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Методом обращено-фазовой ВЭЖХ со спектрофотометри
ческим детектированием исследовано разделение природных 
политиофенов, характерных для ряда растений рода бархатцы 
и некоторых других родов семейства сложноцветные. Обсуж
даются особенности разделения тиофенов в элюентах с раз
личными органическими составляющими: ацетонитрила, аце
тона и 2-пропанола. Количественное содержание тиофенов 
определено с использованием спектрофотометрического мето
да, а их строение было подтверждено методом ГЖХ с масс- 
спектрометрическим детектированием. Исследованы возмож
ности определения тиофенов в экстрактах методом ТСХ на 
пластинах (силикагелевых) «Сорбфил» с обнаружением по яр
кой голубой флуоресценции в УФ свете (354 нм).
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В в е д е н и е

Паразитические нематоды растений отвечают за потерю от 10 до 50% урожая 
многих сельскохозяйственных культур во всем мире, поэтому для снижения численно
сти этих организмов в почве приходится использовать экологически небезопасные 
синтетические препараты [1]. Альтернативой использованию таких веществ может 
служить применение природных тиофенов, накопление которых характерно для кор
ней ряда растений семейства сложноцветные [2], и в первую очередь такого популяр
ного цветкового декоративного растения, как бархатцы (Tagetes) [3]. Особо выделим 
это растение, поскольку лепестки его цветков являются уникальным сырьем для про
изводства лютеина (и зеаксантина) для медицинской промышленности [4], что позво
ляет рассчитывать на возможность комплексной утилизации всего растения. Кроме 
того, для производства тиофенов возможно использование культуральных клеточных 
технологий [3]. Число различных производных тиофенов довольно велико, но важ
нейшими из них являются соединения I - I V  (схема 1).

Схема 1. Строение важнейших природных тиофенов

Природные тиофены не устойчивы при УФ-облучении: обладают специфиче
ской фототоксичностью [5], флуоресцируют синим светом [6]. Для определения тио- 
фенов с целью уточнения биосинтеза этих соединений в бархатцах известно использо
вание капиллярной газо-жидкостной хроматографии [7, 8], причем комбинация этого 
метода с масс-спектрометрическим детектированием позволила определять минорные 
составляющие сложных смесей природных тиофенов. Тонкослойная хроматография 
на силикагелевых пластинах с флуоресцентным индикатором и с метанолом в качест
ве подвижной фазы были использованы для качественного анализа тиофенов после
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опрыскивания пластин 0.4%-ным раствором изатина в концентрированной серной 
кислоте в УФ (254 нм) свете [9]. Заметно более простая процедура была использована 
в работе [8], в которой использована способность тиофенов флуоресцировать при УФ- 
облучении. Но ВЭЖХ в аналитических целях используется чаще. В работе, посвящен
ной разработке быстрого метода анализа тиофенов в сложных смесях [10], предложен 
обращено-фазовый вариант ВЭЖХ со сложной подвижной фазой на основе смеси аце
тонитрил -  вода (72:28), содержащей по 10 мМ калий-фосфатного буфера (рН=з.2) и 
хлорида тетраметиламмония. Впрочем, в других работах использовали смеси ацето
нитрила с водой без каких-либо добавок [11, 12] или метанола с водой [13].

Цель настоящей работы -  систематизация хроматографических методов анали
за смеси тиофенов в условиях обращено-фазовой ВЭЖХ и нормально-фазовой ТСХ.

М а т е р и а л ы  и  м е т о д ы  и с с л е д о в а н и я

Корни растений трех видов бархатцев: отклоненных (T. patula), прямостоячих 
(T. erecta) и тонколистных (T. tenuifolia) и других растений сушили на воздухе до воз
душно-сухого состояния, измельчали и экстрагировали ацетонитрилом непосредст
венно в ступке при разминании пестиком. Экстракт отделяли от осадка и переносили в 
мерную колбу, туда же добавляли вторую порцию экстракта, полученную аналогично 
из твердого остатка и новой порции экстрагента. Раствор в колбе доводили до метки, и 
перед введением в хроматограф фильтровали через мембрану фторопластовую гид
рофильную МФФК-3Г (0.45 мкм).

В работе использована хроматографическая система, составленная из насоса Al- 
tex 110A, крана дозатора Rheodyne 7200 с петлей объемом 20 мкл. Хроматографиче
ская колонка: 4x250 мм, Диасфер-110-С18, 5 мкм. Детектор -  спектрофотометриче
ский с варьируемой длиной волны (детектор Nicolet LC/9563). Для регистрации и об
работки хроматограмм использовали ПП МультиХром 1.5.

Для разделения тиофенов по фракциям использовали ТСХ на пластинах 
«Сорбфилл» (10x10 см, силикагель) в подвижных фазах н-гексан -  ацетон (10:1; Rf = 
0.59 -  фракция 1 и 10:0.05 Rf = 0.80 -  фракция 2 и Rf = 0.84 -  фракция 3).

Исследование фракций методом ГХ-МС: Хроматограф: Agilent 6890N. Колонка: 
кварцевая капиллярная EVDX-5ms (длина 25 м, внутренний диаметр 0.20 мм, толщи
на пленки неподвижной фазы 0.33 мкм). Газ-носитель: гелий, расход через колонку 
0.8 мл/мин. Температурный режим колонки: градиент - начальная температура 50°С, 
выдержка 0.5 мин, подъем до 100°С со скоростью 99°/мин и выдержка 1 мин, подъем 
до 300°С со скоростью 35°/мин и выдержка 20 мин; время записи хроматограммы 27 
мин. Испаритель: режим без деления потока (0.4 мин), температура 270°С, объем вво
димой пробы 1 мкл. Интерфейс детектора: температура 290°С. Детектор: масс- 
спектрометрический квадрупольный Agilent 5975C. Тип ионизации: электронный удар 
(70 эВ). Температура ионного источника 230°С. Температура масс-фильтра 150°С. 
Диапазон масс: 45-550 а.е.м. Система обработки данных: MSD ChemStation E.01.00 
(Agilent).

Для приготовления подвижных фаз использовали растворители: ацетон ч.д.а. 
ЗАО «Экос-1», ацетонитрил х.ч., ООО «ХромРесурс».

Р е з у л ь т а т ы  и с с л е д о в а н и я  и  и х  о б су ж д е н и е

ВЭЖХ тиофенов. Хроматограммы экстрактов боковых корней бархатцев трех 
видов, выращенных в условиях Белгорода, представлены на рис.1.

Очевидно, что набор тиофенов богаче в случае вида T. erecta: кроме одного ос
новного пика, характерного для экстракта корней T. tenuifolia, на хроматограмме де
тектируются второй и третий компоненты, составляющие конкуренцию веществу II; в 
экстракте корней T. patula содержание этих компонент несколько меньше. Вещества I- 
III были идентифицированы с использованием разделения экстракта на три фракции 
тиофенов с последующим определением соединений методом ГЖ Х с масс- 
спектрометрическим детектированием.
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Рис. 1. Разделение тиофенов экстрактов корней растений рода Tagetes 
1 -  T. tenuifolia; 2 -  T. patula; 3 -  T. erecta; пунктир ная линия -  Echinops sphaerocephalus.

Колонка: 250x4 мм, Диасфер-110-С18, 5 мкм; подвижная фаза: вода -  ацетонтрил (2 : 8 об.),
1 мл/мин., детектор: 340 нм

При исследовании хроматографического поведения экстрактов корней бархат
цев в различных составах подвижных фаз системы «ацетонитрил -  вода» было уста
новлено, что осложнений в разделении трех основных тиофенов ( I - III) нет. Т.е. в та
ких случаях нет необходимости в усложнении состава подвижной фазы введением ка
ких-либо добавок. Поскольку соединения I - I I I  можно отнести к гидрофобным, то ин
терес представляла возможность существования общности в аналитической зависимо
сти относительного удерживания пар веществ, характерная для гидрофобных соеди
нений [14]. Такая общность может быть использована для предположительной иден
тификации соединений при отсутствии стандартных образцов соединений. На карте 
относительного удерживания [15], в которой в качестве вещества сравнения использо
вано производное II, представлены данные, полученные при выполнении настоящей 
работы, и точки, построенные по литературным данным (для других стационарных 
фаз), рис.2. Относительное удерживание вещества I по данным, полученным в разные 
дни на протяжении одного года, описывается уравнением с тангенсом угла наклона, 
близким к единице:

lgfc(I) = 0.989-lgfc(II) + 0.090, (1)
с отклонением не более 0.003 логарифмические единицы, хотя были использованы 
две колонки различной длины (250 и 150 мм) с фазами Диасфер-110-С18 из различ
ных партий сорбента, причем во втором случае колонка была без эндкеппинга. Отсут
ствие эндкеппинга не привело также и к отклонению точек, полученных для фазы без 
эндкеппинга, от общего уравнения относительного удерживания соединения III:

lgfc(III) = 0.909-lgfc(II) - 0.260, (2)
что может свидетельствовать о незначительности вклада водородной связи в суммар
ное удерживание соединения III, несмотря на наличие сложноэфирной группировки 
в молекуле.

Относительно согласованности полученных зависимостей с точками, построен
ными по литературным данным, отметим следующее:
1) относительное удерживание соединения I по данным работы [10] с небольшим 
для грубого указания времени удерживания (с точностью до одного знака после за
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пятой) соответствует уравнению (1); для данных работ [12] и [13] такое отклонение 
несколько больше;

Рис. 2. Карта разделения веществ (I -  III)

2) относительное удерживание соединения III, напротив, хорошо соответствует урав
нению (2) для данных работ [12] и [13]; а по данным работы [10] этому уравнению со
ответствует удерживание соединения, идентифицированного как вещество IV  (^ ; при 
этом увеличения удерживания вещества III нельзя объяснить введением в элюент 
ион-парной добавки. Подобная ситуация больше похожа на ошибку в идентификации 
тиофенов, тем более, что в экстракте существует соединение, элюирующееся между 
веществами II и III, хорошо заметное при детектировании при длине волны 
290 нм, рис. 3.

Рис. 3. Хроматограммы экстракта корней T. erecta при различных длинах волн
Подвижная фаза 100% ацетонитрил.

Таким образом, вероятность образования водородных связей между остаточ
ными силанольными группами и веществом III не велика, но иной тип взаимодейст
вия тиофенов со стационарными фазами исключить полностью нельзя. Однако в це
лом возможность переноса параметров относительного удерживания с одних стацио
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нарных фаз на другие существует, если не игнорировать возможность варьирования 
вкладов специфических взаимодействий «сорбат -  сорбент» для каждой из рассмат
риваемых стационарных фаз.

Расширение числа объектов исследования на корни других растений семейства 
сложноцветные (Compositae) показало, что все-таки существует необходимость уточ
нения состава подвижной фазы. В частности она продиктована тем, что при исследо
вании тиофенов корней другого растения -  Echinops sphaerocephalus выясняется, что 
в быстрых элюентах под пиком вещества II находился еще один компонент -  V, 
строение которого в настоящей работе не устанавливали. Полное разделение III и V  
возможно только при содержании воды в водно-ацетонитрильных подвижных фазах 
более 20 об.%, рис. 4.

mV II

V I

100 - 80% А
/V 1 v/k Л

-

II+V

50 -
Л .

♦♦ / \
V* 1М’

** * ’
50% А + 25% B

I
50% А + 30% B

0 -
100% А I L __

0 5 10 мин

Рис. 4. Разделение веществ экстракта Echinops sphaerocephalus 
На рисунке указаны объемные доли органических модификаторов водных подвижных фаз: А  -  ацетонит

рил; В -  ацетон. Условия записи хроматограммы см. рис.1. V  -  неидентифицированный компонент

Для поиска оптимальных элюентов в настоящей работе исследовали влияние 
добавок 2-пропанола и ацетона на разделение веществ II и V. При этом по тангенсам 
углов наклона зависимостей «логарифм фактора удерживания II как функция объем
ной доли модификатора» было найдено, что элюирующая сила убывает в ряду:

ацетон -  2-пропанол -  ацетонитрил.
При этом только добавки ацетона изменяют селективность разделения компонентов 
II и V , что позволяет разделить эти вещества II и V  за меньшее время хроматографи
рования при прочих равных условиях, рис. 4.

Следовательно, более эффективными элюентами (по сравнению со смесями 
ацетонитрила с водой) являются смеси воды, ацетонитрила и ацетона (например, со
става 20:50:30 по объему, соответственно).

Проблему количественного определения тиофенов мы решали комбинацией 
спектрофотометрического и хроматографического методов с учетом того, что моляр
ные коэффициенты экстинкции тиофенов (I-III)  различаются не более чем на 1-2 % 
[16]. В работе был использован молярный коэффициент экстинкции для соединения I, 
e(I) = 24100 моль-1-дм3-см-1 [17]. Для количественного определения тиофенов в услови
ях ВЭЖХ выделяли концентрированную фракцию суммы соединений I+ II, в получен
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ном концентрате определяли концентрацию тиофенов спектрофотометрическим ме
тодом; этот же концентрат затем использовали для градуировки отклика детектора, 
используя в дальнейшем этот же градуировочный коэффициент для веществ I-III. Ре
зультаты определения тиофенов в некоторых объектах представлены в табл.

Таблица
Содерж ание тиоф енов I—III в корнях бархатцев и мордовника

Объект Содержание тиофенов, г на 100 сухого материала
I II III Сумма

Tagetes tenuifolia (бархатцы тонколистные)
боковые корни (n = 3) 0.079 ± 0.005 0.722 ± 0.012 0.158 ± 0.003 0.959 ± 0.020

T. patula (бархатцы отклоненные)
боковые корни (n = 3) 0.114 ± 0.007 0.535 ± 0.020 0.035 ± 0.005 0.684 ± 0.032

T. erecta (бархатцы прямостоячие)
боковые корни (n = 7) 0.122 ± 0.005 0.172 ± 0.010 0.116 ± 0.010 0.418 ± 0.025
кора основного корня 0.012 0.071 0.827 0.911
основной корень 0.013 0.011 0.114 0.138

Echinops sphaerocephalus L. (мордовник шароголовый)
боковые корни (n = 2) 0.394 ± 0.020 0.957 ± 0.005 0.018 ± 0.002 1.269 ± 0.027
кора основного корня 0.121 4.177 1.482 5.780
основной корень 0.002 0.113 0.041 0.156

Эти данные в целом согласуются с результатами работы [18] при несколько бо
лее высоком содержание тиофенов, найденном в нашей работе. Однако, во-первых, 
более точные результаты могут быть получены только при использовании не доступ
ных нам стандартных образцов тиофенов, поскольку расчет содержания тиофенов при 
УФ-детектировании осложнен несовпадением максимумов абсорбции этих соедине
ний, рис. 5. Во-вторых, количественные характеристики накопления тиофенов могут в 
значительной степени зависеть от подготовки материала (корней). Действительно, на
копление этих веществ наиболее высоко именно в боковых (hairy) корнях; при этом в 
основных корнях эти вещества локализованы во внешней части, что не удивительно, 
если предполагать, что биосинтез тиофенов определяется их защитной функцией. 
Кроме того, количественное соотношение веществ I - I I I  во всех частях растения не 
одинаково -  во внешней части основного корня преобладает соединение III. Наконец, 
накопление тиофенов в боковых корнях уменьшается при переходе от бархатцев тон
колистных к бархатцам прямостоячим, что качественно также согласуется с выводами 
работы [19], при этом также совпадают тенденции к изменению соотношения тиофе- 
нов в экстрактах корней различных видов бархатцев.

Рис. 5. Спектры соединений I-III 
Растворитель: вода -  ацетонитрил (20-80 

об.). Спектр записан в кювете детектора

Проверяя сообщения о том, что производные тиофенов накапливаются в кор
нях других растений семейства сложноцветные, мы использовали разработанный ме
тод для анализа экстрактов корней амброзии полыннолистной, пижмы обыкновенной 
и золотарника канадского. И только в корнях амброзии найдено соединение I -  около
0.050 г на 100 г сухого материала (рис. 6.)
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Рис. 6. Хроматограммы экстрактов корней некоторых растений семейства Compositae 
Растения: 1 -  внешняя часть основного корня T. erecta; 2 -  Ambrosia artemisiifolia; 3 -  Tanacetum vulgare;

4 -Solidago canadensis.

Т о н к о с л о й н а я  х р о м а т о гр а ф и я
Для быстрого определения тиофенов I —III в растительных объектах очень 

удобна тонкослойная хроматография на алюминиевых пластинах Сорбфил с силика- 
гелевым адсорбционным слоем и с проявлением пятен под действием УФ-облучения 
(354 нм) благодаря интенсивной флуоресценции пятен тиофенов синим светом. Т. е. 
для обнаружения тиофенов нет необходимости в каких-либо дополнительных обра
ботках пластин. Только нельзя использовать пластины с силикагелем, нанесенным на 
пластиковую подложку.

В качестве элюентов удобно использование н-гексана с добавками ацетона. Из 
соединений I - I I I  наивысшей подвижностью обладают вещества I и II, причем хрома
тографическая подвижность II немногим выше, чем соединения I; эти вещества могут 
быть разделены только при минимальных добавках ацетона (либо в чистом гексане). 
Любопытно, что интенсивность флуоресценции пятен увеличивается с ростом числа 
тиофеновых колец в молекуле, поэтому пятно соединения I на пластине светится ин
тенсивнее, чем пятно соединения II, которого обычно больше в анализируемой пробе.

Использование ТСХ позволяет легко обнаружить тиофены в экстракте ксанто
филлов из лепестков цветков бархатцев (рис. 7). Обращенно-фазовая ВЭЖХ в данном 
случае может быть использована только после специфической пробоподготовки. Она

необходима для отделения сильно ли- 
пофильных диэфиров лютеина от уме
ренно липофильных тиофенов, по
скольку при использовании безводного 
ацетонитрила (для обнаружения тиофе- 
нов) диэфиры лютеина выпадают в оса
док.

На фотографии показаны после
довательные флеш-фракции, получен
ные с патрона ДИАПАК с силикагелем, 
на который была нанесена сумма экс
трактивных веществ, экстрагированных 
н-гексаном из лепестков цветков бар
хатцев. Слева направо увеличивали со
держание ацетона во флеш-фракции. 
Крайний справа ряд -  экстракт корней 
бархатцев. Метод ТСХ был использован 
нами для исследования возможности 

Рис. 7. ТСХ-граммы фракций экстракта лепе- очистки ксантофиллов от тиофенов ме-
стков цветков бархатцев тодом флеш-хроматографии [20].
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Этот же метод позволил установить наличие тиофенов в препарате ОРО ГЛО 
(Кемин, Бельгия), предназначенном для использования в качестве кормовой добавки 
при кормлении кур-несушек для увеличения накопления ксантофиллов в желтке яиц.

Г Ж Х  и м а с с-с п е к т р о м е тр и я
Для идентификации тиофенов была использована газовая хроматография на 

капиллярной колонке (условия см. выше) с масс-спектрометрическим детектировани
ем. Индивидуальные тиофены выделяли из смеси методом обращено-фазовой ВЭЖХ 
в выше изложенных условиях. Затем полученные фракции исследовали методом 
ГЖХ, записывая масс-спектры индивидуальных соединений I - I I I  (рис. 8).

Молекулярные ионы 
соединений I-III (и в особен
ности, I, II) обладают значи
тельной прочностью, что не
удивительно ввиду полностью 
сопряженного характера их 
структур. Тем не менее, сте
пень их фрагментации являет
ся достаточной для использо
вания масс-спектров для рас
шифровки структур. Так, 
фрагментация молекулярного 
иона тримера I происходит че
рез последовательные выбро
сы серы ([C12# 8S 2]+%  m/z 216 и 
[C12H s S]+* , m/z 184), а также 
через ионы [Cu H ^ ] * , m/z 203, 

[CnH7S]+, m/z 171, и [С5Н з$2]+, m/z 127, дающие интенсивные пики в спектре и, по- 
видимому, образующими прочные циклические структуры. Фрагментация молеку
лярных ионов соединений II, III в целом протекает с образованием подобных фраг
ментов; для молекулярного иона соединения III характерно отщепление молекул CO2 
([СхзН ^ 2]+* , m/z 232) и уксусной кислоты ([Cx2H8S 2]+* , интенсивный пик с m/z 216).

В ы в о д ы

Таким образом, в настоящей работе выполнено комплексное исследование 
применимости хроматографических методов для определения природных тиофенов. 
Показано, что разделение (и определение) природных тиофенов в экстрактах различ
ных частей растений рода Tagetes может быть выполнено с использованием предло
женных в работе условий для ВЭЖХ со спектрофотометрическим детектированием, 
ТСХ по флуоресценции пятен в УФ-свете и ГЖХ с масс-спектрометрическим детекти
рованием.
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CHROMATOGRAPHIC METHODS FOR NATURAL THIOPHENES DETERMINATION
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Reversed-phase HPLC with spectrophotometric detection has 
been used for the investigation of resolution of natural thiophenes be
ing the Tagetes characteristic substances common for some other As- 
teraceae plants. Particularities of the resolution in mobile phases with 
acetonitrile, acetone and 2-propanol are discussed. Quantitative deter
mination of thiophenes has been performed spectrophotometrically, 
the structure has been proved by GC with MS-detection. Determination 
of thiophenes by TLC upon “SORBFIL” silica plates may be performed 
due to blue fluorescence at UV (354 nm) excitation.
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