АНТРАЦЕНПРОИЗВОДНЫЕ.

      Антраценпроизводные – группа природных соединений, в основе которых лежит ядро антрацена.

Классификация.

      По структуре углеродного скелета антраценпроизводные делятся на мономерные, димерные и конденсированные.

I. Первая группа в зависимости от степени окисленности кольца В делится на две подгруппы:

1. восстановленные формы – производные антранола и антрона
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2. окисленные формы – производные антрахинона
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     В растениях могут быть как окисленные, так и восстановленные формы, однако вследствие того, что восстановленные формы очень лабильны и легко окисляются кислородом воздуха до антрахинонов, большинство выделенных из растений мономерных соединений относится к производным антрахинона.

      Внутри подгрупп мономерные антраценпроизводные подразделяются в зависимости от характера и месторасположения заместителей. В частности, подгруппа антрахинона подразделяется на производные хризацина (1,8 – диоксиантрахинона) и ализарина (1,2 – диоксиантрахинона).
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II. Димерные антраценпрозводные образуются при соединении двух мономеров. Чаще всего конденсируются восстановленные формы по кольцу В в γ-положении; при конденсации окисленных форм мономеры соединяются по α- и β-положениям. При конденсации восстановленных форм чаще образуются симметричные молекулы (из двух одинаковых остатков), у окисленных форм – несимметричные (из разных).
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III.      Конденсированные антраценпроизводные образуются из двух молекул антрахинона, соединенных тремя связями по α- и γ-положениям.
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     Антраценпроизводные встречаются в растениях как в свободном виде, так и в виде гликозидов, которые называют антрагликозидами.

Большинство гликозидов – О-гликозиды (глюкоза, рамноза, ксилоза, арабиноза), но обнаружены и С-гликозиды. Конденсированные антраценпроизводные не образуют гликозидов.

      К настоящему времени известно около 200 индивидуальных антраценпроизводных, из них около 100 выделено из высших растений (сем. Крушиновые, Мареновые, Гречишные, Бобовые, Зверобойные и др.).

Физико-химические свойства.

      Антраценпроизводные – кристаллические вещества желтого, оранжевого или красного цвета. Агликоны хорошо растворимы в эфире, хлороформе, бензоле, нерастворимы в воде. Гликозиды хорошо растворимы в воде, водно-спиртовых растворах, нерастворимы в органических растворителях. И агликоны и гликозиды хорошо растворимы в водных растворах щелочей, за счет образования фенолятов.

     Антраценпроизводные оптически активны, флуоресцируют в УФ-свете, гидролизуются кислотами, щелочами и ферментами. Способны возгоняться при нагревании до 210˚С.

Методы выделения из ЛРС.

       Антрагликозиды извлекают из сырья водой, водно-спиртовыми растворами или низшими спиртами. Для выделения агликонов применяют эфир, бензол, хлороформ. Часто всю сумму антраценпроизводных извлекают в виде агликонов, для этого проводят кислотный гидролиз и затем экстракцию органическим растворителем.

      Для очистки агликонов от примесей можно извлекать их из органического растворителя водными растворами щелочей. Для очистки гликозидов применяются методы осаждения. Например, в промышленных способах получения препаратов сенны используется осаждение сеннозидов в виде кальциевых солей, плохо растворимых в спиртовых растворах, а в промышленной схеме получения «Рамнила» из коры крушины из водного экстракта гликозиды (в основном в виде франгулина) выпадают в осадок через сутки вследствии гидролиза ферментом рамнодиастазой и образования вторичных моногликозидов, плохо растворимых в воде.

       Схему получения «Антрасеннина», представляющего собой кальциевые соли сеннозидов А и В:

1. Измельченные листья трехкратно экстрагируют 65% спиртом при соотношении 1:7.

2. Упаривают вытяжку под вакуумом при 40°С до 1/10 первоначального объема. Водный остаток  отстаивают при 8-10°С в течении 3 часов. Выпавший осадок нерастворимых в воде смол отфильтровывают.

3. К фильтрату  приливают при перемешивании 10% спиртовый раствор кальция хлорида (16:1), перемешивают 15-20 мин, затем добавляют смесь аммиака со спиртом, строго выдерживая рН смеси в пределах 6,5 – 6,7 (соотношение водного раствора и спирта должно быть 1:8).

4. Образовавшийся хлопьевидный осадок кальциевых солей сеннозидов, отделяют на центрифуге, промывают на фильтре ацетоном и высушивают при 35-40°С под вакуумом.
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Схема получения препарата «Рамнил», представляющий из себя очищенную сумму антраценпроизводных, состоящую в основном, из франгулина, франгулоэмодина и хризофанола:

1. Измельченное сырье экстрагируют водой в РПА.

2. Водную вытяжку выдерживают при комнатной температуре в течение 12 часов. Под действием ферментов происходит гидролиз с отщеплением молекул глюкозы.

3. Франгулин плохо растворим в воде и выпадает в осадок, который отделяют центрифугированием и сушат.

4. Часть антраценпроизводных в виде агликонов остается в сырье (шроте), который экстрагируют раствором щелочи.

5. После подкисления щелочного раствора HCl до кислой реакции, агликоны выпадают в осадок, откуда их избирательно экстрагируют смесью хлороформа и этанола (9:1).

6. Спирто-хлороформную вытяжку упаривают досуха и сухой остаток объединяют с осадком, полученным после ферментирования водного извлечения.  

       Классические методы разделения антраценпроизводных основаны на различной их растворимости в щелочных растворах в зависимости от характера и расположения заместителей в антраценовом цикле. В слабых щелочных растворах гидрокарбоната натрия будут растворяться только антрахиноны с карбоксильной группой, в более сильных растворах карбоната натрия растворимы также антрахиноны с ОН-группой в β-положении, антрахиноны имеющие только α-гидроксильные группы будут растворяться только в растворах NaOH. Различия свойств оксигрупп в α- и β-положениях объясняется тем, что α-гидроксильные группы образуют внутримолекулярную водородную связь с соседней карбонильной группой и поэтому обладают меньшей реакционной способностью.

      В настоящее время эти методы разделения вытесняются хроматографическими – в качестве сорбента наиболее часто применяются полиамид и силикагель.

Качественный анализ.

      Для обнаружения антраценпроизводных простейшей является реакция со щелочью. Ее можно проводить или непосредственно на сырье или с водным извлечением. При наличии антраценпроизводных появляется красное (производные хризацина) или красно-фиолетовое окрашивание (производные ализарина).

      Модификацией этой реакции является реакция Борнтрегера, включенная в ФС на листья сенны. Растительный материал кипятят с раствором щелочи, при этом происходит щелочной гидролиз гликозидов и одновременно восстановленные формы окисляются до антрахинонов. Затем раствор подкисляют соляной кислотой и извлекают агликоны этиловым эфиром. При встряхивании эфирного раствора с аммиаком антраценпроизводные вновь переходят в водноаммиачный слой окрашивая его в красный цвет.
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Способность антраценпроизводных возгоняться также нашла применение в качественном анализе ЛРС. Сырье нагревают в сухой пробирке, при этом идет термический гидролиз антрагликозидов и окисление восстановленных форм, агликоны возгоняются и оседают на холодных стенках пробирки в виде кристаллов или капель желтого цвета. Если капнуть на них раствором щелочи они окрасятся в красный или фиолетовый цвет.

     Способность антраценпроизводных к флуоресценции в УФ свете использована для качественного обнаружения их в сырье методом ТСХ. 

Количественное определение.

        В настоящее время количественное содержание антраценпроизводных в ЛРС определяют СФ методами по цветной реакции со щелочами или с ацетатом магния. 
Проиллюстрируем спектрофотометрический метод определения антраценпроизводных по цветной реакции с раствором щелочи на примере фармакопейной методики на листья сенны (ГФ XIV ФС.2.5.003815).

Сначала измельченные листья экстрагируются водой при нагревании для экстракции гликозидных форм антаценпроизводных (сеннозидов). Из полученного водного извлечения удаляются смолистые вещества путем обработки его эфиром. Затем проводится восстановление окисленных форм антраценпроизводных хлоридом окисного железа при нагревании в щелочной среде гидрокарбоната натрия. На следующем этапе методики проводится гидролиз гликозидов 50% серной кислотой при нагревании. После этого агликоны извлекают из водного раствора щелочно-аммиачным раствором, получая окрашенные феноляты. После исчерпывающей экстракции определяется оптическая плотность полученного раствора.
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  В фармакопейной методе определения суммы антрагликозидов в корневищах и корнях марены (ФС.2.5.008318) использован другой подход. Для количественного определения гликозидных форм антраценпроизводных используют две методики. В первой методике определяется сумма гликозидов и агликонов, после кислотного гидролиза гликозидов и извлечении суммы всех агликонов эфиром. В дальнейшем агликоны извлекаются из эфирного раствора последовательно раствором щелочи и щелочно-аммиачным раствором. Окисление восстановленных форм антраценпроизводных производят перед спектрофотометрированием раствора, добавляя в него пергидроль и выдерживая 10 минут. Во второй методике определяются только агликоны, после экстракции сырья эфиром и извлечении агликонов щелочно-аммиачным раствором. Окисление восстановленных форм антраценпроизводных также проводят, добавляя пергидроль перед фотометрированием. Содержание суммы гликозидов находят как разность между суммой всех антраценпроизводных (первое определение) и содержанием агликонов (второе определение). 
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В более простой форме этот метод реализован в методиках определения суммы антрагликозидов в плодах жостера слабительного, корнях конского щавеля и корнях ревеня дланевидного, включенных в ГФ ХIV. Экстракцию сырья проводят водным спиртом, к аликвоте добавляют щелочно-аммиачный раствор, нагревают на водяной бане для окисления восстановленных форм и фотометрируют при 510 или 520 (524) нм.
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СФ-метод, основанный на цветной реакции антраценпроизводных с ацетатом магния реализован в ФС на кору крушины ольховидной (ФС.2.5.0021.18). Согласно методике, сырье экстрагируется 80% этиловым спиртом при кипении на водяной бане. Аликвоту полученного экстракта разбавляют водой в соотношении 1:10 и в присутствии НCl очищают от липофильных примесей в делительной воронке петролейным эфиром. Затем к водному раствору добавляют Na2CO3 и FeCl3 и нагревают раствор для оксиления восстановленных форм антраценпроизводных, затем прибавляют конц. HCl и продолжают нагревание для гидролиза гликозидов антраценпроизводных. Далее в делительной воронке извлекают агликоны антраценпроизводных эфиром. Эфирный раствор освобождают от воды пропуская его через безводный Na2SO4, аликвоту эфирного раствора высушивают до сухого остатка, к которому добавляют спиртовой раствор (СН3СОО)2Mg и фотометрируют  при 515 нм.

Этот метод является унифицированным для количественного определения антраценпроизводных в различных видах сырья в Европейской фармакопее.
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Содержание производных гиперицина в сырье и препаратах зверобоя в Европейской фармакопее находят спектрофотометрированием по собственному поглощению в видимой области спектра при 590 нм.
Стандартизация ЛРС, содержащего антраценпроизводные, Европейской фармакопеей

	ЛРС
	Качественное определение
	Количественное определение

	
	
	Показатель
	Метод определения

	Алоэ барбадос-ское (Aloe barba-densis)
	ТСХ, KOH+УФ (барбалоин, алоэ-зин)
	Сумма антрацен-производных
	СФ при 512 нм после реакции с (CH3COO)2Mg

	Алоэ колючее (Aloe ferox)
	ТСХ, KOH+УФ (барбалоин, алоэ-зин, алоинозиды А и Б)
	Сумма антрацен-производных
	СФ при 512 нм после реакции с (CH3COO)2Mg

	Кора крушины

(Rhamnus frangu-la)
	ТСХ, KOH (глю-кофрангулины, франгулины, франгулаэмодин)
Реакция: + HCl + эфир + NH4OH
	Сумма антрацен-производных
	СФ при 515 нм после реакции с (CH3COO)2Mg

	Кора крушины Пурша (Frangula purshiana)
	ТСХ, KOH, KOH+УФ (барба-лоин, каскарози-ды)
	Сумма антрацен-производных (из них не менее 60% каскарози-дов)
	СФ при 515 нм после реакции с (CH3COO)2Mg

	Корень ревеня

(Rheum palma-tum)
	TCХ, УФ, КОН

(эмодин, фисци-он, хризофанол, реин, алоэ-эмод-ин)

Реакция: + HCl + эфир + NH4OH
	Сумма антрацен-производных
	СФ при 515 нм после реакции с (CH3COO)2Mg

	Листья сенны (Cassia acutifolia, C. angustifolia)
	ТСХ, HNO3 + KOH (сеннозиды A, B, C, D)

Реакция: + HCl + эфир + NH4OH + t◦
	Сумма антрацен-производных
	СФ при 515 нм после реакции с (CH3COO)2Mg

	Плоды сенны ост-ролистной (Cassia acutifolia)
	ТСХ, HNO3 + KOH (сеннозиды A, B, C, D)

Реакция: + HCl + эфир + NH4OH + t◦
	Сумма антрацен-производных
	СФ при 515 нм после реакции с (CH3COO)2Mg

	Плоды сенны узколистной (Cassia angusti-folia)
	ТСХ, HNO3 + KOH (сеннозиды A, B, C, D)

Реакция: + HCl + эфир + NH4OH + t◦
	Сумма антрацен-производных
	СФ при 515 нм после реакции с (CH3COO)2Mg

	Трава зверобоя
(Hypericum per-foratum)
	ТСХ, ДФБКАЭЭ +УФ (гиперицин, псевдогипери-цин)
	Сумма
 гиперицинов
	СФ при 590 нм


Примечание: ДФБКАЭЭ – дифенилборной кислоты аминоэтиловый эфир
Стандартизация ЛРС, содержащего антраценпроизводные,

 российской фармакопеей (ГФ XIV)
	ЛРС
	Качественное определение
	Количественное определение

	
	
	Показатель
	Метод определения

	Кора крушины ольховидной

	ТСХ, KOH+УФ 
Смачивание коры NaОН
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