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Ïðîâåäåíà ýêñòðàêöèÿ áóòîíîâ ñîôîðû ÿïîíñêîé (Sophora japonica) (ÁÑß) ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ñðåäû ñóáêðèòè÷åñêîé âîäû (ÑÁÂ) â ïðåäåëàõ òåìïåðàòóðû 120—
220 C, à òàêæå òðàäèöèîííûì âîäíî-ýòàíîëüíûì ìåòîäîì. Îöåíêà ïîëèôåíîëü-
íîãî ñîñòàâà ýêñòðàêòîâ è àêòèâíîñòè èíãèáèðîâàíèÿ àöåòèëõîëèíýñòåðàçû (ÀÕÝ)
äëÿ ïðîäóêòîâ, âûäåëåííûõ ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè, ïîêàçàëà, ÷òî ÑÁÂ-ýêñòðàêò,
ïîëó÷åííûé ïðè òåìïåðàòóðå 220 C, äåìîíñòðèðóåò íàèáîëüøèå âåëè÷èíû ïî ñóììå
ïîëèôåíîëîâ è ïî ñóììå ôëàâîíîèäîâ, êàê â ñðàâíåíèè ñ ýêñòðàêòîì, ïîëó÷åí-
íûì òðàäèöèîííûì ñïîñîáîì, òàê è ñ ÑÁÂ-ýêñòðàêòàìè, âûäåëåííûìè ïðè áîëåå
íèçêèõ òåìïåðàòóðàõ. Ñðåäè èçó÷åííûõ ïðîäóêòîâ ÑÁÂ-ýêñòðàêò (òåìïåðàòóðà
220 C) ïðîÿâëÿåò ñàìóþ âûñîêóþ àêòèâíîñòü ïî èíãèáèðîâàíèþ ÀÕÝ, ÷òî óêà-
çûâàåò íà îïðåäåëÿþùóþ ðîëü ñóììû ïîëèôåíîëîâ â ñîñòàâå ýêñòðàêòîâ ÁÑß.

Ê ë þ ÷ å â û å  ñ ë î â à: ñóáêðèòè÷åñêàÿ âîäà, ýêñòðàêöèÿ, áóòîíû ñîôîðû ÿïîíñêîé,
ïîëèôåíîëû, àíòè-àöåòèëõîëèíýñòåðàçíàÿ àêòèâíîñòü, èíãèáèðîâàíèå  àöåòèëõî-
ëèíýñòåðàçû.

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Áèîàêòèâíûå ïîëèôåíîëüíûå ôèòîêîìïîíåíòû, ÿâëÿþùèåñÿ ïðîäóêòà-
ìè âòîðè÷íîãî ìåòàáîëèçìà â ðàñòåíèÿõ, õîðîøî èçâåñòíû ñâîèìè òåðàïåâ-
òè÷åñêèìè ýôôåêòàìè ïðè òàêèõ çàáîëåâàíèÿõ ÷åëîâåêà êàê ðàê, äèàáåò, ñåð-
äå÷íî-ñîñóäèñòûå è íåéðîäåãåíåðàòèâíûå ïàòîëîãèè èç-çà èõ øèðîêîãî
ñïåêòðà àêòèâíîñòè [1]. Òàê, íàïðèìåð, èçâåñòíî, ÷òî ôëàâîíîèäû ÿâëÿþòñÿ
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ïîòåíöèàëüíûìè ïðèðîäíûìè ñîåäèíåíèÿìè äëÿ ëå÷åíèÿ äåìåíöèè, â òîì
÷èñëå áîëåçíè Àëüöãåéìåðà (ÁÀ) — ïðîãðåññèðóþùåãî íåéðîäåãåíåðàòèâ-
íîãî çàáîëåâàíèÿ, îò êîòîðîãî ñòðàäàþò (ïî äàííûì ÂÎÇ) äî 50 ìëí ÷åëîâåê
[2, 3]. Ïîëèôåíîëüíûå âòîðè÷íûå ðàñòèòåëüíûå ìåòàáîëèòû (ÂÐÌ) ïðîÿâëÿ-
þò èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå ïî îòíîøåíèþ ê ôåðìåíòàì, èãðàþùèì âàæíóþ
ðîëü â ïàòîãåíåçå ÁÀ — õîëèíýñòåðàçàì (àöåòèë- è/èëè áóòèðèëõîëèíýñòåðà-
çà), êàê áûëî ïîêàçàíî â ðÿäå ðàáîò [4— 6]. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî óâåëè÷åíèå ÷èñëà
ãèäðîêñèëüíûõ ãðóïï â ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèÿõ óñèëèâàþò èíãèáèðóþùåå
äåéñòâèå íà ÀÕÝ èç-çà áîëåå ñèëüíîé ñâÿçûâàþùåé ñïîñîáíîñòè. Íåêîòîðûå
èíãèáèòîðû ÀÕÝ, òàêèå êàê ôèçîñòèãìèí, òàêðèí, èñïîëüçîâàëèñü äëÿ ëå÷å-
íèÿ ñèìïòîìîâ ÁÀ. Òåì íå ìåíåå, ýòè ïðåïàðàòû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ðÿä
ïîáî÷íûõ ðåàêöèé, âêëþ÷àÿ äèàðåþ, òîøíîòó, áîëü â æèâîòå, ðâîòó. Ñëåäîâà-
òåëüíî, ñóùåñòâóåò íåîáõîäèìîñòü â ïîèñêå äðóãèõ èíãèáèòîðîâ ÀÕÝ ñ áîëåå
ñèëüíûìè è ñåëåêòèâíûìè ýôôåêòàìè è ñ ìåíüøèìè ïîáî÷íûìè ðåàêöèÿ-
ìè äëÿ òåðàïèè ÁÀ [7].

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, â òåðàïèè ÁÀ ýôôåêòèâíîñòü ôëàâîíîèäíûõ ñîåäèíå-
íèé îáúÿñíÿåòñÿ ñíèæåíèåì òîêñè÷íîñòè áåëêà A è óìåíüøåíèåì îêèñëè-
òåëüíîãî ñòðåññà [8]. Ïîäîáíûå ñâîéñòâà ïðîÿâëÿþòñÿ áëàãîäàðÿ óíèêàëüíîé
õèìè÷åñêîé ñòðóêòóðå ôëàâîíîèäîâ, äåéñòâóþùèõ êàê ïîãëîòèòåëè ñâîáîä-
íûõ ðàäèêàëîâ ñ îáðàçîâàíèåì ðåçîíàíñíî-ñòàáèëèçèðîâàííûõ ôåíîêñèëü-
íûõ ðàäèêàëîâ [9]. Áàçîâàÿ õèìè÷åñêàÿ ñòðóêòóðà ôëàâîíîèäîâ Ñ6—Ñ3—Ñ6

ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êîíäåíñèðîâàííóþ ñèñòåìó áåíçîëüíîãî (À) è ãåòåðî-
öèêëè÷åñêîãî (Ñ) êîëåö, ñîäåðæàùóþ áîêîâîé ôåíèëüíûé çàìåñòèòåëü (Â).

Íàèáîëåå õàðàêòåðíîé ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïîé ôëàâàíîèäíûõ ñîåäèíå-
íèé ÿâëÿåòñÿ ãèäðîêñèëüíàÿ (—ÎÍ), ñî÷åòàíèå êîòîðîé ñ áåíçîëüíûì êîëü-
öîì (ðèñ. 1) ïîçâîëÿåò îòíåñòè èõ ê êëàññó ðàñòèòåëüíûõ ïîëèôåíîëîâ, êîòî-
ðûé âêëþ÷àåò íåñêîëüêî ïîäãðóïï — ôëàâîíîëû, ôëàâîíû, ôëàâàíîëû,
ôëàâàíîíû è èçîôëàâîíû. Ìíîãî÷èñëåííîñòü ôëàâîíîèäîâ îáóñëîâëåíà òåì,
÷òî â ðàñòåíèÿõ îíè, â îñíîâíîì, íàõîäÿòñÿ â âèäå ãëèêîçèäîâ, â îáðàçîâàíèè
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Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðà ôëàâîíîèäîâ è íàèáîëåå õàðàêòåðíûå çàìåñòèòåëè

Çàìåñòèòåëü Ïîëîæåíèå çàìåñòèòåëÿ

R 3 5 7 3’ 4’ 5’

R1ÎÍ ÎÍ ÎÍ ÎÍ ÎÍ ÎÍ ÎÍ

R2ÎÑÍ3 — — ÎÑÍ3 ÎÑÍ3 ÎÑÍ3 —

R3Î-glu* Î-glu* — Î-glu* — Î-glu* —

*Î-glu—ãëèêîçèëîêñèëüíàÿ ãðóïïà (îñòàòîê ãëþêîçû)
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êîòîðûõ ó÷àñòâóþò ðàçíîîáðàçíûå óãëåâîäíûå îñòàòêè (ãëþêîçû, ãàëàêòîçû,
ðàìíîçû è äð.) [10].

Ìíîãî÷èñëåííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ â âîäíûõ ñèñòåìàõ
ïîçâîëèëè âûÿâèòü ñëåäóþùèå íàèáîëåå âàæíûå äëÿ àíòèðàäèêàëüíîé àê-
òèâíîñòè ñòðóêòóðíûå ýëåìåíòû ìîëåêóë ôëàâîíîèäîâ, òàê íàçûâàåìûå êðè-
òåðèè Áîðñà (W. Bors et. al.,1990 ã.) [11]: 1) äâå ÎÍ-ãðóïïû â ïîëîæåíèÿõ Â3'
è Â4'; 2) äâîéíàÿ ñâÿçü ìåæäó 2 è 3 àòîìàìè óãëåðîäà, æåëàòåëüíî ñîâìåñòíî
ñ êàðáîíèëüíîé ãðóïïîé â ïîëîæåíèè Ñ4; 3) ÎÍ-ãðóïïû â ïîëîæåíèÿõ Ñ3
è Ñ5 ñîâìåñòíî ñ êàðáîíèëüíîé ãðóïïîé. Òàêèì îáðàçîì, îáùàÿ êîíöåíòðà-
öèÿ ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé âíîñèò ñóùåñòâåííûé âêëàä â áèîàêòèâíîñòü
ðàñòèòåëüíûõ ýêñòðàêòîâ è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà â êà÷åñòâå îñíîâû äëÿ
áûñòðîãî ñêðèíèíãà àíòèîêñèäàíòíîé àêòèâíîñòè.

Îäíèì èç âàæíûõ ðàñòèòåëüíûõ èñòî÷íèêîâ ôëàâîíîèäîâ ÿâëÿåòñÿ ðàñòå-
íèå èç ñåìåéñòâà áîáîâûõ — ñîôîðà ÿïîíñêàÿ (Sophora japonica L.), êîòîðîå
êóëüòèâèðóåòñÿ â ðÿäå þæíûõ ðåãèîíîâ Ðîññèè. Òàê, íàïðèìåð, èç ðàñòèòåëü-
íûõ ñîñòàâëÿþùèõ ñîôîðû ÿïîíñêîé áûëî âûäåëåíî áîëåå 30 ôëàâîíîèäîâ
[12], îñíîâíûì èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ðóòèí, ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé ãëþêîðàì-
íîãëèêîçèä êâåðöåòèíà. Îí îáíàðóæåí âî âñåõ ÷àñòÿõ ðàñòåíèÿ: â áóòîíàõ (äî
35 %), öâåòêàõ, ëèñòüÿõ, ìîëîäûõ âåòêàõ è ïëîäàõ. Èññëåäîâàíèÿ in vitro ïîêà-
çàëè, ÷òî êâåðöåòèí ÿâëÿåòñÿ êîíêóðåíòíûì èíãèáèòîðîì ÀÕÝ è áóòèðèë-
õîëèíýñòåðàçû (ÁÕÝ). Îí èíãèáèðóåò îáà ôåðìåíòà â çàâèñèìîñòè îò êîí-
öåíòðàöèè. Áîëåå òîãî, êâåðöåòèí îáëàäàåò áîëüøåé ýôôåêòèâíîñòüþ â
îòíîøåíèè èíãèáèðîâàíèÿ ÀÕÝ è ÁÕÝ, ÷åì åãî ãëèêîçèäíàÿ ôîðìà — ðóòèí.
Èçâåñòíî, ÷òî ãëèêîçèëèðîâàíèå êâåðöåòèíà â ïîëîæåíèè 3 ïðèâîäèò ê ñíè-
æåíèþ àêòèâíîñòè íåéòðàëèçàöèè ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ è ïðîòèâîâîñïàëè-
òåëüíîé àêòèâíîñòè, à òàêæå ñíèæàåò àêòèâíîñòü êâåðöåòèíà ïî èíãèáèðîâà-
íèþ ÀÕÝ [13].

Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå èñõîäíûì ðàñòèòåëüíûì ñûðüåì äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ýêñòðàêòîâ ÂÐÌ ñ àíòè-àöåòèëõîëèíýñòåðàçíûìè (àíòè-ÀÕÝ) ñâîéñòâàìè
ñëóæèëè ÁÑß. Ñîãëàñíî ïîäðîáíîìó îáçîðó [14], â áóòîíàõ ñîôîðû áûëè
îáíàðóæåíû òàêèå ñîåäèíåíèÿ êàê êåìïôåðîë, êâåðöåòèí, 3'-ìåòèëêâåðöåòèí,
èçîêâåðöèòðèí (êâåðöåòèí 3-O--ãëþêîïèðàíîçèä), ðóòèí, ðóòèí-7-Î-ðàì-
íîçèä, èçîðàìíåòèí, ãåíèñòåèí, ñîôîðàäèîë è èçîôëàâîíîèäíûé ãëèêîçèä —
ñîôîðèêîçèä (C21H20O10, ãåíèñòåèí-4'-Î-ãëþêîïèðàíîçèä), êîòîðûå ïðîÿâ-
ëÿþò ìíîãîîáåùàþùèå áèîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà, â òîì ÷èñëå ïðîòèâîâîñïà-
ëèòåëüíóþ, ýñòðîãåííóþ è àíòèîêñèäàíòíóþ àêòèâíîñòü.

Êàê óæå îòìå÷àëîñü ðàíåå â [15], ïîëèôåíîëüíûå ÂÐÌ èç ÁÑß, êàê ïðàâè-
ëî, èçâëåêàþò ýêñòðàêöèåé 70—95 %-íûì ýòàíîëîì. Ýòî ìîæåò áûòü ýêñòðàê-
öèÿ ýòàíîëîì â òå÷åíèå 4 ÷ ñ âûõîäîì ðóòèíà äî 18 %, ëèáî êèïÿ÷åíèå ñ
ìåòàíîëîì ñ îáðàòíûì õîëîäèëüíèêîì è ìàöåðàöèåé â òå÷åíèå 48 ÷ [16].
Òàêèì îáðàçîì, îáû÷íûå ñïîñîáû ïîëó÷åíèÿ ðóòèíà èç ÁÑß ïðåäïîëàãàþò
èñïîëüçîâàíèå äîðîãèõ, à çà÷àñòóþ òîêñè÷íûõ è ïîæàðîîïàñíûõ ðàñòâîðèòå-
ëåé, à òàêæå òðåáóþò çíà÷èòåëüíûõ âðåìåííûõ çàòðàò (ðèñ. 2).

Àëüòåðíàòèâîé òðàäèöèîííûì ìåòîäàì ÿâëÿåòñÿ ýêñòðàêöèÿ â ñðåäå ñóá-
êðèòè÷åñêîé âîäû (ÑÁÂ) [17—19]. Ïðîöåññû â ÑÁÂ ïðèâëåêàþò âíèìàíèå
áëàãîäàðÿ óíèêàëüíûì ôèçè÷åñêèì è õèìè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì âîäû
ìåæäó òåìïåðàòóðîé êèïåíèÿ 100 C è êðèòè÷åñêîé òî÷êîé 374,2 C. Â ýòîì
äèàïàçîíå òåìïåðàòóð âîäà èìååò íèçêóþ äèýëåêòðè÷åñêóþ ïðîíèöàåìîñòü,
÷òî äåëàåò åå ýôôåêòèâíûì ðàñòâîðèòåëåì äëÿ ãèäðîôîáíûõ âåùåñòâ. Òàêæå ó
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âîäû â ñóáêðèòè÷åñêîì ñîñòîÿíèè íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå íà òðè ïîðÿäêà
(èíòåðâàë òåìïåðàòóðû 220—250 C) çíà÷åíèÿ èîííîãî ïðîèçâåäåíèÿ, ÷åì
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Áëàãîäàðÿ ýòîìó îíà âåäåò ñåáÿ ïîäîáíî îðãà-
íè÷åñêîìó ðàñòâîðèòåëþ è/èëè êèñëîòíî-îñíîâíîìó êàòàëèçàòîðó (â çàâè-
ñèìîñòè îò óñëîâèé ïðîöåññà).

Öåëü ðàáîòû — ïîëó÷åíèå îáîãàùåííûõ ïîëèôåíîëüíûìè ÂÐÌ ýêñòðàê-
òîâ èç ÁÑß â ñðåäå ÑÁÂ äëÿ èçó÷åíèÿ çàâèñèìîñòè èõ ïîëèôåíîëüíîãî ñîñòà-
âà è àêòèâíîñòè èíãèáèðîâàíèÿ ÀÕÝ îò èñïîëüçóåìîãî ìåòîäà ýêñòðàêöèè, à
òàêæå ñðàâíåíèå ñ ýêñòðàêòàìè, ïîëó÷åííûìè òðàäèöèîííûì ìåòîäîì.

ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀËÜÍÀß ×ÀÑÒÜ

Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ÁÑß ÎÎÎ «Àçáóêà òðàâ»
(Ðîññèÿ). Ñóììó ïîëèôåíîëîâ â ýêñòðàêòàõ îïðåäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðåàêòèâà Ôîëèíà—×îêàëüòåó (Folin—Ciocalteu, ïðîèçâîäñòâî ôèðìû Sigma,
2 Ì), ãàëëîâîé êèñëîòû (áåçâîäíûé, íå ìåíåå 98 %, ôèðìà ÄÈÀ-Ì, Ðîññèÿ),
áèêàðáîíàòà íàòðèÿ (áåçâîäíûé, ÃÎÑÒ 83—79, ÷., ôèðìà ÂÅÊÒÎÍ, Ðîññèÿ),
ðóòèíà (C27H30O16, ôèðìà SichuanXieliPharmaceutical Co. Ltd. , Êèòàé).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àíòè-ÀÕÝ àêòèâíîñòè èñïîëüçîâàëè ôåðìåíò àöåòèëõî-
ëèíýñòåðàçó èç ýëåêòðè÷åñêîãî óãðÿ Electrophoruselectricus (ÀÕÝ, ëèîôèëèçè-
ðîâàííûé ïîðîøîê, ñîäåðæàùèé òðèñ-áóôåðíûå ñîëè, òèï VI-S, 3.1.1.7, 200—
1000 åäèíèö/ìã áåëêà), ñóáñòðàò àöåòèëòèîõîëèí èîäèä (ÀÒÕÈ,  98 %), ðåàãåíò
Ýëëìàíà —5,5'-äèòèîáèñ-(2-íèòðîáåíçîéíàÿ êèñëîòà) (ÄÒÍÁ, 99 %), êîòî-
ðûå áûëè ïðèîáðåòåíû ó Sigma-Aldrich, ÑØÀ.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèé èñïîëüçîâàëè: âåñû àíàëèòè÷åñêèå ëàáîðà-
òîðíûå 2 êëàññà ñ òî÷íîñòüþ äî 2 ìã; ñóøèëüíûé øêàô ÑÍÎË ñ òî÷íîñòüþ
îïðåäåëåíèÿ òåìïåðàòóðû 2 Ñ; ëàáîðàòîðíóþ ìåëüíèöó ËÌ20. Îñíîâíûå
ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû íà ñïåêòðîôîòîìåòðå ÑÏÅÊÑ ÑÑÏ 705 (UV-VIS-,
190—1100 íì) (ïðîèçâîäèòåëü ÇÀÎ «Ñïåêòðîñêîïè÷åñêèå ñèñòåìû», ÐÔ) ñ
ïðîãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì (UV-VIS analyst)  ñ êâàðöåâûìè êþâåòàìè
(l  10 ìì).

Ðèñ. 2. Ñõåìû ïîëó÷åíèÿ ýêñòðàêòîâ ñ ïîëèôåíîëüíûìè ÂÐÌ èç áóòîíîâ ñîôîðû
ÿïîíñêîé
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Ïîëó÷åíèå ýêñòðàêòîâ

Òðàäèöèîííóþ ýêñòðàêöèþ ïîëèôåíîëüíûõ ÂÐÌ èç ÁÑß ïðîâîäèëè ñ ïåð-
âîíà÷àëüíûì îáåçæèðèâàíèåì 2 ã áóòîíîâ ñîôîðû (èçìåëü÷åíèå 0,5—1 ìì) â
40 ìë í-ãåêñàíà ïðè êèïÿ÷åíèè â òå÷åíèå 60 ìèí. Ïîñëå ýòîãî ïðîâîäèëè
ýêñòðàêöèþ 70 %-íûì âîäíûì ðàñòâîðîì ýòàíîëà (40 ìë) â òå÷åíèå 60 ìèí.
Ïðîöåäóðó ïîâòîðÿëè òðèæäû. Ýòàíîëüíûå âûòÿæêè îáúåäèíÿëè, ôèëüòðî-
âàëè, àíàëèçèðîâàëè ìåòîäàìè ñïåêòðîôîòîìåòðèè è âûñóøèâàëè ïîä âåíòè-
ëÿòîðîì ïðè òåìïåðàòóðå íå âûøå 50 Ñ.

Îáðàáîòêó áóòîíîâ ñîôîðû â ÑÁÂ ïðîâîäèëè ñîãëàñíî ìåòîäèêå, îïèñàí-
íîé â ñòàòüå [15], ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàêòîðà (àâòîêëàâà) èç íåðæàâåþùåé
ñòàëè îáúåìîì 10 ìë: 0,1 ã ñûðüÿ, èçìåëü÷åííîãî äî 0,5—1 ìì ïîìåùàëè â
ðåàêòîð è äîáàâëÿëè 7 ìë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû. Ðåàêòîð ãåðìåòè÷íî çàêðûâà-
ëè è âûäåðæèâàëè â ñóøèëüíîì  øêàôó ïðè çàäàííîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå
60 ìèí. Äàëåå ðåàêòîð îõëàæäàëè, à åãî ñîäåðæèìîå ôèëüòðîâàëè ÷åðåç áóìàæ-
íûé ôèëüòð «áåëàÿ ëåíòà» è ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé äî ðÍ  7
äëÿ óäàëåíèÿ ñàõàðíîé ÷àñòè ðàçëîæèâøèõñÿ ãëèêîçèäîâ. Îñòàòîê íà ôèëüòðå
ïðîìûâàëè 70 %-íûì ýòàíîëîì äëÿ ðàñòâîðåíèÿ ýêñòðàãèðîâàííûõ â ñðåäå
ÑÁÂ íåðàñòâîðèìûõ â âîäå ñîåäèíåíèé. Ïîëó÷åííûå ýòàíîëüíûå ôðàêöèè
àíàëèçèðîâàëè íà ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå ïîëèôåíîëîâ è ôëàâîíîèäîâ è
ñóøèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ñóõèå ýêñòðàêòû ðàñòâîðÿëè â 70 %-íîì
ýòàíîëå (Ñ  1 ìã/ìë). Äëÿ èçó÷åíèÿ àíòè-ÀÕÝ àêòèâíîñòè ãîòîâèëè ñåðèþ
ðàñòâîðîâ ýêñòðàêòîâ ñ ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèåé.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé â ðàñòèòåëüíîì ñûðüå
îáû÷íî ïðèìåíÿåòñÿ ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèé ìåòîä [20] ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðåàêòèâà Ôîëèíà—×îêîëüòåó, â ñîñòàâå êîòîðîãî, êàê ïðàâèëî, ïðèñóòñòâóþò
ôîñôîâîëüôðàìîâûå è ôîñôîìîëèáäåíîâûå ãåòåðîïîëèêèñëîòû. Ïîñëåäíèå
âîññòàíàâëèâàþòñÿ ôåíîëüíûìè ñîåäèíåíèÿìè â ùåëî÷íîé ñðåäå. Ýòî ïðèâî-
äèò ê îáðàçîâàíèþ êîìïëåêñà ñèíåãî öâåòà (âîëüôðàìîâàÿ ñèíü èëè ãåòåðî-
ïîëèñèíè), èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè êîòîðîãî ïðîïîðöèîíàëüíà êîëè÷åñòâó
ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé [21].

Îáùåå ñîäåðæàíèå ïîëèôåíîëîâ â ïîëó÷åííûõ ýêñòðàêòàõ îïðåäåëÿëè
êàê îïèñàíî ðàíåå [22]. Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãðàäóèðîâî÷íûõ êðèâûõ ãîòîâèëè
ñåðèþ ðàñòâîðîâ, ñîäåðæàùèõ îò 0,25 äî 2,5 ìë ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà ãàë-
ëîâîé êèñëîòû, èëè ðóòèíà, 0,25 ìë ðåàêòèâà Ôîëèíà—×îêàëüòåó, 2,5 ìë ðà-
ñòâîðà êàðáîíàòà íàòðèÿ è äîâîäèëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé äî îáùåãî
îáúåìà 8 ìë. Àíàëîãè÷íî, äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñóììû ïîëèôåíîëîâ âìåñòî ðàñòâî-
ðîâ ïîëèôåíîëüíûõ ñòàíäàðòîâ èñïîëüçîâàëè ðàñòâîðû ïîëó÷åííûõ ýêñòðàê-
òîâ ÁÑß.

Ñóììó ôëàâîíîèäîâ â ýêñòðàêòàõ ÁÑß îïðåäåëÿëè ïî ñòàíäàðòíîìó ðà-
ñòâîðó ðóòèíà (Ñ  0,12 ìã/ìë) ìåòîäîì ïðÿìîé ñïåêòðîôîòîìåòðèè [23] ñ
íåêîòîðîé ìîäèôèêàöèåé, êàê îïèñàíî â ðàáîòàõ [22, 24].

Ðàñ÷åòû ñóììàðíîãî ñîäåðæàíèÿ ïîëèôåíîëîâ è ôëàâîíîèäîâ ïðîâîäèëè
ñ èñïîëüçîâàíèåì óðàâíåíèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ãðàäóèðîâî÷íûõ êðèâûõ. Ñóì-
ìó ïîëèôåíîëîâ â ïðîáå (x, ìã/ìë) ïî ãàëëîâîé êèñëîòå (ÝÊÃ) ðàññ÷èòûâà-
ëè, èñïîëüçóÿ óðàâíåíèå y  107,3x + 0,003 (R2  0,997), à ïî ðóòèíó (ÝÐ) —
óðàâíåíèå  y  40,913x + 0,031 (R2  0,997). Ñóììó ôëàâîíîèäîâ ïî ðóòèíó
ðàññ÷èòûâàëè, èñïîëüçóÿ óðàâíåíèå y  29,6x (R2  0,999). Çàòåì ðàññ÷èòûâàëè
ñóììó ïîëèôåíîëîâ èëè ôëàâîíîèäîâ â ìã â 1 ã ñûðüÿ ïî ôîðìóëå (1):
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ãäå x — ñîäåðæàíèå ïîëèôåíîëîâ â ïðîáå (ìã/ìë), V — îáùèé îáúåì ðåàêöè-
îííîé ñìåñè, Va — îáúåì àëèêâîòû (ìë), n —ðàçáàâëåíèå æèäêîé ïðîáû ýêñò-
ðàêòà, m — ìàññà ýêñòðàêòà (ìã), Ì — ìàññà çàãðóçêè ñûðüÿ (ã).

Àêòèâíîñòü èíãèáèðîâàíèÿ ÀÕÝ (in vitro) èçìåðÿëè ìåòîäîì Ýëëìàíà [25]
ïî ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêå [24]. Âêðàòöå: ðàáî÷èå ðàñòâîðû ôåðìåíòà (2 åä/ìë)
ãîòîâèëè â ôîñôàòíîì áóôåðå ñ pH 7,0, à ðåàãåíòà ÄÒÍÁ (Ñ   0,25 ìÌ) è
ñóáñòðàòà ÀÒÕÈ (Ñ  1,88 ìÌ) — â ôîñôàòíîì áóôåðå ñ pH 7,4. Îñíîâíûå
ðàñòâîðû ýêñòðàêòîâ ÁÑß ãîòîâèëè â 50 %-íîì ýòàíîëå è çàòåì ðàçáàâëÿëè
äî ðàáî÷èõ êîíöåíòðàöèé (îò 0,1 äî 3 ìã/ìë) ôîñôàòíûì áóôåðîì (pH 7,4).
Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ãîòîâèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â êâàðöåâîé êþâå-
òå êàê îïèñàíî ðàíåå â [22, 24]. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ñìåñè èçìåðÿëè ñïåê-
òðîôîòîìåòðîì ïðè 412 íì äëÿ òðåõ ïàðàëëåëüíûõ àíàëèçîâ.

Àêòèâíîñòü èíãèáèòîðà õàðàêòåðèçîâàëè âåëè÷èíîé ñòåïåíè èíãèáèðîâà-
íèÿ ( %), êîòîðóþ ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå (2):

% èíãèáèðîâàíèÿ  [1 A412/A0
412]  100, (2)

ãäå A412 è A0
412 — ïîãëîùåíèå îïûòíîé ïðîáû è êîíòðîëüíîãî ðàñòâîðà, ñîîò-

âåòñòâåííî, ïðè äëèíå âîëíû 412 íì. Çíà÷åíèÿ IC50 — êîíöåíòðàöèÿ ïîëóìàê-
ñèìàëüíîãî èíãèáèðîâàíèÿ — îïðåäåëÿëè ïî êðèâûì «äîçà—îòâåò» (ñì. íèæå).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Â ðàáîòå áûëà ïðîâåäåíà êîððåëÿöèÿ êîëè÷åñòâåííîãî ñîäåðæàíèÿ ñóììû
ïîëèôåíîëîâ è ôëàâîíîèäîâ, à òàêæå ñ àíòè-ÀÕÝ àêòèâíîñòè äëÿ ýêñòðàêòîâ
ÁÑß, ïîëó÷åííûõ ðàçíûìè ñïîñîáàìè.

Â òàáëèöå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ïî ñóììàðíîìó ñîäåðæàíèþ ïîëèôåíî-
ëîâ è ôëàâîíîèäîâ â ýêñòðàêòàõ ÁÑß. Ïîêàçàíî, ÷òî èõ íàèáîëüøåå ñîäåðæàíèå
îáíàðóæåíî äëÿ ÑÁÂ-ýêñòðàêòà, ïîëó÷åííîãî ïðè 220 Ñ: ïîëèôåíîëîâ  94,4 ìã
ÝÃÊ è 236,6 ìã ÝÐ/ã ñûðüÿ, ñîîòâåòñòâåííî è ôëàâîíîèäîâ  152 ìã ÝÐ/ã ñûðüÿ.
Ðàíåå â ðàáîòàõ [15, 22, 24, 26] íàéäåíî ïðåèìóùåñòâåííîå ñîäåðæàíèå

Òàáëèöà

Ñðàâíåíèå ïîëèôåíîëüíîãî ïðîôèëÿ è àíòè-ÀÕÝ àêòèâíîñòè ýêñòðàêòîâ áóòîíîâ
ñîôîðû ÿïîíñêîé (ÁÑß), ïîëó÷åííûõ ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè

Ìåòîä ïîëó÷åíèÿ;  Ñóììà ïîëèôåíîëîâ  Ñóììà ïîëèôåíîëîâ  Ñóììà ôëàâîíîèäîâ Àíòè-ÀÕÝ
 òåìïåðàòóðà, ïî ãàëëîâîé êèñëîòå, ïî ðóòèíó, ïî ðóòèíó, àêòèâíîñòü,

 îÑ ìã/ã ñûðüÿ ìã/ã ñûðüÿ ìã/ã ñûðüÿ  IC50, ìã/ìë

Òðàäèöèîííûé 76,4 207,4 131,1 1,37

ÑÁÂ; 120 32,9 70,5 56,1 1,66

ÑÁÂ; 180 62,7 138,2 75,9 1,43

ÑÁÂ; 200 65,8 159,4 120,7 —

ÑÁÂ; 220 94,4 236,6 152,0 0,72
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ãëèêîçèäîâ â òðàäèöèîííûõ ýêñòðàêòàõ è ÑÁÂ-ýêñòðàêòàõ, ïîëó÷åííûõ ïðè
100—130 Ñ. Â âûñîêîòåìïåðàòóðíûõ (180—220 Ñ) ÑÁÂ-ýêñòðàêòàõ ïðåîáëà-
äàþò àãëèêîíû è ïðîäóêòû ðàçëîæåíèÿ ãëèêîçèäîâ. Â ÷àñòíîñòè, â ðàíåå ïðî-
âåäåííîé ðàáîòå [27] áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ìàêñèìàëüíûé âûõîä êâåðöåòèíà
â ÑÁÂ-ýêñòðàêòàõ íàáëþäàëñÿ ïðè òåìïåðàòóðàõ 210—220 Ñ.

ÑÁÂ (ïðè 180—250 Ñ) ÿâëÿåòñÿ îòëè÷íûì ðàñòâîðèòåëåì äëÿ èçâëå÷åíèÿ
íåïîëÿðíûõ ôëàâîíîèäîâ ÁÑß áëàãîäàðÿ èçìåíåíèþ äèýëåêòðè÷åñêîé ïðî-
íèöàåìîñòè ÑÁÂ, çàâèñÿùåé îò òåìïåðàòóðû (óìåíüøåíèå ïðè âîçðàñòàíèè â
ýòîì äèàïàçîíå òåìïåðàòóð). Ïðè ýòîì âðåìÿ è òåìïåðàòóðà äëÿ èçâëå÷åíèÿ
òåõ èëè èíûõ ôëàâîíîèäîâ èç ìîäåëüíîé ðàñòèòåëüíîé ìàòðèöû çàâèñåëè îò
õèìè÷åñêîé ñòðóêòóðû èçâëåêàåìûõ ôëàâîíîèäîâ. Ïîñëåäíåå ñîãëàñóåòñÿ ñ
ðàáîòîé [28], ãäå íàéäåíà êîððåëÿöèÿ óñëîâèé ÑÁÂ ñî ñòðîåíèåì ôëàâîíîè-
äîâ. Ýòè äàííûå ïîêàçûâàþò ñåëåêòèâíîñòü èçâëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóð
ôëàâîíîèäîâ ïðè ðàçíûõ òåìïåðàòóðàõ ÑÁÂ.

Â íàøåé ðàáîòå ïîâûøåíèå ñóììàðíîãî êîëè÷åñòâà ïîëèôåíîëîâ è ôëàâî-
íîèäîâ ïðè òåìïåðàòóðå ÑÁÂ 220 C îáúÿñíÿåòñÿ ãèäðîëèçîì ðóòèíà è äðóãèõ
ãëèêîçèäîâ äî áîëåå àêòèâíûõ àãëèêîíîâ (â îñíîâíîì, êâåðöåòèíà, êåìïôå-
ðîëà, ãåíèñòåèíà è äð.). Ñîîòâåòñòâèå ñòðóêòóðû áèîôëàâîíîèäà êâåðöåòèíà
êðèòåðèÿì Áîðñà, à òàêæå óâåëè÷åíèå åãî ñîäåðæàíèÿ â ýêñòðàêòàõ ÁÑß â
ðåçóëüòàòå ãèäðîëèçà ðóòèíà ìîæåò óñèëèòü íåéðîïðîòåêòîðíûé ýôôåêò
âûñîêîòåìïåðàòóðíîãî ÑÁÂ-ýêñòðàêòà. Áåçóñëîâíî, íå ñëåäóåò èñêëþ÷àòü âîç-
ìîæíûé âêëàä è äðóãèõ êîìïîíåíòîâ ÁÑß (â ÷àñòíîñòè, ôåíîëêàðáîíîâûõ
êèñëîò, îðãàíè÷åñêèõ êèñëîò è äð.) â àíòè-ÀÕÝ àêòèâíîñòü.

Ñîäåðæàíèå ýêñòðàêòèâíûõ âåùåñòâ, èçâëåêàåìûõ âîäîé â ñóáêðèòè÷åñêèõ
óñëîâèÿõ, ñîñòàâëÿåò îò 40 äî 56 %, â òî âðåìÿ êàê òå æå ïîêàçàòåëè ïðè ýêñòðàê-
öèè 70 %-íûì ýòàíîëîì â òðàäèöèîííûõ óñëîâèÿõ ñîñòàâëÿþò 22 %.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå áûë ïðîâåäåí àíàëèç íà àíòè-ÀÕÝ àêòèâíîñòü ïîëó÷åí-
íûõ ýêñòðàêòîâ ÁÑß. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìàêñèìàëüíîãî ýôôåêòà èíãèáèðîâà-
íèÿ ÀÕÝ îïðåäåëÿëè ñòåïåíü èíãèáèðîâàíèÿ (%) ýêñòðàêòàìè ÁÑß â òå÷å-
íèå ïåðâûõ 5 ìèí ðåàêöèè. Ïðè áîëåå äëèòåëüíîì âûäåðæèâàíèè ðåàêöèîííîé
ñìåñè íàáëþäàëîñü óìåíüøåíèå àêòèâíîñòè ýêñòðàêòîâ. Ðåçóëüòàòû ïî èíãèáè-
ðîâàíèþ ÀÕÝ ðàñòâîðàìè ýêñòðàêòîâ ÁÑß ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 3à, 3á, èç
êîòîðûõ ñëåäóåò, ÷òî àêòèâíîñòü ÑÁÂ-ýêñòðàêòà (220 C, Ñ  1 ìã/ìë) ïðè

à á

Ðèñ. 3. Çíà÷åíèÿ âåëè÷èíû èíãèáèðîâàíèÿ ÀÕÝ ( %) äëÿ ðàñòâîðîâ ýêñòðàêòîâ ÁÑß,
ïîëó÷åííûõ ïðè ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ:

à — òðàäèöèîííàÿ ýêñòðàêöèÿ; á — ÑÁÂ-ýêñòðàêöèÿ  ïðè 220 Ñ

Ñ  2 ìã/ìë Ñ  1 ìã/ìë
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êîíöåíòðàöèè â äâà ðàçà ìåíüøåé, ÷åì òðàäèöèîííîãî ýêñòðàêòà (220 Ñ,
Ñ  2 ìã/ìë), ñèëüíåå ñ ïåðâîé ìèíóòû è äîñòèãàåò ìàêñèìóìà óæå íà âòîðîé
ìèíóòå ïðîöåññà.

  Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïî ïðîöåíòó èíãèáèðîâàíèÿ, áûëè
ïîñòðîåíû êîíöåíòðàöèîííûå çàâèñèìîñòè â âèäå êðèâûõ «äîçà—îòâåò»
(ðèñ. 4), ïî êîòîðûì è îïðåäåëÿëè çíà÷åíèÿ IC50 äëÿ ýêñòðàêòîâ ÁÑß.

Êàê âèäíî èç òàáëèöû, ñðåäè ïîëó÷åííûõ ýêñòðàêòîâ ñîôîðû, ÑÁÂ-ýêñò-
ðàêò 220 C ïîêàçàë íàèáîëüøóþ àíòè-ÀÕÝ àêòèâíîñòü ñ ñàìûìè íèçêèìè
çíà÷åíèÿìè IC50  0,72 ìã/ìë.  Ïîêàçàíî, ÷òî óâåëè÷åíèå òåìïåðàòóðû ÑÁÂ ïðè
ýêñòðàêöèè ÂÐÌ èç ÁÑß ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ñóììàðíîãî ñîäåðæàíèÿ
ïîëèôåíîëîâ è ê áîëåå âûñîêîé àíòè-ÀÕÝ àêòèâíîñòè ýêñòðàêòîâ, â ÷àñòíî-
ñòè, çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ â ïðîäóêòå, â îñíîâíîì, äîëè êâåðöåòèíà — àãëèêîíà,
îáðàçóþùåãîñÿ â ðåçóëüòàòå ãèäðîëèçà íàòèâíîãî ãëèêîçèäà ñîôîðû ðóòèíà.

ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ñóììàðíîãî ñîäåðæàíèÿ ïîëè-
ôåíîëîâ è ôëàâîíîèäîâ è èõ êîððåëÿöèÿ ñ àíòè-ÀÕÝ àêòèâíîñòüþ ýêñòðàê-
òîâ ÁÑß ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ïîòåíöèàë èñïîëüçîâàíèÿ ÑÁÂ êàê ñðåäû äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ýêñòðàêòîâ, îáîãàùåííûõ ïîëèôåíîëüíûìè ÂÐÌ ñ áîëåå âûñîêîé
àíòè-ÀÕÝ àêòèâíîñòüþ â ñðàâíåíèè ñ ýêñòðàêòàìè, ïîëó÷åííûìè òðàäèöè-
îííûì ñïîñîáîì (âîäíî-ýòàíîëüíîé ýêñòðàêöèåé). Ýòè íàáîðû êîìïîçèöèé
ñ ïîëèôåíîëüíûìè ÂÐÌ (ýêñòðàêòû ÁÑß) ìîãóò áûòü óñïåøíî èñïîëüçîâà-
íû â áóäóùåì äëÿ ïðîôèëàêòèêè è òåðàïèè ðàçëè÷íûõ íåâðîëîãè÷åñêèõ ðàñ-
ñòðîéñòâ, âêëþ÷àÿ áîëåçíü Àëüöãåéìåðà.

Ðèñ. 4. Êðèâûå «äîçà—îòâåò» äëÿ ðàñòâîðîâ ýêñòðàêòà áóòîíîâ ñîôîðû ÿïîíñêîé, ïîëó-
÷åííûõ ðàçíûìè ìåòîäàìè:

à — òðàäèöèîííàÿ ýêñòðàêöèÿ; á — ÑÁÂ-ýêñòðàêöèÿ  ïðè 220 îÑ
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ÁËÀÃÎÄÀÐÍÎÑÒÈ

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå Ìèíèñòåðñòâà íàóêè è âûñøåãî îáðà-
çîâàíèÿ Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè (ãîñóäàðñòâåííîå çàäàíèå â ñôåðå íàó÷íîé
äåÿòåëüíîñòè, ïðîåêò ¹ FENW-2023-0017). Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëèñü íà
îáîðóäîâàíèè Öåíòðà êîëëåêòèâíîãî ïîëüçîâàíèÿ «Ìîëåêóëÿðíàÿ ñïåêòðî-
ñêîïèÿ» Þæíîãî ôåäåðàëüíîãî óíèâåðñèòåòà.
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EVALUATION OF THE DEPENDENCE OF THE POLYPHENOLIC
COMPOSITION AND THE ACTIVITY OF ACETYLCHOLINESTERASE

INHIBITION OF EXTRACTS OF JAPANESE SOPHORA BUDS
(SOPHORA JAPONICA) ON THE EXTRACTION METHOD
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The extraction of Japanese sophora buds (Sophora japonica) (BS) was carried out using
a subcritical water medium (SBW) within a temperature of 120—220 C, as well as by the
traditional water-ethanol method. Evaluation of the polyphenolic composition of extracts
and the activity of acetylcholinesterase (AChE) inhibition for products isolated by various
methods showed that the SBW extract obtained at a temperature of 220 C demonstrates
the highest values in terms of the sum of polyphenols and the sum of flavonoids, both in
comparison with the extract obtained by the traditional method and with SBW extracts,
isolated at lower temperatures. At the same time, among the studied products, SBW
extract (temperature 220 C) shows the highest activity in inhibiting AHE, which indicates
the determining role of the sum of polyphenols in the composition of BS extracts.

K e y w o r d s: subcritical water, extraction, Japanese sophora buds, polyphenols,inhibition
of acetylcholinesterase.
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