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из  воздушно-сухих побегов клюквы болотной. 
Были подобраны оптимальные условия разде-
ления маркерного компонента – хлорогеновой 
кислоты и сопутствующих соединений: смесь 
растворителей, детектирующий реактив, 
объем наносимой пробы, тип хроматогра-
фической пластинки. Определение основной 
группы биологически активных веществ ме-
тодом тонкослойной хроматографии в клюк-
ве болотной побегах возможно проводить 
в  следующих условиях: сорбент  – силикагель, 
нанесенный на  алюминиевую или  полимер-
ную подложку, элюент  – безводная муравьи-
ная кислота  – вода  – этилацетат (10:10:84), 
проявители – пары аммиака и алюминия хло-
рид спиртовой раствор 2%, оптимальный 
объем пробы  – 10 мкл спиртового раствора, 

Разработка новых и  совершенствование 
существующих методик определения подлин-
ности и  оценки качества нового лекарствен-
ного растительного сырья (ЛРС), а  также 
известных фармакопейных видов ЛРС подраз-
умевают определение мажорного или маркер-
ного соединения, по  которому проводится 
сквозная стандартизация и  ЛРС, и  будущих 
лекарственных средств на  его основе. Це-
лью данной работы является разработка 
методики определения подлинности клюк-
вы болотной побегов методом тонкослой-
ной хроматографии по  маркерному соедине-
нию – хлорогеновой кислоте. Анализ методом 
тонкослойной хроматографии (ТСХ) прово-
дили с водно-спиртовым извлечением (экстра-
гент  – спирт этиловый 70%), полученным 
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или мажорному компоненту, наличие которо-
го в сырье подтверждает его подлинность [2]. 
Представитель семейства вересковые – клюк-
ва болотная – интересна в качестве источника 
биологически активных веществ (БАВ) наряду 
с другими фармакопейными видами вереско-
вых [3]. Ведущей группой БАВ в листьях клюк-
вы болотной являются фенольные соедине-
ния: флавоноиды, производные кверцетина, 
лютеолина; гидроксикоричные кислоты, в том 
числе коричная, хлорогеновая, кофейная 
кислоты; кумарины: дигидрокумарин и  ум-
беллиферон  [4,5]. Плоды клюквы известны 
антиоксидантным [6], противомикробным [7], 
антипролиферативным  [8], противовоспали-
тельным [9], антиканцерогенным, кардиопро-
текторным [10] действием и могут заготавли-
ваться наряду с листьями.

В  соответствии с  этим цель данной рабо-
ты  – разработка методики оценки подлинно-
сти клюквы болотной побегов методом тон-
кослойной хроматографии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектами исследования были образцы 
побегов клюквы болотной Oxycoccus palustris 
Pers., собранные в  нескольких регионах Рос-
сийской Федерации в  фазу плодоношения 
в местах естественного произрастания. Побе-
ги сушили воздушно-теневым способом.

Пробоподготовку извлечения проводи-
ли согласно ранее разработанной методике 
для голубики болотной листьев [11].

Полученное извлечение в  объеме 2,5; 5,0 
и  7,5 мкл наносили с  помощью микрошпри-
ца Hamilton Gastight Syringe объемом 10  мкл 
(Hamilton, США) на  хроматографические пла-
стинки марки Sorbfil ПТСХ-П-В-УФ (Россия) 
и  ПТСХ-АФ-А-УФ размером 100х100  мм (тип 
сорбента: силикагель СТХ-1ВЭ и  силикагель 
СТХ-1А; зернение: 8–12 и  5–17 мкм; толщина 
слоя: 100 и  110 мкм, связующее: силиказоль; 

оптимальный объем стандартного образца 
хлорогеновой кислоты 7,5 мкл, время насыще-
ния камеры парами элюента – 30 минут, вре-
мя элюирования  – 55–60 минут, время выдер-
живания пластинки в сушильном шкафу после 
обработки алюминия хлоридом спиртовым 
раствором 2%  – 3 минуты. Для  определения 
подлинности лекарственного растительного 
сырья клюквы болотной побеги разработана 
методика определения маркерного компонен-
та, хлорогеновой кислоты, методом тонкос-
лойной хроматографии – как экспресс-метод, 
используемый в  Государственной фармакопее 
Российской Федерации, а  также фармакопеях 
других стран.

Ключевые слова: клюква болотная, побе-
ги, подлинность, хлорогеновая кислота, тон-
кослойная хроматография

Контроль качества лекарственного рас-
тительного сырья (ЛРС) включает оценку 
подлинности с использованием простых, бы-
стрых, воспроизводимых и  точных методик. 
В  Государственной фармакопее Российской 
Федерации XIV издания (ГФ РФ XIV) основным 
методом определения подлинности ЛРС яв-
ляется тонкослойная хроматография (ТСХ). 
Только для  5 объектов (ФС.2.5.0011.15 «Дон-
ника трава»; ФС.2.5.0081.18 «Лимонника ки-
тайского плоды»; ФС.2.5.0082.18 «Лимонника 
китайского семена»; ФС.2.5.0091.18 «Рапонти-
кума сафроловидного корневища с корнями»; 
ФС.2.5.0036.15 «Родиолы розовой корневища 
и  корни») предложены методики на  основе 
высокоэффективной жидкостной хромато-
графии и для 2 объектов (ФС.2.5.0098.18 «Тми-
на обыкновенного плоды»; ФС.2.5.0102.18 
«Фенхеля обыкновенного плоды»)  – газо-
жидкостной хроматографии [1]. ТСХ является 
менее затратным и по временному, и по эко-
номическому ресурсу для  определения под-
линности сырья. При  этом контроль каче-
ства необходимо проводить по  маркерному 
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по  показателям: специфичность, робастность 
(устойчивость), воспроизводимость [1].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На  первом этапе нами подобраны опти-
мальные условия разделения хлорогеновой 
кислоты (ХК) как маркерного, хемотаксономи-
ческого соединения для рода Vaccinium L. [11] 
от сопутствующих соединений при испытании 
10 элюирующих систем (табл. 1), выбранных 
согласно литературным данным [1,12–14].

тип подложки: ПЭТФ и  алюминий). Раствори-
тели использовали марки х.ч. (ЗАО «Вектон», 
Россия). Зоны адсорбции просматривали 
в  видимом и  УФ-свете после обработки па-
рами аммиака (как  специфичного реактива 
на фенолокислоты) и алюминия хлорида спир-
товым раствором 2% (для  визуализации 
сопутствующих фенольных соединений  – 
флавоноидов)  [13,14]. Использовали стан-
дартный образец (СО) хлорогеновой кислоты 
(Chlorogenic acid CRS, code: Y0000569, 97,1%, 
Ph. Eur.  Reference Standard). Валидационная 
оценка разработанной методики проводилась 

Таблица 1

ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ ХК В РАЗЛИЧНЫХ ЭЛЮИРУЮЩИХ СИСТЕМАХ

№
п/п

Элюент
Rf±0,02, 

стандартный образец, 
хлорогеновая кислота

Rf±0,02, 
исследуемое 
извлечение

1 Безводная муравьиная кислота – вода – 
этилацетат (10:10:84) 

0,63 0,62

2 Безводная муравьиная кислота – вода – 
этилацетат (8:8:84) 

0,84 0,83

3 Безводная муравьиная кислота – ледяная 
уксусная кислота – вода – этилацетат 
(11:11:27:100) 

0,91 0,92

4 Безводная муравьиная кислота – ледяная 
уксусная кислота – вода – этилацетат 
(7,5:7,5:18:67) 

0,46 0,47

5 Безводная муравьиная кислота – ледяная 
уксусная кислота – вода – этилацетат 
(7:7:14:72) 

0,90 0,91

6 Вода – метанол – этилацетат (8:15:77) 0,54 0,54

7 Безводная муравьиная кислота – ледяная 
уксусная кислота вода – этилацетат 
(11:11:26:100) 

0,85 0,87

8 Безводная муравьиная кислота – метанол – 
вода – этилацетат (2,5:4:4:50) 

0,61 0,63

9 Вода – ацетонитрил – ледяная уксусная 
кислота (78:19:31) 

Нет разделения Нет разделения
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подложками, элюент: безводная муравьиная 
кислота  – вода  – этилацетат (10:10:84), про-
явители – пары аммиака и алюминия хлорида 
спиртовой раствор 2%, оптимальный объем 
пробы  – 10 мкл спиртового раствора, опти-
мальный объем стандартного образца хлоро-
геновой кислоты – 7,5 мкл, время насыщения 
камеры парами элюента – 30 мин., время элю-
ирования  – 55–60 мин., время выдерживания 
пластинки в сушильном шкафу после обработ-
ки алюминия хлорида спиртовым раствором 
2% – 3 мин. Для проявления хроматографиче-
ских зон адсорбции хроматограмму просма-
тривают в видимом и УФ-свете, далее обраба-
тывают парами аммиака и алюминия хлоридом 
спиртовым раствором 2%. После обработки 
каждым реактивом повторно просматривают 
в видимом и УФ-свете. Пары аммиака являются 
специфическим реактивом для  детекции фе-
нолокислот, применение алюминия хлорида 
позволяет визуализировать такие сопутствую-
щие фенольные соединения, как флавоноиды.

После проведения хроматографирования 
на  пластинке должна наблюдаться зона ад-
сорбции с голубой флуоресценцией на уровне 
зоны адсорбции СО  хлорогеновой кислоты. 
Могут наблюдаться зоны адсорбции с желтой 

Зоны адсорбции проявляли различными 
проявителями, оценивая контрастность, спец-
ифичность и доступность детектирующего ре-
актива (табл. 2).

По  ТСХ-профилю зон адсорбции, получен-
ному на  хроматограммах, оптимальное раз-
деление хлорогеновой кислоты в извлечении 
из клюквы болотной побегов наблюдали в си-
стеме «безводная муравьиная кислота – вода – 
этилацетат» (10:10:84) и при последователь-
ной обработке пластинки парами аммиака 
и  алюминия хлорида спиртовым раствором 
2% (рис. 1).

Кроме того, установлено, что при  исполь-
зовании в  качестве сорбента силикагеля, на-
несенного как на алюминиевую, так и на поли-
мерную подложку, наблюдается эффективное 
разделение хлорогеновой кислоты и  сопут-
ствующих фенольных соединений с получени-
ем сходных ТСХ-профилей и значений фактора 
удерживания.

В  результате анализа нами предложены 
следующие условия определения основ-
ной группы БАВ в  клюкве болотной побегах: 
сорбент  – силикагелевые пластинки марки 
Sorbfil размером 100х100  мм с  полимерной 
ПТСХ-П-В-УФ или алюминиевой ПТСХ-АФ-А-УФ 

Таблица 2

ХАРАКТЕРИСТИКА ДЕТЕКТИРУЮЩИХ РЕАГЕНТОВ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ  
ХЛОРОГЕНОВОЙ КИСЛОТЫ В КЛЮКВЕ БОЛОТНОЙ ПОБЕГАХ МЕТОДОМ ТСХ

№ Детектирующий реактив
Окрашивание хроматографических зон 

хлорогеновой кислоты

1 Видимый свет Серое окрашивание

2 УФ-свет (254 нм) Светло-зеленое свечение

3 Пары аммиака водного раствора 25% Серое окрашивание

4 Пары аммиака водного раствора 25%  
в УФ-свете (254 нм) 

Желто-зеленое окрашивание

5 Алюминия хлорид спиртовой раствор 2% Не проявляется

6 Алюминия хлорида спиртовой раствор 2% 
и УФ-свет (254 нм) 

Голубое свечение
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Таблица 3

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПАРАМЕТРА «РОБАСТНОСТЬ» МЕТОДИКИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ  
ОСНОВНОЙ ГРУППЫ БАВ В КЛЮКВЕ БОЛОТНОЙ ПОБЕГАХ

№
п/п

Время насыщения 
хроматографической 

камеры (мин.) 

Rf±0,02, 
стандартный образец – 
хлорогеновая кислота

n=3

Rf±0,02,
исследуемое 
извлечение

n=3

1 0 нет разделения нет разделения

2 10 нет разделения нет разделения

3 20 0,57 0,59

4 30 0,64 0,64

5 40 0,64 0,64

6 50 0,65 0,64

7 60 0,63 0,64

РИС. 1. Хроматограмма 
с извлечениями из клюквы 

болотной побегов, 
собранных в разных местах 

естественного произрастания:  
1 – окрестности деревни 
Шамокша (Ленинградская 
область), 2 – Куйвозовское 

сельское поселение 
(Ленинградская область),  

3 – поселок Визимьяры 
(Республика Марий Эл),  

4 – Кличевский район 
Могилевской области 
(Республика Беларусь),  

5 – Вилейский район Минской 
области (Республика Беларусь), 

6 – стандартный образец 
хлорогеновой кислоты 

(Ph. Eur. Reference Standard) 1 2 3 4 5 6



30

ФАРМАЦЕВТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ И КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ

ВОПРОСЫ ОБЕСПЕЧЕНИЯ КАЧЕСТВА ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. №1 (43) 2024

подложкой. Анализ выполнялся в разные дни 
разными аналитиками.

Как  следует из  полученных результатов, 
методика отличается достаточной воспроиз-
водимостью и позволяет добиться разделения 
на  силикагелевых пластинах как с  алюминие-
вой, так и полимерной подложкой.

ВЫВОДЫ

Таким образом, разработана методика 
определения подлинности клюквы болотной 
побегов с  помощью ТСХ по  маркерному ком-
поненту – кислоте хлорогеновой. Методика от-
личается специфичностью, удовлетворитель-
ными воспроизводимостью и устойчивостью.
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ли
ти

ки

ПТСХ-П-В-УФ ПТСХ-АФ-А-УФ
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хлорогеновая кислота

n=3
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n=3
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стандартный образец – 
хлорогеновая кислота
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извлечение
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The  development of  new and  improvement of  existing methods for  determining the  authenticity 
and quality assessment of new and well-known medicinal plant raw materials include determination of 
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a major or marker compound. According to this compound end-to-end standardization of raw material 
and  medicinal preparations is  carried out. The  aim of  this work was development of the  technique 
for identification of marsh cranberry shoots by thin – layer chromatography (TLC) using a marker compound, 
chlorogenic acid. The  analysis by thin-layer chromatography was carried out with water  – alcohol 
extraction from air-dry shoots of  marsh cranberry. Optimal conditions for the  separation of the  marker 
component – chlorogenic acid – from related compounds were selected: a mixture of solvents, a detecting 
reagent, the volume of the sample, the type of chromatographic plate. Determination of the main group 
of  biologically active substances by thin-layer chromatography in  cranberries of  marsh shoots can be 
carried out under the following conditions: sorbent – silica gel applied to an aluminum or polymer substrate, 
eluent – anhydrous formic acid – water – ethyl acetate (10:10:84), developers – ammonia and aluminum 
chloride alcohol solution 2%, optimal sample volume – 10 µl alcohol solution, optimal volume of a standard 
sample of chlorogenic acid 7.5 µl, saturation time eluent vapor chambers – 30 minutes, elution time – 55–
60 minutes, the holding time of the plate in the drying cabinet after aluminum chloride treatment with an 
alcohol solution of 2% – 3 minutes. The TLC technique for quantitative determination of medicinal plant 
raw material, marsh cranberry shoots, has been developed. This method can be used as an express method 
for identification of chlorogenic acid as a marker component.

Keywords: marsh cranberry, shoots, identification, chlorogenic acid, thin-layer chromatography 
(TLC) 


