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В данном исследовании проведён сравнительный анализ качественного и количественного состава извлечений из 
травы белокудренника чёрного полученных при различной температуре и времени экстракции, методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии. В ходе качественного анализа установлено наличие следующих веществ: хлороге-
новая кислота, кофейная кислота и вербаскозид. В ходе количественного анализа установлено, что содержание хлороге-
новой кислоты составляет от 0,024% до 0,45% в пересчёте на сухое сырьё, содержание кофейной кислоты – от 0,6821% 
до 1,421%, содержание вербаскозида – от 0,1% до 0,271% в пересчёте на сухое сырьё.

Ключевые слова: белокудренник чёрный, ballota nigra, высокоэффективная жидкостная хроматография, биологически активные 
вещества, вербаскозид, хлорогеновая кислота, кофейная кислота. 

Белокудренник чёрный – распространённое растение на территории Беларуси. Данное растение перспективно для 
изучения, так как в экспериментах in vivo получены данные о следующих видах активности: противовирусная [1], анти-
пролиферативная [2], гипогликемическая [3], гепатопротекторная [4], седативная [5]. 

Несмотря на достаточно большой потенциал применения в медицине на данное растение отсутствует нормативная 
документация, регламентирующая качество сырья белокудренника. 

На данный момент известны исследования фенилпропаноидов колориметрическим методом [5]. Сравнительный 
анализ биологически активных веществ спиртовых извлечений не проводился.

Целью данной работы является изучение качественного и количественного состава при разных параметрах экстракции.
 Задачи:
1) получение извлечений при различных параметрах экстракции (температуры и времени);
2) ВЭЖХ-анализ полученных извлечений.
Материалы и методы. Трава белокудренника чёрного заготавливалась в г. Минске в мае 2023 года. Далее получали 

извлечения, изменяя определённые параметры экстракции: время (15-30-60-90-120-180-360 минут) при температуре экс-
тракции 60°С, температура (20-40-60-80-100°С) (время экстракции 120 минут) при нагревании на водяной бане, при со-
отношении сырьё:экстрагент 1:50, в качестве растворителя использовался 70% этанол.

Для проведения анализа извлечения центрифугировали в течение 10 минут (центрифуга СМ-70М.07, количе-
ство оборотов в минуту – 7000). Надосадочную жидкость отбирали в количестве 1.5 мл в виалы. Анализ полученного 
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супернатанта проводился на хроматографе Ultimate 3000 (детектор – диодно-матричный). Обработка полученных ре-
зультатов проводилась с помощью программы Chromeleom 7. 

Градиент концентрации подвижных фаз и условия хроматографирования приведены в таблице 1 и таблице 2 [6]: 

Таблица 1 – Градиент концентрации подвижных фаз в зависимости от времени
Время (мин) Подвижная фаза А (%, об/об) Подвижная фаза В (%, об/об)

0 90 10

0 – 13 90 → 78 10 → 22

13 – 14 78 → 60 22 → 40

14 – 20 60 40
 
Таблица 2 – Условия хроматографирования

Параметр Характеристика

Колонка Длина 0,25 м. Внутренний диаметр 4,6 мм

Температура 35°C

Подвижная фаза Подвижная фаза А: кислота фосфорная Р – Вода Р, соотношение 1:999;
Подвижная фаза В: ацетонитрил Р.

Скорость подвижной фазы 1,5 мл/мин.

Детектор Диодно-матричный

Объём пробы 10 мкл.

Для определения содержания вербаскозида, хлорогеновой кислоты, кофейной кислоты использовался метод граду-
ировочного графика.

Для идентификации компонентов проводилось сравнение с временем удерживания и спектром поглощения рас-
творов стандартных образцов: вербаскозида 0,1%, хлорогеновой кислоты 0,1%, кофейной кислоты 0,1%, рутина 0,1%, 
гиперозида 0,1%, кверцетина 0,1% (производитель стандартов «Sigma-Aldrich», США).

Статистическую обработку экспериментальных данных проводили при помощи программы Microsoft Office Exсel 
2010 (пакет «Анализ данных»). Каждое испытание выполняли три раза (Р = 95 %; n = 3). Значения содержания соедине-
ний статистически значимо различались при р<0,05 (использовался метод t-теста для независимых выборок).

Результаты и обсуждение. Хроматограммы извлечений (рис. 1, рис. 2), для хроматограммы 1 было изменено время 
экстракции до 120 минут, соотношение сырьё:экстрагент 1:50, растворитель 70% этанол, для хроматограммы 2 была из-
менена температура экстракции до 60°C, сырьё:экстрагент 1:50, растворитель 70% этанол:

Рисунок 1. Хроматограмма извлечения белокудренника чёрного
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Рисунок 2. Хроматограмма извлечения белокудренника чёрного

В зависимости от изменения параметров экстракции (сперва изменялось время экстракции, затем изменялась темпе-
ратура) изменялось число детектированных веществ. При изменении времени экстракции число компонентов составля-
ло от 25 до 27, при изменении температуры – от 24 до 35.

Исходя из полученных данных следует, что изменение температуры значительно влияет на качественный состав из-
влечения, с повышением температуры до определённого значения количество пиков увеличивается, затем дальнейшее 
повышение температуры ведёт к значительному уменьшению количества веществ, наибольший качественный состав 
наблюдается при температуре 60°С с количеством детектируемых компонентов 35, а наименьший качественный состав 
наблюдается при температуре 100°С с количеством компонентов 24. 

Всего в извлечениях белокудренника (при температуре экстракции 60°С и времени экстракции 120 минут) было 
детектировано 35 соединений, опираясь на их спектральные данные веществ, 28 из них предположительно относятся 
к гидроксикоричным кислотам или фенилпропаноидам, а также 7 компонентов являются веществами флавоноидной 
природы.

Из всех детектируемых компонентов были идентифицированы: хлорогеновая кислота (таблица 3), кофейная кислота 
(таблица 4), вербаскозид (таблица 5):

Таблица 3 – Данные по идентификации хлорогеновой кислоты.

Исследуемый образец Стандартный образец 
хлорогеновой кислоты

Извлечение белокудренника
 при 60°С 

Извлечение белокудренника
 при 120 мин

Время удерживания, мин 7,33 6,51 6,78

Максимумы поглощения, нм 217,65 239,76 326,34 218,09 239,49 328,07 217,6 239,55 327,34

Содержание хлорогеновой кислоты в анализируемых извлечениях составляет от 0,024% до 0,45% в пересчёте на су-
хое сырьё (p<0,05) (рис. 3).
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Рисунок 3. Диаграмма содержания хлорогеновой кислоты в извлечениях белокудренника,
 полученных при разной температуре и времени экстракции
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Таблица 4 – Данные по идентификации кофейной кислоты

Исследуемый образец Стандартный образец 
кофейной кислоты

Извлечение белокудренника 
при 60°С

Извлечение белокудренника 
при 120 мин

Время удерживания, мин 9,255 8,36 8,692

Максимумы поглощения. нм 217,54 237,35 324 218,14 242,3 328,78 218,16 242,95 329,33

Содержание кофейной кислоты в анализируемых извлечениях составляет от 0,681% до 1,421% в пересчёте на сухое 
сырьё p<0,05 (рис. 4).
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Рисунок 4. Диаграмма содержания кофейной кислоты в извлечениях белокудренника,
 полученных при разной температуре и времени экстракции

Таблица 5 – Данные по идентификации вербаскозида

Исследуемый образец Раствор стандартного образца 
вербаскозида

Извлечение белокудренника 
при температуре 60°С

Извлечение белокудренника 
при 120 мин

Время удерживания, мин 11,897 11,742 11,945

Максимумы поглощения, нм 217,43 330,45 217,82 330,13 218,86 330,66

Содержание вербаскозида в анализируемых извлечениях составляет от 0,1% до 0,271% в пересчёте на сухое сырьё 
p<0,05 (рис. 5).
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Рисунок 5. Диаграмма содержания вербаскозида в извлечениях белокудренника,
 полученных при разной температуре и времени экстракции

Заключение. В ходе исследования был проведён качественный и количественный хроматографический анализ из-
влечений белокудренника чёрного, которые получали путём изменения одного из параметров экстракции. Оптималь-
ными условиями для каждого из веществ являются: для хлорогеновой кислоты – время экстракции 60 минут, температура 
100°С; для кофейной кислоты – время экстракции 30 минут, температура 80°С; для вербаскозида – время экстракции 
60 минут, температура 80°С. В ходе качественного анализа установлено наличие следующих веществ: хлорогеновая и 
кофейная кислоты и вербаскозид. В ходе количественного анализа установлено: содержание хлорогеновой кислоты 
составляет от 0,024% до 0,45% в пересчёте на сухое сырьё, содержание кофейной кислоты составляет от 0,6821% до 
1,421%, содержание вербаскозида составляет от 0,1% до 0,271% в пересчёте на сухое сырьё.

ТЕМАТИЧЕСКИЕ РУБРИКИ
76.31.31 Фармакогнозия
76.31.35 Фармхимия
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SUMMARY
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In this work, a comparative analysis of  the qualitative and quantitative composition of  extracts from the herb of  ballota nigra, 
obtained at different temperatures and extraction times, by high-performance liquid chromatography was carried out. Qualitative 
analysis revealed the presence of  the following substances: chlorogenic and caffeic acids, verbascoside. Quantitative analysis 
showed that the content of  chlorogenic acid ranged from 0.024% to 0.45% in terms of  dry raw material, the content of  caffeic 
acid ranged from 0.6821% to 1.421%, the content of  verbascoside ranged from 0.1% to 0.271% in terms of  dry raw material.

Keywords: black horehound, ballota nigra, high-performance liquid chromatography, biologically active substances, verbascoside, chlorogenic acid, 
caffeic acid. 
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