoturi revelabile cu sarea de diazoniu, dintre care unul cu Rf-ul 0,68
foarte apropiat de cel al umbeliferonei (0,67).

Sosit la redactie: 13 martie 1974.
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