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А ННОТА Ц И Я
Для исследования антиоксидантной активности растительного сырья, которое является богатым источ-
ником эффективных нетоксичных биологически активных веществ, используются различные физико-
химические методы анализа. В данной работе был применен метод высокоэффективной тонкослойной 
хроматографии (ВЭТСХ) для разделения биологически активных веществ, входящих в  этанольные экс-
тракты шелухи красного, желтого и белого лука, сушенных розмарина, базилика и чаги. Антиоксидантную 
активность полученных фракций на хроматографической пластине оценивали последующим DPPH-скри-
нингом. Наибольшими показателями антиоксидантной активности и вариабельностью качественного со-
става характеризовались экстракты шелухи красного и желтого лука, а также розмарина, причем для этих 
образцов была отмечена схожесть антиоксидантных профилей. В экстракте белого лука не было обнару-
жено каких-либо классов антиоксидантов. Для шелухи красного лука было отменено наличие значительно 
выраженных пятен по всему треку, значения Rf которых расположены в диапазоне 0,13–0,97. Доказано, 
что все экстракты, кроме шелухи белого лука и чаги, в разной степени интенсивности имеют пятна с ко-
эффициентом замедления в диапазоне 0,96–0,98, что соответствует полученному значению Rf кверцетина.
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A BST R ACT
Plants are a rich source of effective non-toxic biologically active substances. Various physicochemical methods of 
analysis are used for evaluation of plant antioxidant activity. Composition of ethanol extracts of red, yellow and 
white onion husks, dried rosemary, basil, and chaga were studied by high performance thin layer chromatography 
(HPTLC) method. The antioxidant activity of the obtained fractions on a chromatographic plate was assessed 
by subsequent DPPH screening. The extracts red and yellow onion husk and rosemary demonstrated the high-
est antioxidant activity, variability of the qualitative composition and similarity of antioxidant profiles, while 
extract of white onion husks did not contain any antioxidant classes. Intensive spots with Rf of 0.13–0.97 were 
observed along the whole chromatogram track corresponding to red onion husks. It was also found that all tested 
extract, excepting white onion husk and chaga, contained spots with varying degrees of intensity in the Rf range 
of 0.96–0.98, which corresponded quercetin Rf value.
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1. Введение
Растения являются одним из самых богатых источни-

ков биологически активных веществ (БАВ), которые, в  за-
висимости от вида, способны проявлять антиоксидантные, 

ранозаживляющие, антимикробные, кровоостанавливаю-
щие, противовоспалительные, спазмолитические, антисеп-
тические, седативные и прочие свойства [1], что позволяет 
использовать их в  различных отраслях промышленности. 
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Кроме того, БАВ растительного происхождения не характе-
ризуются высокой токсичностью, которая свойственна мно-
гим синтетическим органическим веществам [2].

Лекарственные растения с давних времен применяются 
в фитотерапии, и активно используются в настоящее время. 
Так, в Государственный реестр лекарственных средств Мини-
стерства здравоохранения Российской Федерации включены 
растения, используемые для получения лекарственного ра-
стительного сырья [3]. В то же время, травы, специи и расти-
тельные вытяжки широко распространены в пищевой про-
мышленности в качестве технологических вспомогательных 
средств, в том числе для ингибирования химической порчи 
продуктов питания. Антиокислители являются особенно 
важным классом консервантов, так как реакции окисления 
происходят относительно быстро даже в  замороженных 
или охлаждённых пищевых продуктах [4]. Например, при 
хранении продукции мясной промышленности происходят 
процессы перекисного окисления липидов [5] и разрушения 
структуры белков под действием активных форм кислорода 
с образованием карбонильных групп [4]. Кроме того, раци-
он питания современного человека не обеспечивает орга-
низм необходимыми биологически активными веществами 
в нужном количестве [6]. Так, при производстве биологиче-
ски активных добавок к  пище (БАД), используется расти-
тельное сырье в  качестве источника натуральных антиок-
сидантов (АО), витаминов, полисахаридов, эфирных масел, 
макро- и микроэлементов, клетчатки и др. [1,7]

Известно, что в большем количестве растения содержат 
фенольные соединения [2], которые обладают высокими 
антиоксидантными свойствами, и  эффективны в  профи-
лактике широкого спектра хронических неинфекционных 
заболеваний, среди которых онкология, ишемическая бо-
лезнь сердца, ожирение, нейродегенеративные заболевания 
и другие [8]. В многочисленных исследованиях показано, что 
кверцетин является наиболее характерным растительным 
флавоноидом, который обладает антиоксидантными, спаз-
молитическими и гипотензивными свойствами [9].

На данный момент существует множество классических 
и  альтернативных подходов к  изучению антиоксидантно-
го потенциала растений. Среди методов определения об-
щей антиоксидантной емкости (ОАЕ) выделяют методы 
Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC), Ferric Reducing/
Antioxidant Power (FRAP), Cupric Reducing Antioxidant 
Power (CUPRAC), которые позволяют измерить количест-
во АО  в  сырье [10]. Оценку антиоксидантной активности 
(АОА) образцов принято проводить методами, основанны-
ми на способности АО  ингибировать генерируемые в  мо-
дельных смесях радикалы, образующиеся при окислении 
ABTS [2,2’-азино-бис(3-этилбензтиазолино-6-сульфоновая 
кислота)] и  DPPH [2,2-дифенил-1-пикрил- гидразил] [11]. 
Для изучения качественного состава распространено при-
менение таких современных методов анализа, как ВЭЖХ, 
ГХ, ЯМР и др., однако использование этих методов требует 
дорогостоящего оборудования и трудоемкой обработки дан-
ных. Одним из наиболее распространенных методов, при-
меняемых при исследовании растительного сырья, является 
тонкослойная хроматография (ТСХ), которая к тому же одо-
брена всемирной организацией здравоохранения (ВОЗ) [12]. 
Метод ТСХ успешно применяется уже более 50 лет, а разра-
ботанные модификации и оборудование позволили создать 
такой популярный количественный метод анализа, как вы-
сокоэффективная тонкослойная хроматография (ВЭТСХ), 
распространенность которой обусловлена скоростью, эф-
фективностью, простотой, низким расходом растворителей 
и  чувствительностью [13]. Одной из последних модифика-
ций ТСХ является применение DPPH-скрининга антиокси-

дантной активности веществ после их разделения ВЭТСХ. 
Данный метод позволяет оценить АОА конкретных фракций 
веществ, за счет обесцвечивания хроматографической пла-
стины при нейтрализации свободного радикала (СР) анти-
оксидантами [12].

Целью данной работы являлось использование метода 
ВЭТСХ с  дальнейшим DPPH-скринингом для изучения ан-
тиоксидантной активности образцов растительного сырья.

2. Материалы и методы
В качестве объектов исследования были выбраны розма-

рин, базилик, шелуха красного, белого и желтого лука, при-
обретенные в сетевом магазине «ВкусВилл» (Россия), и чага, 
предоставленная группой компаний «ЭСВО» (Россия). Для 
приготовления спиртовых экстрактов образцы измельчали, 
смешивали с  70% этиловым спиртом в  соотношение 1:15 
и настаивали при температуре 22 ± 2 °C в течении 24 ч с по-
следующим фильтрованием через бумажный складчатый 
фильтр.

Разделение веществ, входящих в растительные экстрак-
ты, проводили методом высокоэффективной тонкослойной 
хроматографии с  использованием хроматографических 
пластин HPTLC plates Silica gel 60 F254 (Merck, Darmstadt, 
Germany) формата 10 см x 10 см. Исследуемые этанольные 
экстракты (по  5 мкл) и  0,05% раствор кверцетина (Sigma-
Aldrich, USA) в метаноле (1 мкл и 5 мкл) наносили на пла-
стины в виде полос 8 мм с отступом справа 20 мм и 8 мм от 
нижнего края пластины с помощью аппликатора Linomat 5 
TLC (Camag, Muttenz, Switzerland). Элюирование проводили 
в вертикальной камере AMD2 (Camag, Switzerland) размером 
10 см x 10 см с перегородкой с насыщением 20 мин (с филь-
тровальной бумагой), использовали 5 мл элюента на каждый 
канал в камере, дистанция составляла 70 мм от нижнего края 
пластины. В  качестве элюента использовали смесь, харак-
терную для разделения фенольных соединений: этилацетат: 
уксусная кислота: муравьиная кислота: вода в соотношении 
100:11:11:27. Затем хроматографическую пластину подвер-
гали сушке в течение 30 мин при температуре 60 °C.

DPPH-скрининг использовали для визуализации соеди-
нений, обладающих антиоксидантными свойствами (белые 
полосы на фиолетовом фоне), присутствующих в исследуе-
мых экстрактах. После разделения веществ методом ВЭТСХ 
пластину погружали на 1 сек в свежеприготовленный 0,05% 
раствор DPPH (Sigma-Aldrich, USA) в  метаноле, затем пла-
стину сушили в течение 1 мин при комнатной температуре 
в вытяжном шкафу и заворачивали в алюминиевую фольгу 
на 30 мин. Оценку (фотографирование) проводили при ос-
вещении белым светом.

Коэффициент замедления (Rf) был использован, как 
основная качественная характеристика для определения 
положения индивидуального вещества на тонкослойной 
хроматограмме. Значения Rf измеряли вручную и рассчиты-
вали по уравнению 1 [14].

 Rf = 
na

nf
 (1)

где na —  расстояние, пройденное анализируемым веществом (центр 
пятна) от места нанесения пробы;

 nf —  расстояние, пройденное подвижной фазой от места нанесе-
ния пробы до фронта растворителя.

Сложность химического состава исследуемых образцов 
и антиоксидантный потенциал соединений, входящих в ра-
стительные экстракты, были оценены с  использованием 
визуального анализа, включавшего в себя сравнение цвета, 
размера и  коэффициента замедления наиболее выражен-
ных пятен.
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3. Результаты и обсуждение
В  ходе разделения веществ, входящих в  растительные 

экстракты, методом ВЭТСХ с  дальнейшим DPPH-скринин-
гом антиоксидантной активности этих соединений был по-
лучен снимок хроматографической пластины, представлен-
ный на Рисунке 1.

Фон хроматографической пластины после DPPH-скри-
нинга окрашен фиолетовым цветом, при этом светлые пят-
на характеризуют фракции соединений, обладающие ан-
тиоксидантной активностью. В соответствии с визуальным 
анализом треков стандартного антиоксиданта —  кверцети-
на (№ 1–5 мкл и № 8–1 мкл), и исходя из выцветания пятен, 
интенсивность которой прямопропорцианальна концент-
рации АО, определено, что все исследуемые образцы, кроме 
экстракта шелухи белого лука (№ 4), в разной степени содер-
жат вещества, обладающие антиоксидантными свойствами. 
Наибольшее количество АО, в том числе находящихся в зоне 
кверцетина, отмечалось в  экстракте шелухи красного лука 
(трек № 3). Также значительная концентрация антиокси-
дантов наблюдалась у образцов № 2 (шелуха желтого лука) 
и № 5 (розмарин), причем интенсивность выцветания поло-
сы в зоне кверцетина у экстракта шелухи желтого лука не-
значительно превышала выцветание для розмарина. По по-
лученным результатам видно, что количество АО в образце 
№ 6 (базилик) существенно уступает аналогичным показа-
телям для треков № 2 (шелуха желтого лука), № 3 (шелуха 
красного лука) и  № 5 (розмарин), а  в  экстракте чаги (трек 
№ 7) и вовсе минимально. Полученные результаты АОА для 
экстрактов шелухи красного, желтого и белого лука, розма-
рина и базилика подтверждаются значениями ОАЕ для ана-
логичных образцов, которые были ранее определенны ме-
тодами ORAC и FRAP в нашей работе [15].

В  экстрактах всех образцов, кроме № 4 (шелуха белого 
лука), помимо пятен, соответствующих кверцетину, были 
обнаружены фракции веществ, проявляющих АОА, и отно-
сящихся к другим классам неизвестной природы, которых не 
было в  стандартном заколе. Наибольшее разнообразие хи-

мических соединений наблюдалось у образцов № 3 (шелуха 
красного лука), № 2 (шелуха желтого лука) и № 5 (розмарин), 
что также коррелирует с АОА этих образцов. Вариабельность 
качественного состава экстракта базилика (трек № 6) была 
относительно схожа с  розмарином (трек № 5), однако зна-
чительно уступала по количеству антиоксидантов. Практи-
чески полное отсутствие выцветания в  зоне, характерной 
для кверцетина, в экстракте базилика можно объяснить тем, 
что основными ароматическими компонентами базили-
ка являются эвгенол, эстрагол, метилциннамат, 1,8-цинеол 
и линалоол [16], структуры и  классы которых существенно 
отличаются от кверцетина. Кроме того, ранее в работе [15] 
нами было показано, что водный экстракт базилика обла-
дает большем значением ОАЕ, чем этанольный, чего нель-
зя сказать об экстрактах шелухи лука и розмарина. Можно 
сделать предположение, что в  состав базилика в  большей 
степени входят водорастворимые антиоксиданты, напри-
мер, полисахариды, фенолгликозиды, гликозиды флавонои-
дов и др. [1]. Отмечалось, что наименьшим разнообразием 
химического состава характеризовался образец № 7 (чага), 
а в экстракте шелухи белого лука (трек № 4) вообще не было 
обнаружено каких-либо классов АО.

В  связи с  богатой вариабельностью полос, были прове-
дены расчеты коэффициентов замедления для наиболее 
выраженных пятен всех образцов, которые представле-
ны в Таблице 1, где Rf1 соответствует верхнему пятну трека 
(кверцитин). Расстояние, пройденное подвижной фазой от 
места нанесения пробы до фронта растворителя (nf), соста-
вило 6,5 см.

Таблица 1
Рассчитанные коэффициенты замедления
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Rf1 0,95 0,96 0,97 — 0,97 0,98 0,92 0,96

Rf2 — 0,82 0,89 — 0,91 0,91 — —

Rf3 — 0,75 0,63 — — 0,8 — —

Rf4 — 0,65 0,26 — — — — —

Rf5 — — 0,13 — — — — —

По полученным данным видно, что экстракт красного 
лука (трек № 3) обладает не только наибольшим количест-
вом АО, но и  имеет более разнообразный химический со-
став. Отмечалось, что для шелухи красного лука характерно 
наличие значительно выраженных пятен не только в верх-
ней части хроматограммы (Rf  больше 0,6), но и  в  нижней. 
Так, были выделены пятна с коэффициентами замедления 
0,26 и 0,13, которые не проявляли антиоксидантной актив-
ности и могут соответствовать другим биологически актив-
ным веществам. По коэффициентам замедления видно, что 
все экстракты, кроме шелухи белого лука (трек № 4), имеют 
пятна разной интенсивности в  диапазоне Rf 0,96–0,98, что 
соответствует значению Rf кверцетина. Также визуальный 
анализ полученной хроматографической пластины и  рас-
считанные Rf пятен образцов продемонстрировали, что 
профили антиоксидантной активности экстрактов шелухи 
желтого (трек № 2) и красного (трек № 3) лука и розмарина 
(трек № 5)  имеют значительное сходство и  обладают наи-
большей интенсивностью выцветания пятен, характерных 
для кверцетина. В работе Teshika et al. [17] было определено, 
что шелуха репчатого лука содержит примерно 300 мг квер-
цетина на кг сырья, а в статье Jung-Ho Kwak at al. [18] было 
показано, что в  состав шелухи репчатого лука входят не 
только кверцетин, но и большое количество его гликозидов. 

Рисунок 1. Фотоизображение хроматографической 
пластины после ВЭТСХ и DPPH-скрининга этанольных 

растительных экстрактов.
Условные обозначения треков: 1 — 0,05% раствор кверцетина 

(5 мкл); 2 — экстракт шелухи желтого, 3 — красного, 4 — белого 
лука; 5 — экстракт розмарина; 6 —  экстракт базилика;  

7 —  экстракт чаги; 8 — 0,05% кверцетин (1 мкл)



29

ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 4 № 1  |  2021 FOOD SYSTEMS  |  Volume 4 № 1  |  2021

Схожесть профилей экстрактов шелухи красного и желтого 
лука с розмарином можно объяснить тем фактом, что в со-
ставе розмарина в работе Luis Almela at al. [19] были обнару-
жены такие флавоны, как апигенин и лютеолин, структуры 
которых значительно совпадают со структурой кверцетина.

4. Выводы
Методом ВЭТСХ было выявлено, что этанольные экс-

тракты желтого и красного лука и розмарина обладают вы-
сокой антиоксидантной активностью, причем наибольший 
потенциал характерен для красного лука, в  то время как 
в экстракте шелухи белого лука вообще не было обнаружено 
антиоксидантов. Полученные результаты подтверждаются 
ранее определенными значениями общих антиоксидант-
ных емкостей для аналогичных экстрактов методами ORAC 
и FRAP.

С  использованием визуального анализа хроматографи-
ческой пластины и рассчитанных коэффициентов замедле-
ния для наиболее ярко выраженных пятен всех экстрактов 

было выявлено, что шелуха желтого и красного лука и розма-
рин имеют схожий антиоксидантный профиль, причем для 
красного лука характерен более разнообразный химический 
состав. Было выявлено, что все экстракты кроме шелухи бе-
лого лука имеют пятна разной интенсивности с коэффици-
ентом замедления в диапазоне 0,96–0,98, что соответствует 
пятнам кверцетина.

В  ходе эксперимента было показано, что выбранный 
способ оценки антиоксидантной активности растительно-
го сырья позволяет судить о  присутствии антиоксидантов 
различной природы. Было показано, что метод ВЭТСХ воз-
можно использовать и для количественной оценки веществ, 
однако для этого необходимо проведение дополнительных 
исследований с использованием большего количества стан-
дартов. Отмечалось, что в ходе разделения веществ методом 
ВЭТСХ не удалось получить достаточно четких отдельных 
пятен, что может указывать на необходимость варьирова-
ния концентрации нанесения образцов, состава элюирую-
щей смеси или предварительной очистки экстрактов.
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