ТРИТЕРПЕНЫ

Тритерпены существенно отличаются от всех остальных классов изопреноидов – они представлены меньшим разнообразием структурных типов с малым количеством циклических фрагментов (от ациклических до трициклических), тогда как полициклические соединения здесь многочисленны и составляют основной массив соединений этого класса природных метаболитов. К настоящему времени количество известных тритерпеноидов перевалило за 4000. Отличительной их особенностью является то, что они широко распространены не только в растениях, но и в грибах, микроорганизмах, в наземных и морских животных.

Другой важной особенностью тритерпеноидов можно считать тенденцию к образованию деградированных структурных типов – нор-тритерпеноидов, причем с весьма существенной потерей углеродных атомов (известно немало представителей этого класса с содержанием углерода значительно меньше 30, вплоть до С18). Эти деградированные тритерпеноиды образуют группу соединений специфической и очень важной биологической активности под общим названием стероиды, которые играют чрезвычайно большую роль в организме высших животных, в том числе и человека.

САПОНИНЫ

      Водные растворы экстрактов некоторых растений образуют при встряхи-вании устойчивую пену, подобную мыльной. Соединения, обладающие таким свойством, получили название «сапонины» (sapo - мыло). Кроме пенообразующего действия, сапонины объединены такими общими признаками, как гемолитическая активность и способность связываться в молекулярные комплексы с холестерином или некоторыми родственными стероидами. Являясь сильными ядами для животных, дышащих жабрами (рыбы, моллюски и др.) сапонины в тоже время малотоксичны для теплокровных. Основу сапониновых экстрактов составляют вещества гликозидного характера. В зависимости от химической природы агликона их относят к тритерпеновым и стероидным сапонинам. 

ТРИТЕРПЕНОВЫЕ САПОНИНЫ

     Тритерпеновые сапонины имеют агликон, содержащий 30 атомов углерода. Они могут быть пентациклическими и тетрациклическими. В зависимости от структуры скелета пентациклические сапонины подразделяются на производные олеонана (β-амирина), урсана (α-амирина), лупана (лупеола), а также несколько минорных подгрупп – производных гопана, фриделина, глютинана, тараксерана и тараксастана.
1.  Пентациклические
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тип β-амирина (олеонана)                              тип α-амирина (урсана)
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тип лупеола (лупана)

      Тетрациклические тритерпеновые сапонины образуют 3 группы производных даммарана, ланостана и галостана.

2.Тетрациклические
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              тип даммарана                                 тип ланостана
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                                                 тип галостана

 Агликоны ТС могут иметь ОН-группы в положениях С3, С16, С21, С22, С24;  СООН-группы С28, С29; С=О в положениях С11, С3. Двойная связь часто встречается в положениях 12-13. ОН-группы могут быть этерифицированы уксусной, тиглиновой, пропионовой, ангеликовой и др. кислотами.    

      Углеводная часть может присоединяться в разных положениях по гидроксильным группам (чаще по С3), а также по карбоксильной группе (ацильная связь – чаще в положении С28). У ТС углеводная цепь длиннее, чем у стероидных, она может содержать до 10-11 моносахаридов, углеводная цепь часто разветвляется. ТС также могут иметь 2 независимые углеводных цепочки. Моносахариды ТС – D-глюкоза, D-галактоза, D-ксилоза, D-глюкуроновая и D-галактуроновая кислоты, L-рамноза и L-арабиноза.

      ТС широко встречаются в растениях сем. Аралиевые, Бобовые, Синюховые, Конскокаштановые и др. Наиболее известны глицирризиновая кислота, эсцин, хедеросапонины плюща.
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	№
	Агликон (Олеан-12-ен)
	-ОН
	=О
	-СООН
	Прочие

	1
	β-амирин
	3β
	
	
	

	2
	Олеаноловая к-та
	3β
	
	28
	

	3
	α-Босвеллиевая к-та
	3α
	
	24
	

	4
	Глицерритиновая к-та
	3β
	11
	30
	

	5
	Гипсогенин
	3β
	23
	28
	

	6
	Хедерагенин
	3β, 23
	
	28
	

	7
	Квиллаевая к-та
	3β, 16α
	23
	28
	

	8
	Медикагеновая к-та
	2β, 3β
	
	23, 28
	

	9
	Баррингтогенол С
	3β, 16α, 21β, 22α, 28
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	№
	Агликон (Урсан-12-ен)
	-ОН
	=О
	-СООН
	Прочие

	1
	α-амирин
	3β
	
	
	

	2
	Урсоловая к-та
	3β
	
	28
	

	3
	Мадазиатиковая к-та
	2α, 3β, 6β
	
	28
	

	4
	Азиатиковая  к-та
	2α, 3β, 23
	
	28
	

	5
	Мадеказиковая к-та
	2α, 3β, 6β, 23
	
	28
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	№
	Агликон (Лупан-20(29)-ен)
	-ОН
	=О
	-СООН
	Прочие

	1
	Лупеол
	3β
	
	
	

	2
	Бетулин
	3β, 28
	
	
	

	3
	Бетулиновая к-та
	3β
	
	28
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      (20S)-протопанаксадиол                 (20S)-протопанаксатриол            

Ланостановые и галостановые производные обнаружены преимущественно в морских организмах, но одна из подгрупп ланостановых производных – циклоартановые сапонины (формально пентациклических) найдены в растениях в основном в семействах Fabaceae (род Astragalus) и Raanunculaceae (роды Thalictrum, Cimicifuga и др.)
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                                              шенгманол-ксилозид
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                                                      аралозид А
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                                                         гинзенозид Rb1
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гинзенозид Rg1
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                                        глицирризиновая к-та
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                                       β-эсцин

СТЕРОИДНЫЕ САПОНИНЫ

Под понятие стероиды подпадает обширная группа тетрациклических нор-тритерпенов циклопентанпергидрофенантренового ряда, характерным струтурным признаком которых служит обязательное отсутствие трех метильных групп (С28Н3, С29Н3, С30Н3).      

Природные агликоны спиростанового или фуростанового рядов относятся к стероидным соединениям с циклопентанпергидрофенантреновым скелетом и присоединенными к нему двумя дополнительными кислородсодержащими кольцами – 5-членным Е и 6-членным F (спиростаны) или только одним Е (фуростаны).
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                                         спиростанолы (спиростаны)
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                                             фуростанолы (фуростаны)

      Нумерация углеродных атомов в стероидном цикле является общей для всех стероидных соединений. Стереохимия заместителей в стероидном ядре, как у всех стероидных соединений, обозначается индексами α и β, из которых первый означает расположение заместителей под, а второй над плоскостью скелета.

     Термин «спиростан» определяет стереохимию всех хиральных центров за исключением С5 и С25. Для характеристики хиральных атомов С25 и С20, а также С22 (если она не соответствует конфигурации формулы 1), а также С23 С24 (при появлении у них ассиметрии) применяют правило последовательности (R и S-символы).
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         аксиальная (25S)                                экваториальная (25R)

     Термином «фуростан» фиксируется стереохимия всех хиральных центров кроме С5 С22  и С25, в случае ассиметрии последнего.

      Агликоны ряда спиростана и фуростана встречаются в природе почти всегда в виде спиртов с ОН-группой при С3 и обозначаются соответственно как «спиростанолы» и «фуростанолы».

      Для природных агликонов как спиростанового, так и фуростанового ряда общеупотребительными являются тривиальные названия, образованные обычно из части латинского названия растения, из которого выделено соединение и химически родового окончания «генин», например, диосгенин из растения Диоскорея.

      В растениях стероидные сапонины почти всегда накапливаются в виде гликозидов. Изучение гликозидов спиростанового ряда началось в послед-ней четверти 19-века, когда из семян Digitalis purpurea была выделена смесь гликозидов, названная дигитонином. Основной компонент этой суммы, получивший впоследствии это же название стал классическим реактивом для осаждения холестерина и на этой реакции основан целый раздел аналитической химии холестерина.

      Строение дигитонина удалось установить только в 1963 г. благодаря работам Чеше и сотрудников. К настоящему времени известно около 170 гликозидов ряда спиростана.

      В 1969 г. Чеше и сотр. выделили из Smilax aristolochiaefoliae сарсапариллозид – первый стероидный гликозид фуростанового ряда. В настоящее время известно около 80 гликозидов ряда фуростана.

      Все они без исключения имеют один и тот же углеводный фрагмент, связанный с ОН-группой при С26 – D-глюкозид, напротив углеводная цепь при С3 или в других положениях может состоять из различных моносахаридов. В свободном виде агликоны фуростановых гликозидов не встречаются: при отщеплении остатка D-глюкозы от С26, происходит циклизация боковой цепи с образованием боковой цепи с образованием спиростанового соединения.

      В отличие от спиростановых гликозидов их фуростановые аналоги не осаждают холестерин из спиртовых растворов и являются слабыми гемолитиками.

     Количество моносахаридов в молекуле спиростановых и фуростановых гликозидов может составлять от 1 до 6. Чаще всего в состав углеводных цепей входят: D-глюкоза, D-галактоза, D-ксилоза, L-рамноза и L-арабиноза. Местом присоединения сахаров для большинства соединений является оксигруппа при С3, возможно также присоединение по С1, С2, С5, С6 и С11. Нередко углеводная составляющая представлена двумя цепями – это дигликозиды (у фуростаноловых гликозидов почти всегда).

      Стероидные сапонины встречаются в растениях гораздо реже, чем тритерпеновые, чаще всего у однодольных растений
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                                                    (25S)рускогенин
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                                                              диосцин
Физико-химические свойства сапонинов

 Тритерпеновые сапонины – большей частью аморфные, реже кристаллические бесцветные вещества без характерной температуры плавления (обычно с разложением), стероидные сапонины чаще  кристаллические вещества с высокой температурой плавления, реже аморфные соединения. Кристаллическую структуру имеют сапонины, содержащие не более 4 сахаров в гликозидной части. Водные растворы и тех и других при встряхивании образуют обильную устойчивую пену. Растворимость в гидрофильных растворителях (вода, метанол и этанол различной концентрации) увеличивается с возрастанием числа моносахаридов в углеводной части молекулы. Гликозиды с 1-3 сахарами нерастворимы в воде, но хорошо растворяются в водных спиртах, гликозиды с 4 и более сахарами, помимо водно-спиртовых растворов, растворяются в воде. Кислые сапонины хорошо растворяются в водных растворах щелочей и выпадают в осадок при подкислении (используется при их выделении). Гликозиды сапонинов нерастворимы в бензоле, хлороформе, эфире, но в этих растворителях хорошо растворяются их агликоны.

      Сапонины гидролизуются сильными кислотами; сапонины, имеющие ацилгликозидные связи, легко гидролизуются щелочами. Кислые сапонины образуют нерастворимые соли с катионами двухвалентных металлов (Pb, Ba). Многие сапонины образуют молекулярные комплексы с белками, липидами, стеринами, танином. С этим свойством связана гемолитическая активность ТС (образование комплексов с холестерином мембран эритроцитов) и токсичность для холоднокровных.  

     Сапонины являются ПАВ, т.е. снижают поверхностное натяжение на границе 2 фаз: вода-воздух, вода-масло. С этим связана способность сапонинов к пенообразованию и использование их в качестве эмульгаторов.

      Все сапонины – оптически активные вещества.

Методы выделения из сырья.

Общая схема выделения сапонинов из растительного сырья делится, как правило, на 4 этапа:

· Форэкстракция или обезжиривание сырья.

· Экстракция сапонинов

· Очистка экстракта от сопутствующих веществ и выделение суммы сапонинов

· Разделение суммы сапонинов на индивидуальные соединения.

Форэкстракцию проводят, экстрагируя растительное сырье, одним из липофильных растворителей в котором не растворяются сапонины – петролейным эфиром, гексаном, бензолом, хлористым метиленом.     Необходимость этой операции связана с удалением стеринов, с которыми сапонины образуют нерастворимые в водных спиртах комплексные соединения.

      Подбор растворителя для экстракции сапонинов зависит от строения извлекаемых веществ. Гликозиды с короткой углеводной цепочкой экстрагируют этанолом,  метанолом, этилацетатом, ацетоном. Для гликозидов с большим числом сахаров подходят водно-спиртовые растворы этанола и метанола. Сильнополярные гликозиды экстрагируют водным бутанолом или водой. Извлечение водой при кипячении применимо для гликозидов, устойчивых к действию относительно высоких температур. Преимущество такой экстракции заключается в получении экстракта свободного от хлорофилла, нерастворимого в воде. Однако в этом случае необходимо исключить протекание возможных ферментативных процессов, приводящих к расщеплению углеводной цепи сапонинов.

Для извлечения сапонинов кислого характера используют разбавленный водный раствор аммиака или гидрокарбоната натрия, т.к. эти соединения, содержащие небольшую углеводную составляющую, хорошо растворимы в щелочах и выпадают в осадок при их подкислении.

      Для очистки от сопутствующих веществ применяют различные способы, чаще всего, это последовательная обработка полученного экстракта различными растворителями с разной полярностью. Например, водно-спиртовый экстракт  после отгонки спирта обрабатывают бензолом или гексаном для удаления липофильных примесей, последующей обработкой хлороформом или этилацетатом отделяют короткоцепочечные гликозиды, последующая обработка бутанолом позволяет отделить среднецепочечные гликозиды, гидрофильные водорастворимые примеси при этом отделяются, оставаясь в  водном растворе. 

Помимо жидкостной экстракции при очистке сапонинов используются методы осаждения их из растворов. Например, из спиртовых растворов сапонины можно осадить эфиром, ацетоном, этилацетатом. Некоторые гликозиды, содержащие свободные карбоксильные группы в агликоне или углеводной части молекулы,   осаждаются гидроокисью Ва или ацетатом Pb, которые затем разлагаются Н2SO4, Н2CO3 или Н2S. Одним из способов очистки сапонинов с помощью осаждения является холестериновый метод. Он позволяет освободиться от значительного количества примесей, а сами комплексы достаточно легко м.б. разрушены пиридином или горячим толуолом. К недостаткам метода следует отнести трудность полного удаления холестерина из реакционной смеси.

      Для очистки водных экстрактов сапонинов используются методы диализа и электродиализа. Эти методы применяются для очистки гликозидов, образующих в воде коллоидные растворы, от примесей веществ, дающих истинные растворы, например моносахиридов и низших олигосахаридов. 

      Для очистки и разделения суммы сапонинов на индивидуальные соединения широко используется хроматография – адсорбционная на силикагеле и окиси алюминия, гель-фильтрация на сефадексах, ионообменная.

      В общем виде эти положения по получению сапонинов из растительного сырья были обобщены отечественными учеными Н. Кочетковым и А. Хорлиным в предложенной ими схеме выделения сапонинов.

В качестве примера можно привести две схемы выделения сапонинов из растительного сырья – одна из них схема получения препарата «Сапарал», представляющего собой сумму аммонийных солей аралозидов.  Аралозиды находятся в сырье в виде солей одновалентных катионов.

1. Измельченные корни экстрагируют кипящим метанолом.

2. Вытяжку упаривают под вакуумом (при температуре 50–55°С) до 1/10 первоначального объема и остаток растворяют в 15-кратном количестве воды.

3. Полученный раствор обрабатывают сначала этилацетатом (в отношении 1:3 к объему водной фазы). После отделения этилацетатного раствора, водную фазу обрабатывают н-бутанолом.

4. Водный раствор профильтровывают и подкисляют раствором НСl до рН=3–4 и трижды обрабатывают н-бутанолом.

5. К объединенному бутанольному раствору добавляют 25% раствор аммиака до рН=7–8. Затем отгоняют растворитель в вакууме до получения густого остатка.

6. Остаток растворяют в метаноле при кипячении, и добавляют к раствору активированный уголь. 

7. Отфильтровывают активированный уголь и к раствору добавляют четырехкратное количество этилацетата.

8. Выпавший осадок отфильтровывают, промывают этилацетатом и высушивают.

Вторая – схема получения из травы якорцев стелющихся диосгенина – вещества, служащего источником для полусинтетического производства гормональных препаратов. Якорцы стелющиеся содержат фурастаноловые гликозиды, основным из которых является протодиосцин.

1. Сухую траву якорцев стелющихся обезжиривают хлороформом в течение 30 часов, затем экстрагируют 70% водным метанолом 48 часов при комнатной температуре. Водно-метанольный раствор отделяют от сырья и упаривают под вакуумом досуха.

2. Экстракт растворяют в воде и обрабатывают тремя порциями бутанола.

3. Бутанол упаривают под вакуумом досуха.

4. Сухой остаток помещают на колонку с окисью алюминия и элюируют смесью хлороформ-метанол-вода (65:35:10). Собранный элюат, содержащий стероидные сапонины, упаривают, остаток растворяют в воде и пропускают через колонку с сефадексом G-25.

5. К элюату добавляют 10% серную кислоту (1:2 от объема элюата) и нагревают с обратным холодильником при 110 ˚С в течение 10 часов.

6. После этого смесь охлаждают, выпавший осадок отфильтровывают и растворяют в диэтиловом эфире.

7. После отгонки эфира, остаток дважды перекристаллизовывают из метанола, получая химически чистый диосгенин. 

Качественный анализ сапонинов

 Одним из наиболее простых способов качественной идентификация сапонинов является пенообразование. Водные растворы сапонинов при встряхивании образуют устойчивую пену. Эта реакция включена в ряд НД на ЛРС и их препараты. Химические реакции можно подразделить на цветные и реакции образования осадков. Сапонины образуют осадки с гидроксидом бария и ацетатом свинца. Особенно надежны эти реакции у тритерпеновых сапонинов кислого характера. Впрочем, эти реактивы также осаждают довольно большое количество фенольных соединений, широко распространенных в растительном мире. Более специфичной для сапонинов является реакция осаждения холестерином, лучше других ее дают стероидные сапонины спиростанового ряда. Цветные реакции – это чаще всего реакции с ароматическими альдегидами (анисовым альдегидом, ванилином, п-ДМАБА) в присутствии конц. кислот, реакция с серной кислотой и с комплексными неорганическими кислотами – прежде всего с фосфорновольфрамовой и фосфорномолибденовой. Тритерпеновые сапонины с ароматическими альдегидами дают различную окраску, но чаще это различные оттенки фиолетового, стероидные сапонины с реактивом Санье (раствор ванилина в серной кислоте и этиловом спирте) дают либо желтую окраску (спиростановые) либо зеленую  (фуростановые). Интересно, что с п-ДМАБА из стероидных сапонинов реагируют только фуростановые – давая красное окрашивание. Механизм этой реакции был изучен японскими учеными.
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Предполагается, что в реакциях с другими ароматическими альдегидами (реактив Санье и др.) также принимают участие или боковая цепь стероидных сапонинов или гетероциклические кольца D и Е, поскольку иные стероидные соединения (стерины, сердечные гликозиды и др.) не реагируют с ароматическими альдегидами. С серной кислотой сапонины образуют окрашенные продукты чаще всего красного цвета. Предполагаемый механизм реакции заключается в дегидрировании циклов в структуре агликоновой части молекулы с образованием системы сопряженных двойных связей с последующим их окислением до хиноидных структур.

Количественное определение сапонинов

Большинство сапонинов спектрофотометрически неактивны, т.е. не поглощают свет в ближней УФ-области спектра, удобной для аналитических измерений. В тех случаях, когда отдельные сапонины обладают такой активностью (глицирризиновая к-та, эсцин) для их количественного определения используется метод прямой спектрофотометрии в УФ-области спектра. В последнее время он реализуется в варианте ВЭЖХ с СФ-детектором. В других случаях используется метод ФЭК в видимой области спектра на основе цветных реакций сапонинов с ароматическими альдегидами или серной кислотой. Для сапонинов кислого характера иногда используется метод кислотно-основного титрования, как правило, с потенциометрической фиксацией точки эквивалентности.

Стандартизация ЛРС, содержащего сапонины,

 Российской фармакопеей XIV издания

	ЛРС
	Качественное определение
	Количественное определение

	
	
	Показатель
	Метод определения

	Корни аралии манчжурской 


	ТСХ, H2SO4 (красно-фиолето-вое - аралозиды)
	Сумма аралозидов 


	Потенциометрическое титрование



	Корни  женьшеня настоящего


	ТСХ, ФВК (тем-но-розовое – па-наксозиды)

H2SO4 (от красно-кирпичного до фиолетового – панаксозиды)
	Сумма панаксозидов 


	Спектрофотомет-рия при 526 нм после реакции с H2SO4 


	Корни солодки 


	ТСХ, темная флуоресценция при 254 нм – гли-цирризиновая

 к-та
	Глицирризино-вая  к-та


	Спектрофотомет-рия при 258 нм 



	Корневища с кор-нями синюхи го-лубой 


	ТСХ, ФВК (от ко-ричневого до ро-зово-фиолетово-го)


	Сумма 
тритерпеновых сапонинов


	Спектрофотомет-рия при 282 нм после реакции с СН3СООН и H2SO4 


Примечание: ФВК – фосфорновольфрамовая кислота
Стандартизация сапонинсодержащего ЛРС Европейской фармакопеей

	ЛРС
	Качественное определение
	Количественное определение

	
	
	Показатель
	Метод определения

	Корни астрагала монгольского
	
	Астрагалозид IV
	ВЭЖХ (испарите-льный детектор светорассеяния)

	Трава центеллы азиатской
	ТСХ, АА (от сине-зеленого до фиолетового)
	Сумма сапонинов


	ВЭЖХ (СФ-де-текция при 200 нм)

	Корни женьшеня
	ТСХ, АА (серо-фиолетовое)
	Гинзенозиды Rb1 и Rg1
	ВЭЖХ (СФ-де-текция при 203 нм)

	Корни женьшеня ложного
	ТСХ, АА (серо-фиолетовое)
	Гинзенозиды Rb1 и Rg1
	ВЭЖХ (СФ-де-текция при 203 нм)

	Корни солодки
	ТСХ, АА (фиолетовое)
	Глицирризино-вая к-та
	ВЭЖХ (СФ-де-текция при 254 нм)

	Корневище иглицы шиповатой
	ТСХ, В (желтое)
	Сумма сапонинов


	ВЭЖХ (СФ-де-текция при 203 нм)

	Ладан индийский (смола босвеллии пильчатой)
	ТСХ, (гашение флуоресценции при 254 нм)
	11-кето-β-босвелловая к-та и ацетил-11-кето-β-босвелловая к-та
	ВЭЖХ (СФ-де-текция при 250 нм)

	Листья плюща
	ТСХ, H2SO4 (пур-пурное)
	Гедеракозид С
	ВЭЖХ (СФ-де-текция при 205 нм)


Примечание:  АА – анисовый альдегид, В – ванилин.
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