СОДЕРЖАНИЕ СЕМИАРОВ
по дисциплине «Химический анализ растений»(15 часов)

Семинарское занятие 1. Биогенетические связи между группами растительных веществ
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Биогенетические связи между группами растительных веществ
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Семинарское занятие 2. Разделение вторичных метаболитов на классы по их химической структуре  и путям биосинтеза.
Нами разработан научно-обоснованный подход к оценке перспективности изучения новых видов растений.

Для этого точно взвешенные пробы (10-15) измельченного сырья заливают точным количеством различных по химической природе и полярности растворителей, имеющих химическое сродство к природе основных групп БАВ растений и связанную с этим растворимость:
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вода

2. 10% спирт

3. 30% спирт

4. 50% спирт      - сродство по ОН группам различного типа

5. 70% спирт

6. 96% спирт
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ацетон            - сродство по С=О и ОН группам различ-

8. 50% ацетон      ного типа (халконы, ауроны, кумарины,                 

                                антрахиноны, флавоноиды, ксантоны,   

                                танины)

9. бензол  - сродство по ароматической системе

10. этилацетат  - сродство по сложноэфирной группе
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эфир диэтиловый

12. эфир петролейный      - сродство к углеводородам

13. гексан                             различных групп, в том числе

14. гептан                             алкалоидам, терпеноидам, 

15. хлороформ                     каротиноидам, эфирным маслам

Залитое сырье выдерживают в течение 3 суток при комнатной температуре, затем каждое извлечение исследуют капельным методом на фильтровальной бумаге. Для этого из каждого извлечения наносят 15-20 пятен диаметром не более   0.5 см. На каждое пятно наносят специфический проявитель для каждой группы БАВ и делают оценку качественного состава всех извлечений.

Далее, в предварительно взвешенную и доведенную до постоянного веса фарфоровую чашечку, из каждого извлечения отбирают аликвоту, испаряют на водяной бане, высушивают в сушильном шкафу при температуре 100-1050С до постоянной массы и рассчитывают количество экстрактивных веществ, извлекаемых разными растворителями без температурного воздействия.

Затем все пробы нагревают на кипящей водяной бане в течение 1 часа и повторяют качественный капельный анализ и определение экстрактивных веществ в извлечениях после нагревания.

Такой подход позволяет:

1. при минимальном ассортименте растворителей (спирт, ацетон, бензол, этилацетат, хлороформ)

2. из небольшой навески сырья (0.1-1 г.)

3. с использованием небольшого количества растворителей (10-20 мл)

4. отобрать оптимальный экстрагент для каждой группы БАВ и предварительно оценить режим извлечения (с t0 и без t0)

5. выявить какие группы БАВ имеются в растении, каким растворителем они извлекаются в большей степени и при необходимости оценить возможность фракционирования отдельных групп БАВ.
Полученные данные позволяют оценить перспективность изучения того или иного растения, зная о том, какие вещества в нем имеются, каким растворителем или какими растворителями, в какой последовательности, при нагревании или без их можно извлечь, в каком относительном количестве содержатся те или иные группы БАВ в каждом извлечении.

Максимальную информацию о качественном составе, как правило, дает использование экстрагентов по 2 и более признакам химического сродства, т.е. это вода, водный спирт (30-70%) и ацетон (50%).
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Семинарское занятие 3. Качественные реакции природных органических  соединений, реактивы, специфичность реакций. Методы количественного определения природных соединений в растительном сырье: принцип методов, их сравнительная характеристика.
Реактивы для анализа природных БАВ [7-12]

	Реакции, реактивы
	Группы анализируемых веществ природных БАВ (окрашивание)

	р. Келлер-Килиани
	дезоксисахара (бурое ( васильково-синее)

	р. Либермана-Бурхарда


	стероидные сапонины (розовое ( зеленое ( синее), тритерпены, фитостерины, все стерины при наличии 5С=С; аралозиды, ланатозиды (яркое)

	р. Розенхейма 


	стероидные сапонины, стероидное ядро, белковые комплексы (розовое ( синее)

	р. Легаля


	5-ти членное лактонное кольцо, гликозиды ландыша, наперстянки (красное), пахикар-пин, сферофизин (вишневое); фуро-кумарины (оранжевое)

	р. Раймонда
	дигитоксин, гликозиды (красно-фиолетовое)

	H2SO4 (конц)
	строфантиновые гликозиды (зеленое), п-оксиантрахиноны (синее), отличие кодеина и морфина (оранжевое ( желтое); фурокумарины (изумрудно-зеленое); изофлавоны (желтое ( коричневое ( красно-коричневое); аралозиды (коричневое); гликозиды (панаксозиды) (кирпично-красное ( фиолетовое ( красно-фиолетовое)

	H2SO4 (конц), 1000С, 0.5% ванадат аммония
	иридоиды (синее ( обесцвечивание)

	1% ванилин 

в H2SO4 (конц)
	гликозиды (яркое), терпены с 5-ОН (красно-фиолетовое), ментол (желтое + Н2О ( малиново-красное), тимол эту реакцию не дает!

	р. Запрометова

1% ванилин 

в HCl (конц)
	любые фенольные соединения  с мета-ОН (красное), пирокатехиновый фрагмент фенольных соединений (оранжевое), флороглюциновый фрагмент (красно-фиолетовое), флавоны (ярко-желтое), флаван-3,4-диолы (малиновое), эфиры катехинов (розовое), галлокатехины, катехины, дубильные вещества (красное)

	п-диметиламино-бензальдегид в H2SO4 (конц)
	гликозиды, терпены, фурастаноловые гликозиды (яркое), ментол (желтое ( малиново-красное)

	п-диметиламино-бензальдегид, 1% винная кислота
	алкалоиды спорыньи (сине-фиолетовое)

	р. Эрлиха
	эргокристин, алкалоиды (осадки или окрашивание)

	р. Кедде
	гликозиды, терпены (яркое)

	р. Бальетта


	5-ти членное лактонное кольцо (красное), альдозы, аскорбиновая кислота (яркое), алкалоиды (желтое, осадки), кроме кофеина, морфина, колхицина, теобромина

	р. Таттье
	дигитоксин, карденолиды (яркое)

	SbCl3 (нас)/ CH3OH  или CH3Cl
	гликозиды ландыша (розово-фиолетовое), 5-оксифлавоны и 5-оксифлавонолы (желто-оранжевое, красное), каротиноиды (зеленое, синее, бурое), тритерпены (зелено-бурое)

	1% NH2OH + КОН до рН=8, +НС1
	кетосоединения, терпены (фиолетовое)

	«гидроксамовая 

проба»
	платифилин (красно-фиолетовое), карбонилсодержащие соединения (осадки или окрашивание)

	10% PbAc2 / 10% HCl  или HАc
либо 1-2% р-р PbAc2
	сапонины (осадок), фенолы, фенолокисло-ты, флавоноиды, антрахиноны и др. с орто-оксигруппировками (желтое), антоцианы (красное, синее), дубильные вещества (черно-зеленое)

	р. Лафона
	сапонины (сине-зеленое)

	1% холестерин / спирт
	сапонины (осадок)

	10% NaNO3 /H2SO4(конц)
	сапонины (кроваво-красное)

	+ 0,1N HCl
	гидролизуемые дубильные вещества (коричневое)

	2% изотонический р-р эритроцитов
	сапонины (гемолиз)

	р. Борнтрегера


	оксиантрахиноны (красное ( бурое), слизи (лимонно-желтое)

	NaOH (конц) / 10% Pb2+
	S-содержащие белки и аминокислоты (белый ( коричнево-черный осадок)

	NH3
	флавоноиды, фенольные соединения (желтое), оксиантрахиноны (розовое ( карминово-красное), слизи (лимонно-желтое), флаваноны (желто-зеленое), халконы, ауроны (желтое, оранжевое ( красное), антоцианы (розовое, красное ( серо-синее, фиолетовое), изофлавоны (желто-коричневое)

	3% MgAc2
	1,6-; 1,8-диоксиантрахиноны (оранжево-красное), 1,2-диоксиантрахиноны (фиоле-товое), 1,4-диоксиантрахиноны (пурпур-ное), карбоновые кислоты (белое, желтое)

	циркония нитрат или хлорид
	5-оксифлавоноиды (желтое), орто-диоксиантрахиноны (красно-фиолетовое)

	СН3СООН (лед.)
	антрахиноны, флавоноиды (флуоресценция)

	0,5N KOH / спирт
	димерные формы антрахинонов и флаво-ноидов (желтое, зеленое), окси-(метокси) кумарины (желтое), фурокумарины (красное)

	0,1% п-нитрозо-диметиланилин / пиридин
	антроны, антронолы (болотно-зеленое)

	бромтимоловый голубой
	фенолокислоты (желтое)

	бромкрезоловый зеленый
	алифатические и фенолокислоты (желтое)

	1% AgNO3 / NH3
	феноло- и карбоновые кислоты (желтое, темно-коричневое), альдозы, восстанавливающие сахара (черное)

	1% ЖАК

(р. Робертса и Вуда)
	орто-диоксигруппировка любых феноль-ных соединений (зеленое), 3-рядовое расположение ОН-фенольных соединений, гидролизу-емых дубильных веществ (синее ( фиолетовое ( черное), конденсиро-ванные дубильные вещества (черно-зеленое ( черное), арбутин (темно-синее)

	5% фосфорно-молибденовая кислота
	аскорбиновая кислота (синее ( обесцвечивание), флороглюциды (синее)

	1-5% FeCl3
	все фенольные соединения кроме тимола (зеленое, синее, фиоле-товое – от располо-жения ОН-групп), кумарины, изокумарины (синее, фиолетовое), флавонолы (коричневое), 5-оксифлавоноиды (зеленое), терпин гидрат (окрашивание + бензол (синее) 

	FeSO4
	флороглюциды (сиреневое ( темно-фиолетовое), арбутин (красно-фиолетовое ( темно-фиолетовое)

	р. Мартини-Беттоло
	флавоны, изофлавоны, флаваноны (желтое, оранжевое)

	2,4,5-тринитро-фенол / КОН
	катехины (красное)

	п-толуолсульфо-кислота
	лейкоантоцианидины (красное, оранжевое)

	Диазо-сульфаниламид
	7-ОН (флавоны, флавонолы, изофлавоны) (быстро оранжево-красное), 7-ОН флаваноны (окрашивание через 1-2 мин)

	Боргидрид натрия / AlCl3
	флавонолы (красное)

	Цианидиновая проба (р.Chinoda)
	флавоны, флаваноны, флавонолы (оранжево-красное), кроме халконов, ауронов!

	Zn / 18%HCl
	флавоноиды, дигидрофлавонолы (оранжево-красное), флаволигнаны (малиновое)

	3-5% H3BO3
	орто-диоксигруппировка всех фенольных соединений (осадок, чаще белый), 5-окси-флавоны (желтое)

	70% церия сульфат / H2SO4 (конц)
	бифлавоноиды (желто-коричневое ( темное и осадок)

	10% щавелевая к-та
	антоцианы, антоцианидины (яркое)

	р. Хайса


	свободные о- и п- положения, относитель-но фенольных ОН (желтое ( коричневое)

	1% хинин (антипирин)
	дубильные вещества, полифенолы других типов (окрашивание и осадок)

	1% желатин
	дубильные вещества (муть ( осадок)

	Нитрозометилуретан
	дубильные вещества с пирокатехиновыми фрагментами (осадок), с пирогаллоловыми фрагментами (фиолетовое)

	Мурексидная проба
	ксантины, аминокислоты, кетокислоты (различное окрашивание)

	р. Бушарда-Вагнера-Люголя
	алкалоиды (бурое окрашивание или осадок)

	р. Майера
	алкалоиды (белый, желтый осадок), кроме кофеина, колхицина!

	р. Драгендорфа


	стероидные алкалоиды (оранжевое), кислые соли алкалоидов (оранжевое, крас-ное, кирпичное), кумарины (коричневое)

	р. Зонненштейна
	алкалоиды (желтое, оранжевое ( синее, зеленое)

	р. Шейблера
	алкалоиды (белые, окрашенные осадки)

	10% таннин
	алкалоиды (осадок)

	HCl / H2O2, t0 +NH3
	кофеин (пурпурно-красное)

	р. Бертрана
	алкалоиды (белый осадок)


	р. Витали-Морена
	тропановые алкалоиды (фиолетовое)

	р. Марме


	алкалоиды (белый, желтый осадок), кроме кофеина, атропина, колхицина, вератрина!

	Br2 / H2O
	каротиноиды (обесцвечивание), сесквитерпены (голубое ( синее), конденсированные дубильные вещества (осадок), хининовые алкалоиды (зеленое), сальсолин (ярко-красное), пахикарпин, хинолиновые алкалоиды (зеленое)

	1% KMnO4
	кокаин (фиолетовое), каротиноиды (обесцвечивание)

	3% FeCl3, t0, HNO3(конц)
	морфиновые алкалоиды, апоморфин (зелено-фиолетовое ( синее ( красное)

	HNO3(конц), t0, 0,5N KOH
	атропиновые алкалоиды (фиолетовое)

	р. Брэди


	дигидрокодеинон, алкалоиды (желтый осадок), в отличие от морфина, кофеина, теобромина

	р. Фреде
	морфин (фиолетовое ( синее ( зеленое)

	р. Альберта


	морфин (пурпурное ( фиолетовое), кодеин (фиолетовое), гликоалкалоиды (малиново-красное), дубильные вещества (синее, фиолетовое ( осадок)

	1% FeCl3 / 1% K2Cr2O7 / HNO3(конц)
	все фенольные соединения (зеленое ( бурый осадок)

	р. Паули по Кутачеку
	флороглюциды, арбутин (вишневое, желтое, оранжевое), флавоноиды, гликозиды, аминокислоты (красное)

	р. Либермана


	полифенолы, алкалоиды, амины со свободными о- и п- положениями (различное окрашивание, осадки)

	I2 (раствор или пары)
	ненасыщенные кислоты (коричневое), крахмал (синее, сине-фиолетовое), кроме слизи и инулина!, кумарины (коричне-вое), ксантоны (желто-коричневое)

	1% K2Fe(CN)6  / ЖАК
	окси-, диокси-, триоксикарбоновые кислоты, фенолокислоты (темно-синее), фенилпропаноиды (сине-фиолетовое)

	0,03% о-фенилендиамин / 10% ССl3СООН
	кетокислоты, кетозы, невосстанавлива-ющие сахара (синее, зеленое)

	0,1-1% нингидрин
	аминокислоты, аминосахара, алкалоиды с NH2 и  NH-группами, амины (розовое, сиреневое, синее, фиолетовое, желтое)

	Резорцин / 

H2SO4 (конц)
	аминокислоты, аминосахара, амины, алкалоиды (зелено-коричневое) + NH3 ( (красно-фиолетовое), инулин, крахмал (красное)

	(-нафтол / 0,1M NaNO2, 10% HCl
	ароматические аминокислоты, аромати-ческие амины (вишнево-красное ( осадок)

	5% NaNO2 / НСl или СН3СООН 
	эллаготанины, гидролизуемые дубильные вещества (коричневое)

	р. Фелинга


	одно-, двухосновные аминокислоты, углеводы (зеленое, бурое)

	(NH4)2SO4
	белки, белковые комплексы (осадок)

	Биуретовая реакция
	пептиды, белки, белковые комплексы, многоатомные спирты (сине-фиолетовое)

	р. Миллона, t0


	белки, аминокислоты (осадок ( t0 ( кирпично-красное), поли- и метоксифенолы (меняется цвет)

	HNO3 (конц) «ксантопротеи-новая проба»
	ароматические аминокислоты (белое ( ярко-желтое)

	CuSO4 / NaOH / эфир
	алкалоиды с NH-группой, эфедрин (эфирный слой фиолетово-красный)

	4% винная кислота, t0   (р. Ван-Урка)
	алкалоиды спорыньи (сине-фиолетовое)

	СН3СООNa
	наркотин, папаверин (белый осадок)

	H2SO4 (конц) / 3% FeCl3, t0, HNO3
	кодеиновые алкалоиды (синее ( красное)

	Co(NO3)2
	цитизин (голубовато-зеленый осадок)

	р. Эрдмана
	алкалоиды (различное, чаще желтое, окрашивание)

	1% пикролоновая кислота
	алкалоиды с NH и N-группами (желтое)

	р. Бояркина        
	альдозы, восстанавливающие сахара (желтое ( коричневое)

	Мочевина
	кетозы, невосстанавливающие сахара (коричневые оттенки)

	Толуидиновый синий
	полисахариды со свободной СООН-группой (красное)

	Муцикармин
	нейтральные и кислые полисахара (красное)

	о- или п-амино-фенол, t0
	инулин, полисахара, альдозы, кетозы (яркое)

	HCl (конц)
	халконы, ауроны (красное), слизи (желто-зеленое)

	95-96% С2Н5ОН
	полисахара (осадок быстро), слизи (осадок при стоянии)

	20% (-нафтол / H2SO4 (конц)
	инулин, крахмал (розово-фиолетовое), дисахара (вишневое)

	20% тимол / H2SO4 
	инулин, крахмал (розово-малиновое), ксантоны (разное окрашивание)

	Анилинфталат
	гликопротеиды, поли- и аминосахара (окрашивание ( осадки)

	«Лактонная проба»
	кумарины (различное, чаще коричневое, окрашивание)

	Бромтимоловый синий, пиридин, t0
	окси- и дикумарины (желтое ( зеленое ( синее)

	Диазосульфо-кислота, t0, NaOH
	фурокумарины (красное), пиранокумарины (желто-оранжевое)

	Диазо-сульфаниламид
	кумарины (оранжевое, красное, фиолетовое)

	Молибдат натрия
	все типы фенольных соединений с орто-оксигруппами (желтое)

	р. Гейдж
	флавоны (желтое), халконы (красное), ауроны (оранжевое), дигидрофлавоны (коричнево-желтое)

	р. Фолина
	флавоноиды, аминокислоты (синее ( желтое)

	бис-диазобензидин
	все типы фенольных соединений со свободными о- и п-положениями (красно-коричневое)

	1-5% AlCl3
	ксантоны (зелено-голубое), флавоноиды, все типы полифенольных соединений с тремя рядовыми ОН-группами, или ОН…С(О)…ОН-фрагментом (ярко-желтое)

	р. Шталя
	иридоиды (сине-зеленое), катехины (красно-малиновое), дубильные вещества (различное окрашивание)

	р. Трима и Хилла
	иридоиды (синее)


Ниже приведены краткие сведения по строению, методам селективного выделения, качественного и количественного анализа основных групп биологически активных веществ растений (в алфавитном порядке).

Семинарское занятие 4. Экстракция фенолгликозидов из сырья. Качественные реакции на фенолгликозиды их особенности, химизм реакций. Методы количественного определения фенолгликозидов в растительном сырье. 

Гликозиды фенольные. Около 1 г (точная навеска) измельченного сырья помещают в колбу вместимостью 100 мл, прибавляют 50 мл воды очищенной, кипятят в течение 1 часа, фильтруют в мерную колбу вместимостью 100 мл. Извлечение повторяют 30 мл воды очищенной в течение 30 мин, фильтруют в ту же мерную колбу, добавляют 10 мл раствора свинца ацетата, перемешивают, охлаждают, доводят объем раствора до метки водой очищенной.

Колбу нагревают на кипящей водяной бане до полного осаждения, фильтруют в круглодонную колбу вместимостью 150-200 мл, добавляют 2 мл кислоты серной концентрированной и кипятят с обратным холодильником в течение 1.5-2 часов. Охлаждают, фильтруют в колбу вместимостью 200-250 мл, добавляют 0.2 г цинковой пыли, перемешивают в течение         10 минут.

Жидкость нейтрализуют по лакмусовой бумаге раствором натрия гидрокарбоната, добавляют еще 2 г натрия гидрокар-боната и после его растворения фильтруют в сухую колбу.

К 50 мл фильтрата прибавляют 200 мл воды очищенной и быстро титруют 0.1н раствором йода до синего окрашивания, не исчезающего в течение 1 мин. (индикатор - крахмал).

1 мл 0.1н раствора йода соответствует 0.01361 г арбутина.

Содержание фенольных гликозидов в абсолютно сухом сырье в процентах (Х) вычисляют по формуле:

V . 0.01361 . 2 . 100 . 100

m . (100 - W)

где V - объ​ем 0.1н раствора йода, израсходованного на титро-вание, в миллилитрах;

m - масса навески сырья, в граммах; 

W - потеря в массе при высушивании сырья, в процентах.

Флороглюциды. Около 10 г измельченного сырья (точная навеска) экстрагируют в аппарате Сокслета этиловым эфиром (или хлороформом, петролейным эфиром) до тех пор, пока экстрагент не будет стекать бесцветным.

Извлечение фильтруют, концентрируют до объема около    20 мл и экстрагируют равным объемом насыщенного раствора бария гидроксида в течение 5 мин. После разделения слоев, водный слой отделяют в делительной воронке, фильтруют, прибавляют 4 мл кислоты хлороводородной концентрированной и экстрагируют эфиром (петролейным эфиром, хлороформом)   3 раза по 10 мл. Органические экстракты объединяют, фильтруют во взвешенную колбу через слой безводного натрия сульфата, отгоняют на водяной бане досуха. Остаток в колбе высушивают в течение 1 часа при температуре 100-1050С.

Содержание флороглюцидов (филицина) в абсолютно сухом сырье в процентах (Х) вычисляют по формуле:

С . 100 . 100

m . (100 - W)

где С – количество сырого остатка флороглюцидов (филицина), полученного после отгонки растворителя, в граммах;

       W – потеря в массе при высушивании сырья, в процентах; 

       m – масса навески сырья, в граммах [11].
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Семинарские занятия 5. Качественные реакции на кумарины и хромоны, химизм реакций. Лактонная проба, реакция азосочетания.  Методы количественного определения: принцип методов, их сравнительная характеристика. 

Методы бумажной и тонкослойной хроматографии в исследовании растительных кумаринов позволяют быстро устанавливать однородность экстракта(элюата), проводить сравнительный качественный анализ образцов и препаративное выделение индивидуальных соединений.

Ввиду плохой растворимости кумаринов в водных и лучшей – в неполярных фазах разделение их осуществляется путем распределительной хроматографии на импрегнированной бумаге. В качестве подвижной фазы используют бензин, петролейный эфир (70-1100), смесь: петролейный эфир – бензол – метиловый спирт (5:4:1). Хроматографическая бумага, как правило предварительно пропитывается 20% водным раствором этиленгликоля или пропиленгликоля, либо 10% раствором формамида в спирте метиловом.

Помимо бумажной хроматографии широко используется метод хроматографии в тонком слое оксида алюминия или силикагеля. Хорошее разделение кумаринов в тонком слое было достигнуто при применении следующих систем растворителей:
1) хлороформ – петролейный эфир (1:2)

2) петролейный эфир – этилацетат (2:1, 7:3 и 8:2)

3) н-гептан – бензол (4:1)

4) н-гексан-этилацетат (7:1)
5) хлороформ – метанол (19:1)

6) хлороформ – диэтиловый эфир (7:3)

7) толуол – метанол – ацетон (10:10:0.8)

8) дихлорметан-метанол (97:3)

Кумарин и его производные могут быть разделены методом ВЭЖХ на колонках с “обращенной” фазой, состоящей из неподвижной фазы Kromasil C18 и подвижной фазы состава вода-ацетонитрил (1:3) при расходе подвижной фазы 2 мл/мин (400С) и УФ-детектировании (254 нм). Высокое разрешение было получено в системе ODS RP18 сорбент / метанол + вода (8:2) [104,105]. 

Предложена методика разделения и анализа кумаринов на колонке (300х3.9) с (-Бондапаком С18 в потоке смеси диоксана и 0.01М раствора гидрофосфата натрия (36.3:63.7) (рН=7.3) при расходе подвижной фазы 1.3 мл/мин и использовании УФ-детектора (340 нм) [106].

Количественное определение [7,11,32,107,108]:

Метод 1. Около 2 г измельченного сырья (точная навеска) помещают в колбу вместимостью 100 мл, добавляют 50 мл хлороформа и нагревают при перемешивании в течение 2 часов на кипящей водяной бане с обратным холодильником, фильтруют через бумажный фильтр.

20 мл фильтрата помещают в делительную воронку, прибавляют 1 г натрия хлорида, встряхивают в течение 5 минут, фильтруют.

Хлороформное извлечение упаривают на кипящей водяной бане досуха.

Сухой остаток растворяют в 10 мл спирта этилового 96%, количественно переносят при помощи 10 мл спирта этилового 96% в мерную колбу вместимостью 25 мл, доводят объем раствора спиртом этиловым 96% до метки.

[5 мл анализируемого раствора помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл, доводят объем раствора 96% спиртом до метки, перемешивают.] (при необходимости!) (*)

Измеряют оптическую плотность раствора при длине волны 272 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм, используя в качестве раствора сравнения спирт этиловый 96%.

Содержание производных кумарина в абсолютно сухом сырье в пересчете на СО в процентах вычисляют по формуле:

D . 25 . [50] . 100 . 100    

734 . 20 . m . [5] . (100 - W)  

где D - оптическая плотность испытуемого раствора при длине волны 272 нм;

734 – удельный показатель поглощения СО кумарина при длине волны 272 нм;

m – масса навески сырья, в граммах;

W – потеря в массе при высушивании сырья, в процентах.
Семинарское занятие 6. Экстракция гидролизумых и конденсированных дубильных веществ из сырья. Качественные реакции на гидролизумые и конденсированные дубильные вещества их особенности, химизм реакций. Методы количественного определения дубильных веществ в растительном сырье. 

Методы хроматографии широко применяются для установления структуры растительных дубильных веществ, идентификации индивидуальных соединений, контроля за ходом анализа.

При этом для варианта двумерной хроматографии на бумаге используют следующие системы растворителей: н-бутиловый спирт - уксусная кислота - вода в соотношениях 6:1:8, 4:1:5, 40:12.5:29, в одном направлении и кислота уксусная 2%, 6% и 15% - во втором. Для одномерной бумажной хроматографии применяют системы растворителей: соляная кислота - уксусная кислота - вода (3:3:1), н-бутиловый спирт - уксусная кислота – вода - этиленгликоль (4:1:5:1), муравьиная кислота - соляная кислота - вода (5:3:2), н-бутиловый спирт - соляная кислота - вода (7:2:5). 

Для хроматографии в тонком слое сорбента более пригодны системы: ацетон – вода - пиридин (20:4:1), бензол - метиловый спирт - пиридин (16:2:1), бензол - этиловый спирт (1:1), бензол-ацетон (1:5, 1:4, 1:3).

Дубильные вещества гидролизуемого типа методом ВЭЖХ успешно разделялись и анализировались группой японских ученых под руководством Т.Окуда. Ими проведено исследование растительных дубильных экстрактов с использованием различных вариантов состава подвижной и неподвижной фаз. Наиболее удачные результаты при работе с колонкой Merck LiChrosorb RP18 были достигнуты с использованием в качестве подвижной фазы смеси: 0.01М метафосфорная кислота-0.01М дигидрофосфат калия-ацетонитрил (42.5:42.5:15). Подобные результаты на колонке с Девелосилом 60-5 наблюдались при использовании смеси гексан - метиловый спирт – тетрагидрофуран - муравьиная кислота (60:45:15:1) в качестве подвижной фазы, с использованием УФ-детектора (280 нм) [61]. При обращенно-фазном распределении на колонке YMC-pack SIL-60 наиболее четкого разделения достигали используя подвижную фазу: н-гексан – метиловый спирт – тетрагидрофуран – муравьиная кислота (60:45:15:1), содержащую щавелевую кислоту (500 мг/1.2 л) или н-гексан – этилацетат (2:1) и использовании УФ-детектора (280 нм) [62]. 

Описано использование колонок с LiChrosorb RP-селект В и с Лихросфером RP18 с УФ-детектором (254 нм) при расходе подвижной фазы равной 1.2 мл/мин: 0.01М фосфорная кислота - 0.01М дигидрофосфат калия - ацетонитрил (41:41:18), (4:4:2), (47.5:47.5:5), (44:44:12). При этом было отмечено, что дегидрогексаоксидифеновая группа в молекуле дегидроэллаго-танинов, которая образует в водном растворе равновесную смесь изомерных гидратированных гемиацеталей, дает аддукты в спиртовых растворах. При обращенно-фазной ВЭЖХ эта смесь аддуктов показывала несколько пиков, соответствующих изомерным компонентам. Существование этой аномалии в ВЭЖХ можно устранить, если дегидроэллаготанины вводить в растворителях, отличных от спиртов. Галлотанины, которые имеют свободные аномерные оксигруппы, также показывают мультиплетные сигналы, хотя смесь аномеров сахара обычно дает синглетный пик в ВЭЖХ. Аномеры, в зависимости от числа свободных аномерных гидроксилов в молекуле галлотанинов, показывают два или более пиков. Простым методом анализа для таких танинов – является хроматографирование после прибавления боргидрида натрия к их метанольному раствору [63]. 

Для анализа эллаготанинов методом ВЭЖХ с обращенными фазами предложено использовать колонку с С18-функциональным сорбентом (5 мкм) и подвижной фазой: (85:14:1) вода – ацетонитрил - изопропиловый спирт, содержащей 0.05 моль/л триэтаноламина, при расходе подвижной фазы 1 мл/мин и УФ-детектировании (254 нм) [64].

Оптимальных результатов в разделении и анализе конденсированных дубильных веществ удалось достичь группе бразильских ученых под руководством Дж.Дэвида. Наиболее удачными, по их мнению, являются следующие неподвижные фазы: Лихросорб RP-8 (10 мкм), (использовалась колонка (250х4.6)); Сферисорб гексил (5 мкм), (колонка (120х4.6)); и Гиперсил SAS (5 мкм), (колонка (120х4.6)) с использованием УФ-детектора (280 нм), при градиентном элюировании смесями А: вода+0.1% перхлорная кислота и Б: метиловый спирт от 100% А до 100% Б в течение 20 минут, при расходе подвижной фазы 2 мл/мин [65].

Хорошие результаты при разделении конденсированных танинов, выделенных из ягод клюквы, получены на колонке с Нуклеосилом С18 при 320С и градиентном элюировании смесью уксусной кислоты и воды от 10:90 до 82:18 за 47 минут и от 82:18 до 100:0 за 8 минут, при расходе подвижной фазы 0.8 мл/мин и УФ-детектировании (277 нм) [66].

При разделении и анализе смешанных танинов хороших результатов удалось достичь на колонке Diasorb-130-C16T при повышении концентрации ацетонитрила в 0.1М орто-форфорной кислоте от 0 до 15% за 180 минут, с дальнейшим элюированием смесью ацетонитрила и муравьиной кислоты при повышении концентрации ацетонитрила от 0 до 30% 80 мин при расходе подвижной фазы 4 мл/мин и использовании УФ-детектора (280 нм) [67].
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Семинарское занятие 7. Экстракция флавоноидов из сырья. Качественные реакции на флавоноиды их особенности, химизм реакций. Методы количественного определения флавоноидов в растительном сырье. 

В связи с этим, для выбора более или менее селективного метода извлечения флавоноидов целесообразен предваритель-ный качественный химический или хроматографический анализ компонентного или группового состава веществ в анализируемом объекте и разделение на группы.

О- и С-гликозиды изофлавонов и флаванонов делят на колонках или пластинах силикагеля и кремневой кислоты в системах БУВ (40:12.5:29 и 4:1:5).

При двумерном хроматографировании в качестве второй подвижной фазы используют 2, 6 или 15% уксусную кислоту. 
При наличии значительных количеств флавоноидов в растительных экстрактах удачным может быть вариант колоночной хроматографии с использованием силикагеля, полиамида, целлюлозы, сефадекса, оксида алюминия, магнезола, кизельгура и т.д.

При этом подвижные фазы подбирают исходя из растворимости разделяемой суммы веществ.

Поскольку все типы флавоноидов, как полифенолы имеют сродство к гидроксилсодержащим растворителям, то задачей конкретного исследования является подбор оптимального сорбента и элюентов. 

Силикагель используется для разделения изофлавонов, флаванонов, дигидрофлавонолов, метилированных и ацилированных флавонов и флавонолов с использованием в качестве элюентов хлороформа, его смеси с эфиром и(или) этилацетатом, бензолом 1:1, бензол - этилацетат 6:1.

Метилированные флавоны из ацетоновых экстрактов элюируют смесью бензол - гексан 3:1 и хлороформ - метанол 20:0.8, или 99.5:0.5, бензол - хлороформ 5:2, бензол-эфир 5:1. Используя в качестве алюентов этилацетат и его смесь с метанолом 9:1, бензол с метанолом 9:1 на силикагеле можно успешно разделить О- и С-гликозиды. Кислотная (НС1) обработка силикагеля способствует разделению полярных компонентов экстрактов. В системе этилацетат – пиридин – вода – метанол 80:12:10:5 С-гликозиды флавонов располагаются в ряд: 8-С-ксилозил > 8-С-глюкозил > 6-С-ксилозил > 6-С-глюкозилфлавоны; ди-С-гликозиды: 6,8-ди-С-глюкозил > 6-С-глюкозил-8-С-ксилозил > 6-С-ксилозил-8-С-глюкозил > 6,8-ди-С-ксилозилфлавоны.

Магнезол предложен для разделения смеси флавонов, флавонолов, флаванонов и их гликозидов. Например, при использовании в качестве элюента смеси бензол – хлороформ 1:1 и хлороформ можно отделить изофлавоны, а смесью ацетон – эфир 1:1 разделить флаваноны, флавонолы и флобафены.

Оксид алюминия различной степени активности можно использовать для разделения флавоноидов различной кислот-ности и полярности. Кроме того, из растительных экстрактов бензолом и эфиром можно отделить хлорофиллы и ксанто-филлы, а затем бифлавоноиды, 5-окси-, и 5-дезоксифлавоноиды, 3’,4’-, 6,7- и 7,8-диоксифлаваноны и дигидрофлавонолы.

Целлюлоза может быть использована для всех групп флавоноидов и их гликозидов. На колонках целлюлозы Эхтеола лучше делить флавоноиды и их метокси- и(или) ацетоксипроизводные. При этом важен подбор элюентов, препятствующих или способствующих набуханию сорбента. Целлюлоза может быть модифицирована обработкой кислотами, что расширяет возможности разделения.

На колонках с целлюлозой разделяют антоцианины, но состав элюатов должен тщательно контролироваться в присутствии других групп флавоноидов.

Полиамид различных марок широко используется для разделения и очистки всех групп флавоноидов. Полиамиды модифицированных марок требуют работы в определенных интервалах рН, «мокрого» и «сухого» способов заполнения коло​нок, их размеров и степени измельчения сорбента.

На полиамиде успешно делят моно-, ди- и тригликозиды, антоцианидины с различным числом ОН-групп и их расположением.

Гликозиды изофлавонов, флаванонов, дигидрофлавонолов, флавонов и флавонолов разделяют элюентами: бензол – метанол 3:1, 7:3, 6:4 и 1:1.

Гликозиды флавонов и флавонолов можно делить с использованием водно-метанольных смесей, а смесь моно-, ди- и триметоксипроизводных кемпферола и кверцетина разделяют с использованием сложного элюента: хлороформ – метанол – метилэтилкетон - 2,4-пентадион 20:10:5:1 или более простого сочетания: хлороформ - этилацетат 3:1, хлороформ - метанол 1:3.

Ауроны и халконы между собой разделяют метанолом, а в присутствии бифлавонов и флаванонов лучшее разделение достигается при использовании водно-метанольных смесей.

На величину сорбции флавоноидов, кроме природы разделяемых веществ и ха​рактера элюентов, влияет и величина макромолекул полиамидного сорбента.

При этом наличие двойной связи С2=С3 у флавоноидов приводит к значительному повышению сорбционной актив-ности таких соединений по сравнению с соответствующими дигидропроизводными.

Кислотно-основные свойства флавоноидов также сказываются при подборе условий их хроматографического разделения. Так, изучение диоксифлавонов показало, что 3- и 5-оксигруппы по-разному влияют на кислотные свойства 7- и 4’-оксигрупп. Кислотность 3- и 5-оксигрупп в 3,7-; 3,4’-; 5,4’-диоксифлавонах меньше, чем в незамещенных 3- и 5-оксифлавонах, однако, у 5,7-диоксифлавона ионизация 7-ОН группы усиливает кислотные свойства 5-ОН группы по сравнению с соответствующими монооксифлавонами. Ниже приведены значения ΔрКосн для флавоноидов, характеризующие вклад заместителя в изменение основности

Величины вкладов заместителей в ΔрКосн 

некоторых флавоноидов

	соединение
	ΔрКосн

	
	7-ОН
	4’-ОН
	5-ОН
	3-ОН
	5-ОСН3
	3-ОСН3

	флавон
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	7-окси-
	+0.54
	-
	-
	-
	-
	-

	4’-окси-
	-
	+0.46
	-
	-
	-
	-

	5-окси-
	-
	-
	-1.74
	-
	-
	-

	3-окси-
	-
	-
	-
	-1.37
	-
	-

	5-метокси-
	-
	-
	-
	-
	+0.11
	-

	3-метокси-
	-
	-
	-
	-
	-
	-1.34

	5,4’-диокси-
	-
	+0.97
	-1.21
	-
	-
	-

	5,7-диокси-
	+1.07
	-
	-1.21
	-
	-
	-

	3,4’-диокси-
	-
	+0.55
	-
	-1.26
	-
	-

	3,7-диокси-
	+0.56
	-
	-
	-1.35
	-
	-

	3-окси-5-метокси-
	-
	-
	-
	-0.73
	+0.75
	-

	3,5-диокси-
	-
	-
	-0.66
	-0.29
	-
	-
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Семинарское занятие 8. Экстракция антрахинонов из сырья. Качественные реакции на антрахиноны их особенности, химизм реакций. Методы количественного определения антрахинонов в растительном сырье. 

Количественное определение:

Выбор метода количественного определения содержания антраценпроизводных определяется природой доминирующих производных антрахинона и сопутствующих веществ.

Чаще всего проводят предварительное расщепление антрагликозидов нагреванием с серной, хлороводородной или уксусной кислотами. Выделившиеся в процессе гидролиза агликоны экстрагируют органическим растворителем и определяют различными методами. Чаще других используется метод Аутерхоффа, который предложил соединить описанные выше две стадии в одной методике, описанной в ГФ Х1 для антраценсодержащего сырья.

Различные модификации методики касались использования различных СО и, соответственно, длин волн, при которых проводилось определение оптической плотности.

Поскольку производные антрахинона дают оттенки красного цвета со щелочью, вместо СО антрахинонового типа, которые, как правило, мало доступны, используют растворы кобальта хлорида и этот метод включен в фармакопеи многих стран.

Лемли предложил извлекать димерные антрагликозиды из сырья водой при нагревании, затем окислять их железом хлорным и гидролизовать кислотой хлороводородной, полученные агликоны экстрагировать эфиром. Аликвотную часть эфирного извлечения упарить, остаток растворить в 1н растворе калия гидроксида и измерить оптическую плотность красного раствора.

 Бэтс предложил методику раздельного определения свободных антрахинонов, О- и С-гликозидов в американской крушине и фитопрепаратах на ее основе. Свободные антрахиноны отделяют растиранием свежей коры с песком и водой с последующей экстракцией четыреххлористым углеро-дом. О-гликозиды определяют после кислотного гидролиза экстракцией четыреххлористым углеродом, а С-гликозиды после обработки коры раствором железа хлорного и кислоты с последующей экстракцией четыреххлористым углеродом.          3 полученных органических извлечения обрабатывают раство-рами 1н натрия гидроксида и определяют оптическую плотность полученных растворов.

Для раздельного определения сеннозидов А и Б в листьях и стручках кассии, для определения каскарозида и алоина в американской крушине, для определения сеннозидов и реинидинов в ревене, для разделения антраценов в европейской и американской крушине предложены также хроматографи-ческие варианты (ТСХ и колоночный) в различных системах с последующим определением плотности окраски пятен денситометрическим методом. Эти методы удобны для научно-исследовательских работ, но трудоемкие и длительные во времени.

Ниже приведены некоторые примеры хорошо воспроизво-димых методик, используемых в ГФ Х, Х1 и некоторых частных статьях [29-36]. 
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СРСП 9. Водорастворимые и жирорастворимые витамины. Строение. Классификация. Физико-химические свойства. Методы идентификации.
В извлекаемой сумме каротиноидов, как правило, преобла-дает (-изомер, поэтому в описанных методах количественного определения расчет содержания ведут с пересчетом на доминирующий изомер.

Метод 1. Около 5 г (точная навеска) измельченного сырья помещают в коническую колбу с притертой пробкой вместимостью 100 мл, приливают 50 мл смеси гексан – спирт этиловый 96% (1:1), выдерживают в течение 2 часов при постоянном перемешивании, фильтруют.

В мерную колбу вместимостью 25 мл помещают 15 мл фильтрата и доводят объем до метки смесью гексан – спирт этиловый 96% (1:1).

[Около 1 г (точная навеска) препарата растворяют в смеси указанных растворителей в мерной колбе на 50 мл, доводят объем раствора до метки той же смесью, перемешивают]. (*)

Измеряют оптическую плотность раствора при длине волны 450 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм, используя в качестве раствора сравнения смесь гексан – спирт этиловый 96% (1:1).

Параллельно измеряют оптическую плотность раствора СО калия бихромата.

Содержание каротиноидов в пересчете на (–каротин в мг% (Х) рассчитывают по формуле:

D1 . 0.00208 . 25 . 50 . 100 . 100

D0 . m . 15 . (100 - W)

где D1– оптическая плотность исследуемого раствора при длине волны 450 нм;

D0 - оптическая плотность раствора СО калия бихромата при длине волны 450 нм;

0.00208 – количество (–каротина в миллиграммах, в растворе, соответствующем по окраске раствору СО калия бихромата;

m – масса навески сырья, в граммах;

W – потеря в массе при высушивании сырья, в процентах.

Примечания. Приготовление раствора (СО) калия бихромата. 0.0036 г (точная навеска) СО калия бихромата растворяют в воде очищенной в мерной колбе вместимостью 1 л, доводят объем раствора водой очищенной до метки, перемешивают.

По окраске раствор соответствует раствору, содержащему 0.00208 мг (–каротина в 1 мл [93-96].

* Методика пригодна и для анализа препаратов.
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Семинарское занятие 10. Эфирные масла. Способы получения и методы идентификации.
Хроматографический анализ:

Методами хроматографии в настоящее время определяют не только полный состав компонентов эфирных масел, но и доминирующий компонент масла (в эвкалипте – цинеол, в мяте – ментол, в фенхеле – фенхон, в кориандре – линалол и т.д.).

Наиболее подходящими системами для ТСХ хроматографии эфирных масел являются: 

1) петролейный эфир (40-700С)

2) хлороформ – метиловый спирт от (4:1) до (19:1); 

3) хлороформ – этиловый спирт (20:1); 

4) хлороформ - ацетон (9:1); 

5) толуол – этилацетат (1:1);

6) н-гексан - этилацетат (1:1).

Поскольку эфирные масла не однородны по составу, то оптимальным методом оценки качественного и количественного состава является метод газовой или газо-жидкостной хроматографии.

Для проведения газохроматографического исследования компонентов эфирных масел в хроматограф испаряют при температуре 200-2500С пробу эфирного масла. Под действием постоянно протекающего через эту трубку газа-носителя (обычно гелий или водород) эфирное масло в виде пара движется по колонке с SE-30, Carbowax 20M, Chrompack CP Sil 5CB или Chrompack CP-Wax 52CB сорбентом. Температура колонки в ходе анализа повышается от 600С до 2100С со скоростью 3-4 градуса/мин. Выход компонентов масла обычно регистрируется пламенно-ионизационным детектором [142,143]

Для идентификации эфирных масел используют следующие показатели:

· цвет, прозрачность, вкус;

· температура застывания и кипения;

· содержание жирных и минеральных масел;

· плотность;

· угол вращения;

· показатель преломления;

· кислотное число;

· эфирное число;

· содержание сложных эфиров, фенолов, спиртов.

Количественное определение:

Эфирные масла, в зависимости от их химической природы и содержания, определяют различными методами.

Метод 1. Около 1 г (точная навеска) измельченного сырья помещают в круглодонную колбу вместимостью 300 мл, приливают 100 мл горячей воды, присоединяют обратный холодильник с градуированной насадкой и нагревают 2-4 ч, в зависимости от содержания эфирных масел в сырье, которые накапливаются по мере их отгонки с паром в градуированной пробирке.

Объем масла замеряют после охлаждения прибора до комнатной температуры.

Содержание эфирного масла в объемно-весовых процентах (Х) вычисляют по формуле:

V . 100 . 100

m . (100 - W)

где V – объем эфирного масла, в миллилитрах;

m – масса навески сырья, в граммах;

W – потеря в массе при высушивании сырья в процентах.

* Для извлечения эфирных масел из сырья предложено использовать ксилен, пентан, гептан, хлороформ, четырех-хлористый углерод [22].

Если масло в процессе отгонки загустевает или образует эмульсию, более пригодным является прибор с внешней градуированной пробиркой.

Перед каждым определением через прибор пропускают пар в течение 15-20 мин. После 6-8 определений прибор необходимо промыть последовательно ацетоном и водой очищенной [7,93,144].

Метод 2. Точную навеску препарата помещают в мерную колбу вместимостью 10 мл, прибавляют 1 мл раствора 1,8-цинеола (внутренний стандарт), доводят объем раствора спиртом метиловым до метки, перемешивают и фильтруют через фильтр с размером пор 0.45 мкм (испытуемый раствор).

По 2 мкл испытуемого раствора, раствора СО фенхона, линалола или др. растворов (жидкого экстракта фенхеля, жидкого экстракта кориандра) попеременно хроматографируют на газовом хроматографе с пламенно-ионизационным детектором, получая не менее 3 хроматограмм для каждого из растворов в следующих условиях:

· колонка кварцевая капиллярная DB-WAXETR [30 х 0.53];

· газ-носитель - аргон;
· толщина неподвижной фазы – 1.00 мкм;
· скорость газа-носителя – 30 мл/мин;
· начальная температура колонки – 700С (10 мин);
· скорость линейного нагрева колонки 60С/мин;
· промежуточная температура колонки – 1700С (0 мин);
· скорость линейного нагрева колонки – 30С/мин;
· конечная температура колонки – 2000С (20 мин);
· температура испарителя – 2200С, детектора – 2400С;
Содержание эфирного масла (Х) в 100 г препарата, в граммах, вычисляют по формуле:

S2 . S3 . m0 . 10 . 100

S1 . S4 . 10 . m
где S1 – среднее значение площадей пиков 1,8-цинеола, вычисленное из хроматограмм испытуемого раствора;

S2 – среднее значение площадей пика фенхона (линалола) или др. СО, вычисленное из хроматограмм испытуемого раствора;

S3 – среднее значение площадей пика 1,8-цинеола, вычисленное из хроматограмм раствора препарата (жидкого экстракта фенхеля/кориандра или др.);

S4 – среднее значение площадей пика фенхона (линалола) или др. СО, вычисленное из хроматограмм раствора препарата (жидкого экстракта фенхеля/кориандра или др.);

m0 – масса навески жидкого экстракта фенхеля (кориандра), в граммах;

m – масса навески препарата, в граммах.

Примечания. Приготовление раствора 1,8-цинеола (внутренний стандарт). 80.1 мг 1,8-цинеола помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, доводят объем раствора спиртом метиловым до метки и перемешивают.

Приготовление раствора СО фенхона (линалола). 162.3 мг СО фенхона и 230.9 мг СО линалола помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл, доводят объем раствора спиртом метиловым до метки, перемешивают (раствор 1). 1.0 мл раствора 1 помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводят объем раствора спиртом метиловым до метки, перемешивают (раствор 2). 2.0 мл раствора 2 помещают в мерную колбу вместимостью 10 мл, прибавляют 1 мл раствора 1,8-цинеола (внутренний стандарт), доводят объем раствора спиртом метиловым до метки, перемешивают.

Приготовление раствора жидкого экстракта фенхеля. 1.9584 г (точная навеска) СО жидкого экстракта фенхеля помещают в мерную колбу вместимостью 10 мл, прибавляют 1 мл раствора 1,8-цинеола (внутренний стандарт), доводят объем раствора спиртом метиловым до метки, перемешивают и фильтруют через фильтр с размером пор 0.45 мкм.

Приготовление раствора жидкого экстракта кориандра. 1.8925 г СО жидкого экстракта кориандра помещают в мерную колбу вместимостью  10 мл, прибавляют 1 мл раствора 1,8-цинеола (внутренний стандарт), доводят объем раствора спиртом метиловым до метки, перемешивают и фильтруют через фильтр с размером пор 0.45 мкм.

Время удерживания: 1,8-цинеола – 8.864 мин, фенхона – 16.798 мин, линалола – 20.708 мин.
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Семинарские занятия 11. Определение гемолитической активности. Качественные реакции, основанные на биологических, физических и химических свойствах сапонинов. Методы количественного определения: принципы методов, их сравнительная характеристика.
Качественный анализ [10,12]:
Строго специфичных реакций на наличие гликозидов нет, однако комплекс реакций на углеводную часть, основной скелет и лактонное кольцо позволяет провести их идентификацию по следующим реакциям:

· Реакция Келлер-Килиани. Готовят два раствора: 1 - ледяная уксусная кислота содержащая 0.05% железа окисного хлорида или сульфата. II-кислота серная концентрированная содержащая 0.05% железа окисного хлорида или сульфата. Добавляют сначала 2-3 капли раствора 1, а затем по стенкам пробирки 2-3 капли раствора II, на границе раздела появляется бурое окрашивание, затем верхний слой меняет окраску на васильково - синюю (дезоксисахара).

· Реакция Либермана-Бурхарда. Добавляют смесь уксусного ангидрида в кислоте серной концентрированной (50:1). Через некоторое время развивается окраска от розовой до зеленой и синей (стероидное ядро); Красно-бурое окрашивание от добавления смеси указанных реагентов в соотношении 2:1 (тритерпены), зелено-синее кольцо, затем коричнево-красное окрашивание от добавления смеси указанных реагентов 1:1 (фитостерины); устойчивое темно-зеленое окрашивание (все стерины, имеющие двойную связь в положении 5; напр. ситостерин, холестерин и др.), малиновое ТСХ силикагель (аралозиды).

· ТСХ хроматограмму обрабатывают 25% раствором кислоты трихлоруксусной в спирте этиловом 96% с добавлением 0.2% хлорамина и нагревают в сушильном шкафу при температуре 100-1050С в течение 5 минут. Образуются пятна серо-синего цвета (ланатозиды).

· К пробе в хлороформе добавляют 10 капель ангидрида уксусного, 3 капли кислоты серной концентрированной, появляются сменяющие друг друга окраски от бурой до зеленой (фитостерины).

· Реакция Розенхейма. К пробе в хлороформе добавляют 90% раствор кислоты трихлоруксусной, появляются сменяющие друг друга окраски от розовой  до лиловой и интенсивно синей (стероидное ядро), выпадает осадок – белковые комплексы.

· Реакция Легаля. Готовят два раствора: 1- 1-5% раствор натрия нитропруссида,  II - 10% раствор натра едкого. К спиртовому раствору пробы добавляют 1-2 капли раствора I, затем по стенке, не перемешивая, добавляют 1-2 капли раствора II. На границе растворов появляется постепенно исчезающее красное окрашивание (пятичленное лактонное кольцо; гликозиды ландыша и наперстянки).

· Реакция Раймонда. К спиртовому раствору пробы добавляют 1 мл 1% спиртового раствора мета-динитробензола и 2 капли раствора натра едкого, появляется постепенно исчезающее красно-фиолетовое окрашивание (дигитоксин, гликозиды, чувствительность 4-5 мкг).

· Добавляют 1 мл 0.05% раствора железа окисного хлорида в кислоте уксусной ледяной, затем по стенке пробирки, не перемешивая, добавляют 1-2 мл кислоты серной концентрированной. На границе раздела появляется бурое окрашивание, а верхний слой постепенно окрашивается в сине-зеленый или синий цвет (сердечные гликозиды, фенольные).

· Добавляют 2-3 капли кислоты серной концентриро​ванной, появляется зеленое окрашивание (строфантиновые гликозиды).
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Семинарское занятие 12. Классификация сердечных гликозидов. Укажите, на чем они основаны, и приведите примеры формул к каждой группе.
Качественный анализ сердечных гликозидов возможен с применением метода хроматографии на бумаге, пропитанной формамидом, либо в тонком слое сорбента (тальк, силикагель, кизельгур). В этом случае применение систем бен​зол - хлороформ (от 9:1 до 3:7), толуол - н-бутанол (от 9:1 до 1:1), этилацетат - бензол - вода (84:16:50), хлороформ - бензол - н-бутанол (78:12:5) или просто хлороформа в качестве подвижной фазы позволяет достичь четкого разделения отдельных групп гликозидов. 

Для обнаружения гликозидов на хроматограммах применяют реактивы, вызывающие флуоресценцию или окрашивание. Наибо​лее широко применяют смесь кислоты трихлоруксусной 25% и 3% раствора хлорамина в этиловом спирте (15:1). В УФ свете производные дигитоксигенина дают четкую золотисто-желтую флуо​ресценцию; гитоксигенина - голубую; дигоксигенина - стальную.
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Семинарское занятие 13. Характеристика сердечных гликозидов группы наперстянка и строфанта. Характеристика сахарного компонента.
Гликозиды тритерпеновые. Около 2 г (точная навеска) измельченного сырья помещают в круглодонную колбу вместимостью 100 мл, прибавляют 50 мл спирта этилового 70% и нагревают с обратным холодильником в течение 2 часов. Затем извлечение охлаждают, отфильтровывают в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводят объем раствора спиртом этиловым 70% до метки и перемешивают.

[Около 0.1 г субстанции препарата растворяют в 100 мл спирта этилового 95%]. (*)

10 мл полученного раствора переносят в мерную колбу вместимостью 100 мл и доводят объем спиртом этиловым 70% до метки.

В мерную колбу вместимостью 10 мл помещают 2 мл рабочего раствора, 5 мл свежеприготовленного 0.7% раствора ванилина в кислоте серной 65%, выдерживают в термостате       1 час при 600С. Содержимое колбы охлаждают в ледяной воде в течение 10 минут.

Измеряют оптическую плотность полученного раствора на спектрофотометре при длине волны 560 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм, используя в качестве раствора сравнения прогретый в течение 1 ч раствор ванилина.

Содержание тритерпеновых гликозидов в абсолютно сухом сырье в процентах (Х) определяют в пересчете на СО дазиантозида А или другого сапонина по формуле:

D . 10 . 100 . 100

Е . m . (100 - W)

где D - оптическая плотность испытуемого раствора при длине волны 560 нм;

Е=200 – удельное поглощение раствора дазиантозида А с ванилином и кислотой серной при длине волны 560 нм;

W – потеря в массе при высушивании сырья, в процентах;

m – масса навески сырья, в граммах [44].

* При низком содержании тритерпеновых гликозидов увеличивают навеску сырья или субстанции.
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Семинарское занятие 14. Извлечения алкалоидов из растительного сырья и очистка извлечений. Разделение суммы алкалоидов.
Качественный анализ [12]:

· Добавляют 1-3 мл реактива Бушарда, Вагнера, Люголя (раствор 1.27 г йода в 100 мл раствора 2 г иодида калия в воде), появляется бурый осадок или окрашивание.

· Добавляют 2-3 мл реактива Майера (1.358 г ртути хлорида растворяют в 60 мл воды, добавляют раствор 5 г калия иодида в 10 мл воды и доводят объем раствора до 100 мл водой), подкисляют до нейтральной или слабо кислой среды, выпадают осадки белого или светло-желтого цвета (все алкалоиды, кроме кофеина и колхицина).

· Добавляют 1-5 мл реактива Драгендорфа (раствор   0.85 г висмута иодида или нитрата основного в 40 мл воды,10 мл кислоты уксусной (раствор 1). 2 г калия иодида растворяют в   50 мл воды очищенной (раствор 2). Смешивают равные объемы растворов 1 и 2, отбирают 10 мл полученной смеси, добавляют 100 мл воды очищенной и 20 мл кислоты уксусной ледяной, взбалтывают 15 минут) [10], выпадают осадки оранжевого, красного или кирпичного цвета (кислые растворы солей алкалоидов), оранжевое окрашивание (стероидные алкалоиды).

· Добавляют 1-3 мл реактива Зонненштейна (1% раствор кислоты фосфорномолибденовой) /Н7Р(Мо2О7)6(Н2О/, выпадают осадки белого, желтого или оранжевого цвета, которые при стоянии приобретают синие или зеленые оттенки.

· Добавляют 1-3 мл реактива Шейблера (1% раствор кислоты фосфорновольфрамовой) /Р2О5(12WO3(42Н2О/, появля-ется осадок разноокрашенный, чаще белого цвета.

· Добавляют 1-3 мл раствора танина (10 г танина растворяют в 90 мл воды очищенной, добавляют 10 мл спирта этилового 96%, перемешивают), выпадают осадки белого или желтого цвета в нейтральной или слабо кислой среде; от до​бавления 1-3 мл 0.1% раствора танина появляется белый осадок, растворимый в избытке реактива (кофеин).

· Добавляют 1-2 мл 1% водного раствора кислоты пикриновой (2,4,6-тринитрофенол), появляется окрашивание или выпадают осадки желтого цвета (все алкалоиды, кроме кофеина, морфина,  аконитина, теобромина), атропин осаждается из концентрированных растворов.

· Добавляют 10 капель кислоты хлороводородной разведенной и 10 капель пергидроля, выпаривают на водяной бане досуха. К остатку добавляют 1-2 капли раствора аммиака, появляется пурпурно-красное окрашивание (кофеин).

· Добавляют 1-3 мл реактива Бертрана (1% раствор кремневольфрамовой кислоты) /SiО2( 12WO3(2Н2О/, появляется белый осадок (разные типы алкалоидов).

· Реакция Витали-Морена. Добавляют 1-3 мл кислоты азотной концентрированной, выпаривают на водяной бане, появляется желтое окрашивание и осадок. При добавлении к осадку 1-3 мл 5% раствора натра едкого спиртового появляется фиолетовое окрашивание или осадок (производные троповой кислоты. Кокаин этой реакции не дает!).

· Добавляют 2-3 мл реактива Марме (раствор 10 г иодида кадмия в 100 мл 20% водного раствора калия иодида) /K2[CdI4]/, появляется белый или желтый осадок при стоянии постепенно растворимый в избытке реактива (все алкалоиды, кроме кофеина, атропина, колхицина, вератрина).

· Добавляют 1 мл бромной воды, появляется желтое окрашивание (сальсолидин), оранжевое (термопсин), ярко-красное (сальсолин). К 1 мл бромной воды прибавляют 1 мл раствора аммиака концентрированного, появляется зеленое окрашивание (хининовые, хинолиновые алкалоиды, пахикарпин).

· Добавляют 2-3 капли кислоты серной разведенной, появляется голубая флюоресценция (хинин).

· Добавляют 1-2 капли 1% раствора калия перманганата, выпадает фиолетовый осадок (кокаин).

· Добавляют 1-2 капли 3% раствора хлорида железа окисного нагревают 1-3 минуты, появляется зеленое, затем фиолетово-синее окрашивание. При добавлении 1 капли разбавленной кислоты азотной появляется красное окрашивание (морфиновые алкалоиды). При добавлении 1 капли кислоты азотной концентрированной появляется кроваво-красное окрашивание (апоморфин).

· Добавляют 1 мл кислоты азотной концентрированной, нагревают 1-2 минуты, добавляют 1 каплю 0.5 н раствора калия едкого и 1 мл ацетона, появляется фиолетовое окрашивание, исчезающее при стоянии (атропиновые, хининовые алкалоиды).

· Реакция Брэди. Добавляют 1-2 мл раствора 2.4-динитрофенилгидразина в кислоте хлороводородной, выпадает осадок желтого цвета (дигидрокодеинон в отличие от мор​фина, тебаина, кофеина).

· Реакция Фреде. Добавляют несколько капель 5% раствора аммония молибдата в кислоте серной концентри-рованной, появляется фиолетовое окрашивание, переходящее в синее, а при стоянии в зеленое (морфин).

Реакция Альберта. Добавляют несколько капель 40% раствора формальдегида в сильно кислой среде (реактив Марки), появляется малиновое или малиново-красное
Семинарское занятие 15. Хроматографические методы разделения алкалоидов.  
Помимо качественных реакций на различные группы алкалоидов, для обнаружения и идентификации, разделения и контроля степени очистки используют методы бумажной (БХ), тонкослойной (ТСХ), газожидкостной (ГЖХ) или высоко-эффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ).

Для бумажной хроматографии используют системы: н-бутанол – уксусная кислота – вода (4:1:5), (10:2:3), (40:12.5:29); н-бутанол – соляная кислота – вода (100:4:до насыщения) с последующей обработкой сухих хроматограмм реактивом Драгендорфа (оранжевые, оранжево-красные на желтом фоне).

Для обнаружения алкалоидов на БХ используют пары йода (бурые пятна).

Стероидные алкалоиды идентифицируют по кирпично-красному окрашиванию от действия треххлористой сурьмы в хлороформе.

ТСХ на пластинках алюминия оксида может быть использована для качественного и количественного анализа, для разделения алкалоидов различной основности и пространствен-ного строения.

Возможно использование силикагеля КСК и кремниевой кислоты (для хроматографии).

Для любых сорбентов пригодны системы: хлороформ – метиловый спирт – уксусная кислота (18:1:1), (10:3:3); хлороформ – этиловый спирт (9:1), (8:2); ацетон – аммиак (95:5) и (90:10).

Для анализа фармакологически активных алкалоидов часто используют обращенно-фазовое ВЭЖХ разделение на колонке с Zorbax Eclipse XDB-C (5 мкм). В качестве подвижной фазы служит смесь 0.1М фосфорной кислоты и ацетонитрила (85:15, v/v), с использованием УФ-детектора (330 нм); хорошие результаты были также получены при градиентном элюировании смесью 0.005М Na2HPO4 (pH доведен H3PO4 до 6) и ацетонитрила от 80:20 до 20:80 за 20 мин, при использовании УФ детектора (306 нм) [14]. Оптимальным, по мнению немецких ученых, является ВЭЖХ анализ алкалоидов на колонке с Octadecyl-C18 (5 мкм) сорбентом, с использованием в качестве подвижной фазы смеси: метанол – 25% аммиак (10:0.2), при использовании УФ детектора (274 и 337 нм) [15]. Убедительные результаты были получены с использованием в качестве неподвижной фазы LiChrospher-100 RP18, (5 мкм). Подвижной фазой служил 70% метанол в 0.01М ацетамиде при pH 8.04 (УФ-детектор 225 нм) [16]. Группой проф. Матсуды (Япония) для разделения и анализа растительных алкалоидов была использована колонка с SS Васкосилом II 5C18 RS (5 мкм). Элюирование проводили смесью ацетонитрила с водой при увеличении содержания ацетонитрила от 26 до 52% в течение 40 минут с использованием УФ-детектора с рабочей длиной волны 280 нм [17]. 

Количественное определение:

Для выбора методики количественной оценки содержания алкалоидов в сырье предварительно необходима идентификация групповой принадлежности этих соединений по макро-, микродиагностическим признакам сырья и по качественным реакциям, описанным практически для всех групп алкалоидов.

В связи с разнообразием химического строения алкалоидов и их состоянием в сырье, используют различные методы их извлечения. Если алкалоиды присутствуют в виде солей, их можно извлекать водой с последующим переводом в основания под действием аммиака и органического растворителя.

Если алкалоиды присутствуют в виде оснований, их переводят в солеобразное состояние добавлением кислоты, например, хлороводородной с последующим титрованием избытка кислоты натрия гидроксидом.

Гликозидированные формы алкалоидов предварительно гидролизуют добавлением кислот при нагревании.

Ниже приводятся примеры методик на наиболее часто встречающиеся группы алкалоидов как с использованием СО, так и без них.

Метод 1. Около 1 г (точная навеска) измельченного сырья помещают в коническую колбу вместимостью 100 мл, прибавляют 10 мл 25% раствора натрия гидроксида, перемешивают стеклянной палочкой до получения увлажненной массы и оставляют при комнатной температуре на 2 часа. Затем прибавляют 50 мл хлороформа, осторожно перемешивают и оставляют на 30 минут.

Не взмучивая раствора, пипеткой отбирают 15 мл извлечения в делительную воронку вместимостью 100 мл и трижды извлекают алкалоиды 2% раствором кислоты серной порциями 20, 10 и 10 мл до отрицательной реакции с кремневольфрамовой кислотой.

Объединенные кислотные извлечения фильтруют в мерную колбу вместимостью 50 мл, доводят объем раствора до метки 2% раствором кислоты серной и измеряют оптическую плотность при длине волны 420 нм в кювете с толщиной слоя  10 мм, используя в качестве раствора сравнения 2% раствор кислоты серной.

Содержание алкалоидов в пересчете на берберина бисульфат в процентах (Х) вычисляют по формуле:

50 . 50 . D . 100 . 100

15 . 128 . m . (100 - W)
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