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Резюме
Введение. В статье представлены результаты обнаружения фармакологически активных вторичных метаболитов в водянике черной 
Empetrum nigrum L. с использованием метода высокоэффективной тонкослойной хроматографии (ВЭТСХ).
Цель. Показать эффективность метода ВЭТСХ для проведения предварительного фитохимического исследования и определения 
основных групп метаболитов перспективных видов растительного сырья. 
Материалы и методы. ВЭТСХ анализ выполнялся на приборе CAMAG (Швейцария), с использованием пластин MERCK HPTLC silica gel  
60 F154, 20 × 10 см. Для выпаривания образцов использовался вакуумно-ротационный испаритель марки Heidolph (Германия). Надземная 
часть (побеги) Empetrum nigrum были заготовлены в районе питомника лекарственных растений Санкт-Петербургского государственного 
химико-фармацевтического университета (далее – СПХФУ) (Ленинградская область, Всеволожский район, Приозерское шоссе, 38 км) в 
августе 2019 года. 
Результаты и обсуждение. В ходе исследования из надземной части водяники черной получали четыре фракции: гексановую, 
дихлорметановую, бутанольную и водную. Затем эти фракции исследовались методом ВЭТСХ в двух системах растворителей  – 
н-бутанол : кислота уксусная : вода (БУВ) (4 : 1 : 2) и гексан : дихлорметан : метанол (ГДМ) (1 : 2 : 0,5). После проведения сканирующей 
денситометрии пластинки элюированной в системе ГДМ было выявлено, что в гексановая и дихлорметановая фракции имеют схожий 
состав пятен и содержат наибольшее количество соединений, по сравнению с бутанольной и водной фракцией, а в системе БУВ – что 
бутанольная фракция содержит наибольшее разнообразие метаболитов. После проведения УФ-спектроскопии обнаружено, что 
основными группами соединений, содержащихся в гексановой и дихлорметановой фракциях являются производные халконов, 
дигидрохалконов, бибинзилов а также 9,10-дигидрофенантренов. В то время, как в бутанольной фракции основными группами вторичных 
метаболитов являются производные флавоноидов и танинов.
Заключение. Полученные данные позволяют отметить эффективность, экспрессность и наглядность метода ВЭТСХ для проведения 
предварительного фитохимического исследования и определения основных групп метаболитов перспективных видов ЛРС.
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Abstract
Introduction. The article presents the results of the detection of pharmacologically active secondary metabolites in black crowberry Empetrum 
nigrum L. using the method of high performance thin layer chromatography (HPTLC).
Aim. To show the efficiency of HPTLC for conducting preliminary phytochemical analysis to determine the main groups of metabolites in promising 
medicinal plant species.
Materials and methods. HPTLC analysis was carried out on a CAMAG device (Switzerland), using MERCK HPTLC silica gel 60 F154, 20 × 10 cm 
plates. For the evaporation of the samples, a Heidolph vacuum rotary evaporator (Germany) was used. The aerial parts (shoots) of Empetrum 
nigrum were harvested next to St. Petersburg State Chemical and Pharmaceutical University (SPCPU) nursery garden of medicinal plants (Leningrad 
Region, Vsevolozhsky District, Priozerskoe Highway, 38 km) in August 2019.
Results and discussion. In the course of the research, four fractions from the aerial parts of Empetrum nigrum were obtained: hexane, 
dichloromethane, butanol, and water. Then, these fractions were investigated by HPTLC in two solvent systems – n-butanol : acetic acid : water 
(BAW) (4 : 1 : 2) and hexane : dichloromethane : methanol (HDM) (1 : 2 : 0.5). After scanning densitometric analysis of the plates eluted in the HDM 
system, it was revealed, that the hexane and dichloromethane fractions have a similar composition and contain the greatest amount of compounds, 
compared to the butanol and water fractions, and in the BAW system, it was found, that the butanol fraction contains the greatest variety of 
metabolites. As a result of UV spectroscopy, it was found, that the main groups of compounds contained in the hexane and dichloromethane 
fractions are derivatives of chalcones, dihydrochalcones, bibenzyls and 9,10-dihydrophenanthrenes. While in the butanol fraction, the main groups 
of secondary metabolites were derivatives of flavonoids and tannins
Conclusion. The data obtained allow us to note the efficiency, speed and simplicity of HPTLC for conducting preliminary phytochemical analysis 
to determine the main groups of metabolites of promising medicinal plant species.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время метод высокоэффективной 

тонкослойной хроматографии (ВЭТСХ) широко ис-
пользуется ведущими лабораториями мира для ана-
лиза лекарственного растительного сырья (ЛРС) и 
лекарственных растительных препаратов (ЛРП), дие- 
тических добавок, биологически активных добавок 
к пище, продуктов питания, косметических средств, 
сильнодействующих средств и контроля качества про-
изводственных процессов. Общие статьи по иденти-
фикации ЛРС методом ВЭТСХ и частные монографии 
на ЛРС, использующие методики ВЭТСХ, включены в 
фармакопейный анализ США и стран Европы [1, 2–11]. 
Метод ВЭТСХ является высокотехнологичным. Соглас-
но современным требованиям, процедура ВЭТСХ ба-
зируется на использовании специализированного 
автоматизированного оборудования, работающего в  
строго заданном диапазоне по стандартному про-
токолу. Использование современного оборудования 
представляет возможность сделать метод полуавто-
матическим и программируемым. Идентификация с 
помощью метода ВЭТСХ включает в себя следующие 
стадии: пробоподготовка (получение извлечения из 

лекарственного растительного сырья), нанесение, 
элюирование, дериватизация (при необходимости), 
оценка хроматограмм (классическая денситометрия, 
сканирование), документирование, обработка сним-
ков, архивирование [12]. Основной категорией риска 
при проведении анализа является ручной перенос 
пластинки с этапа на этап [1]. 

Высокоэффективная тонкослойная хроматография 
(ВЭТСХ) является важным инструментом для анализа 
однокомпонентных и многокомпонентных образцов, 
позволяющим работать с широким спектром соеди-
нений с высокой точностью и экономической эффек-
тивностью. В одном анализе может быть исследова-
но большое количество образцов за счет уменьшения 
размеров зон адсорбции первичной хроматограммы 
(диаметр пятен наносимой пробы 1–2 мм, длина по-
лос – 5–10 мм), что значительно сокращает время про-
ведения анализа. Кроме того, ВЭТСХ – это микроме- 
тод, так как объем наносимой пробы от 2 мкл. Ис-
пользование высокоэффективных пластинок позво-
ляет значительно увеличить разделительную спо-
собность системы растворителей и снизить пределы 
обнаружения и количественного определения ана-
лизируемых веществ в 10–100 раз. Детекция прово-
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дится с использованием различных длин волн, что 
обеспечивает получение более полного профиля ис-
следуемого объекта. Постхроматографическая дери-
ватизация может осуществляться разнообразными 
реагентами и обеспечивает одновременную обработ-
ку стандартов и образцов в одинаковых условиях [12]. 

В частные статьи на ЛРС Государственной фар-
макопеи Российской Федерации XIV (ГФ) издания как 
метод определения основных групп биологически 
активных веществ включена тонкослойная хромато-
графия, метод ВЭТСХ охарактеризован только в об-
щей статье ГФ ОФС.1.2.1.2.0003.15 «Тонкослойная 
хроматография» [13, 14].

Цель данного исследования – показать эффек-
тивность метода ВЭТСХ для проведения предвари-
тельного фитохимического исследования и опреде-
ления основных групп метаболитов перспективных 
видов растительного сырья. В качестве модельного 
объекта была выбрана надземная часть водяники чер-
ной Empetrum nigrum L.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
ВЭТСХ анализ выполнялся на приборе CAMAG 

(Швейцария), с использованием пластин MERCK HPTLC 
silica gel 60 F154, 20 × 10 см. Нанесение образцов про-
изводилось с помощью полуавтоматического апплика-
тора Linomat 5. Элюирование пластин производилось 
с помощью автоматической камеры CAMAG Automatic 
Developing Chamber (ADC2). Изображения получали с 
помощью CAMAG TLC Visualizer 2. УФ-спектроскопия 
пятен производили на спектроденситометре CAMAG 
Scanner 3. Установка параметров и обработка резуль-
татов осуществлялась в программе VisionCATS. Для 
выпаривания образцов использовался вакуумно-ро-
тационный испаритель марки Heidolph (Германия). 

Надземная часть (побеги) Empetrum nigrum были 
заготовлены в районе питомника лекарственных рас-
тений Санкт-Петербургского государственного хими-
ко-фармацевтического университета (далее – СПХФУ) 
(Ленинградская область, Всеволожский район, При- 
озерское шоссе, 38 км) в августе 2019 года. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для проведения предварительного фитохими-

ческого анализа и определения основных групп ме-
таболитов в растительном сырье, была проведена 
высокоэффективная тонкослойная хроматография 
в комбинации со сканирующей денситометрией и 
УФ-спектрометрией. 

Заготовленные в Ленинградской области побеги 
водяники черной (Empetrum nigrum) высушивались 
в инфракрасном сушильном шкафу при 40  °C, после 
чего измельчались и просеивались через сито с раз-
мером отверстий 1 мм. Затем проводилась много-
кратная экстракция измельченных побегов водяники 
черной (744 г) 96 % этиловым спиртом (3150 мл), упа-

ривалась на при 60 °C, до приблизительного объема 
200  мл, после чего полученный экстракт подвергал-
ся последовательной исчерпывающей жидкость-жид-
костной экстракции [5]. На первом этапе экстракция 
проводилась с равным количеством гексана, до пол-
ного обесцвечивания гексана, затем к спиртовому  
извлечению добавляли 50 мл воды очищенной и про-
должали жидкость-жидкостную экстракцию с равным 
количеством дихлорметана (ДХМ), данную проце-
дуру повторяли также до полного его обесцвечива-
ния. В заключении жидкость-жидкостная экстракция 
проводилась с равным количеством бутанола. Оста-
точную водно-спиртовую (фракция 4) и три полу-
ченных фракции выпаривали до приблизительного  
объема 100  мл. Часть гексановой, дихлорметановой 
и бутанольной фракции, достаточной для анализа  
(5  мл), выпаривались досуха и перерастворялись в 
10  мл 96 % этилового спирта (фракции 1, 2, 3 соот-
ветственно) (схема 1).

Фракции 1–4 наносились на пластины по 5  мкл 
(1–4 трэки, соответственно) и 10 мкл (5–8 треки со-
ответственно) (рисунки 1–6). После нанесения об-
разцов пластины помещались в автоматическую ка- 
меру. Для того, чтобы охватить максимальный диапа-
зон полярностей соединений, содержащихся в экст- 
ракте, хроматографирование проводилось в двух сис- 
темах растворителей – н-бутанол : кислота уксусная : 
вода (БУВ) (4:1:2) (рисунки 1–3) и гексан : дихлорме-
тан : метанол (ГДМ) (1 : 2 : 0,5) (рисунки 4–6). Элюирова-
ние автоматически прекращалось, когда фронт раст- 
ворителя достигал 85 мм от линии старта. Условия 
проведения высокоэффективной тонкослойной хро-
матографии приведены в таблице 1.

Таблица 1. Условия проведения  
высокоэффективной тонкослойной хроматографии

Table 1. Conditions for high performance  
thin layer chromatography

Номер п/п 
Number

Время проведения 
операции, мин 

Operation time, min

Название операции
Operation name

1 1
Предварительная сушка 
пластины 
Pre-drying the plate

2 30
Насыщение камеры
Chamber saturation

3 5
Прекондиционирование 
пластины
Plate preconditioning

4 –
Элюирование пластины
Elution of the plate

5 10
Сушка пластины
Drying the plate

Изображение пластин получали с помощью систе-
мы CAMAG TLC Visualizer 2 в видимом и в УФ-свете при 
двух длинах волн (254 и 366 нм) (рисунки 1–6).
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Схема 1. Схема получения фракций 1–4

Scheme 1. Scheme for obtaining fractions 1–4

Рисунок 1. Хроматограмма полученная системе БУВ 4 : 1 : 2 (фотография в видимом свете)

Figure 1. Chromatogram obtained in the BAW 4 : 1 : 2 system (visible light picture)

Рисунок 2. Хроматограмма полученная в системе БУВ 4 : 1 : 2 (фотография при 254 нм)

Figure 2. Chromatogram obtained in the BAW 4 : 1 : 2 system (picture at 254 nm)
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После фиксации изображений проводили скани-
рующую денситометрию измерением отраженного 
света в режиме абсорбции при 254 нм и 366 нм (ри-
сунки 7 и 9). Параметры проведения сканирующей 
денситометрии приведены в таблице 2. 

После проведения сканирующей денситометрии 
хроматограммы полученной в системе гексан : дих- 
лорметан : метанол (1 : 2 : 0,5), проводилось сравнение 
денситограмм отдельных треков между собой (рису-
нок 8), с целью выявления фракций с похожим сос- 

Рисунок 3. Хроматограмма полученная в системе БУВ 4 : 1 : 2 (фотография при 366 нм)

Figure 3. Chromatogram obtained in the BAW 4 : 1 : 2 system (picture at 366 nm)

Рисунок 4. Хроматограмма полученная в системе ГДМ (1 : 2 : 0,5) (фотография в видимом свете)

Figure 4. Chromatogram obtained in the HDM system (1 : 2 : 0.5) (visible light picture)

Рисунок 5. Хроматограмма полученная в системе ГДМ (1 : 2 : 0,5)(фотография при 254 нм)

Figure 5. Chromatogram obtained in the HDM system (1 : 2 : 0.5) (picture at 254 nm)
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тавом пятен. В результате обработки полученных  
изображений, а также денситограмм, было выяв-
лено, что гексановая и дихлорметановая фракции 
имеют схожий состав пятен и содержат наибольшее 
количество соединений, по сравнению с бутаноль-
ной и водной фракцией. Следуя из вышесказанного, 
УФ-спектроскопию пятен было решено проводить на 
треках 1 и 2. 

Также аналогичным образом проводилась обра-
ботки изображений и денситограмм, снятых с хро-
матограммы полученной в системе БУВ (4 : 1 : 2) (ри-
сунок 9), было выявлено что бутанольная фракция 
содержит наибольшее разнообразие метаболитов. 
УФ-спектроскопию пятен было решено проводить на 
треке 7. 

Таблица 2. Параметры проведения  
сканирующей денситометрии

Table 2. Parameters of scanning densitometry

Номер п/п 
Number

Параметры
Parameters

Показатели  
параметров

Parameter indicators

1 Тип сканирования
Scan type

Множественные λ
Multiple λ

2 Используемые длины волн
Wavelengths

254 нм, 366 нм
254 nm, 366 nm.

3 Режим измерения
Measurement mode

Абсорбция
Absorbance

4 Скорость сканирования
Scanning speed

20 мм/с
20 mm/s

5
Разрешение
Resolution

100 мкм 
100 microns

Рисунок 6. Хроматограмма полученная в системе ГДМ (1 : 2 : 0,5) (фотография при 366 нм)

Figure 6. Chromatogram obtained in the HDM system (1 : 2 : 0.5) (picture at 366 nm)

Рисунок 7. Сканирующая денситометрия (366 нм) хроматограммы, полученной в системе гексан : дихлорметан : метанол (1 : 2 : 0,5)

Figure 7. Scanning densitometry (366 nm) of a chromatogram obtained in the system hexane : dichloromethane : methanol (1 : 2 : 0,5)
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Обработку полученных снимков производили в 
программном обеспечении VisionCATS. С помощью 
опции «Data View» определялось Rf и фиксирова-
лись Rf-метки пятен на снимках. УФ-спектроскопию 
пятен проводили с помощью спектроденситометра 
Camag Scanner 3 в режиме отражения, при скорос- 
ти сканирования 20 нм/с, в диапазоне 190–450  нм 
(рисунок 10). 

Обработка УФ-спектров производилась в базе 
данных природных соединений – Dictionary of Natural 
Products, компании Taylor  &  Francis Group (Вели- 
кобритания), а также в сравнение с УФ-спектрами 
индивидуальных соединений, выделенных в преды-
дущих исследованиях [15–17] и литературными дан-
ными. Согласно УФ-спектрам пятен на хроматограм-
ме, полученной в системе ГДМ (1 : 2 : 0,5) обнаружено, 

Рисунок 8. Сравнение денситограмм полученных с трека 1 и 2.

Figure 8. Comparison of densitograms obtained from tracks 1 and 2

Рисунок 9. Сканирующая денситометрия (254 нм) хроматограммы, полученной в системе БУВ (4 : 1 : 2)

Figure 9. Scanning densitometry (254 nm) of the chromatogram obtained in the BAW system (4 : 1 : 2)
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что основными группами соединений, содержащихся 
в гексановой и дихлорметановой фракциях являют-
ся производные халконов, дигидрохалконов, бибин-
зилов а также 9,10-дигидрофенантренов [16–20, 21]. 
В то время, как в бутанольной фракции основными  
группами вторичных метаболитов являются произ-
водные флавоноидов и танинов [15, 22]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные данные позволяют отметить эффек-

тивность, экспрессность и наглядность метода ВЭТСХ 
для проведения предварительного фитохимического 
исследования и определения основных групп мета-
болитов перспективных видов ЛРС.
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