
58

Health & Education / Вип. 3, 2024

УДК 615.32:547.56:543.544.943.3.068.7
DOI https://doi.org/10.32782/health-2024.3.7

ІДЕНТИФІКАЦІЯ ФЕНОЛЬНИХ СПОЛУК ЗИМОЛЮБКИ ЗОНТИЧНОЇ ТРАВИ 
МЕТОДОМ ВИСОКОЕФЕКТИВНОЇ ТОНКОШАРОВОЇ ХРОМАТОГРАФІЇ

Коврегін Олексій Володимирович,
аспірант кафедри клінічної фармакології

Інституту підвищення кваліфікації спеціалістів фармації
Національного фармацевтичного університету

ORCID: 0009-0000-5269-4073

Михайленко Ольга Олександрівна,
кандидат фармацевтичних наук,

доцент кафедри фармацевтичної хімії
Національного фармацевтичного університету,

запрошений дослідник у групі «Фармакогнозія та фітотерапія»,
UCL школа фармації, Лондон, Велика Британія

ORCID: 0000-0003-3822-8409

Людас Іванаускас,
доктор біомедичних наук, професор,

завідувач кафедри аналітичної та токсикологічної хімії
Литовського університету наук здоров’я, Каунас, Литва

ORCID: 0000-0001-5390-2161

Владимирова Інна Миколаївна,
доктор фармацевтичних наук, професор,

професор кафедри клінічної фармакології
Інституту підвищення кваліфікації спеціалістів фармації

Національного фармацевтичного університету
ORCID: 0000-0002-4846-8839

У статті представлені дослідження, присвячені визначенню якісного складу фенольних сполук трави зимо-
любки зонтичної. Для реалізації поставленої мети застосовано метод високоефективної тонкошарової хрома-
тографії (HPTLC), який широко використовується для фармакопейного аналізу лікарської рослинної сировини. 

Для дослідження використовували висушену траву зимолюбки зонтичної Chimaphila umbellata (L.) (вироб-
ник ТМ «Зелена аптека», м. Житомир). Визначення методом високоефективної тонкошарової хроматографії 
(ВЕТШХ) проводили за допомогою приладу CAMAG, що складається з напівавтоматичного пробовідбірни-
ка Linomat 5, камери автоматичного проявлення 2 (ADC2), нагрівача пластини TLC III і візуалізатора ТШХ, 
з’єднаного з програмним забезпеченням visionCATS 2.1. Використовували пластини ВЕШХ силікагель Si 60 F254, 
20 х 10 cm (Merck KGaA, Дармштадт, Німеччина) та стандартні зразки хлорогенової кислоти, кавової кислоти, 
гіперозиду, рутину, кверцетину, авікуляріну, ізокверцетину та галової кислоти.

Як рухому фазу використовували: етилацетат – мурашину кислоту – воду очищену 68 : 8 : 8, виявлення хрома-
тографічних зон проводили, використовуючи специфічний реагент – аміноетиловий ефір дифенілборної кислоти 
Р та макрогол. Хроматограми переглядали в УФ-світлі за довжини хвилі 254 нм, 365 нм і під денним світлом до 
та після дериватизації.

Порівняння зон у траві зимолюбки із зонами стандартів дало змогу припустити наявність гіперозиду (Rf 
0,41), авікулярину (Rf 0,67), ізокверцетину (Rf 0,45), галової (Rf 0,81), кофейної кислот (Rf 0,87) у траві зимолюбки 
зонтичної.

Таким чином, достатньо різноманітний вміст фенольних сполук у сировині свідчить про можливість стан-
дартизації трави зимолюбки зонтичної за такими класами БАР, як гідроксикоричні кислоти та флавоноїди. 

Ключові слова: зимолюбка лікарська, фенольні сполуки, гіперозид, ізокверцетин, хроматографічні методи.
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Oleksiy Kovregin, Olha Mykhailenko, Liudas Ivanauskas, Inna Vladymyrova. Identification 
of phenolic compounds of Chimaphila umbellata (L.) herb through high-performance thin-layer 
chromatography

The article presents a study devoted to the determination of the qualitative composition of phenolic compounds of 
Chimaphila umbellata (L.) herb. The of high-performance thin-layer chromatography (HPTLC) method was used to 
realize the set aim, which is widely used for pharmacopoeial analysis of medicinal plant materials.

The dried herb of Chimaphila umbellata (producer of TM “Zelena Apteka”, Zhytomyr) was used for the research. 
HPLC determinations were performed using a CAMAG instrument consisting of a Linomat 5 semi-automatic sampler, 
an automatic developing camera 2 (ADC2), a TLC III plate heater, and a TLC visualizer connected to visionCATS 2.1 
software. Plates of HPTLC silica gel Si 60 F254, 20 x 10 cm (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) were used. Standard 
samples of chlorogenic acid, caffeic acid, hyperoside, rutin, quercetin, avicularin, isoquercetin and gallic acid were used. 
The following was used as a mobile phase: ethyl acetate – formic acid – water (68 : 8 : 8), detection of chromatographic 
zones was carried out using a specific reagent – diphenylboronic acid aminoethyl ether P and macrogol P. Chromatograms 
were viewed in UV light at wavelengths of 254 nm, 365 nm, and in daylight before and after derivatization.

Comparison of the zones in the plant sample with the zones of the standards allowed us to assume the presence of 
hyperoside (Rf 0.41), avicularin (Rf 0.67), isoquercetin (Rf 0.45), gallic (Rf 0.81), caffeic acids (Rf 0.87) in Chimaphila 
umbellata herb.

Thus, the sufficiently diverse content of phenolic compounds in the herbal raw materials indicates the possibility of 
standardization of Chimaphila umbellata according to such biologically active compound classes as hydroxycinnamic 
acids and flavonoids.

Key words: Chimaphila umbellata, phenolic compounds, hyperoside, isoquercetin, chromatographic methods.

Вступ. Chimaphila umbellata (L.) – багаторічна 
трав’яниста рослина [1], що має сечогінну [2], 
в’яжучу, болезаспокійливу [3] та інші дії і може 
лікувати різні стани в разі захворювань нирок 
і сечовивідних шляхів [4]. У траві зимолюбки 
зонтичної виявлені глікозид арбутин, дубильні 
речовини (до 5 %), флавоноїди, таніни, гірку 
речовину (урсон) [5], органічні кислоти, камеді, 
смоли, слиз [6]. Також у траві містяться ситос-
терин, хінна та галова кислоти, метиловий ефір 
саліцилової кислоти [7], вітаміни, мікроелементи 
й інші біологічно активні речовини [8]. 

Рослинні поліфеноли як дієтичні антиокси-
данти відіграють важливу роль у харчуванні 
та збереженні здоров’я [9]. Деякі дослідження 
показали, що серед дієтичних антиоксидантів 
фенольні сполуки є найбільш поширеними в раці-
оні людини [10, 11].

Існують різні методи якісного та кількісного 
визначення фенольних сполук у лікарській рос-
линній сировині: хроматографічні (ПХ, ТШХ, 
ВТШХ, ВЕРХ), спектроскопічні (спектрофотоме-
трія, фотоколориметрія) [12]. 

Сучасний метод високоефективної тонкоша-
рової хроматографії (ВЕТШХ) широко викорис-
товується для фармакопейного аналізу лікарської 
рослинної сировини [13]. Це дає можливість 
порівнювати результати різних видів або екс-
тракції паралельно на одній пластині або порів-
нювати треки з різних пластин за допомогою 
«віртуальної пластини». Крім того, результати 
можуть зберігатися у традиційній формі зобра-
ження (хроматограма) або як профілі піків із 
зображення / денситограми. Таким чином, цей 

метод є корисним інструментом для проведення 
не тільки якісного, але й специфічного та неспе-
цифічного якісного й кількісного визначення [12].

У світовій науковій літературі представлені 
відомості щодо наявності фенольних сполук 
у трави зимолюбки в джерелах [14–16]. У дослі-
дженому спиртовому екстракті C. umbellata (L.) 
авторами статті були визначені фенольні сполуки 
[4] (рис. 1). 

Мета та завдання. Метою цієї роботи дослі-
дження фенольних сполук трави зимолюбки зон-
тичної методом високоефективної тонкошарової 
хроматографії, сировина якої наявна на фарма-
цевтичному ринку України, з перспективою роз-
робки нормативної документації та розробки 
фітотерапевтичних засобів на її основі. 

Методи дослідження. Для дослідження вико-
ристовували висушену траву зимолюбки зонтич-
ної (виробник ТМ «Зелена аптека», м. Житомир). 

Визначення методом ВЕТШХ проводили 
за допомогою приладу CAMAG, що склада-
ється з напівавтоматичного пробовідбірника 
Linomat 5, камери автоматичного проявлення 2 
(ADC2), нагрівача пластини TLC III і візуаліза-
тора ТШХ, з’єднаного з програмним забезпечен-
ням visionCATS 2.1. Використовували пластини 
ВЕШХ силікагель Si 60 F254, 20 х 10 cm (Merck 
KGaA, Дармштадт, Німеччина).

Як рухому фазу використовували: етилацетат – 
мурашину кислоту – воду очищену 68 : 8 : 8, вияв-
лення хроматографічних зон проводили, викорис-
товуючи специфічний реагент – аміноетиловий 
ефір дифенілборної кислоти Р та макрогол. Хро-
матограми переглядали в УФ-світлі за довжини 



60

Health & Education / Вип. 3, 2024

хвилі 254 нм, 365 нм і під денним світлом до та 
після дериватизації.

Порошкоподібний рослинний матеріал (50 мг) 
екстрагували окремо 50%-м, 100%-м (об./об.) 
метанолом та ацетоном (1 : 10) на ультразвуко-
вій водяній бані протягом 20 хв за температури 
30 °C. Екстракт фільтрували за допомогою філь-
тра Millex R Syringe 0,45 мм. Еталонні зразки 
хлорогенової кислоти, кавової кислоти, гіперо-
зиду, рутину, кверцетину, авікуляріну, ізокверце-
тину, галової кислоти окремо розчиняли в мета-
нолі з концентрацією 1 мг/мл, потім обробляли 
ультразвуком протягом 10 хвилин за температури 
30 °C.

Зразки наносили на пластину у вигляді смуг 
шириною 8 мм за допомогою напівавтоматичного 
аплікатора Linomat 5 зі шприцом на 100 мкл. Від-
стань між лініями становила 2,0 мм, а швидкість 
нанесення становила 90 нл·с-1. Застосовували 
2 мкл для стандартів речовин і 7 мкл розчинів 
зразків.

Планшети проявляли в ADC 2 з насиченням 
камери (фільтровим папером) протягом 20 хв 
і після активації за відносної вологості 33 % про-
тягом 10 хв з використанням насиченого розчину 
хлориду магнію, проявлення етилацетатом – 
мурашиною кислотою – водою 68 : 8 : 8 (V/V) 
до відстані міграції 70 мм (від нижнього краю) 
з подальшим висушуванням протягом 5 хв.

Пластини обробляли шляхом занурення у роз-
чин А (2 г 2-аміноетеїлдифенілборинат у 200 мл 
метанолу), а потім у PEG400 (макрогол 400; 10 г 
поліетиленгліколю 400 у 200 мл дихлорметану), 

потім нагрівали за температури 100 °С протя-
гом 5 хв. Пластини візуалізували за допомогою 
CAMAG Visualizer під білим денним світлом, 
УФ 254 нм і УФ 366 нм, фотографували й аналі-
зували за допомогою програмного забезпечення 
(VisionCats).

Обговорення результатів. Ідентифікацію 
фенольних сполук і флавоноїдів сировини в мета-
нольних екстрактах і екстракту з ацетону прово-
дили за допомогою модифікованої фармакопейної 
методики тонкошарової хроматографії, яка зазна-
чена в монографіях Державної фармакопеї Укра-
їни для ідентифікації фенольних сполук у ЛРС 
[12]. Отримані хроматограми наведені на рис. 2. 

Для вибору оптимального розчинника для екс-
тракції проводили порівняння результатів хро-
матографічного аналізу в 50%-му метанольному, 
100%-му метанольному екстрактах і екстракті 
з ацетону. За результатами аналізу хроматогра-
фічних профілей, отриманих зі зразків сировини, 
ідентифіковані зони на рівні гіперозиду, авікуля-
рину й ізокверцетину порівняно із зонами стан-
дартних зразків (рис. 3). Інтенсивність забарв-
лення ідентифікованих зон відповідних сполук 
відмічалася приблизно однакова, але в екстракті, 
отриманому 100%-м метанолом, поділ зон був чіт-
ким, не відбувалась інтенсивна екстракція хлоро-
філів, які заважали розділенню зон. Отже, 100%-й 
метанол було вибрано як оптимальний розчинник 
для вилучення фенольних речовин зимолюбки. 

Порівняння зон у траві зимолюбки із зонами 
стандартів дало змогу припустити наявність гіпе-
розиду (Rf 0,41), авікулярину (Rf 0,67), ізокверце-

Рис. 1. Фенольні сполуки екстракту C. umbellata (L.): глюкопіранозил-ізогомоарбутин (1), 4'-O-β-D-
глюкопіранозил-ізогомоарбутин (2) і 5-5'-дегідро-ді(2-метил-4-гідрокси-феніл-1-O-β-D-глюкопіранозид) 

(3); циклогексанол: (1R,3R,4R)-3-метилциклогексанол β-D-глюкопіранозид (4); 3-[(E)-4-гідрокси-3-
метил-2-бутеніл]-4-гідрокси-2-метилфеніл-O-β-D-глюкопіранозид (5); ізогомоарбутин (6), кверцетин (7), 

кверцитрин (8), ізокверцитрин (9), гіперозид (10), кемпферол (11) і югланін (12)
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тину (Rf 0,45), галової (Rf 0,81), кофейної кислот 
(Rf 0,87) у досліджуваній сировині (рис. 4).

Відповідно до проведеного літературного 
огляду вітчизняних та іноземних джерел науко-
вої літератури, наразі відсутні наукові публікації 
аналізу біологічно активних сполук зимолюбки 

хроматографічними методами. Тільки в оглядовій 
статті [9] наводиться інформація про присутність 
у листі і квітів зимолюбки флавоноїдів, серед 
яких гіперозид, кемпферол і авікулярин є доміну-
ючими. 

Висновки. Методом ВЕТШХ визначений 

Рис. 2. ВЕТШХ зони метанольного екстракту зимолюбки за довжини хвилі 254 нм (a), 365 нм (b) і 
під денним світлом (c) до дериватизації та за довжини хвилі 365 нм (d) і під денним світлом (e) після 

дериватизації та профіль денситометричного сканування (f) зон за 365 нм. Система: етилацетат – 
мурашина кислота – вода (68 : 8 : 8) (V/V); дериватізація аміноетиловим ефіром дифенілборної кислоти з 

подальшим макроголом 400 і нагріванням за температури 105 °C 5 хв

Рис. 3. Профіль ВЕТШХ зразків зимолюбки (50%-й, 100%-й метанол та ацетон)  
і стандартів під УФ 366 нм після дериватізації
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якісний склад фенольних сполук трави зимо-
любки зонтичної. Ідентифікацію фенольних 
сполук у досліджуваній сировині проводили за 
допомогою модифікованої фармакопейної мето-
дики тонкошарової хроматографії, яка зазначена 
в монографіях Державної фармакопеї України 
для ідентифікації фенольних сполук у ЛРС.

За результатами проведеного дослідження 
було встановлено, що 50%-й метанол є оптималь-
ним екстрагентом для вилучення фенольних спо-
лук із трави зимолюбки, а результати ВЕТШХ із 
використанням стандартів дали можливість при-

пустити наявність у траві зимолюбки зонтичної 
гіперозиду, авікулярину, ізокверцетину, гало-
вої, кофейної кислот. Враховуючи, що нами не 
було знайдено літературних даних щодо аналізу 
фенольних сполук у цьому виді сировини мето-
дами ПХ, ТШХ або ВЕШХ, такі дослідження 
наведені вперше.

Таким чином, достатньо різноманітний вміст 
фенольних сполук у сировині свідчить про мож-
ливість стандартизації трави зимолюбки зонтич-
ної за такими класами БАР, як гідроксикоричні 
кислоти та флавоноїди. 

Рис. 4. Профіль ВЕТШХ зразку зимолюбки (100%-й метанол) і визначених стандартів під УФ 254 нм (A) 
до дериватізації та під УФ 366 нм після дериватізації (В) і білим світлом після дериватізації (С)
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