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                                   Тезисы.

      Богатыми источниками дитерпеновых алкалоидов являются растения семейства лютиковых (Delphinium) и Аконит (Aconitum).

      Объектом нашего исследования мы выбрали  два близкородственных  вида Живокости: Delphinium elatum и  Delphinium alpinum, природные запасы которых в Башкортостане позволяют проводить их промышленные заготовки, кроме того все виды Delphinium легко интродуцируются и могут быть введены в плантационную культуру. 

Изучение алкалоидного состава Живокости альпийской в литературе не описано, для близкого вида - Живокости высокой наиболее изучен состав алкалоидов семян и корней, наземная часть исследована меньше. Наличие природных запасов этих видов Живокости, а также зависимость качественного и количественного состава алкалоидов в растении от климата, географии и времени сбора делает необходимым  изучение  алкалоидного состава местных источников дитерпеновых алкалоидов. Различия в экологии этих видов, вероятно, должны привести и к изменению алкалоидного состава. 
 Нашей целью являлось определение процентного содержания суммы алкалоидов, выделение  и идентификация основных по содержанию алкалоидов этих близких видов, а также выделение и идентификация индивидуальных алкалоидов из менее изученного вида  Delphinium alpinum. 

После выделения сумм алкалоидов перед нами встала задача разделения смесей алкалоидов на индивидуальные компоненты. Мы выделили следующие алкалоиды: делькорин I, метилликаконинтин II данные по его содержанию  в корнях (таблица 2 приложение 1). Дельтолин III, элазин IV – сравнение химических сдвигов ЯМР 13С выделенного алкалоида с литературными данными спектра ЯМР 13С элазина IV (таблица 3 приложение 2). Формулы алкалоидов приведены в приложении 3. 
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ВВЕДЕНИЕ

В условиях ухудшающейся экологической обстановки переориентация промышленности и сельского хозяйства на безотходные экологически-чистые технологии представляется не просто актуальной задачей, а суровой необходимостью. Успех создания таких технологий, прежде всего, определяется современным (часто недостаточным) уровнем развития науки в соответствующей области, требует времени и больших капитальных вложений. В тоже время уже сейчас закрытие многих экологически-вредных производств без создания эквивалентной замены производимой ими продукции с одной стороны, безусловно, улучшает экологическую обстановку, с другой - приводит к огромным трудностям для многих  смежных отраслей народного хозяйства, в том числе и для химико-фармацевтической промышленности.

Один  из наиболее перспективных и экологически приемлемых путей решения этой задачи в области медицины - обращение к культурно-историческим традициям различных народов в области употребления растительных лекарственных средств.

В настоящее время значительно возрос интерес к применению лекарственных средств на основе природного возобновляемого сырья. Комплекс ценных фармакологических свойств,  препаратов из растительного сырья, делает научный поиск в этой области чрезвычайно перспективным.  
Алкалоиды занимают особое место среди природных соединений благодаря их огромному структурному многообразию, высокой физиологической активности и широкому спектру действия. Около 7 % растений, произрастающих в мире, являются алкалоидоносными, из них примерно 500 видов распространено на территории бывшего СССР и относится к более 30 семействам, из которых выделено более 1300 алкалоидов, во многих случаях изучена их фармакология [1].
Глава 1.   ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ.

Алкалоиды Живокости высокой и Живокости альпийской

Растения рода Delphinium довольно популярны в народной медицине. В Монголии и Тибете живокость использовали для лечения интоксикации. Настой ее употребляют как аппетитное, желудочное и противопоносное средство, иногда лечат переломы, траву прикладывают к деснам для утоления зубной боли, отвар корней пьют при грыжах, сифилисе, ожогах, желтухе. В ветеринарии скармливают траву D.elatum с солью овцам для изгнания глистов.   Отвар и экстракт используют как инсектициды против садовых, огородных вредителей и бытовых насекомых. В индийской медицине семена D.elatum используют как рвотное, диуретическое, желчегонное, слабительное и антигельминтное средство. 

Несмотря на широкое применение этих растений в народной медицине, особенно в Китае, а также большой спектр фармакологической активности дитерпеновых алкалоидов (антиаритмические, анальгезирующие, противовоспалительные, антидепрессивные, инсектицидные свойства), препараты на их основе используются в медицине и ветеринарии весьма редко.
Pод Delphinium L. насчитывает около 400 видов, широко распространенных по земному шару . В Европе они встречаются в альпо-карпатской горной системе и в горах Средиземноморья, на территории европейской части России и Сибири доходят до берегов Ледовитого океана 
Комплекс Delphinium aggr. etatum в Предуралье представлен видом Delphinium elatum L.(Живокость высокая), а в подгольцовом высокотравье Южного Урала – видом Delphinium alpinum Waldst. & Kit (Живокость альпийская). В среднегорной части Южного Урала часто встречаются гибридные формы этих видов.
Изучение алкалоидного состава Живокости альпийской в литературе не описано, однако для близкого вида - Живокости высокой он изучен  достаточно подробно. К настоящему времени из различных частей этого растения выделено около 30 дитерпеновых алкалоидов, представленных в таблице 1. 

Среди огромного структурного многообразия дитерпеновые и нордитерпеновые алкалоиды, установление структуры которых стало доступным с конца 50-х гг., привлекают внимание химиков и фармакологов сложностью своего строения и широким спектром физиологической активности. С практической точки зрения наибольший интерес вызывает наличие у некоторых из них противовоспалительной, местноанестезирующей, антиаритмической активности.

 Основные источники дитерпеновых алкалоидов - растения родов Aconitum и Delphinium - достаточно распространены на всей территории нашей страны, в том числе и в Башкортостане. Между тем, научное направление, связанное с выделением и химическим изучением природных соединений в республике ранее не развивалось и возможности дикорастущей флоры Башкортостана как источника алкалоидов с целью создания новых лекарственных препаратов медицинского и ветеринарного назначения практически не изучены.
Задачей данной работы является  сравнительный анализ алкалоидного состава двух видов Живокости – высокой и альпийской. 
Таблица 1

Алкалоиды, выделенные из различных частей Живокости высокой

	Алкалоид
	Семена
	Корни
	Наземн. часть
	Лит.



	Элатин

Дельталин

Метилликаконитин

Дельфелин

Элазин

Эладин

Делелатин

Изодельфелин

Ликоктонин

Нудикаулин

14-дезацетилнудикаулин

Эланин

Делектинин

Пакинин

Дельтамин

Андерсонидин

Делькорин

Пакидин

Пакифилин

Пакифидин

Пакифинин

Пакилин

Юнадельфинин

Аяконин

Делатизин

Блакнин

Блакнидин

6-дегидроделькорин
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+

+

+

+

+
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+

+

+

+

+

+

+

+
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+
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15

15

15

15

16
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23

18
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18
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18

16

17

19

19




Структуры выделенных алкалоидов представлены на схеме 1.
Схема 1

Структуры алкалоидов, выделенных из Живокости высокой
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        22   R=  ОН     делькорин                     7    R=  ОСН3         ликоктонин

        29   R=  О       дегидроделькорин        13   R=  ОН         делектинин 
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2    R=  ОСН3                          метилликаконитин                  4    элатин

5    R=  ОАс                             нудикаулин
6    R=  Н                                    14-дезацетилнудикаулин
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20   R=  ОСН3         пакидин                                          26   блакнидин     
25   R=  ОН         блакнин  
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21 андерсонидин

Дитерпеновые алкалоиды представляют интерес как с точки зрения сложной структуры и  интересных химических свойств, так и значения для биогенеза и фармакологии. Растения, продуцирующие дитерпеновые алкалоиды, издавна применялись в народной медицине и широко использовались в качестве ядов, последние связаны главным образом с растениями рода Aconitum. В Китае из более ста известных видов Aconitum  около половины применяются в народной медицине. Несмотря на это, в официальной медицине известно лишь несколько случаев использования дитерпеновых алкалоидов.

 Систематическое фармакологическое изучение дитерпеновых алкалоидов в бывшем СССР начато в 1950-е годы. В настоящее время у дитерпеновых алкалоидов выявлены следующие выраженные свойства: антиаритмические, аритмогенные, местноанестезирующие, противовоспалительные, психостимулирующие и антидепрессивные, спазмолитические, ганглиоблокирующие, курареподобные и антидотные к аконитину. 

Один из первых препаратов курареподобного действия на основе дитерпенового алкалоида метилликаконитина  под названием “Мелликтин” разрешен к применению в медицинской практике в конце 50-х гг. 
Первым всесторонне изученным алкалоидом был лаппаконитин. Он успешно прошел, широкие клинические испытания и был разрешен для применения в медицинской практике под названием аллапинин. 
Аллапинин  является высокоэффективным антиаритмическим средством при различных формах нарушения ритма сердца и особенно эффективен при различных формах желудочковых аритмий, параксизмальной мерцательной аритмии и при хронической монофокусной предсердной тахикардии. В этом случае аритмии в 71% случаях применение аллапинина приводит к нормализации синусового ритма. Современные антиаритмические средства не проявляют подобной эффективности. Аллапинин выгодно отличается отсутствием отрицательного инотропного действия и влияния на артериальное давление в терапевтических дозах.
Аллапинин пока единственный в мире препарат этого ряда, используемый в медицине в качестве антиаритмика. 

Возможности дитерпеновых алкалоидов далеко не исчерпаны как в теоретическом, так и в практическом отношении. Исследования особенностей их структуры и физиологической активности с целью создания на их основе новых лекарственных средств, представляет актуальную задачу.

Объектом нашего исследования мы выбрали  два вида: Delphinium elatum и  Delphinium alpinum, поставив целью на начальном этапе определение процентного содержания суммы алкалоидов в растении, выделение  и идентификацию основных по содержанию алкалоидов этих близких видов, а также выделение и идентификацию индивидуальных алкалоидов из не изученного вида  Delphinium alpinum.

Глава 2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

       Объектом нашего изучения служили корни и наземная часть Delphinium  elatum и Delphinium alpinum, собранные в июне 2002 года в  Республике Башкортостан.
ИК-спектры записывали на спектрометрах UR-20 и SPECORD M-80 в вазелиновом масле и в пленке. Масс-спектры сняты на масс-спектрометре "Varian Mat-CH5" с ионизирующим напряжением 70 эВ. Спектры ЯМР 1Н и 13С записаны на спектрометре "Broker AMX-III300", растворитель CDCl3, внутренний стандарт ТМС.
Контроль разделением алкалоидов осуществляли методом ТСХ на пластинках Сорбфил ПТСХ-АФ-В-УФ в системе растворителей гексан - метилтретбутиловый эфир - метанол - аммиак = 60:40:10:0,1 

2.1. Извлечение суммы алкалоидов из наземной части Delphinium elatum.
Экстрагировали 200 г измельченной наземной части 1 л смеси ацетон – вода (7:3) методом настаивания при комнатной температуре в течение суток. Экстракт сливали. Операцию повторяли еще 5 раз (5 х 0.5 л). Из суммарного экстракта отгоняли ацетон в вакууме роторного испарителя.

Водный слой в количестве 1л подкисляли 5%-ной H2SO4 и экстрагировали дихлорэтаном (ДХЭ). Затем кислый водный слой подщелачивали тв. Na2CO3 до pH 9 и экстрагировали   ДХЭ (5×400мл), затем доводили pH до 12 10%-ным раствором KOH и экстрагировали ДХЭ (5×400мл). 

После упаривания растворителей получили фракции алкалоидов А (рН 9)-4.76 г и В (рН 12)- 0.04 г. 

Растворяли 3г фракции А в 5мл ацетона. Медленно кристаллизующийся при стоянии осадок отфильтровали. Получили 0.6г делькорина I, который очищали перекристаллизацией из метанола. Т.пл. 198-200оС (лит. Т.пл. 200оС). Выход алкалоида составляет 20% от фракции А.  

ИК-спектр (ν, см-1): 1160 (С-О-R),  3600 (-ОН). 
Масс-спектр (ЭУ, 70эВ), m/z: 479 [М]+. 

Спектр ЯМР 1Н (CDCl3, ТМС, δ, м.д.): 1.08 (т, 3Н, СН3-СН2-N), 3.28, 3.35, 3.37, 3.44 (каждый с, 3Н, 4ОСН3), 3.70 (т, 1Н, С(14)-β-Н), 4.28 (с, 1Н, С(6)-α-Н),5.07 с., 5.15 (оба с, по 1Н, СН2О2).

Лит: спектр ЯМР 1Н (CDCl3, ТМС, δ, м.д.): 1.00 (т, 3Н, СН3-СН2-N), 3.22, 3.28, 3.30, 3.40 (каждый с, 3Н, 4ОСН3), 3.62 (т, 1Н, С(14)-β-Н), 4.22 (с, 1Н, С(6)-α-Н), 5.01, 5.07 (оба с, по 1Н, ОСН2О).

Маточник после отделения делькорина высушили и в количестве 2г растворили в 5 мл метанола и прибавили 5 мл 10%-ного (по обьему) раствора HClO4 в метаноле. Из раствора при стоянии кристаллизовалось 0.28г перхлората алкалоида метилликаконитина II, который очищали перекристаллизацией из метанола. Т.пл. 194-195оС (лит. Т.пл. 194-195оС).

Перхлорат II количественно был переведен в свободное основание обработкой насыщенным раствором соды и последующей экстракцией хлороформом, выход II составляет 9.6% от А.

ИК-спектр (ν, см-1): 1060-1120 (С-О-R), 1730 (С=О), 3200-3600 (-ОН). Масс-спектр (ЭУ, 70эВ), m/z: 682 [М]+, 667 [М-СН3]+, 651 [М-ОСН3]+, 216. Спектр ЯМР 1Н (CDCl3, ТМС, δ, м.д.): 1.07 (т, 3Н, СН3-СН2-N), 3.25, 3.34, 3.36, 3.40 (каждый с, 12Н, ОСН3), 3.87 (т, 1Н, С(14)-β-Н), 4.09 (с, 1Н, С(6)-α-Н), 7.28-8.02 (Ar).

Лит: спектр ЯМР 1Н (CDCl3, ТМС, δ, м.д.): 1.08 (т, 3Н, СН3-СН2-N), 3.28, 3.38, 3.42, 3.45 (каждый с, 12Н, ОСН3), 3.98 (т, 1Н, С(14)-β-Н), 4.15 (с, 1Н, С(6)-α-Н).

Выделенная сумма алкалоидов составляет 2.4 % от веса воздушно – сухого сырья. 
2.2. Выделение алкалоидов из корней Delphinium elatum.
Экстрагировали 200 г измельченных корней 1 л смеси ацетон – вода (7:3) методом настаивания при комнатной температуре в течение суток. Экстракт сливали. Операцию повторяли еще 5 раз (5 х 0.5 л). Из суммарного экстракта отгоняли ацетон в вакууме роторного испарителя.

Водный слой в количестве 1л подкисляли 5%-ной H2SO4 и экстрагировали ДХЭ. Затем кислый водный слой подщелачивали тв. Na2CO3 до pH 9 и экстрагировали ДХЭ (5×400мл), затем доводили pH до 12 10%-ным раствором KOH и  экстрагировали ДХЭ (5×400мл). 

Выделили две фракции алкалоидов А (рН 9) - 5.37 г и В (рН 12) - 0.34 г. 

Фракцию А в количестве 5г растворили в 10 мл метанола и прибавили 10 мл 10% -ного (по обьему) раствора HClO4 в метаноле. Из раствора при стоянии кристаллизовалось 3.65 г перхлората алкалоида метилликаконитина II, который очищали перекристаллизацией из метанола. Т.пл. 194-195оС (лит. Т.пл. 194-195оС).

Перхлорат II количественно был переведен в свободное основание обработкой насыщенным раствором соды и последующей экстракцией хлороформом, выход  II составляет 63.6% от А.

ИК-спектр (ν, см-1): 1060-1120 (С-О-R), 1730 (С=О), 3200-3600 (-ОН). Масс-спектр (ЭУ, 70эВ), m/z: 682 [М]+, 667 [М-СН3]+, 651 [М-ОСН3]+, 216. Спектр ЯМР 1Н (CDCl3, ТМС, δ, м.д.): 1.07 (т, 3Н, СН3-СН2-N), 3.25, 3.34, 3.36, 3.40 (каждый с, 12Н, ОСН3), 3.87 (т, 1Н, С(14)-β-Н), 4.09 (с, 1Н, С(6)-α-Н), 7.28-8.02 (Ar).

Лит: спектр ЯМР 1Н (CDCl3, ТМС, δ, м.д.): 1.08 (т, 3Н, СН3-СН2-N), 3.28, 3.38, 3.42, 3.45 (каждый с, 12Н, ОСН3), 3.98 (т, 1Н, С(14)-β-Н), 4.15 (с, 1Н, С(6)-α-Н).

Выделенная сумма алкалоидов составляет 2.86 % от веса воздушно-сухого сырья.

2.3. Выделение алкалоидов из корней Delphinium alpinum.
Экстрагировали 500 г измельченных корней  3 л смеси ацетон – вода (7:3) методом настаивания при комнатной температуре в течение суток. Экстракт сливали. Операцию повторяли еще 5 раз (5х2л). Полноту извлечения алкалоидов проверяли с помощью кремнийвольфрамовой кислоты. Из суммарного экстракта отгоняли ацетон в вакууме роторного испарителя. Водный слой (3 л), подкисляли 5 % -ной H2SO4 до pH 3 и экстрагировали ДХЭ. Затем кислый водный слой подщелачивали тв. Na2CO3 до pH 9 и экстрагировали ДХЭ (5х2л), далее водный слой подщелачивали 10%-ной KOH до pH 12 и также экстрагировали ДХЭ (5х 2л). 

Получили две фракции алкалоидов А (рН 9)-15.66 г и В (рН 12)- 4.42 г. 
Фракцию А растворили в 40 мл метанола и прибавили 40 мл 10%-ного (по обьему) раствора HClO4 в метаноле. Из раствора при стоянии кристаллизовалось 10.87 г перхлората алкалоида метилликаконитина II, который очищали перекристаллизацией из метанола. Т.пл. 194-195оС (лит. Т.пл. 194-195оС).

Перхлорат II количественно был переведен в свободное основание обработкой насыщенным раствором соды и последующей экстракцией хлороформом, выход II составляет 59.4% от А.

ИК-спектр (ν, см-1): 1060-1120 (С-О-R), 1730 (С=О), 3200-3600 (-ОН). Масс-спектр (ЭУ, 70эВ), m/z: 682 [М]+, 667 [М-СН3]+, 651 [М-ОСН3]+, 216. Спектр ЯМР 1Н (CDCl3, ТМС, δ, м.д.): 1.07 (т, 3Н, СН3-СН2-N), 3.25, 3.34, 3.36, 3.40 (каждый с, 12Н, ОСН3), 3.87 (т, 1Н, С(14)-β-Н), 4.09 (с, 1Н, С(6)-α-Н), 7.28-8.02 (Ar).

Лит [34]: спектр ЯМР 1Н (CDCl3, ТМС, δ, м.д.): 1.08 (т, 3Н, СН3-СН2-N), 3.28, 3.38, 3.42, 3.45 (каждый с, 12Н, ОСН3), 3.98 (т, 1Н, С(14)-β-Н), 4.15 (с, 1Н, С(6)-α-Н).

Дихлорэтановый слой при pH 12 был упарен и растворен в 30 мл 10 % -ной HClO4 в метаноле. Получили перхлорат метилликаконитина (3.58 г), который  количественно был переведен в свободное основание обработкой насыщенным раствором соды и последующей экстракцией хлороформом.

Выделенная сумма алкалоидов составляет 4,02 % от веса воздушно-сухого сырья.
2.4. Извлечение суммы алкалоидов из наземной части Delphinium alpinum.
Экстрагировали 500 г измельченных листьев 5 л смеси ацетон – вода (7:3) методом настаивания при комнатной температуре в течение суток. Экстракт сливали. Операцию повторяли еще 5 раз (5 х 3 л). Из суммарного экстракта отгоняли ацетон в вакууме роторного испарителя.

Водный слой в количестве 5.5 л подкисляли 5%-ной H2SO4 и экстрагировали ДХЭ. Затем кислый водный слой подщелачивали тв. Na2CO3 до pH 9 и экстрагировали дихлорэтаном (5×2 л), затем доводили pH до 12 10 % - ным раствором KOH и  экстрагировали дихлорэтаном (5×2 л). 

После упаривания растворителей получили фракции алкалоидов А (рН 9)-10.79 г и В (рН 12)- 0.56 г. 

Выделенная сумма алкалоидов составляет 2.27 % от веса воздушно – сухого сырья. 

Фракцию А растворяли  в 400 мл 5 %-ной H2SO4. Кислый водный слой промыли дихлорэтаном (2 х 15 мл) и дробно подщелачивали тв. Na2CO3 до pH 5.5; pH 7 и pH 9 (С) с последующей экстракцией дихлорэтаном.

Получили следующие фракции алкалоидов С: 0.15 г pH 5.5; 5.32 г pH 7, 1.20 г pH 9 (бзл.) и 0.10 г pH 9 ( ДХЭ).
2.4.1. Разделение суммы алкалоидов рН 7(С)

Сумму алкалоидов рН 7(С) в количестве 0.2 грамма делили методом колоночной хроматографии на SiO2, элюируя смесью гексан-метил-трет-бутиловый спирт (мтбэ) - метанол(1%). Фракции 4-6 (гексан-мтбэ-метанол = 4:4:1) содержали индивидуальный алкалоид дельталин III в количестве 0.0688г, который кристаллизовался из смеси эфир-петролейный эфир. Т.пл.=182-1840С (Лит: Т.пл.=182-1840С). Выход алкалоида составляет 17% от фракции А.



ИК – спектр, (ν, см -1):  3550  (ОН), 1750  (СО), 1170,  1090, 1030  (C-O-R).

Масс - спектр, (ЭУ, 70эВ), m/z: 507 [М]+, 476 [М- 31] +, 448 [М  - 59] +.
Спектр ЯМР 1Н (CDC13, ТМС, δ, м.д.): 0.84 (с, 3Н, С(18)-Н), 1.02 (т, 3Н, NCH2CH3), 2.04 (с, 3Н, Ас), 3.23, 3.29, 3.41 (каждый с, по 3Н, 3 ОСН3), 4.09 (т, 1Н, С(14)-β-Н), 4.87,  4.92 (оба с, по 1H, СН2О2),  5.43 (с, 1H, С(6)- α -Н). 

Лит [33]: спектр ЯМР 1Н: (CDC13, ТМС, δ, м.д.): 0.83 (с, 3Н, С(18) - Н), 1.01 (т, 3Н, NCH2CH3), 2.05 (с, 3Н, Ас), 3.22, 3.27, 3.40 (каждый с, по 3Н, 3 ОСН3), 4.08 (т, 1Н, С(14)-β -Н), 4.86, 4.97 (оба с, по 1H, СН2О2), 5.41 (с, 1Н, С(6)-α-Н).

Фракции (19-25) в количестве 0.0271 грамма была обогащена индивидуальным алкалоидом метилликаконитином II, который был выделен в чистом виде после повторного рехроматографирования на SiO2,  в качестве элюента использовали систему гексан – бензол - изопропиловый спирт = 4:4:1. Выход алкалоида составляет 6.68% от фракции А. 

ИК-спектр (ν, см-1): 1060-1120 (С-О-R), 1730 (С=О), 3200-3600 (-ОН). Масс-спектр (ЭУ, 70эВ), m/z: 682 [М]+, 667 [М-СН3]+, 651 [М-ОСН3]+, 216. Спектр ЯМР 1Н (CDCl3, ТМС, δ, м.д.): 1.07 (т, 3Н, СН3-СН2-N), 3.25, 3.34, 3.36, 3.40 (каждый с, 12Н, ОСН3), 3.87 (т, 1Н, С(14)-β-Н), 4.09 (с, 1Н, С(6)-α-Н), 7.28-8.02 (Ar).

Лит [34]: спектр ЯМР 1Н (CDCl3, ТМС, δ, м.д.): 1.08 (т, 3Н, СН3-СН2-N), 3.28, 3.38, 3.42, 3.45 (каждый с, 12Н, ОСН3), 3.98 (т, 1Н, С(14)-β-Н), 4.15 (с, 1Н, С(6)-α-Н).

2.4.2.  Разделение суммы  алкалоидов рН  9(С).
Сумму алкалоидов рН 9(С) в количестве 0.934 грамма делили методом колоночной хроматографии на SiO2, элюируя смесью метанолом с возрастающей концентрацией спирта от 0,5 до 3%. Фракция 9 содержала индивидуальный алкалоид дельталин III в количестве 0.429г, который кристаллизовался из смеси эфир - петролейный эфир.  Т.пл.=182 - 184°С (Лит: Т.пл.=182 - 184°С). Выход алкалоида составляет 5.11% от фракции А.

ИК – спектр, (ν, см -1):  3550  (ОН), 1750  (СО), 1170,  1090, 1030  (C-O-R).

Масс - спектр, (ЭУ, 70эВ), m/z: 507 [М]+, 476 [М - 31] +, 448 [М - 59] +.
Спектр ЯМР 1Н (CDC13, ТМС, δ, м.д.): 0.84 (с, 3Н, С(18)-Н), 1.02 (т, 3Н, NCH2CH3), 2.04 (с, 3Н, Ас), 3.23, 3.29, 3.41 (каждый с, по 3Н, 3 ОСН3), 4.09 (т, 1Н, С(14)-β-Н), 4.87,  4.92 (оба с, по 1H, СН2О2),  5.43 (с, 1H, С(6)- α -Н). 

Лит [33]: спектр ЯМР 1Н: (CDC13, ТМС, δ, м.д.): 0.83 (с, 3Н, С(18) - Н), 1.01 (т, 3Н, NCH2CH3), 2.05 (с, 3Н, Ас), 3.22, 3.27, 3.40 (каждый с, по 3Н, 3 ОСН3), 4.08 (т, 1Н, С(14)-β -Н), 4.86, 4.97 (оба с, по 1H, СН2О2), 5.41 (с, 1Н, С(6)-α-Н).

Фракция 10 в количестве 0.242 грамма была обогащена индивидуальным алкалоидом элазином IV, который был выделен в чистом виде после повторного рехроматографирования на SiO2,  в качестве элюента использовали систему гексан - этилацетат - метанол =7:3:1.5. Выход алкалоида составляет 2.88% от фракции А.

ИК-спектр, (ν, см -1 ): 3300 (ОН), 1750 (СО), 1100 (С-О-). 

Масс - спектр (ЭУ, 70эВ): m/z. 493 [М]+, 462 [М - 31] +, 434 [М  - 59] +. 

Спектр ЯМР 1Н (CDC13, ТМС, δ, м.д.): 0.86 (с, 3Н, С(18)-Н), 1.05 (т, 3Н, NCH2CH3), 2.06 (с, 3Н, Ас), 3.25, 3.49 (оба с, по 3Н, 2 ОСН3), 4.30 (т, 1Н, С(14)- β -Н), 4.90, 4.95 (оба с, по 1Н,  СН2О2),  5.47 (с, 1H, С(6)-α-Н).

 
Лит [15]: спектр ЯМР 1Н: (CDC13, ТМС, δ, м.д.): 0.82 (с, 3Н, С(18)-Н), 

1.03 (т, 3Н, NCH2CH3), 2.03 (с, 3Н, Ас), 3.21, 3.45 (оба с, по 3Н, 2 ОСН3), 4.28 (т, 1Н, С(14) -β-Н), 4.86, 4.91 (оба с, по 1Н, СН2О2), 5.43 (ус, 1Н, С(6)-α-Н).

Схема выделения алкалоидов Delphinium elatum и Delphinium alpinum
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ. 
Исследования показали, что:

1. выделенные из наземной части и корней (стадия розетки, Бурзянский район) Живокости высокой суммы алкалоидов составляют 2,4% и 2,86% соответственно от веса воздушно-сухого сырья.

2. выделенные из наземной  части и корней (стадия розетки, подножие горы Иремель) Живокости альпийской суммы алкалоидов составляют 2,27% и 4,02% соответственно от веса воздушно - сузого сырья.

Это позволяет отнести популяции Бурзянского района и подножия горы Иремель к богатым алкаидоносам.

Выделены и идентифицированы четыре известных алкалоида-делькорин, метилликаконитин, дельталин и элазин, образцы, которых переданы в ИБ УНЦ РАН для испытаний на инсектицидную активность. 

                                          ВЫВОДЫ.

1. Определено суммарное содержание алкалоидов в корнях и наземной части Delphinium elatum , которое составляет  2,86% и 2,4% соответственно.

2. Установлено, что основными по содержанию в наземной части  Delphinium elatum  являются алкалоиды делькорин и метилликаконитин, в корнях метилликаконитин.

3. Определено суммарное содержание алкалоидов в корнях и наземной части Delphinium alpinum , которое составляет 4,02% и 2,27% соответственно.

4. Установлено, что основными по содержанию в наземной части Delphinium alpinum являются алкалоиды дельталин, элазин и метилликаконитин, в корнях метилликаконитин.

5. Обнаружено, что местные виды  Delphinium elatum и Delphinium alpinum  являются богатыми источниками дитерпеновых алкалоидов. 

6. Растения рода Delphinium довольно популярны в народной медицине. Настой ее употребляют как аппетитное, желудочное и противопоносное средство, иногда лечат переломы, траву прикладывают к деснам для утоления зубной боли, отвар корней пьют при грыжах, сифилисе, ожогах, желтухе. 
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Приложение 1.
Таблица 2

	Вид Живокости
	Часть растения
	Алкалоид

 (фракция А)
	Содержание,% от суммы

	Высокая


	Наземная

Корни
	Делькорин  

Метилликаконитин

Метилликаконитин
	20%

9.6%

63.6%



	Альпийская


	Наземная

Корни
	Дельталин

Метилликаконитин

Элазин

Метилликаконитин
	22.1%

6.68%

2.88%

59.4%
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    Приложение 3.                                                                                                                                         Таблица 3. Химические  сдвиги  в ЯМР 13С  спектрах  делькорина I, метилликаконитина II,  дельталина III,  элазина IV. 
	
	Делькорин I

	Метилликако-нитин II
	Дельталин III
	  Элазин IV

	
	 Лит.

	 Эксп.

	 Лит.
	 Эксп.
	 Лит.

	 Эксп.

	 Лит.

	 Эксп.


	С-1

	83.1

	83.1

	 83.9
	 83.9
	79.2

	79.1

	78.9

	79.0


	С-2

	26.4

	 26.4

	26.0
	26.0
	27.1

	26.3

	26.3

	26.3


	С-3

	31.8

	31.8

	32.0
	33.5
	39.4

	39.3

	37.9

	37.9


	С-4

	38.1

	38.1

	37.6
	37.6
	33.7

	33.6

	33.9

	34.0


	С-5

	52.6

	52.6

	43.2
	43.2
	50.4

	50.2

	50.2

	50.1


	С-6

	78.9

	78.9

	90.8
	90.7
	77.3

	77.2

	77.1

	77.2


	С-7

	92.7

	92.7

	88.5
	90.4
	91.6

	91.5

	91.7

	92.8


	С-8

	83.9

	83.9

	77.4
	77.5
	83.8

	83.7

	83.0

	83.0


	С-9

	48.1

	48.0

	50.3
	50.0
	50.4

	50.2

	47.6

	47.6


	С-10

	40.3

	40.3

	38.0
	38.1
	81.6

	81.5

	80.1

	80.2


	  С-11

	50.2

	50.2

	49.0
	49.0
	56.0

	55.8

	55.0

	55.0


	С-12

	28.1

	28.1

	28.7
	28.7
	36.5

	36.4

	36.4

	36.5


	С-13

	37.9

	37.9

	46.1
	46.0
	38.5

	38.3

	40.0

	39.9


	С-14

	82.5

	82.5

	83.9
	83.9
	81.7

	81.6

	82.5

	82.5


	С-15

	33.3

	33.3

	33.6
	33.6
	34.8

	34.7

	37.1

	37.1


	С-16

	81.8

	81.8

	82.5
	82.6
	81.5

	81.4

	71.7

	71.7


	   С-17

	63.9

	63.9

	64.5
	64.5
	63.5

	63.5

	64.2

	64.2


	С-18

	78.9

	78.8

	69.4
	69.4
	25.7

	25.6

	25.5

	25.4


	С-19

	53.7

	53.8

	52.3
	52.3
	56.8

	56.9

	56.8

	56.9


	N-CH2

	50.7

	50.7

	-
	-
	50.1

	50.2

	50.2

	50.3


	СН3

	14.0

	13.9

	-
	-
	13.8

	13.8

	13.8

	13.9


	С1-OСН3

	55.5

	55.5

	55.7
	55.8
	55.3

	55.2

	55.4

	55.5


	С14-OСНз

	57.8

	57.8

	58.1
	58.1
	57.7

	57.6

	57.9

	58.9


	 О-СН2-О

	92.9

	92.9

	-
	-
	93.9

	93.8

	93.6

	93.8


	С=О

	-

	-

	164.1
	164.1
	169.9

	169.9

	169.7

	169.9


	СН3-

	-

	-

	-
	-
	21.8

	21.7

	21.4

	21.6


	 С16-ОСН3

	56.3

	56.3

	56.3
	56.8
	56.1

	56.2

	-

	-


	С18-ОСН3

	59.6

	59.6

	-
	-
	-

	-

	-

	-
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