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Введение
Чернушка посевная (Nigella sativa L.) – одно-

летнее травянистое светло-зеленое, слегка си-
зое растение семейства лютиковых (Ranunculа-
сеае) [14]. Проведенными ранее исследованиями 
была продемонстрирована перспективность при-
менения в медицинской и фармацевтической 
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практике семян этого растения [9]. Анализ науч-
ных результатов фитохимических и фармаколо-
гических исследований в отношении семян чер-
нушки посевной свидетельствует о том, что они 
обладают разнообразными видами фармаколо-
гической активности: антиоксидантной, желче-
гонной, гепатопротекторной, анальгезирующей, 
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Материалы и методы
Материалом для исследования служили семе-

на чернушки посевной, собранные и заготовлен-
ные в разных районах Краснодарского края, Рес-
публики Адыгея, а также коммерческие продукты, 
привезенные из Сирии и Индии. 

Определение количественного содержания 
тимохинона в семенах чернушки посевной про-
водили методом капиллярного электрофореза на 
приборах «Капель-104РТ» и «Капель-103Р» (ОАО 
«НПФ Люмэкс», Россия), оборудованных УФ-де-
текторами. В работе были использованы: стан-
дартный образец (СО) тимохинона (99%, Sigma); 
борная кислота (EP, Fluka), тетраборат натрия 
(99,5%, Sigma), изопропанол (99,7%, Sigma), кис-
лота соляная (х. ч., Vecton), натрия гидроксид  
(х. ч., Vecton). 

В эксперименте применяли кварцевый капилляр 
с внутренним диаметром 75 мкм эффективной дли-
ной 0,5 м. Анализ проводили при положительном 
напряжении на капилляре 16 кВ и рекомендуемом 
термостатировании капилляра при +25° С. Ввод 
пробы осуществляли пневматически в режиме  
30 мБар в течение 10 секунд. Время анализа со-
ставляло 10 минут. В качестве ведущего электроли-
та использовали водный раствор 0,4%-ной борной 
кислоты, 0,05%-ного тетрабората натрия, 6%-ного 
изопропанола, 6%-ного этанола (срок хранения ве-
дущего электролита – не более 14 суток). Между ис-
пытаниями проводили последовательную промыв-
ку капилляра в течение 2 минут каждым реактивом. 
Первоначально промывали 1 М раствором кислоты 
хлористоводородной, затем очищенной водой, 1 М 
раствором гидроксида натрия и вновь очищенной 
водой, а после – ведущим электролитом. Тестовый 
электрофорез составил 10 минут при положитель-
ном напряжении 16 кВ. Определение тимохинона в 
изучаемых объектах проводили в УФ-области спек-
тра при длине волны 254 нм.

Методика количественного анализа тимохи-
нона в семенах чернушки посевной заключалась 
в следующем. Аналитическую пробу сырья из-
мельчали до размера частиц, проходящих сквозь 
сито с отверстиями диаметром 1 мм. Около 1,00 г  
(точная навеска) измельченного сырья помещали 
в коническую колбу вместимостью 50 мл, прибав-
ляли 30 мл 50%-ного раствора спирта этилового и 
настаивали при периодическом перемешивании в 
течение 40 минут. Затем извлечение фильтрова-
ли через бумажный фильтр, предварительно смо-
ченный 50%-ным спиртом этиловым, в мерную 
колбу вместимостью 100 мл. Экстракцию повто-
ряли еще два раза в описанных выше условиях, 
каждый раз фильтруя извлечение в ту же мерную 
колбу. Объем раствора доводили до метки 50% 
спиртом этиловым и перемешивали. 

Для построения калибровочного графика гото-
вили серию растворов СО тимохинона с учетом 

антимикробной, бронхолитической и антигиста-
минной, а также противораковой [14]. Перечис-
ленные эффекты в большей степени обусловле-
ны содержащимся в семенах чернушки активным 
компонентом – тимохиноном, что подтверждено 
многочисленными фармакологическими иссле-
дованиями [16, 17, 18, 22]. 

В связи с тем что нормирование качества 
растительного сырья необходимо проводить с 
учетом содержания в нем действующих веществ 
как одного из важнейших показателей качества, 
представлялось целесообразным проведение ко-
личественного определения в семенах чернушки 
посевной тимохинона [12, 13].

В настоящее время для определения коли-
чественного содержания тимохинона в семенах 
чернушки используют различные хроматографи-
ческие методы. В основном применяют метод 
изократической жидкостной хроматографии со 
спектрофотометрическим детектором, а также 
метод высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии (ВЭЖХ) [15, 20, 21, 23, 26]. Однако ука-
занные хроматографические методы имеют ряд 
недостатков, а именно сложную предваритель-
ную пробоподготовку, значительные затраты на 
расход высокотоксичных органических раствори-
телей и реагентов, пролонгированное время для 
проведения разделений. 

Альтернативным методом для нормирования 
качества семян чернушки посевной по ведущему 
компоненту – тимохинону может выступить актив-
но развивающийся и внедряющийся в практику 
фармацевтического анализа капиллярный элект-
рофорез (КЭФ) [4, 6]. Данный метод основан на 
разделении компонентов сложной смеси в квар-
цевом капилляре под действием приложенного 
электрического поля. Метод капиллярного элек-
трофореза выгодно отличается от описанных 
выше хроматографических методов. К преиму-
ществам метода можно отнести: высокую эффек-
тивность разделения, малый расход реактивов 
и практически отсутствие потребности в приме-
нении дорогостоящих высокочистых растворите-
лей, отсутствие хроматографических колонок и, 
следовательно, проблем со «старением» сорбен-
та и заменой колонок при выработанном ресурсе, 
отсутствие прецизионных дорогостоящих насо-
сов высокого давления, необходимых для ВЭЖХ, 
простоту аппаратурного оформления и экспрес-
сность анализа [7]. К тому же возможности мето-
да капиллярного электрофореза позволяют про-
водить количественную оценку содержания как 
водорастворимых, так и некоторых жирораство-
римых биологически активных веществ [19].

Целью настоящей работы явилась разработка 
методики количественного определения тимохи-
нона в семенах чернушки посевной методом ка-
пиллярного электрофореза.
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его фактического количественного содержания в 
образце. Для этого 0,100 г (точная навеска) тимо-
хинона растворяли в 50%-ном спирте этиловом в 
мерной колбе вместимостью 100 мл (раствор А), 
тщательно перемешивали до полного растворе-
ния, затем доводили до метки указанным раство-
рителем. Затем вносили 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 10,0 
20,0 мл стандартного раствора А в мерные колбы 
вместимостью 100 мл соответственно и доводили 
до общего объема 50%-ным спиртом этиловым. 
Градуировочные растворы СО тимохинона ис-
пользовали свежеприготовленными. 

Анализируемые пробы дозировали в прибор 
не менее трех раз и регистрировали электрофо-
реграммы для каждого ввода. По установленным 
градуировочным характеристикам, используя 
электрофореграмму водно-спиртового раствора 
из семян чернушки, рассчитывали содержание 
тимохинона (Х) в абсолютно сухом сырье в про-
центах по формуле:

ãäå
Wm

ÑÕ ,
)100(

100100
-
 x :

СХ – концентрация тимохинона, найденная по 
градуировочному графику, %;

m – масса сырья в граммах;
W – потеря в массе при высушивании сырья, %.
Результаты полученных исследований под-

вергали статистической обработке [2, 11].

Результаты исследования и их обсуждение
Сравнительный анализ электрофореграмм СО 

тимохинона (рис. 1) с водно-спиртовым извлече-
нием из семян чернушки посевной (рис. 2) выявил 
присутствие тимохинона (пик 1) в данном расти-
тельном объекте. Помимо этого, как видно на  
рисунок 2, пик тимохинона отчетливо разделен от 

других компонентов сырья. Этот факт позволил 
применить описанные выше условия пробоподго-
товки семян чернушки с целью проведения оцен-
ки количественного содержания в них тимохинона 
методом капиллярного электрофореза.

Доказательство валидности методики осу-
ществляли по следующим параметрам: специ-
фичность, линейность, правильность и прецизи-
онность [10].

Специфичность аналитического метода опре-
деляли путем совпадения времен миграции пика 
тимохинона на электрофореграммах СО и вод-
но-спиртового извлечения из семян чернушки. 
Кроме того, действующее вещество (тимохинон), 
содержащееся в семенах чернушки, четко опре-
деляется в присутствии других веществ. Под-
тверждающим фактом специфичности выбран-
ной электрофоретической методики послужило 
также использование добавки СО тимохинона к 
извлечению из семян чернушки (рис. 3).

Картина спектра, приведенная на рисунке 3, по-
казывает, что после добавления раствора СО тимо-
хинона к водно-спиртовому извлечению из семян 
чернушки посевной пик 1 определяемого вещества 
остается однородным, а его площадь возрастает 
пропорционально количеству добавленного стан-
дарта. Помимо этого наблюдается сохранение 
коэффициента асимметрии пика на уровне 0,8 и 
эффективности – порядка 8500 теоретических та-
релок, что свидетельствует о специфичности пред-
лагаемого электрофоретического метода для оцен-
ки качества семян чернушки посевной.

Для подтверждения линейности электро-
форетической методики строили график зави-
симости фотометрического сигнала (площади 
пика) от концентрации тимохинона для девяти 
градуировочных точек. Градуировочный график  

Рис. 1. Электрофореграмма раствора СО тимохинона
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зависимости площади пика от концентрации ти-
мохинона в растворе изображен на рисунке 4.

Линейная зависимость фотометрического сиг-
нала от концентрации тимохинона, наблюдаемая 
в интервале концентраций от 0,0001% до 0,1%, 
была апроксимирована посредством программно-
го обеспечения «Мультихром» линейным уравне-
нием с помощью метода наименьших квадратов: 
y=1,18766х. Коэффициент корреляции составил 
0,99992. Таким образом, проиллюстрированный 
на рисунке 4 градуировочный график, полученное 
уравнение линейной регрессии и значение коэф-
фициента корреляции позволяют сделать заклю-
чение о том, что предлагаемая методика облада-
ет линейной зависимостью.

Дальнейшая валидация электрофоретической 
методики проводилась по параметру «правиль-

ность», определение которого осуществляли с 
помощью метода добавок. Для этого готовили мо-
дельные смеси на трех уровнях концентраций, со-
стоящие из водно-спиртового извлечения из семян 
чернушки посевной с установленным содержани-
ем тимохинона и введенного в них известной кон-
центрации раствора СО тимохинона. Результаты 
определения количественного содержания тимо-
хинона в модельных смесях методом капиллярно-
го электрофореза представлены в таблице 1.

Результаты проведенных исследований  
(табл. 1) демонстрируют, что показатель откры-
ваемости (R) в определении содержания тимохи-
нона в модельных смесях варьировал от 98,52% 
до 101,54%.

Следующим этапом валидации явилось 
определение экстремальных показателей  

Рис. 2. Электрофореграмма извлечения из семян чернушки посевной (пик 1 – тимохинон)

Рис. 3. Электрофореграмма извлечения из семян чернушки посевной 
с добавкой раствора СО тимохинона
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прецизионности, установление которых проводи-
ли на одном серийном образце семян чернушки 
посевной (табл. 2). Параметр «повторяемость 
(сходимость)» электрофоретической методики 
оценивали в одной химической лаборатории в 
пределах короткого промежутка времени. Испы-
тания проводили на приборе «Капель-104РТ» с 
применением одинакового набора реактивов и с 
участием одного и того же оператора. Изучение 
межлабораторной прецизионности (воспроизво-
димости) осуществляли в разных лабораториях 
на приборах «Капель-104РТ» и «Капель-103Р» с 
участием разных операторов.

Данные, отображенные в таблице 2, показыва-
ют, что при изучении параметров «повторяемость 

(сходимость)» и «межлабораторная прецизион-
ность (воспроизводимость)» относительное стан-
дартное отклонение составило 1,55% и 1,82%, 
1,87% и 2,59% соответственно.

Таким образом, по совокупности проведенных 
исследований можно сделать заключение о том, что 
метод капиллярного электрофореза, предлагаемый 
для оценки количественного содержания тимохинона 
в семенах чернушки посевной, показал соответствие 
полученных валидационных параметров (специфич-
ность, линейность, правильность и прецизионность) 
требованиям отечественных [1, 3, 5, 8] и междуна-
родных [25, 26] нормативных документов.

Последующие исследования были связаны с 
апробацией разработанной электрофоретичес-

Рис. 4. Градуировочный график зависимости площади пика от концентрации тимохинона в растворе

Таблица 1

Результаты количественного определения тимохинона  в модельных смесях

Установленное
содержание
тимохинона 
в семенах 

чернушки, %

Концентрация 
(%) введенного 

раствора СО 
тимохинона 

Ожидаемое 
содержание 
тимохинона 
в модельной 

смеси

Найдено 
(%)

Найдено 
(%), среднее 

значение

Откры-
вае-

мость 
(R), 
в %

Среднее 
значение
открыва-

емости (R), 
в %

1,25 0,05 1,30 1,29

1,31

99,23

100,51
1,25 0,05 1,30 1,32 101,54
1,25 0,05 1,30 1,31 100,77
1,25 0,10 1,35 1,34

1,34

99,25

99,50
1,25 0,10 1,35 1,33 98,52
1,25 0,10 1,35 1,36 100,74
1,25 0,15 1,40 1,41

1,40

100,71

100,24
1,25 0,15 1,40 1,38 98,57
1,25 0,15 1,40 1,42 101,43
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кой методики непосредственно на растительном 
сырье – семенах чернушки посевной. В резуль-
тате изучения влияния различных экстрагентов, 
температуры и соотношения фаз между сырьем 
и экстрагентом было установлено, что оптималь-
ным экстрагентом является 50%-ный спирт эти-
ловый, оптимальное время экстракции – 40 минут 
при комнатной температуре и соотношении сырья 
и экстрагента 1:100.

С помощью капиллярного электрофореза 
была проведена количественная оценка тимохи-
нона в семенах чернушки посевной, результаты 
которой приведены в таблице 3. 

Как видно из данных, приведенных в таблице 
3, содержание тимохинона в различных образцах 
семян чернушки посевной колебалось в интерва-
ле от 1,13% до 1,28%.

Таким образом, разработана методика коли-
чественного определения тимохинона в семенах 
чернушки посевной с помощью капиллярного 
электрофореза и проведена ее валидация. Элек-
трофоретическая методика может быть реко-
мендована для нормирования и оценки качества 
семян чернушки посевной по ее активному компо-
ненту – тимохинону.
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Таблица 2

Результаты валидации электрофоретической методики  
по параметру «прецизионность»

Повторяемость (сходимость)

Номер образца

Содержание 
тимохинона 
в семенах, %

(день 1)

Метрологические 
характеристики

Содержание 
тимохинона 
в семенах, %

(день 2)

Метрологические 
характеристики

1 1,26 =1,26
S=0,01949

ΧS =0,00796
Sr=1,55%
∆Х=0,05

1,27 =1,30
S=0,02366

ΧS =0,00966
Sr =1,82%
∆Х=0,06

2 1,27 1,28
3 1,24 1,33
4 1,25 1,29
5 1,23 1,32

6 1,28 1,31

Межлабораторная прецизионность (воспроизводимость)
1 1,25 =1,24

S=0,02324

ΧS =0,009489
Sr =1,87%
∆Х=0,059

1,29 =1,27
S=0,03286

ΧS =0,01342
Sr =2,59%
∆Х=0,08

2 1,24 1,28
3 1,26 1,21
4 1,22 1,27
5 1,21 1,25

6 1,27 1,30

Таблица 3

Количественное содержание тимохинона в семенах чернушки посевной

Номер серии
Содержание тимохинона, 

%
Метрологические характеристики

1 1,13  S=0,01483; Sх=0,00606; ∆х=0,04; ε=3,54%
2 1,25 S=0,01342; Sх=0,00548; ∆х=0,03; ε=2,40%
3 1,19  S=0,01366; Sх=0,00558; ∆х=0,04; ε=2,94%
4 1,28 S=0,01732; Sх=0,00707; ∆х=0,05; ε=3,36%
5 1,16 S=0,01414; Sх=0,00577; ∆х=0,04; ε=3,45%

 Примечание: образец 1 – Краснодарский край, ст. Динская. Образец 2 – Краснодарский край,  
ст. Васюринская. Образец 3 – Республика Адыгея, пос. Энем. Образец 4 – Индия. 
Образец 5 – Сирия.
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