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Отметим, что эксперимент по колебательным 
спектрам урацила в замороженных матрицах 
подтверждает возможность наличия различных 
таутомерных форм. Наблюдаются группы полос 
с размерами щелей в каждой группе ~15-5 см−1. 
В газовой фазе каждая такая группа проявляется 
в виде полосы сплошного контура [13].
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Методом тонкослойной хроматографии изучены хроматогра-
фические свойства некоторых антиоксидантов полифеноль-
ной природы – кверцетина и рутина – в циклодекстриновых 
подвижных фазах при варьировании природы неподвижной 
фазы, природы и концентрации циклодекстринов, а также 
природы и концентрации модификаторов циклодекстрино-

вых подвижных фаз (органического растворителя и сильного 
электролита). Найдены оптимальные хроматографические 
системы и условия их применения в ТСХ исследуемых флаво-
ноидов.
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Application of Cyclodextrins in Thin-Layer Chromatography 
for Some Antioxidants of Polyphenolic Nature

O. N. Sorokina, E. G. Sumina, 
A. V. Petrakova, V. Z. Uglanova

The chromatographic properties of some antioxidants of polyphenolic 
nature (quercetin and rutin) were studied by thin-layer chromatography 
in cyclodextrin mobile phases at varying the stationary phase nature, 
the nature and concentration of cyclodextrins, and the nature and 
concentration of cyclodextrin mobile phase modifiers (an organic 
solvent and a strong electrolyte). Optimal chromatographic systems 
and conditions of their application in the TLC of flavonoids were found.
Key words: thin-layer chromatography, flavonoids, quercetin, rutin, 
cyclodextrins.

Создание новых и совершенствование извест-
ных лекарственных форм связано с разработкой 
новых систем доставки лекарств в организм чело-
века, которые позволяют существенно уменьшить 
токсическое действие препаратов и снизить их 
дозировку. В этой связи актуальными являются 
исследования новых систем доставки лекарств, 
основанных на образовании комплексов вклю-
чения фармакологических веществ в молекулу 
носителя [1–9]. Среди известных в настоящее 
время носителей особое внимание привлекают 
циклодекстрины (ЦД).

Циклодекстрины являются наиболее рас-
пространенными представителями природных 
молекул-рецепторов, обладающих относительно 
жесткой структурой и объемной гидрофобной 
полостью и способных образовывать в растворе 
устойчивые супрамолекулярные наноразмерные 
комплексы включения «гость – хозяин» [10]. 
Эффективность и селективность взаимодействия 
«гостей» с ЦД во многом зависит от соответствия 
размеров молекулы «гостя» полости «хозяина» и 
прочности их связывания друг с другом, которое 
осуществляется за счет ван-дер-вальсовых сил, 
водородных связей, гидрофобного, донорно-
акцепторного взаимодействия, среди которых 
гидрофобное играет доминирующую роль [11, 12].

Особый интерес к ЦД как носителям лекарств 
по сравнению с другими комплексообразовате-
лями (мочевиной, альбумином, дезоксихолиевой 
кислотой и др.) обусловлен тремя их свойствами: 
высокой стабильностью, достаточно большим 
диаметром полости и хорошей переносимостью 
организмом человека [13]. 

Образование комплексов включения лекар-
ственных форм с ЦД улучшает их фармацевти-
ческие и фармакологические характеристики, 
что служит основой для широкого применения 
ЦД в аналитической фармацевтической практике, 
особенно в области хроматографических методов 

анализа лекарств [11, 14–17]. Систематическое 
применение ЦД в колоночной жидкостной хро-
матографии лекарственных соединений началось 
более 20 лет назад [18–23]. Аналитические ис-
следования в тонкослойной хроматографии (ТСХ) 
лекарств практически не проводились. В связи с 
этим целью настоящей работы является изучение 
возможности применения циклодекстринов в 
качестве подвижных фаз (ПФ) в тонкослойной 
хроматографии представителей полифенольных 
соединений (кверцетина и его гликозида рутина), 
выбор которых связан с разнообразной биологи-
ческой активностью этих соединений, включаю-
щей антиоксидантные, капилляроукрепляющие, 
седативные и другие важные свойства.

Материалы и методы

В качестве объектов исследования выбраны 
следующие представители флавоноидов – рутин 
тригидрат и кверцетин дигидрат фирмы «Alfa 
Aesar». Стандартные растворы исследуемых фла-
воноидов в 95%-м этиловом спирте с концентра-
цией 1 мг/мл готовили по точной навеске. Рабочие  
растворы готовили разбавлением стандартных в 
95%-м спирте. Растворы хранили в холодильнике 
не более 7 дней.

Для приготовления подвижных фаз исполь-
зовали исходные растворы циклодекстринов с 
концентрацией 9·10−2 и 1·10−2 М, которые гото-
вили растворением точной навески вещества в 
дистиллированной воде (2-гидроксипропил-β-
циклодекстрин, 2-ГП-β-ЦД) и 8 М водном раство-
ре мочевины (β-циклодекстрин, β-ЦД). Рабочие 
растворы всех веществ готовили разбавлением 
исходных перед употреблением. Циклодек-
стриновые ПФ модифицировали следующими 
органическими растворителями: ацетонитрилом 
(ос.ч.), этилацетатом (ч.д.а.), 1-бутанолом (х.ч.), 
2-бутанолом (ч.д.а.), 2-пропанолом (х.ч.). Ион-
ную силу растворов создавали 2.0 М раствором 
хлорида калия. 

Для сравнения эффективности и селектив-
ности разделения исследуемых соединений в 
циклодекстриновых и водно-органических ПФ 
использовали: число теоретических тарелок (N), 
высоту, эквивалентную теоретической тарелке 
(ВЭТТ), и разрешение (Rs).

Исследования проводили методом восходя-
щей ТСХ на коммерческих пластинах: Сорбфил 
(Россия), Полиамид-6 (Германия), RP-18 (Герма-
ния). Зоны флавоноидов идентифицировали на 
видеоденситометре Сорбфил с УФ-лампой (TUV 
PL-S PHILIPS, 254 нм) по собственной флуорес-
ценции в УФ-свете.
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Результаты и их обсуждение

Анализ полученных результатов позволил 
выявить следующие факторы, влияющие на эф-
фективность действия циклодекстринов в ТСХ 
исследуемых флавоноидов:

1) природа неподвижной фазы;
2) природа и концентрация ЦД;

3) модификация циклодекстриновых ПФ 
органическим растворителем и сильным электро-
литом;

4) улучшение формы зон сорбатов в присут-
ствии сильного электролита.

Пример существенного влияния природы 
неподвижной фазы на хроматографическое по-
ведение исследуемых веществ приведен на рис. 1.
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Рис. 1. Влияние природы неподвижной фазы на хроматографическое поведение кверцетина и 
рутина. ПФ: водный раствор 2-ГП-β-ЦД (С=5⋅10−2 М). CR= 1 мг/мл: а – RP-18, б – Сорбфил (ПП), 

в – Сорбфил (Al), г – Полиамид-6. 1 – кверцетин, 2 – рутин

Из рис. 1 видно, что хроматографические 
зоны на полярных фазах (Сорбфил (ПП) и Сорб-
фил (Al)) и неполярных (RP – 18) фазах либо 
сильно размыты, либо имеют очень маленькие 
значения Rf, т.е. оба типа НФ не пригодны для 
разделения анализируемых веществ в ПФ на 
основе циклодекстринов. Хроматографические 
зоны сорбатов на сорбентах средней полярности 
(Полиамид-6) более компактны. Поэтому в даль-
нейшей работе использовали преимущественно 
эти неподвижные фазы.

Показано, что присутствие в водной ПФ 
низких концентраций циклодекстринов (1×10−5 
÷1×10−3 М), независимо от их природы, как 
правило, не изменяет подвижность сорбатов, и 
она равна нулю. Поэтому для дальнейших ис-
следований, вследствие лучшей растворимости 
в воде и возможности приготовления более кон-
центрированных растворов (до 9.0×10−2 М), был 
выбран 2-ГП-β-ЦД. Результаты исследований 
представлены на рис. 2, 3.

Рис. 2. Хроматограммы кверцетина и ру-
тина. НФ: Полиамид-6. ПФ: 2-ГП-β-ЦД – 
вода (С(ЦД) = 9.0⋅10−2 М). CR = 1 мг/мл: 
1 – кверцетин, 2 – рутин, 3 – смесь кверце-

тина и рутина

1       2        3
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Установлено, что во всем исследуемом диа-
пазоне концентраций 2-ГП-β-ЦД (см. рис. 2) 
подвижность кверцетина равна нулю, что, по-
видимому, связано с несоответствием размера 
молекулы кверцетина полости 2-ГП-β-ЦД. Иначе 
ведет себя рутин, подвижность зон которого по-
степенно увеличивается с увеличением концен-
трации 2-ГП-β-ЦД в ПФ (см. рис. 3). Этот факт 
можно объяснить образованием водородной связи 
между гликозидными фрагментами в молекуле го-
стя (рутина) и первичными и вторичными гидрок-
сильными группами молекулы хозяина (циклодек-
стрина) [14, 15]. Известно также, что введение в 
молекулу ЦД алкильных заместителей изменяет 
её форму и размер, что, вероятно, и способствует 
более эффективному включению сорбатов в по-
лость ЦД [15]. Таким образом установлено, что 
эффективность и селективность разделения сорба-
тов в подвижных фазах, содержащих 2-ГП-β-ЦД, 
зависит от концентрации ЦД и присутствия в его 
молекуле заместителя.

Модифицирование подвижной фазы органи-
ческим растворителем и сильным электролитом

С целью улучшения хроматографических 
характеристик сорбатов в циклодекстриновых ПФ 
нами было исследовано влияние добавок органи-
ческого растворителя (ацетонитрила, этилацетата, 
1-бутанола, 2-бутанола, 2-пропанола) и сильного 
электролита (хлорида калия, µ=0.25–1.25). Ти-
пичные хроматограммы представлены на рис. 4, 
из которого видно, что введение органического 
растворителя повышает подвижность и рутина, 
и кверцетина. При этом изменение подвижности 
веществ имеет свои особенности. При введении 
в водно-циклодекстриновую ПФ растворителя 

Рис. 3. Зависимость подвижности рутина от концентрации 2-ГП-β-ЦД. НФ: 
Полиамид-6. ПФ: 2-ГП-β-ЦД – вода. CR = 1 мг/мл
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сначала наблюдается уменьшение подвижности 
зоны рутина практически до 0, а затем ее по-
степенное увеличение (рис. 5, а). Наблюдаемые 
зависимости могут быть связаны с протеканием 
конкурирующих реакций включения молекул ру-
тина в полость ЦД, что первоначально приводит к 
уменьшению подвижности сорбата [24]. По мере 
увеличения доли растворителя в ПФ усиливается 
и его одновременная сорбция на полиамидном 
сорбенте за счет образования водородных связей, 
что способствует вытеснению сорбатов с по-
верхности НФ и увеличению значений Rf. Под-
вижность рутина растет более существенно, чем 
кверцетина. Во втором случае она увеличивается 
при содержании органического растворителя в 
ПФ 40–50% (рис. 5, б).

Рис. 4. Хроматограммы флавоноидов: НФ: Полиамид-6. 
CR= 1 мг/мл: 1 – кверцетин, 2 – рутин; а – ПФ: 2-ГП-β-ЦД 
(45 мМ) – 1-бутанол – вода (50:40:10); б – ПФ: 2-ГП-β-ЦД 

– KCl – Н2О (50:10:40)

а

1        21        2

б

C(2-ГП-β-ЦД) × 10−2, М
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Рис. 5. Зависимость подвижности рутина (а) и кверцетина (б) от концентра-
ции органического растворителя. НФ: Полиамид-6. CR= 1 мг/мл. Cцд=45мМ. 
а – ПФ: 1 – 2-ГП-β-ЦД – 2-бутанол; 2 – 2-ГП-β-ЦД – ацетонитрил; 3 – 
2-ГП-β-ЦД – 1-бутанол; 4 – 2-ГП-β-ЦД – 2-пропанол; б – ПФ: 1 – 2-ГП-β-ЦД 
– этил ацетат; 2 – 2-ГП-β-ЦД – 2-бутанол; 3 – 2-ГП-β-ЦД – 2-пропанол; 4 – 

2-ГП-β-ЦД – 1-бутанол
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Из рис. 5 также видно, что природа раство-
рителя мало влияет на установленные закономер-
ности, и подвижность хроматографических зон 
кверцетина и рутина увеличивается по мере на-
сыщения ПФ как протонными (различные спирты: 
2-пропанол, 1-бутанол, 2-бутанол), так и апротон-
ными (ацетонитрил, этилацетат) растворителями.

Установлено, что увеличение ионной силы 
раствора, так же как и введение в ПФ органиче-
ского растворителя, несколько повышает подвиж-
ность рутина (рис. 6). Кверцетин по-прежнему 
остается на линии старта. Возможно, в этом 
случае также протекает конкурирующая реакция 

комплексообразования между ЦД и электроли-
том, концентрация ионов которого на несколько 
порядков больше чем сорбатов. Основным поло-
жительным результатом введения электролита в 
циклодекстриновые ПФ является существенное 
улучшение формы зон сорбируемых веществ (см. 
рис. 1,  4). 

Установлено, что наиболее перспективной 
является циклодекстриновая ПФ на основе 1-бута-
нола, так как в данной ПФ наблюдается движение 
хроматографических зон обоих сорбатов. Поэтому 
эту ПФ далее модифицировали введением добавок 
уксусной кислоты, рекомендованной в [25–26]. 
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Установлено, что добавление уксусной кислоты 
дополнительно увеличило подвижность и ком-
пактность хроматографических зон кверцетина и 
рутина, а также ∆Rf между ними, что может быть 
использовано в практических целях.

Параметры эффективности и селективности 
для данных хроматограмм представлены в та-
блице, из которой видно, что значения N и H для 

кверцетина несколько ухудшаются, а для рутина, 
наоборот, улучшаются. Установлено также, что 
использование циклодекстриновых ПФ вместо 
органических растворителей приводит к измене-
нию порядка элюирования сорбатов. Наблюдае-
мое явление может быть связано с адсорбцией 
циклодекстрина на НФ и изменением её свойств 
за счет модификации поверхности.

Заключение

Методом ТСХ изучено хроматографическое 
поведение кверцетина и рутина в циклодекстрино-
вых подвижных фазах при варьировании природы 
и концентрации ЦД, органического растворителя 
и электролита. Найдены оптимальные условия для 
разделения зон кверцетина и рутина.

Работа выполнена при поддержке РФФИ 
(грант № 12-03-00450а).
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