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ВВЕДЕНИЕ

По теоретическим данным, лишайники Evernia mesomorpha и Usnea comosa в большом количестве содержит усниновую кислоту (до 1,12%) — мощный природный антибиотик, обладающий антибактериальным, противовоспалительным, противовирусным и обезболивающим свойствами. Так же в составе содержатся: горечи, йод, живые белки, жиры, сахар, минеральные соли; барбатовая, салациновая, линолевая, аскорбиновой кислоты; полисахарид лихенин (лишайниковый крахмал), лишайниковые кислоты (у других растений не встречаются), гемицеллюлоза, клетчатка. Обнаружены большие ареалы обитания данных лишайников на севере нашей страны, что активно используется фармокологическими компаниями при заготовке сырья.
Целью работы является качественное доказательство содержания усниновой кислоты в лишайниках, произрастающих в г. Челябинске и его окрестностях.
 Для каждого вида лишайника характерно наличие определенных лишайниковых кислот, что служит их систематическим признаком. Усниновая кислота – желтое кристаллическое вещество, по структуре относящееся к дибензофуранам, успешно используется при лечении заболеваний различной этиологии. Благодаря таким свойствам применяется в фармакологии, косметике, стоматологии и других областях медицины.
Для достижения поставленной цели были определены задачи проекта: 
· Изучить литературные источники о лечебных свойствах усниновой кислоты, её применении;

· Изучить литературные источники, описывающие коллекцию биоиндикаторов (лишайников), распространённых на территории ЦПКиО им. Гагарина г.Челябинска;

· Собрать образцы лишайников рода Эверния и Уснея; 
· Изучить литературные источники и методы извлечения усниновой кислоты из собранного сырья;

· Освоить методику извлечения усниновой кислоты из сырья;

· Сделать вывод по рекомендациям использования лишайников г. Челябинска как сырья для  извлечения усниновой кислоты;
Усниновая кислота – лишайниковое вещество, встречается в слоевищах многих лишайников, обладает широким антибиотическим спектром действия и высокими бактериостатическими и бактерицидными свойствами.

Гипотеза: в лишайниках г. Челябинска Эверния мезоморфная и Уснея хохлатая содержится усниновая кислота.
Усниновая кислота обладает высокой активностью по отношению ко многим патогенным организмам вирусной, бактериальной и грибковой природы, эта кислота также имеет антиоксидантные, противоопухолевые, иммуностимулирующие и гепатопротекторные (т.е. способствующие восстановлению печени) свойства, что объясняет интерес к исследованию данной кислоты.
ГЛАВА 1. УСНИНОВАЯ КИСЛОТА
1.1 Лишайники Evernia mesomorpha и Usnea comosa

Для проекта были выбраны образцы лишайников Evernia mesomorpha и Usnea comosa, которые произрастают на территории Шершнёвского бора г.Челябинска.
Эве́рния мезомо́рфная (лат. Evernia mesomorpha)[1]  — вид лишайников рода Эверния (Evernia) семейства Пармелиевые (Parmeliaceae). Таллом кустистый, прямостоячий или почти повисающий, 2,5—10,0 см длины, более грубый, чем у Эвернии сливовой, зеленовато-серый. Лопасти на поперечном разрезе округло-угловатые и лишь в местах ветвлений уплощенные, 1,0—2,5 мм ширины. Соредии обильные, расположены по всей поверхности таллома, до 3 мм . Апотеции почти всегда отсутствуют. Встречается на коре деревьев, обработанной древесине, изредка на мшистой почве. Распространена по всей территории России. 

Уснея хохлатая (лат. Usnea comosa)[2]  —  (= Уснея почти цветущая — Usnea subfloridiana, = Usnea subcomosa, = Usnea similis) — вид лишайников рода Эверния (Evernia) семейства Пармелиевые (Parmeliaceae). Таллом прямостоячий, 5-7, редко до 12 см длины, сильноразветвленный, серовато- или желтовато-зеленый, у основания- черноватый. Главные веточки на поверхности несут сосочки. Вторичные нитевидно-тонкие веточки покрыты крупными соралями в виде беловатых пятен. Апотеции почти всегда отсутствуют. Встречается на коре деревьев, особенно на ветвях елей и стволах старых берез. Распространена в северных и умеренных областях.

1.2 История открытия
Впервые усниновую кислоту выделил в 1844 году Вильгельм Кноп из лишайников родов Usnea и Ramalina. Присутствие этой кислоты установлено в 70 видах лишайника, в том числе в ягеле, где ее содержание составляло 0,2–1,3 %. В чистом виде усниновая кислота выделена из ягеля еще в 1907 г., но ввиду не изученности биологических свойств она долго не находила практического применения.

В начале XX столетия была установлена структура молекулы в 1933–1937 гг. A. Robertson и F. H. Curd впервые синтезировали усниновую кислоту. В настоящее время присутствие усниновой кислоты установлено в талломах множества родов лишайников, в том числе — Alectoria, Cladonia, Evernia, Flavoparmelia, Hypogymnia, Lecanora, Lepraria, Parmeliopsis, Vulpicida и др. 
Усниновая кислота продуцируется микобионтом лишайника, — это было впервые показано в работе Фридриха Рохледера в 1843 году и в дальнейшем усниновую кислоту извлекли из изолированных микобионтов лишайников рода Ramalina. 
Усниновая кислота, как и другие вторичные метаболиты лишайников, продуцируется гифами микобионта, и откладывается на поверхности их оболочек. Для большинства упомянутых выше родов лишайников усниновая кислота является кортикальным метаболитом — ее присутствие обнаруживается в коровом слое слоевища. Считается, что усниновая кислота выполняет фотозащитную функцию — поглощает ближний ультрафиолет, губительно действующий на фотосинтетический аппарат фотобионта. Содержание усниновой кислоты в талломах разных видов лишайников в пересчете на сухую массу колеблется от долей процента до нескольких процентов, испытывая при этом сезонные колебания. В природе усниновая кислота существует в виде двух энантиомеров — оптически активных стереоизомеров. Стандартным лишайником для (+) - усниновой кислоты является Evernia prunastri (L.) Ach.; для (−)-усниновой кислоты — Cladonia stellaris (Ach.) Pouzar et Vezda. Усниновая кислота не растворяется в воде, слабо растворяется в этаноле, диэтиловом и петролейном эфирах, хорошо растворяется в бензоле, хлороформе и амиловом спирте.

Исследования антимикробной активности усниновой кислоты продолжаются до настоящего времени. Так в 80-е годы итальянские ученые перепроверили минимальные ингибирующие концентрации усниновой кислоты по отношению к фунгальным и грамотрицательным видам, подтвердив прежние данные. Свои находки авторы удачно применили для лечения и профилактики орального кариеса, в то время как использование в оральной терапии известных сильных антибиотиков (эритромицин, цкфалоридин, цефуроксим и др.) нарушало баланс микрофлоры полости рта и вызывало стойкие стоматиты.

1.3 Химический состав и полезные свойства
Усниновая кислота по своей структуре представляет собой сложное соединение с конденсированными кольцами. Одно из них является производным бензола с тремя функциональными  группами: две гидроксильных группы, находящихся друг к другу в мета-положении и в орто-положении по отношению к одной из них имеется ацетильная группа. Другой шестичленный цикл не имеет ароматического характера, так как один из атомов углерода находится в sp3-гибридации, имеются две кето-группы (мета-положение)  и находящаяся  между  ними  ацетильная группировка. Оба кольца соединены и образующийся  пятичленный  цикл содержит атом кислорода. Этот пятичленный цикл является гидрированным фураном с метильной группой у одного из атомов углерода.     
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Рисунок 3. Структурная формула усниновой кислоты [3].
Усниновая кислота — желтое кристаллическое вещество, производное дибензофурана — один из наиболее известных и изученных вторичных метаболитов лишайников. Название дано по наименованию рода Уснея — одного из наиболее типичных продуцентов усниновой кислоты. 


Гидроксильные группы этой молекулы образуют сильные внутримолекулярные водородные связи, а также способны формировать межмолекулярные водородные связи, что может способствовать быстрой передаче избыточной энергии, полученной лишайниками от Солнца, окружающей среды в виде тепла.


Наличие резорцинового цикла и системы сопряжённых карбонильных групп способствуют тому, что молекула усниновой кислоты широко поглощает в ближнем УФ (320—400 нм), среднем УФ (280—320 нм) и дальнем УФ (ниже 280 нм) диапазонах. Следует отметить, что этот метаболит выступает в качестве эффективного солнцезащитного средства для лишайников. Это позволяет лишайникам, например, при условии долгого пребывания на солнце в жарких пустынях снизить вредное воздействие солнечного излучения.

Уникальность усниновой кислоты заключается в антибиотических термостабильных свойствах, главным образом против грамположительных микроорганизмов, действию противотуберкулезных бактерий. Натриевая соль усниновой кислоты успешно применяется наружно в форме лечебного спиртового или масляного бальзама при лечении фурункулеза, грибковых заболеваний, вызванных грибком рода Trichophyton, при лечении инфицированных ран, трофических язв, ожогов. В народной медицине слоевицу ягеля, содержащую усниновую кислоту, применяют в виде отвара и сборов, используют при заболеваниях верхних дыхательных путей, желудочно-кишечных болезнях, для лечения истощения больных. Усниновая кислота весьма активна против Bacillus subtilis. 
В Японии в 1954 г. впервые получили препарат «Уснин», применявшийся против актиномикоза. В Финляндии усниновую кислоту используют против системных заболеваний, в том числе волчанки. В 1940-х годах в СССР был получен препарат «Бинан» – натриевая соль усниновой кислоты. Его применяли против бактериальной и микобактериальной флоры: стрептококков, пневмококков, анаэробов и туберкулезной палочки. В последнее время считается, что биологически целесообразней использовать не только выделенное биологически активное вещество природного адаптогена, например усниновую кислоту, а применять растения полностью, каким его создала природа. 
Активным, высоко эффективным веществом в отношении детоксикационного действия в организме являются лишайниковые амино-b-олигосахариды. Суть процесса детоксикации, например, при алкогольных отравлениях (а также при отравлениях катионами тяжелых металлов) состоит в том, что амино-b-олигосахариды прочно связывают токсические карбонильные соединения (альдегиды и кетоны), а также катионы тяжелых металлов, не только in vitro, но и in vivo (в печени, лимфе и крови); хорошо всасываются в кровь в кишечнике и транспортируются через мембраны гепатоцитов. Сами амино-b-олигосахариды не гидролизуются в кишечнике, клетках и в крови, легко выводятся вместе с сорбированными ими тяжелыми металлами и низкомолекулярными органическими соединениями, токсинами и выделяются почками с мочой.

ГЛАВА 2. ИЗВЛЕЧЕНИЕ УСНИНОВОЙ КИСЛОТЫ ИЗ ПРИРОДНОГО СЫРЬЯ

Основным способом получения усниновой кислоты, начиная с первых исследований в XIX в и до наших дней, является экстрагирование лишайников органическими растворителями и последующие осаждение из экстракта или его перекристаллизация. Усниновая кислота хорошо растворяется в бензоле, хлороформе, амиловом спирте, ледяной уксусной кислоте, малорастворима в этаноле, петролейном эфире, диэтиловом эфире и нерастворима в воде. Компонентам лишайника уделяется большое внимание из -за антибиотических свойств, присущих ряду лишайников и их экстрактов. Эти свойства обусловлены, в частности, d-усниновой кислотой, присутствующей в видах Usnea, Evernia, Letharia и Parmelia. Из лишайников было выделено еще около 70 соединений, которые можно классифицировать как депсиды, депсидоны, дибензофураны и лактон-карбоновые кислоты. Количественные и качественные различия в содержании полезны для таксоно-мической идентификации некоторых лишайников.

2.1 Процесс экстракции усниновой кислоты из таллома лишайников

Экстракция - это название процесса, в котором вещество(усниновая кислота) удаляется из твердого вещества (тело лишайника) с использованием экстрагента (гексана). Материал (тело лишайника), из которого вещество необходимо удалить, также называют экстракционным материалом. В конце экстракции остается, прежде всего, экстракт, содержащий желаемую субстанцию, а во-вторых, рафинат, из которого вещество удалено. 

Однним из возможных вариантов экстракции является процесс извлечения Сокслета. Данный вариант может удалять умеренно растворимые вещества из твердых веществ с помощью растворителя. Первоначально этот метод был введен Францем фон Соксле для определения содержания жира в продуктах питания. В этом методе растворитель (Гексан) помещают в колбу и нагревают до температуры кипения. Затем пары растворителей поднимаются по всему аппарату и конденсируются в конденсаторе катушки. Отсюда растворитель капает на насадку для экстракции целлюлозы, которая находится в экстракторе Сокслета и которая заполнена экстракционным материалом. Экстрагент, таким образом, капает непосредственно на экстракционный материал и собирается в экстракторе Сокслета. Когда достигнут критический уровень жидкости, экстрактор Сокслета резко стекает в колбу. Этот процесс также называют сифонированием и управляется посредством эффекта подъема всасывания. В колбе растворитель теперь удаляют из экстракта и, таким образом, удаляют новый экстракт из экстракционного материала. В этом эксперименте аппарат Сокслета используется для извлечения из лишайников усниновой кислотой
Экстрактор Сокслета устанавливается на круглодонную колбу, в которой находится экстрагирующий растворитель, и снабжается обратным холодильником. В центре аппарата находится резервуар, в который помещается гильза, сделанная из плотного картона или бумаги и заполненная твёрдым образцом, из которого будет производиться экстракция. Растворитель нагревают до температуры кипения, он испаряется и, проходя по боковому отводу, попадает на обратный холодильник, где конденсируется и стекает в гильзу. Пока гильза заполняется растворителем, происходит экстракция целевого вещества в этот растворитель. Как только уровень жидкости в гильзе достигает верхнего уровня сифона, гильза опустошается: раствор вещества сливается в исходную колбу и цикл повторяется снова. Таким образом, прибор позволяет производить многократную экстракцию за счёт повторного использования относительно небольшого объёма растворителя, при этом экстрагируемое вещество накапливается в основной колбе.

Для проведения эксперимента по нахождению усниновой кислоты были взяты лишайники двух видов: Эверния мезоморфная и Уснея хохлатая. Лишайниковое сырьё предварительно измельчили на мелкие части; далее была проведена предварительная холодная мацерация биомассы гептаном. Мацерация представляет собой обыкновенное вымачивание в растворителе, при котором происходит разрыхление клеточных стенок растительного сырья и растворение экстрагированных веществ. 
Смесь лишайников родов Эверния и Уснея экстрагируется по-отдельности трижды гептаном с помощью аппарата Сокслета.  Собранный аппарат (или комплект аппаратов) устанавливают на водяной бане или электрическом нагревательном приборе в вытяжном шкафу, заливают эфир в колбу и экстрактор с таким расчётом, чтобы биомасса находилась в эфире, и начинают экстракцию, скорость которой регулируется нагревом. 

Прибл. 50 мг. мелко измельченный высушенный материал многократно экстрагируют с 0,5 мл кипя-щего бензола, а затем несколько раз с 0,5 мл кипящего ацетона. Два отфильтрованных экстракта объединяют и концентрируют до 0,5 мл.; наносят 10-100 мм3 этого концентрата. Для кислотного гидроли-за сухой остаток смешивают с 1-2 каплями концентрированной серной кислоты, разбавляют 2 мл. во-дой ,через 5-10 мин., а затем продукты гидролиза экстрагируют диэтиловым эфиром. Этот эфирный раствори хроматографируют.

В пробирку с раствором формалина и концентрированной серной кислотой в пропорции 1:1 (1 мл) добавляется экстракт усниновой кислоты. После смешивания реагентов происходит расслоение фракций, можно заметить кольцо, окрашенное в фиолетовый цвет.

2.2 Качественные реакции на обнаружение усниновой кислоты в полученном экстракте
Полученный экстракт фильтруется от остатков лишайников, проводятся качественные реакции для выпада осадка, подтверждающего нахождение усниновой кислоты. 
Были проведены следующие качественные реакции: с FeCl3, формалином и фосфорной кислотой, винной кислотой и серной кислотой.
Происходит качественная реакция с хлорным железом, свойственная фенолам. В результате реакции субстрата с FeCl3 раствор изменил свой цвет с бледно-коричневого на фиолетовый. 
C18Н16O7 + FeCl3 → (C18Н15O7)3Fe + HCl
2.3 Хроматография экстракта усниновой кислоты
Тонкослойная  хроматография часто использовалась для разделения этих соединений. В целях идентификации целесообразно хроматографировать продукты гидролиза лишайниковых кислот, а также сами природные кислоты

Силикагелевая пластинка пропитывается раствором щавелевой кислоты, тщательно просушивается. На линию старата пластинки была нанесена капля усниновой кислоты. Пластинка помещается в хроматографическую колонку с раствором бензола и хлороформа в пропорции 1:1 (0,5 мл). Спустя час, пластинка достаётся и просушивается.
Далее, на силикагелевую пластинку наносится раствор формалина и концентрированной кислоты для проявления пятен, свидетельствующих о нахождении на пластине усниновой кислоты.

Усниновая лишайниковая кислота показывает значение hRt = 0,65 на хроматографической пластинке и окрашивание реакции в фиолетовый цвет.
На слое кислотного силикагеля G основные компоненты доступных экстрактов лишайника быстро обнаруживаются. Для приготовления суспензии силикагеля вместо воды использовали 0,5 Н-раствор щавелевой кислоты. Бензол-хлороформ (50 + 50) используется в качестве растворителя. Проверкой аэрозолей, используемых на сегодняшний день  указано, что наиболее удовлетворительные результаты могут быть получены с использованием анисальдегида-серной кислоты Наиболее часто встречающиеся кислоты лишайника показывают следующие цветовые реакции: Вульпиновая кислота, HRT 80 (желтая), усниновая кислота, HRT 65 (фиолетовая), эверновая кислота, HRT 11 (красная) и орцин, полученный гидролизом, HRT 3 (красный).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Лишайники - это простейшие растения,  которые можно встретить в различных тепловых поясах.  Усниновая кислота является одним из специфических лишайниковых веществ, которые образуются в процессе метаболизма и не встречаются в других группах организма.

Среди свойств усниновой кислоты, как биологически активной, для человека наибольший интерес представляет ее антибактериальная активность,  которая  уже  нашла применение в медицине:  препарат бинан (натриевая соль усниновой кислоты) применяется при лечении многих заболеваний,  в том числе, против туберкулеза, а также как противоожоговое средство, которое можно купить в аптеках. Это и определило интерес к усниновой кислоте.
На основе проделанной работы можно сделать выводы:
1) В лишайниках Эверния мезоморфная и Уснея хохлатая, произрастающих на территории г.Челябинска, содержится усниновая кислота

2) Однним из возможных вариантов экстракции является процесс извлечения Сокслета. Данный вариант может удалять умеренно растворимые вещества из твердых веществ с помощью растворителя.
3) Качественной реакцией на обнаружение усниновой кислоты служит взаимодействие экстракта с хлоридом железа (III) и с гидроксидом натрия, формалином и фосфорной кислотой, винной кислотой и серной кислотой.

Безусловно, лишайники - трудный объект для изучения вследствие их биологических особенностей - медленного роста, трудности содержания в искусственных условиях и необычной физиологии. Крайняя выносливость к пересыханию и переувлажнению, крайняя чувствительность к атмосферному загрязнению изумляет и специалистов. Наборы неповторимых химических соединений ставят в тупик исследователя своей странностью. И столетние научные изучения лишайников оставляют еще много серьезных вопросов.
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Рисунок 2. Usnea comosa. [2].





Рисунок 1. Evernia mesomorpha. [1].





Рисунок 5. Отличие цвета между изначальным раствором хлорида железа (III) и полученной реакцией. [5].





Рисунок 4. Аппарат Сокслета. [4].





Рисунок 6. Реакция с гидроксидом натрия. [6].





Рисунок 7. Хроматограмма. [7].





Рисунок 9. Окрашенное в фиолетовый цвет кольцо. [9].





Рисунок 8. Хроматограмма с нанесённым раствором формалина и концентрированной кислоты. [8].
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