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Актуальность. Разработка новых и совершенствование существующих методик определения подлинности и оценки качества 
нового лекарственного растительного сырья (ЛРС), а также известных фармакопейных видов ЛРС подразумевают определение 
мажорного или маркерного соединения, по которому проводится сквозная стандартизация ЛРС и будущих лекарственных 
средств на его основе. 
Цель исследования – разработка методики определения подлинности голубики болотной листьев методом тонкослойной хро-
матографии по маркерному соединению – хлорогеновой кислоте. 
Материал и методы. Анализ проводили методом тонкослойной хроматографии с водно-спиртовым извлечением (экстрагент – 
спирт этиловый 70%-ный), полученным из воздушно-сухих листьев голубики болотной. Подобраны оптимальные условия раз-
деления маркерного компонента – хлорогеновой кислоты, от сопутствующих соединений: смесь растворителей, детектирующий 
реактив, объем наносимой пробы, тип хроматографической пластинки. 
Результаты. Определение основной группы биологически активных веществ методом тонкослойной хроматографии в голубике 
болотной листьях возможно проводить в следующих условиях: хроматографическая пластинка, в качестве сорбента – силика-
гель, нанесенный на алюминиевую или полимерную подложку, элюент – безводная муравьиная кислота–ледяная уксусная кис-
лота–вода–этилацетат (7,5:7,5:18:67), детектирующий реактив – пары аммиака и алюминия хлорид спиртовой раствор 2%, оп-
тимальный объем пробы – 7,5 мкл спиртового раствора, оптимальный объем стандартного образца хлорогеновой кислоты –  
5 мкл, время насыщения камеры парами элюента – 30 мин, время элюирования – 55–60 мин, время выдерживания пластинки в 
сушильном шкафу после обработки алюминия хлоридом спиртовым раствором 2% – 3 мин. 
Выводы. Для определения подлинности лекарственного растительного сырья – голубики болотной листья, разработана методи-
ка определения маркерного компонента – хлорогеновой кислоты, методом тонкослойной хроматографии как экспресс-метода, 
используемого в Государственной фармакопее Российской Федерации, а также фармакопеях других стран. 
Ключевые слова: голубика болотная, листья, подлинность, хлорогеновая кислота, тонкослойная хроматография. 
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Контроль качества лекарственного расти-
тельного сырья (ЛРС) включает в себя оценку 
подлинности используемого в производстве ЛРС с 
использованием простых, быстрых, воспроизво-
димых и точных методик. В Государственной 
фармакопее Российской Федерации XIV издания 
(ГФ РФ XIV изд.) основным методом определения 
подлинности ЛРС является тонкослойная хрома-
тография (ТСХ). Для четырех объектов предложе-
ны методики на основе высокоэффективной жид-
костной хроматографии и для двух объектов – га-
зожидкостной хроматографии [1]. ТСХ является 
менее затратным методом по временному и по 
экономическому ресурсу для определения под-
линности сырья. При этом контроль качества 
необходимо проводить по маркерному или ма-
жорному компоненту, наличие которого в сырье 
подтверждает его подлинность [2]. Голубика бо-
лотная (семейство Вересковые) интересна в каче-
стве источника биологически активных веществ 
(БАВ) наряду с другими фармакопейными видами 
вересковых [3]. Ведущей группой БАВ в листьях 
голубики болотной являются фенольные соедине-
ния: флавоноиды производные кверцетина, лю-
теолина, гидроксикоричные кислоты, в том числе 
коричная, хлорогеновая, кофейная; кумарины – 
дигидрокумарини умбеллиферон [4, 5]. Листья из-
вестны антикатарактальным, противодиабетиче-
ским, гепатопротекторным, иммуномодулирую-
щим [6], мочегонным и актопротекторным [7] дей-
ствием и могут заготавливаться наряду с плодами. 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  – разработка 
методики оценки подлинности голубики болотной 
листьев методом тонкослойной хроматографии. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Объектом исследования служили образцы ли-

стьев голубики болотной Vaccinium uliginosum L., 
собранные в нескольких регионах Российской Фе-
дерации в фазу плодоношения в местах естествен-
ного произрастания. Листья сушили воздушно-
теневым способом. 

Пробоподготовку извлечения с максималь-
ным содержанием фенольных соединений прово-
дили согласно ранее разработанной методике [8]. 

Полученное извлечение в объеме 2,5, 5,0, 7,5 
и 10 мкл наносили с помощью микрошприца 
Hamilton Gastight Syringe вместимостью 10 мкл 
(Phenomenex, США) на хроматографические пла-
стинки марки Sorbfil (Россия) ПТСХ-П-В-УФ и 
ПТСХ-АФ-А-УФ размером 100×100 мм (тип сор-
бента: силикагель СТХ-1ВЭ и силикагель СТХ-1А; 

зернение: 8−12 и 5−17 мкм; толщина слоя: 100 и 
110 мкм, связующее: силиказоль; УФ индикатор: 
УФ-254; тип подложки: ПЭТФ и Al). Использова-
ли растворители марки х.ч. (ЗАО «Вектон», СПб, 
Россия). Зоны адсорбции просматривали в види-
мом и УФ-свете (при обработке парами аммиака и 
алюминия хлоридом спиртовым раствором 2%). 
Использовали стандартный образец (СО) хлороге-
новой кислоты (Chlorogenic acid CRS, code: 
Y0000569, 97.1%, Ph. Eur. Reference Standard).  

Приготовление раствора СО хлорогеновой 
кислоты: точную навеску стандартного образца в 
количестве 0,02 г помещают в мерную колбу вме-
стимостью 25 мл, добавляют 20 мл спирта этилово-
го 70%-ного для полного растворения хлорогено-
вой кислоты. Раствор доводят до метки спиртом 
этиловым 70%-ным и перемешивают. Срок хране-
ния раствора 3 мес. в плотно укупоренной посуде в 
прохладном, защищенном от света месте [1]. 

Валидационную оценку разработанной мето-
дики проводили по показателям специфичность, 
робастность (устойчивость), воспроизводимость 
[1, 11, 12]. 

Статистическую обработку результатов вы-
полнялив Microsoft Excel 2016. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
На начальном этапе подобраны оптимальные 

условия разделения хлорогеновой кислоты (ХК), 
являющейся маркерным соединением и домини-
рующим в сумме фенольных соединений в извле-
чении из листьев голубики болотной [8], от сопут-
ствующих соединений при испытании 10 элюиру-
ющих систем (табл. 1), выбранных согласно лите-
ратурным данным [1, 9, 10]. 

Зоны адсорбции проявляли различными про-
явителями, оценивая контрастность, специфич-
ность и доступность детектирующего реактива 
(табл. 2). 

По ТСХ-профилю зон адсорбции, получен-
ному на хроматограммах, оптимальное разделение 
хлорогеновой кислоты в извлечении из голубики 
болотной листьев наблюдали в системе «безводная 
муравьиная кислота–ледяная уксусная кислота–
вода–этилацетат» (7,5:7,5:18:67) и последователь-
ной обработке пластинки парами аммиака и алю-
миния хлоридом спиртовым раствором 2% (рис. 
1). Пары аммиака являются специфическим реак-
тивом для детекции фенолокислот; применение 
алюминия хлорида позволяет визуализировать со-
путствующие фенольные соединения, такие как 
флавоноиды [13]. 
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Таблица 1. Хроматографические параметры хлорогеновой кислоты в различных элюирующих системах 

№ 
п/п Элюент 

Rf±0,02 
стандартный  

образец 

Rf±0,02 
исследуемое  
извлечение 

1 Безводная муравьиная кислота–вода–этилацетат (10:10:84) 0,50 0,49 
2 Безводная муравьиная кислота–вода–этилацетат (8:8:84) 0,47 0,48 

3 Безводная муравьиная кислота–ледяная уксусная кислота–вода–этилацетат 
(11:11:27:100) 0,64 0,66 

4 Безводная муравьиная кислота–ледяная уксусная кислота–вода–этилацетат 
(7:7:14:72) 0,48 0,49 

5 Безводная муравьиная кислота–ледяная уксусная кислота–вода–этилацетат 
(7,5:7,5:18:67) 0,81 0,80 

6 Безводная муравьиная кислота–ледяная уксусная кислота–вода–этилацетат 
(7:7:14:72) 0,75 0,75 

7 Вода–метанол–этилацетат (8:15:77) 0,17 0,19 

8 Безводная муравьиная кислота–ледяная уксусная кислота–вода–этилацетат 
(11:11:26:100) 0,63 0,65 

9 Безводная муравьиная кислота–метанол–вода–этилацетат (2,5:4:4:50) 0,51 0,51 
10 Вода–ацетонитрил–ледяная уксусная кислота (78:19:31)  Нет разделения Нет разделения 

Таблица 2. Характеристика детектирующих реагентов для определения хлорогеновой кислоты  
в голубики болотной листьях методом ТСХ 

№ 
п/п Детектирующий реактив Окрашивание хроматографических зон 

1 Видимый свет Серое окрашивание 
2 УФ-свет (254) Светло-зеленое свечение 
3 Пары аммиака водного раствора 25% Серое окрашивание 
4 Пары аммиака водного раствора 25% в УФ-свете (254) Желто-зеленое свечение 
5 Алюминия хлорида спиртового раствора 2% Не проявляет 
6 Алюминия хлорида спиртового раствора 2% в УФ-свете (254) Голубое свечение 

                                  
                                           1                2                     3                     4                   5                 6 

Рис. 1. Хроматограмма с извлечениями из голубики болотной листьев, собранных в разных местах естественного произрастания: 1 – 
стандартный образец, 2 – Куйвозовское сельское поселение (Ленинградская область), 3 – гора Иремель (Челябинская область), 4 – гора 
Малый Иремель (Челябинская область), 5 – деревня Шамокша (Ленинградская область), 6 – поселок Визимьяры (Республика Марий Эл) 
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Оптимальный объем наносимого извлечения 
составил 7,5 мкл, при нанесении которого наблю-
дается эффективное разделение хлорогеновой 
кислоты от сопутствующих соединений с доста-
точной визуализацией при детекции. 

Валидационная оценка методик испытаний на 
подлинность согласно ГФ РФ XIV изд. включает 
доказательство специфичности методики [1]. Раз-
работанные условия определения подлинности го-
лубики болотной листьев методом ТСХ позволяют 
установить присутствие маркерного компонента 
хлорогеновой кислоты, при этом на хроматограм-
ме наблюдается соответствие зон адсорбции в из-
влечении из ЛРС и зоны адсорбции СО хлороге-
новой кислоты по значению фактора удерживания 
и окрашиванию при использовании выбранного 

детектирующего агента. Параметр «робастность» 
установлен по влиянию времени насыщения хро-
матографической камеры на воспроизводимость 
ТСХ-профиля и эффективность разделения хлоро-
геновой кислоты от сопутствующих соединений 
(табл. 3). 

Установлено, что оптимальное время насы-
щения хроматографической камеры не менее 30 
мин, в ненасыщенной камере не наблюдается раз-
деление суммы БАВ. 

Параметр «воспроизводимость» оценивали по 
эффективности разделения хлорогеновой кислоты 
и сопутствующих фенольных соединений на двух 
типах хроматографических пластин: с полимерной 
и алюминиевой подложкой. Анализ выполнен в 
разные дни и разными аналитиками (табл. 4). 

Таблица 3. Определение параметра «робастность» методики определения основной группы БАВ  
в голубики болотной листьях 

№ 
п/п 

Время насыщения  
хроматографической камеры, мин 

Rf±0,02 
стандартный образец (n=3) 

Rf±0,02 
исследуемое извлечение (n=3) 

1 0 Нет разделения Нет разделения 
2 10 Нет разделения Нет разделения 
3 20 0,75 0,74 
4 30 0,81 0,80 
5 40 0,79 0,80 
6 50 0,82 0,80 
7 60 0,81 0,80 

Таблица 4. Определение параметра «воспроизводимость» методики определения основной группы БАВ  
в голубики болотной листьях 

Аналитик 

ПТСХ-П-В ПТСХ-АФ-А 
Rf±0,02 

стандартный образец  
(n=3) 

Rf±0,02 
исследуемое извлечение 

(n=3) 

Rf±0,02 
стандартный образец  

(n=3) 

Rf±0,02 
исследуемое извлечение 

(n=3) 
1 0,81 0,80 0,79 0,80 
2 0,81 0,79 0,79 0,81 
3 0,80 0,82 0,80 0,82 
 
Возможно использование сорбента – силикаге-

ля, нанесенного на алюминиевую или полимерную 
подложку, с получением сходных ТСХ-профилей и 
значений фактора удерживания при проведении ана-
лиза в разные дни и разными аналитиками. 

В результате анализа предложены следующие 
условия определения основной группы БАВ в го-
лубике болотной листьях: сорбент – силикагелевые 
пластинки марки «Sorbfil» размером 100×100 мм с 
полимерной ПТСХ-П-В или алюминиевой ПТСХ-
АФ-А подложками, элюент – безводная  муравьи-
ная кислота–ледяная уксусная кислота–вода–
этилацетат (7,5:7,5:18:67), проявители − пары ам-
миака и алюминия хлорид спиртовой раствор 2%, 

оптимальный объем пробы – 7,5 мкл спиртового 
раствора, оптимальный объем стандартного образ-
ца хлорогеновой кислоты – 5 мкл, время насыще-
ния камеры парами элюента – 30 мин, время элюи-
рования – 55−60 мин, время выдерживания пла-
стинки в сушильном шкафу после обработки алю-
миния хлоридом спиртовым раствором 2% − 3 мин.  

Для проявления хроматографических зон ад-
сорбции хроматограмму просматривают в видимом 
и УФ-свете, далее обрабатывают последовательно 
парами аммиака и алюминия хлоридом спиртовым 
раствором 2%. После обработки каждым реактивом 
хроматограмму повторно просматривают в види-
мом и УФ-свете. 
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Наблюдается зона адсорбции с голубой флуо-
ресценцией на уровне зоны адсорбции СО хлоро-
геновой кислоты. Могут наблюдаться зоны ад-
сорбции с желтой флуоресценцией выше зоны ад-
сорбции хлорогеновой кислоты и со светло-
голубой флуоресценцией ниже зоны адсорбции 
хлорогеновой кислоты. 

ВЫВОДЫ 
Определение подлинности ЛРС устанавлива-

ется по присутствию в извлечении из данного сы-
рья маркерного компонента. В листьях голубики 
болотной маркерным компонентом является хло-
рогеновая кислота, содержание которой составля-
ет не менее 1,5%. Для оценки подлинности голу-
бики болотной листьев разработана методика на 
основе ТСХ, которая соответствует валидацион-
ным параметрам «специфичность», «робастность» 
и «воспроизводимость». 
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Relevance. Development of new methods and improvement of existing methods of identification and quality control new and 
pharmacopoeia plant raw material involve detection of major or marker component. End-to-end standardization of plant raw material 
and drugs from these plant material can be carried out on this component. 
Aim. Development of qualitative control analysis of Vaccinium uliginosum leaves by marker component – chlorogenic acid – using 
thin-layer chromatography. 
Material and methods. Qualitative control analysis of V. uliginosum leaves was carried out with water-alcohol extract (ethanol 70%) 
from air-dried leaves. We have selected the best conditions for separating the marker component – chlorogenic acid – from other 
compounds: mobile phase, detection, application, type of chromatographic plate. 
Results. Determination of the main group of biologically active compounds in the V. uliginosum leaves by thin-layer chromatography 
can be carried out under the following conditions:sorbent – silica gel, polymer or aluminum plates, eluent – anhydrous formic acid-
glacial acetic acid–water–ethylacetate (7.5:7.5:18:67), detector – ammonia and aluminum chloride alcohol solution 2%, injection 
volume 7.5 µl of water–ethanol extract, 5 µl of chlorogenic acid standard solution, time of saturation of the chamber with eluent 
vapors – 30 min, elution time – 55–60 min, storing time in the dish drying cabinet after treat with a aluminum chloride alcohol 
solution2% 3 min. 
Conclusions. We have developed qualitative control method of plant raw material – Vaccinium uliginosum leaves–by marker compo-
nent chlorogenic acid using thin-layer chromatography. 
Key words: Vaccinium uliginosum, leaves, qualitative control analysis, chlorogenic acid, thin-layer chromatography. 
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