
Фармация и фармакология. № 2 (9), 2015 

14 

ским действием и могут иметь значение 
как самостоятельные биологически актив-
ные вещества. Салициловая, хлорогеновая, 
кофейная и галловая кислоты обладают ан-
тимикробным и фунгистатическим дей-
ствием, производные кофейной кислоты 
проявляют желчегонную активность. Экс-
периментально установлено, что галловая, 
ванилиновая, кофейная, п-оксибензойная 
кислоты являются эффективными пере-
хватчиками свободных радикалов, оказы-
вая антиоксидантное действие [1]. Кислота 
феруловая проявляет церебро- и кардио-
протекторное действие. Также установле-
но, что кислота галловая обладает выра-
женной иммуномодулирующей активно-
стью, так как индуцирует выработку окси-
да азота для макрофагов, потенцирует вы-
работку интерферона и способствует акти-
вации иммунокомпетентных клеток [3]. 

В связи с этим несомненный интерес 
представляет поиск растений отечественной 
флоры с высоким содержанием фенолкарбо-
новых кислот (ФК). Одним из перспектив-
ных растений является ива (Salix L.), различ-
ные виды которой отличаются высоким со-
держанием фенольных соединений. 

Цель настоящей работы – определение 
качественного состава и количественного 
содержания фенолкарбоновых кислот в по-
бегах ивы трехтычинковой (Salix triandra L.). 
Данный вид имеет широкий ареал произрас-
тания, успешно подвергается вегетативному 
размножению и обеспечивает быстрый и вы-
сокий прирост фитомассы [4]. 

Образцы побегов ивы трехтычинковой 
были заготовлены в Ставропольском крае в 
окрестностях г. Пятигорска на берегу реки 
Подкумок в конце мая – июне 2013 года. В 
качестве сырья заготавливали только мо-
лодые (текущего года) облиственные, 
неодревесневшие побеги. В дальнейшем 
проводили сравнение содержания ФК в об-
лиственных побегах, а также в листьях и 
побегах по отдельности.  

Качественный состав ФК изучали мето-
дом высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии (ВЭЖХ). Исследование проводили 
на высокоэффективном жидкостном хрома-
тографе фирмы «Gilston», модель 305 
(Франция), оснащенном ручным инжектором 

«Rheodyne» 7125 (США). Компьютерную 
обработку результатов исследования прово-
дили с помощью программы Мультихром 
для Windows. Условия анализа: неподвижная 
фаза – металлическая колонка размером 4,6 
× 250 мм KromasilC18, размер частиц 5 мик-
рон; подвижная фаза: метанол-вода-кислота 
о-фосфорная концентрированная, в соотно-
шении 400:600:5; температура 20°С; ско-
рость подачи элюента 0,8 мл/мин; продол-
жительность анализа 60 мин; детектирование 
с помощью УФ-детектора «Gilston» UV/VIS 
(модель 151) при длине волны 254 нм. 

Пробоподготовка: аналитическую про-
бу сырья измельчали до размера частиц, 
проходящих сквозь сито с отверстиями 
диаметром 2 мм (по ГОСТ 214-83). Около 
1,0 г сырья (точная навеска) помещали в ко-
ническую колбу вместимостью 100 мл, при-
бавляли 30 мл спирта этилового 70%, при-
соединяли к обратному холодильнику и 
нагревали на кипящей водяной бане в тече-
ние 1 часа с момента закипания спиртовод-
ной смеси в колбе. После охлаждения смесь 
фильтровали через бумажный фильтр в 
мерную колбу объемом 50 мл и доводили 
спиртом этиловым 70% до метки. Парал-
лельно готовили серию 0,05% растворов 
сравнения в спирте этиловом 70%: кислоты 
галловой, кислоты кофейной, кислоты хло-
рогеновой, кислоты неохлорогеновой, кис-
лоты коричной, кислоты цикориевой, кис-
лоты феруловой. В колонку хроматографа 
попеременно вводили по 50 мкл испытуе-
мых извлечений и растворов сравнения и 
хроматографировали в вышеприведенных 
условиях. Идентификацию веществ прово-
дили по времени удерживания. 

Количественное определение суммы ФК 
проводили экстракционно-спектрофотомет- 
рическим методом. Он используется в случае 
высокого содержания в сырье флавоноидов. 
Сущность методики заключается в избира-
тельной экстракции ФК в этилацетат. Снача-
ла получают суммарное водно-спиртовое 
извлечение, которое затем упаривается до 
водного остатка. Затем создается кислое зна-
чение рН, при котором ФК переходят в про-
тонированную форму и экстрагируются ор-
ганическим растворителем, а флавоноиды 
остаются в водном слое. Указанные условия 
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признаны оптимальными для разделения 
этих групп соединений. Методика была 
успешно апробирована при разделении ру-
тина и кислоты кофейной [5].  

Около 1,0 г измельченного сырья (точ-
ная навеска) помещали в колбу со шлифом 
вместимостью 250 мл, приливали 20 мл 
спирта этилового 70%, присоединяли к об-
ратному холодильнику и нагревали на ки-
пящей водяной бане в течение 30 минут с 
момента закипания спирта этилового в 
колбе. Экстракцию повторяли трижды в 
описанных выше условиях. После охла-
ждения полученные извлечения фильтро-
вали через бумажный фильтр и упаривали 
до 20 мл водного остатка. Остаток перено-
сили в мерную колбу вместимостью 50 мл 
и доводили раствором кислот с рН 2,0 до 
метки (раствор А). 

Экстрагировали 5 мл раствора А (Vx) в 
делительной воронке четырьмя порциями 
этилацетата по 10 мл (каждая экстракция 
длилась 5 минут). Этилацетатное извлече-
ние фильтровали через безводный натрия 
сульфат в мерную колбу вместимостью 50 
мл и доводили этилацетатом до метки (рас-
твор Б). Измеряли оптическую плотность 
раствора Б на спектрофотометре СФ-2000 

при длине волны 325 нм. Содержание сум-
мы ФК пересчитывали на доминирующий 
компонент – кислоту хлорогеновую. 

Количественное содержание суммы 
ФК в % рассчитывали по формуле (1): ܺ = Ах ∙ 50 ∙ 50 ∙ 100Еуд ∙ ах ∙ хܸ ∙ (100 − Вл), 	(1) 
где: А – оптическая плотность испытуемо-

го раствора,  
Еуд – удельный показатель поглощения 
кислоты хлорогеновой (504,4);  
Vх – объем аликвоты раствора А, мл;  
аx – масса сырья, г;  
Вл – массовая доля влаги, %. 
Примечание: раствор кислот с рН 2,0 го-

товили следующим образом. 0,62 г кислоты 
борной растворяли в мерной колбе (вместимо-
стью 1 л) в 125 мл воды очищенной при нагре-
вании, охлаждали и прибавляли 0,65 мл кисло-
ты ортофосфорной концентрированной и 0,58 
мл кислоты уксусной ледяной, доводили водой 
очищенной до метки, перемешивали. 

В таблице 1 приведены результаты ка-
чественного определения фенолкарбоно-
вых кислот методом ВЭЖХ. 

Таблица 1 – Идентификация фенолкарбоновых кислот в образцах сырья ивы 
трехтычинковой (метод ВЭЖХ) 

Наименование 
стандартного 

образца 

Анализируемые образцы сырья 
Побеги с листьями Листья Побеги без листьев 

время, 
мин 

площадь 
пика, 

mV·сек 

конц, 
% 

время, 
мин 

площадь 
пика, 

mV·сек

конц, 
% 

время, 
мин 

площадь 
пика, 

mV·сек 
конц, %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
галловая 3,86 1572,05 5,52 3,56 2178,30 4,76 3,99 1855,1 14,17 
хлорогеновая 5,12 676,23 2,37 4,86 2126,44 4,64 5,28 588,10 4,49
неохлорогеновая 8,05 1106,49 3,89 7,65 1467,05 3,20 8,28 1056,3 8,07

цикориевая 9,24 784,06 2,75 8,92 1125,99 2,46 9,46 298,32 2,28 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

феруловая 11,20 1013,56 3,56 11,30 849,21 1,85 11,49 94,56 0,72
коричная 24,33 1896,12 6,66 23,32 1835,93 4,01 24,85 3,59 0,03
Итого, % 24,75 20,92 29,76 
Итого, % 
(без кислоты 
галловой) 

19,23 16,16 15,59 

 

Примечание: в таблице приведены % от суммы всех БАВ, извлекаемых спиртом  
70% и имеющих полосу поглощения в области 254 нм 
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трехтычинковой. Также полученные данные расширяют сведения о химическом составе 
изучаемого растительного сырья. Ранее подтверждено наличие фенолкарбоновых кислот в 
побегах 4 видов ивы, произрастающих на Северном Кавказе [6], которое оказалось в пре-
делах 0,76 – 1,21%. В связи с этим необходимо дальнейшее изучение различных предста-
вителей рода Salix L. для расширения сырьевой базы растений отечественной флоры, со-
держащих фенолкарбоновые кислоты.  
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FLAVONOIDS IN THE GRASS OF TRIBULUS TERRESTRIS L. 

P.E. Khudenko, S.L. Morokhina, D.M. Popov, N.S. Tereshina 
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В данной статье представлено сырье 
якорцев стелющихся как перспективный 
образец для изучения. Приведен пример 
обнаружения флавоноидов методом ульт-
раэффективной жидкостной хроматогра-
фии / МС на хроматографе Waters Acquility 
с тандемным квадрупольным MC-
детектором TQD (Waters). 

Ключевые слова: ацетонитрил, якорцы 
стелющиеся – Tribulus terrestris L., MC-
детектор TQD (Waters), анализ исследованно-
го образца сырья, хроматограммы и спектры 

The article presents active parts of Tribu-
lus terrestris L. as a perspective sample for 
study. We have provided an example of flavo-
noids determination with high-performance 
liquid chromatography / MS at the Waters 
Acquility chromatographer with tandem quad-
rupolar MS-detector TQD (Waters). 

Keywords: acetonitrile, Tribulus terrestris 
L., MS-detector TQD (Waters), analysis of the 
active parts sample under study, chromato-
grams and spectrums 

Якорцы стелющиеся (Tribulus terrestris 
L.), семейства парнолистниковые (Zygophyl-
laceae) – однолетнее коротко опушенное 
травянистое растение. Стебли простерты по 
земле, от основания ветвистые, длиной 10-
120 (300) см. Листья супротивные, парнопе-
ристосложные, длиной 3-8 см, с 6-8 парами 
мелких продолговатых листочков. Цветки 
правильные желтые, диаметром до 1,2 см, 
одиночные, расположены в пазухах листьев. 
Околоцветник пентамерный, тычинок 10, 
гинецей ценокарпный из 5 сросшихся пло-
долистиков. Плод – ценокарпий, распадаю-
щийся при созревании на 5 звездчато-
расположенных угловатых «плодиков», не-
сущих на спинке 4 длинных, твердых и ост-
рых шипа, а также многочисленные бугорки. 

В южной части ареала якорцы цветут в 
апреле-мае, близ северной границы – в 
июне-июле. В благоприятных условиях 

цветение продолжается все лето и в начале 
осени. Растение плодоносит с июня-июля 
до заморозков [1]. 

Якорцы стелющиеся произрастают 
обычно в сухих степях на юге европейской 
части России и стран СНГ (низовья Дона и 
Волги, Украина, Молдова), а также в полу-
пустынях Средней Азии, в Казахстане, на 
Кавказе, Алтае, в Восточной Сибири 
(Даурия). Растения особенно часто встре-
чаются в Сурхандарьинской, Самарканд-
ской и Кашкадарьинской областях Узбеки-
стана, Курган-Тюбинской и Кулябской об-
ластях Таджикистана, Чимкентской обла-
сти Казахстана и в центральных районах 
республики Тува. В Туве, как и в других 
районах Сибири, а также в Дагестане якор-
цы растут в основном вдоль дорог и на 
сбитых выпасом песчаных почвах в преде-
лах степного пояса. В Чимкентской обла-
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сти и в других районах Южного Казахста-
на, а также в Узбекистане, Туркмении и 
Таджикистане якорцы стелющиеся растут 
преимущественно как сорное растение по-
ливных культур (огурцов, бахчевых куль-
тур, помидоров, винограда, хлопчатника и 
др.). На неполивных землях они отмечены 
на стойбищах и как рудеральное растение. 
В высокогорных районах встречаются ред-
ко, но в Таджикистане иногда под-
нимаются до 2800 м над уровнем моря [1]. 

В траве якорцев стелющихся содер-
жится около 2,8% стероидных сапонинов, 
таких как протодиосцин и гликозиды диос-
генина, тигогенина, рускогенина. Одними 
из сопутствующих соединений травы якор-
цев стелющихся являются стерины: стиг-
мастерин, кампестерин, р-ситостерин и 
стероиды диосгенин, тигогенин, неотиго-
генин, ямогенин и согласно исследованиям 
Tian-Shung Wu, Li-Shian Shi, Shang-Chu Ku 
(Китай) алкалоиды террестрибисамид, три-
булустерин, обнаруженные методом масс-
спектрометрии [5]. Известно, что в траве 
якорцев стелющихся также имеются веще-
ства флавоноидной структуры. Для опре-
деления данной группы БАВ используют 
методы ТСХ анализа [4], а также методы 
УФ-, ПМР-, С-ЯМР-спектроскопии и масс-
спектрометрии [3]. 

Объектом исследования являлась трава 
якорцев стелющихся, собранная в различ-
ных районах Болгарии, в период плодоно-
шения. Сырье представляет собой смесь 
бороздчатых стеблей с продолговатыми 
отдельными листочками сложного парно-
перистого листа с беловатым опушением, 
плодов 5-звездчатой формы, с морщини-
стой оболочкой и острыми твердыми ши-
пами; реже встречаются отдельные слож-
ные плоды с 2 и 4 шипами, цвет стеблей 
зеленовато-желтый, плодов светло-
зеленый, листьев зеленый, запах сырья 
слабый, специфический. 

Около 2 грамм сырья (точная навеска), 
измельченного до размера частиц, прохо-
дящих сквозь сито с диаметром отверстий 
2 мм, помещали в круглодонную колбу 
вместимостью 250 мл, прибавляли 60 мл 
70% спирта этилового, присоединяли к об-
ратному холодильнику и нагревали на ки-

пящей водяной бане в течение 45 минут. 
После охлаждения до комнатной темпера-
туры фильтровали через бумажный фильтр 
в мерную колбу вместимостью 100 мл так, 
чтобы сырье не попало на фильтр, фильтр 
промывали 10 мл 70% спиртом этиловым и 
доводили объем раствора в колбе тем же 
растворителем до метки. 

Для предварительного обнаружения 
флавоноидов к спиртовому извлечению в 
пробирку добавляли спиртовый раствор 
алюминия хлорида и отмечали, что раствор 
окрашивался в зеленовато-желтый цвет. 

Флавоноиды в траве якорцев стелю-
щихся определяли методом ультраэффек-
тивной жидкостной хроматографии / МС 
на хроматографе Waters Acquility с тандем-
ным квадрупольным MC-детектором TQD 
(Waters). 

Подвижная фаза А (ПФ А). Смесь вода 
– ацетонитрил (95:5) с муравьиной кисло-
той. 

Подвижная фаза В (ПФ В). Ацетонит-
рил с муравьиной кислотой. 

Хроматографировали испытуемый рас-
твор и растворы стандартов в следующих 
условиях: 

 объем пробы 5 мкл; 
 колонка 0,21 × 15,0 см Acuility UPLC 

BEH C18 (1,7 мкм); 
 температура колонки 35 °С; 
 скорость потока 0,3 мл/мин; 
 градиентный режим хроматографиро-

вания формируется путем смешивания по-
движных фаз А и В по следующей схеме: 

Время, мин ПФ А, % ПФ В, %
0 95 5
30 50 50
32 0 100
33 95 5
36 95 5

УФ-детектирование проводили в диапа-
зоне 220-500 нм. 

Масс-спектрометрическую детекцию 
(МС) проводили в двух режимах: 

 МС детекция в режиме позитивных 
ионов (параметры детектора: напряжение 
на капилляре – +3 кВ; напряжение на кону-
се – 50 В; температура капилляра 450°С; 
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Рисунок 2 – Хроматограммы и спектры экстракта якорцев стелющихся  
в режиме регистрации позитивных ионов 
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Рисунок 3 – Хроматограммы и спектры экстракта якорцев стелющихся  
в режиме регистрации негативных ионов 






