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Аннотация
Цветки иксоры (Ixora coccinea) широко используются в аюрведической медицине, а литературные 
данные свидетельствуют об их высоком фармакологическом потенциале. В работе дифференциаль
ным спектрофотометрическим методом определен уровень накопления антоцианов, которые обес
печивают экстрактам, полученным из цветков иксоры, высокую антиоксидантную активность. Ан- 
тоцианы экстрагировали из растительного сырья 0.1 М водным раствором HCl. Установлено, что 
суммарный уровень накопления антоцианов в сушеных лепестках иксоры достигает 400 мг на 100 г 
растительного сырья. Качественный состав антоцианового комплекса устанавливали методом обра- 
щенно-фазовой ВЭЖХ с масс-спектрометрическим и спектрофотометрическим детектированием. 
При этом было найдено, что антоциановый комплекс цветков иксоры образован четырьмя главными 
соединениями: 3-рамнозилглюкозидами (рутинозидами) и 3-рамнозилгалактозидами цианидина и 
пеонидина с большим преобладанием производных цианидина.

Abstract
Ixora flowers (Ixora coccinea) are widely used since Ayurvedic medicine, and literature data prove their 
high pharmacological potential. In the current investigation differential spectrophotometric method was 
explored to determine the level of anthocyanins accumulation, that provide extracts under investigation 
high antioxidant activity. Anthocyanins were extracted from plant material by 0.1 M aqueous solution of 
HCl by overnight maceration. The total level of anthocyanins accumulation of in dried petals ixora was 
found to be up to 400 mg per 100 g of plant material. The qualitative composition of anthocyanin com
plex was determined by the method of the reversed-phase HPLC with mass spectrometric and spectropho
tometric detections. It was found that ixora flowers anthocyanin complex is formed with four main sub
stances: 3-rhamnosylglucosides (rutinoside) and 3-rhamnosylgalactosides of cyanidin and peonidin with a 
great predominance of the cyanidin derivatives.
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метрия, обращенно-фазовая ВЭЖХ.
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Введение

Ix o ra  c o c c in e a  Linn. (Rubiaceae) -  вечнозеленый цветущий кустарник родом из 
Азии. В нетрадиционной (аюрведической) медицине из различных частей растения гото
вили препараты с гепатопротекторной, противоболевой, антимитотической и противовос
палительной активностью [Deshpande et al, 2010; Baliga, Kurian, 2012]. При этом цветки 
использовали для лечения катарального бронхита и дизентерии [Baliga, Kurian, 2012]. 
Оранжево-красная окраска цветков определяется биосинтезом в них антоцианов: циани- 
дин-3-рутинозида и моногликозида дельфинидина (с неустановленным строением) 
[Baliga, Kurian, 2012], кроме которых из фенольных соединений в них накапливаются ру
тин и гликозиды лейкоантоцианидинов. Поэтому водно-метанольный (70 % метанола) 
экстракт цветков обладает заметной антиоксидантной активностью [Saha et al, 2008]. 
Важно, что экстракты цветков, полученные при использовании дихлорметана, метанола и 
воды (10, 50, 100 или 200 мг/мл) в качестве экстрагентов не оказывали мутагенного эф
фекта на штаммы S a lm o n e lla  typh im u riu m  TA 98 and TA 100 [Wongwattanasathien et al, 
2010]. А, с другой стороны, экстракт из цветков растения может обладать хемопротектор
ным эффектом против действия некоторых противоопухолевых препаратов (циклофо- 
самида и цисплатина) [Latha, Panikkar, 1999; Latha, Panikkar, 2001].

Цель

Приведенные данные свидетельствуют о высоком фармакологическом потенциале 
цветков иксоры, поэтому определение уровня накопления и уточнение состава антоциано- 
вого комплекса, как компонентов с наибольшей антиоксидантной активностью, имеет 
большое значение, что стало целью настоящей работы.

М атериалы  и методы

Цветы Ix o ra  c o c c in e a  были собраны и высушены вне доступа прямого солнечного 
света во Вьетнаме.

Экстракцию выполняли 0.1 М водным раствором HCl при комнатной температуре. 
Экстракты отделяли от остатка фильтрованием через бумажный фильтр. Частичный гид
ролиз антоцианов осуществляли кипячением на водяной бане смеси экстракта с 20%-ным 
водным раствором серной кислоты в течение одного часа. Смесь охлаждали перед очист
кой методом твердофазной экстракции.

Определение суммы антоцианов в растительном материале проводили по традици
онному дифференциальному спектрофотометрическому методу [Giusti, Wrolstad, 2001], 
пересчитывая результат на цианидин-3-глюкозид.

Перед всеми хроматографическими процедурами экстракт очищали от сопутствую
щих полимерных веществ методом твердофазной очистки. Для этого насадочные картри
джи («патроны») ДИАПАК С18 (БиоХимМак СТ, Москва) активировали, пропуская 5 мл 
ацетона, кондиционировали, пропуская 10-20 мл 0.1 М водного раствора соляной кислоты, 
сорбировали необходимое количество экстракта, и антоцианы смывали раствором 30 об. % 
муравьиной кислоты и 30 об.% ацетонитрила в воде, собирая окрашенные фракции, кото
рые перед хроматографированием разбавляли в три раза дистиллированной водой.

Для исследования хроматографического поведения антоцианов использовали об- 
ращенно-фазовую ВЭЖХ на оборудовании Agilent Infinity 1200, хроматографическую ко
лонку 150^4.6 мм Symmetry C18 (3.5 мкм) при температуре термостата 40оС в подвижных 
фазах, содержащих 10 об. % муравьиной кислоты, 6 -  10 об. % ацетонитрила в дистилли
рованной воде, при скорости подачи подвижной фазы 0.8 мл/мин; детектор диодно
матричный, хроматограммы регистрировали при 515 нм. Для масс-спектрометрических 
исследований использовали хроматографическую колонку 150x2.1 мм Kromasil 100-5C18, 
при использовании той же элюентной системы, но при скорости подачи элюента 0.200
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мл/мин; детектор масс-спектрометрический квадрупольный с ионизацией электрораспы
лением; напряжение на фрагменторе 200 В.

Для полупрепаративного выделения индивидуальных компонентов использовали 
хроматограф Shimadsu LC-20 с колонкой 250*10 мм, Supelcosil C18, 5 мкм в элюенте 10
об. % ацетонитрила, 10 об. % муравьиной кислоты в дистиллированной воде, расход -  5 
мл/мин. Детектор -  спектрофотометрический.

Результаты  и обсуждение

Качественное определение антоцианов: хроматограмма экстракта антоцианов 
цветков иксоры представлена на рис.1. На ней видны четыре компонента, имеющие очень 
близкие электронные спектры, характерные для антоцианов цианидинового ряда - произ
водных цианидина и пеонидина - Xmax 517 нм, для спектров, записанных в кювете диодно
матричного детектора. При этом два вещества имеют удерживание, соответствующее 3- 
рутинозидам цианидина (пик №2) и пеонидина (пик №4), что установили при сравнении 
хроматограммы и электронных спектров антоцианов экстракта цветков иксоры с хромато
граммой антоцианов плодов магонии падуболистной [Сорокопудов и др, 2005]). Отметим, 
что близкие значения спектральных характеристик пиков №1 и №3 к пикам 3 -рутинозидов 
указывают на то, что эти вещества также имеют дисахаридный радикал в положении 3, 
поскольку замена дисахаридного радикала на моносахаридный приводит к заметному 
гипсохромному сдвигу полосы абсорбции на примерно 1 нм.

Предложенное отнесение пиков полностью подтверждается результатами спектро
фотометрического и масс-спектрометрического детектирования, а также параметрами от
носительного удерживания (табл.1):

lg&(i) = adgk(Cy3Glu) + b , (1)

где k -  логарифмы факторов удерживания веществ №1 - №4, Cy3Glu -  цианидин-3-глюкозид 
(вещество сравнения -  определен по удерживания веществ экстракта плодов черной сморо
дины [Дейнека и др., 2009]); а  и b -  коэффициенты. Так для дигликозидов параметр а  должен 
быть больше единицы примерно на 0.1 логарифмических единиц [Deineka, 2015].

Рис. 1. Хроматоограмма антоцианов цветков Ixora coccinea  
Колонка 150*4.6 мм Symmetry C18 (3.5 мкм) Т = 40оС; подвижная фаза: 10 об. % НСООН, 8 об. % 

CH3CN в дистиллированной воде, 0.8 мл/мин; детектор: 515 нм. Вещества: 1 -  цианидин-3- 
рамнозилгалактозид, 2 - цианидин-3-рамнозилглюкозид, 3 -  пеонидин-3-рамнозилгалактозид,

4 - пеонидин-3-рамнозилглюкозид 
Fig. 1. Separation of Ixora coccinea  flowers anthocyanins 

Column 150*4.6 мм Symmetry C18 (3.5 мcм) Т = 40оС; mobile phase: 10 об. % НСООН, 8 об. % 
CH3CN in distilled water, 0.8 ml/min; detection at 515 нм. Subctances: 1 -  cyanidin-3- 

rhamnosylgalactoside, 2 - cyanidin-3-rhamnosylglucoside, 3 -  peonidin-3-rhamnosylgalactoside,
2 - peonidin-3-rhamnosylglucoside
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Таблица 1 
Table 1

Параметры пиков на хроматограмме антоцианов цветков Ixora coccinea  
Peak parameters on the Ixora coccinea  flowers anthocyanins chromatogram

№* Антоциан
** 

tR ,
мин

Параметры спектров Параметры 
уравнения (1)

m̂аx,
нм** M/Z a b

1 Цианидин-3 -рамнозилгалактозид 3.70 517 595.3; 287.1 1.084 -0.023
2 Цианидин-3 -рамнозилглюкозид 4.29 517 595.3; 287.1 1.145 0.081
3 Пеонидин-3 -рамнозилгалактозид 7.74 517 609.4; 301.1 1.125 0.431
4 Пеонидин -3-рамнозилглюкозид 9.80 517 609.4; 301.1 1.189 0.540

Примечание: * - номера соответствуют номерам на хроматограмме на рис.1; 2 -  в подвижной фазе 
10 об. % CH3CN и 10 об. % HCOOH в дистиллированной воде, 0.8 мл/мин.

Два остальных пика достаточно необычны -  в нашей обширной коллекции образ
цов экстрактов не нашлось соединений, которые бы имели такие же времена удержива
ния. Но в соответствии с масс-спектрами и по электронным спектрам соединение, которо
му соответствует пик № 1, содержит в положении 3 цианидина два связанных между собой 
углевода гексозу и рамнозу, а пик №3 является аналогичным производным пеонидина.

Для уточнения состава соединений этих соединений был выполнен частичный гид
ролиз индивидуально выделенных веществ №1 и №2 методом полупрепаративной высо
коэффективной жидкостной хроматографии. При кипячении смеси растворов антоцианов 
с 20%-ной серной кислотой на водяной бане в течение одного часа были получены про
дукты частичного гидролиза, рис. 2. На представленных хроматограммах исходные со
единения №1 и №2 превращаются в 3-галактозид и 3-глюкозид цианидина (и продукт 
полного гидролиза -  незамещенный цианидин), соответственно. Цианидин-3-галактозид 
идентифицирован по сравнению спектров и времени удерживания с одним из основных 
компонентов антоцианового комплекса плодов растений подсемейства яблоневые [Дейне- 
ка и др., 2005]. На основании полученных результатов можно предложить для соединения 
№1 структуру цианидин-3-рамнозилгалактозида. При этом, по всей видимости, как и в 
случае рутинозида рамнозильный радикал гликозилирует положение 6 глюкозидного ра
дикала, уже находящегося в положении 3 агликона.

Выполнить такое исследование для пика №3 было проблематичным вследствие ма
лой концентрации этого вещества в смеси. Но для его идентификации можно воспользо
ваться специфическими свойствами -  параметрами линий тренда на карте относительного 
удерживания (рис. 3):

lgk(B3X,) = a-lg&(A3Xi) + b (2)

В уравнении (2) сопоставляется удерживание одинаковых 3-гликозидов (3Хг) двух 
различных агликонов (B относительно A, т.е. пеонидина относительно цианидина) в неко
тором диапазоне составов подвижных фаз. Часто использовавшееся в хроматографии 
предположение о том, что одинаковое изменение структуры должно приводить к одина
ковому изменению удерживания в тех же самых хроматографических условиях, в общем 
случае не верно, поскольку основано на сопоставлении только энтальпийной составляю
щей термодинамических параметров процесса. С учетом энтропийной составляющей если 
при переходе от некоторого типа гликозида к другому соединению с тем же типом глико- 
зилирования агликоны значительно различаются по гидрофильности (в числе ОН-групп, 
которых в цианидине пять, а в пеонидине -  лишь четыре), то должно выполняться соот
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ношение по уравнению (2). И действительно, удерживание пика №4 относительно пика № 
2 описывается той же прямой линией, что и удерживание в паре пиков №3 относительно 
№1, поскольку в обоих случаях происходит одинаковая замена основы (цианидина на 
пеонидин), рис.3. Таким образом, вещества №3 и №4 -  пеонидин-3-рамнозилгалактозид и 
пеонидин-3-рамнозилглюкозид (или рутинозид), но эти вещества содержатся в раститель
ном материале в минорных концентрациях - 1.5 и 7.6 % от суммы площадей пиков против 
38.7 и 52.2 % для аналогичных производных цианидина. Никаких производных дельфини- 
дина в существенных количествах (более 1 %) в исследованном в работе образце цветков 
обнаружено не было.

Рис. 2. Хроматограмма частичного гидролиза производных цианидина на фоне хроматограммы
антоцианов плодов аронии Мичурина

Условия -  см. рис.1. Хроматограммы: А -  продукты гидролиза пика №2 на рис.1, Б - -  продукты 
гидролиза пика №1 на рис.1, В -  антоцианы аронии Мичурина. Вещества: 1а -  цианидин-3 - 

галактозид, 1 -  цианидин-3-рамнозилгалактозид, 2а -  цианидин-3-глюкозид, 2 -  цианидин-3-
рамнозилглюкозид, 4 -  цианидин.

Fig. 2. Chromatograms of partial hydrolysis products of cyaniding drivatives and anthocyanins of aronia
michurinii fruits

Conditions see Fig 1. Chromatograms of A -  hydrolysis products of peak No2 on Fig.1, Б - hydrolysis 
products of peak No1 on Fig.1, B -  anthocyanins of A ronia michurinii fruits. Substances: 1a -  cyanidin- 

3-galactoside, 1 -  cyanidin-3-phamnosylgalactoside, 2a  -  cyanidin-3-glucoside, 2 -  cyanidin-3-
phamnosylglucoside, 4 -  cyanidin.

Количественное определение антоцианов: антоцианы из исходного высушенного 
растительного материала экстрагировали двумя способами: а) экстракцией при растира
нии в ступке под слоем экстрагента и б) экстракцией неизмельченных лепестков настаи
ванием в экстрагенте. Первый способ позволяет добиться результата за меньшее время, но 
вследствие растирания в материале полностью разрушаются мембраны и в экстракт выхо
дят полимерные соединения, осложняющие отделение остатка от экстракта фильтровани
ем. Второй способ требует большего времени, и, возможно, потребуется несколько после
довательных экстракций, но экстракт при этом легко отделяется от остатка фильтровани
ем через бумажный фильтр. Полученные результаты представлены в табл. 2.

По представленным данным, можно сказать, что, во-первых, результаты, получен
ные по обоим методам согласуются между собой - доверительные диапазоны содержания 
перекрываются, тем более, что в первом методе только в одном из образцов найдено за
метно большее количество антоцианов, чем в четырех остальных, что может быть случай
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ной флуктуацией. Во вторых, для извлечения антоцианов по методу 2 достаточно двух по
следовательных экстракций. При этом в первой экстракции извлекается чуть более 80 % 
антоцианов. В третьих, достаточно высокое содержание антоцианов, легко растворяю
щихся в воде, объясняет высокую антиоксидантную активность настоев лепестков цвет
ков, найденную другими авторами [Saha et al, 2008].

Рис. 3. Корреляционный анализ удерживания двух пар аналитов с одинаковым изменением
структуры

Вещества: 1 -  цианидин-3-рамнозилгалактозид, 2 - цианидин-3-рамнозилглюкозид,
3 -  пеонидин-3-рамнозилгалактозид, 4 - пеонидин-3-рамнозилглюкозид.

Fig. 3. Retention correlation analysis of two pairs of substances with the same structura alterations 
Sustances: 1 -  cyanidin-3-rhamnosylgalactoside, 2 - cyanidin-3-rhamnosylglucoside,

3 -  peonidin-3-rhamnosylgalactoside, 2 - peonidin-3-rhamnosylglucoside.

Таблица 2 
Table 2

Результаты экстракции антоцианов по двум методам, приведены в г на 100 г исходного материала
в пересчете на цианидин-3-глюкозид хлорид 

Results of anthocyanins extraction by two mthods, calculates in g per 100 g of initial material 
as cyaniding-3-glucoside chloride equivalent

Образец №
Метод 1

Метод 2
1 экстракция 2 экстракция Сумма

г/100 г г/100 г % г/100 г г/100 г
1 0.379 0.272 82.5 0.058 0.329
2 0.425 0.261 82.9 0.054 0.315
3 0.420 0.262 84.0 0.050 0.312
4 0.441 0.355 84.0 0.068 0.423
5 0.538 0.398 82.4 0.085 0.483

Среднее значение и 
доверительный интервал 

(р=0.95)
0.441±0.073 0.372±0.096
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Выводы

Исследования, выполненные в работе методами ВЭЖХ с масс-спектрометрическим 
и спектрофотометрическим детектированием, включая частичный гидролиз индивидуаль
но выделенных производных цианидина, показали, что антоциановый комплекс цветков 
Ix o ra  c o c c in e a  о б р а зо в а н  четырьмя главными соединениями: 3-рамнозилглюкозидами (ру- 
тинозидами) и 3 рамнозилгалактозидами цианидина и пеонидина. Уровень накопления 
антоцианов в сушеных лепестках достигает 400 мг на 100 г.
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