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Облепиха крушиновидная (Hippophae rhamnoides L.) является перспективным лекарственным растением для заго-
товки не только плодов, но и листьев в качестве лекарственного растительного сырья (ЛРС). Экстракты из листьев обладают
антиоксидантными, противовоспалительными, антибактериальными, противовирусными, адаптогенными и иммуностиму-
лирующими свойствами благодаря комплексу биологически активных веществ (БАВ) (дубильные вещества, органические
кислоты и флавоноиды), что подтверждает их ценность в качестве ЛРС для разработки лекарственных растительных пре-
паратов (ЛРП) на их основе. Целью работы являлось изучение состава органических кислот (в т.ч. аминокислот) листьев
облепихи крушиновидной различных фенологических фаз заготовки. Объект исследования – собранные на территории Во-
ронежской области и высушенные листья облепихи крушиновидной трех фенологических фаз жизни растения (I – фаза
завязывания плодов, II – фаза единичного созревания плодов, III – фаза массового созревания плодов) в 2021 году. В задачи
исследования входило всестороннее изучение состава фракции органических кислот листьев (свободных и связанных) с
применением методов химического и физико-химического анализа. Полученные данные показали, что в целом качествен-
ный состав БАВ группы кислот изучаемых фенофаз листьев сходен между собой, но различается количественно. Для заго-
товки данного ЛРС в промышленных масштабах с точки зрения содержания суммы органических кислот может быть ре-
комендована фаза сбора урожая, так как раннее обезлиствление может привести к снижению накопления ценных групп
БАВ в плодах – источнике фармакопейного препарата «Облепиховое масло».
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фенологические фазы, экстракт листьев.

Введение

Облепиха крушиновидная (Hippophae rhamnoides L.) является перспективным лекарственным расте-
нием для заготовки не только плодов, но и листьев [1, 2] в качестве лекарственного растительного сырья (ЛРС).
Согласно литературным данным, экстракты из листьев обладают антиоксидантными, противовоспалитель-
ными, антибактериальными, противовирусными, адаптогенными и иммуностимулирующими свойствами [3–
6]. Однако в настоящее время более хорошо изучены в отношении фитохимического состава только плоды
облепихи крушиновидной, а листья пока исследованы недостаточно. Эти органы растения богаты различными
биологически активными веществами (БАВ), такими как дубильные вещества, органические кислоты и флаво-

ноиды [7–11], что подтверждает их ценность в каче-
стве ЛРС для разработки лекарственных раститель-
ных препаратов на их основе. Актуальность нашей
работы определяет отсутствие фармакопейной ста-
тьи (ФС) на данный вид сырья, несмотря на выпус-
каемый препарат «Гипорамин», представляющий
собой экстракт листьев [12].

Органические кислоты, среди которых чаще
всего встречаются щавелевая, яблочная, винная и
лимонная кислоты, накапливаются в процессе веге-
тации растения [13, 14]. Аминокислоты, являясь ве-
ществами первичного обмена, выполняют важную
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роль в биохимических превращениях, являясь предшественниками многих вторичных метаболитов. Кроме
того, многие аминокислоты являются незаменимыми для жизнедеятельности человека и должны поступать
с пищей. Процесс накопления той или иной кислоты значительно зависит как от фазы развития самого рас-
тения, так и от факторов внешней среды в районе выращивания [15–17]. Для метаболизма кислот в расти-
тельных объектах также характерен процесс их взаимного превращения. Компонентный состав и количе-
ственное содержание данных групп БАВ в ЛРС имеет суточную и сезонную вариабельность, определяется
особенностями культивирования, а также фенологической фазой развития лекарственного растения [15–17].

Органические кислоты и аминокислоты, не являясь главными целевыми БАВ данного сырья, в част-
ности, при производстве ЛРП на основе сухого очищенного экстракта листьев «Гипорамин» дополняют фар-
макологические эффекты данного ЛРС, обладая противовоспалительной, витаминной, антисептической, ке-
ратолитической и желчегонной активностями. Органические кислоты в целом, по литературным данным,
обладают широким спектром фармакологических свойств, включая противовоспалительную, витаминную,
антисептическую, кератолитическую, желчегонную активности [13, 14].

В связи с этим изучение специфического профиля органических кислот листьев данного доступного
широко культивируемого и дикорастущего растения в промышленных масштабах на территории РФ, стран
Восточной Азии и Северной Америки является весьма перспективным.

Цель настоящего исследования – изучение состава органических кислот (в т.ч. аминокислот) листьев
облепихи крушиновидной различных фенологических фаз заготовки.

Экспериментальная часть

Объект исследования – собранные на территории Воронежской области и высушенные воздушно-те-
невым способом до остаточной влажности не более 10% облепихи крушиновидной листья трех фенологиче-
ских фаз жизни растения (I – фаза завязывания плодов, II – фаза единичного созревания плодов, III – фаза
массового созревания плодов), заготовленные от культивируемых растений (мужских и женских) в 2021 г.
Для определения содержания суммы органических кислот нами была адаптирована титриметрическая мето-
дика, изложенная в ФС 38 «Шиповника плоды» ГФ СССР XI издания [18]. 5 мл извлечения (полученного по
способу, описанному в данной ФС) титровали 0.1 М раствором натрия гидроксида в присутствии смеси ин-
дикаторов (3 капли фенолфталеина раствора 1% и 3 капли метиленового синего спиртового раствора) для
лучшей фиксации конечной точки титрования до перехода окраски от светло-бирюзовой через зеленую до
красно-фиолетовой. Параллельно проводили контрольный опыт. Титрование извлечения из листьев каждой
изучаемой фазы заготовки проводили в 10 повторностях. Содержание суммы свободных органических кис-
лот (в процентах) вычисляли в пересчете на яблочную кислоту и абсолютно сухое сырье. Результаты экспе-
римента статистически обрабатывались в соответствии с ОФС «Статистическая обработка результатов экс-
перимента» ГФ РФ XIV издания [19] при использовании пакета прикладных программ обеспечения
«Statistica 12.0» и «Microsoft EXCEL» 2016 г.

Определение суммы аминокислот в пересчете на кислоту глутаминовую определяли методом диффе-
ренциальной спектрофотометрии в видимой области методом, основанным на нингидриновой реакции [20,
21]. Оптическую плотность полученных растворов измеряли на спектрофотометре СФ-2000 (ОКБ «Спектр»,
Россия) в требуемом диапазоне длин волн в кварцевых кюветах толщиной слоя 1 см относительно раствора
сравнения.

Анализ состава свободных аминокислот листьев проводили методом ТСХ для водного извлечения,
приготовленного по типу отвара (ОФС «Настои и отвары» ГФ РФ XIV издания) [19]. Использовали хрома-
тографические пластины марки «Sorbfil» ПТСХ-П-В (полимерная подложка – ПЭТФ; силикагель СТХ-1ВЭ),
размером 10×15 см (Краснодар, Россия). Разделение 10 мкл пробы (МШ – 10, Россия) осуществляли в си-
стеме н-бутанол – кислота уксусная ледяная – вода (4 : 1 : 1) (растворители марки х.ч. (ЗАО «Вектон», СПб,
Россия), подобранной нами в ранних работах [22]. Параллельно на стартовую линию пластинки наносили
2.5 мкл смеси 0.1% водных растворов стандартных образцов (аргинин, глутаминовая кислота, фенилаланин,
пролин, лейцин, метионин, валин, глицин) (степень чистоты не менее 99%; ЗАО «Вектон», СПб, Россия).
Идентификацию хроматографических зон осуществляли путем обработки 1% раствором нингидрина в эта-
ноле и последующего нагревания в сушильном шкафу при температуре 105 °С в течение 2–3 мин.

Для исследования специфического профиля БАВ (свободные органические кислоты, а также полный
аминокислотный состав) изучаемые образцы листьев анализировали доступным нам методом капиллярного
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электрофореза на приборе «Капель-105/105М» («Люмэкс», Санкт-Петербург, Россия), находящим все боль-
шее применение в практике фармакогностического анализа. Условия пробоподготовки и разделения при
определении органических кислот и аминокислот ранее подробно описаны [23]. В процессе разложения проб
аспарагин и глутамин количественно гидролизуются до аспарагиновой и глутаминовой кислот соответ-
ственно, поэтому данные по содержанию аспарагиновой и глутаминовой кислот представляют собой сум-
марное содержание этих кислот и соответствующих амидов. Сбор, обработку и анализ данных проводили с
помощью специализированного программного обеспечения. Вид полученных электрофореграмм представ-
лен на рисунке 1.

Обсуждение результатов

В ходе исследования было выявлено, что листья изучаемых фенофаз демонстрируют примерно оди-
наковое накопление органических кислот (в пределах ошибки определения). Накопление органических кис-
лот в сырье более 2% наблюдается уже к началу июня и сохраняется без тенденции к росту до массового
созревания и сбора плодов. Результаты представлены в таблице 1. Метрологическая характеристика резуль-
татов исследования приведена в таблице 2. Данные о том, что суммарное содержание свободных аминокис-
лот (для фенологической фазы 1) превышает содержание свободных органических кислот объясняется тем,
что в водной среде большинство аминокислот, имеющих по одной амино- и карбоксильной группе, суще-
ствуют в виде цвиттер-ионов и не определяются количественно методом алкалиметрического титрования
(для их определения в субстанциях обычно используется метод формольного титрования).

При детальном исследовании профиля органических кислот методом капиллярного электрофореза
установлено, что в составе метаболома листьев всех изучаемых фенофаз преобладают уксусная и муравьи-
ная кислоты, тогда как для фазы массового плодоношения наблюдается также накопление молочной и про-
пионовой кислот (табл. 3).

Рис. 1. Электрофореграмма аминокислот (свободных и связанных) листьев облепихи крушиновидной
(фаза заготовки I)

Таблица 1. Содержание суммы БАВ в листьях облепихи крушиовидной различных фенофаз в пересчете на
абсолютно сухое сырье, %

№ Фенологическая фаза Сумма свободных аминокислот Сумма свободных органических кислот
1 I 2.957±0.143 2.372±0.0417
2 II 2.145±0.104 2.414±0.0192
3 III 1.727±0.084 2.394±0.0507
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Таблица 2. Метрологическая характеристика результатов исследования (P=95%, n=6)

x̅ s2 s sx̅ Δx Δx̅ ͞ε, %
Сумма свободных аминокислот, %

2.145 0.00163 0.0404 0.0165 0.1038 0.0424 1.98
Сумма свободных органических кислот, %

2.414 0.00042 0.0207 0.00782 0.0507 0.0192 0.795

Таблица 3. Результаты исследования профиля органических кислот в листьях облепихи крушиновидной

Органическая кислота
Фенологическая фаза, %

I II III
Щавелевая 0.013 0.058 0.025
Муравьиная 0.188 0.165 0.342
Фумаровая

Менее 0.01*
Янтарная
Масляная
Лимонная
Яблочная
Уксусная 1.422 2.048 1.304
Пропионовая 0.014 0.014 0.260
Молочная 0.028 0.014 0.432
Бензойная 0.002 0.004 0.001
Сорбиновая 0.013 0.017 0.006

Итого, % 1.68 2.32 2.37
* – предел обнаружения.

Для количественного определения аминокислот в листьях была использована унифицированная ме-
тодика, разработанная и запатентованная учеными Перми (Т.И. Ярыгиной с соавторами), с применением
спектрофотометрии в видимой области, основанной на измерении оптической плотности продуктов реакции
водного извлечения с нингидрином [21, 22]. Спектры поглощения продуктов реакции извлечения из иссле-
дуемого ЛРС, полученных при pH 6.4, характеризуются четко выраженными максимумами поглощения при
длинах волн 401±2 и 568±2 нм. В качестве аналитической используется длина волны 568±2 нм. Максимумы
поглощения продукта реакции субстанции глутаминовой кислоты (ЗАО «Вектон», Россия) с нингидрином
находятся в области 401±2 и 568±3 нм, что позволяет рекомендовать глутаминовую кислоту в качестве стан-
дартного образца в расчетах содержания суммы свободных аминокислот в сырье. Характерный вид диффе-
ренциального спектра поглощения извлечений из листьев с применением воды очищенной, после взаимо-
действия с нингидрином представлен на рисунке 2. Содержание суммы аминокислот в пересчете на кислоту
глутаминовую и абсолютно сухое сырье представлено в таблице 1. Метрологическая характеристика резуль-
татов исследования приведена в таблице 2.

Установлено, что наибольшее содержание суммы свободных аминокислот наблюдается в листьях, за-
готовленных в середине июня (фенофаза I), постепенно снижаясь к концу августа (фенофаза III). Та же тен-
денция наблюдается при определении полного аминокислотного состава сырья (табл. 4). Данный факт обу-
словлен тем, что аминокислоты, являясь БАВ первичного обмена в растениях, используются в качестве ис-
ходных субстратов для синтеза БАВ вторичного обмена биохимическим аппаратом клетки.

Рис. 2. Дифференциальный спектр
поглощения продуктов
взаимодействия свободных
аминокислот извлечения из листьев
облепихи крушиновидной и рабочего
стандартного образца (РСО)
глутаминовой кислоты с нингидрином
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Исследование состава свободных аминокислот в общей сумме проведено также методом ТСХ в срав-
нении с достоверными стандартными образцами и литературными данными (рис. 3). Установлено, что отвар
листьев облепихи крушиновидной содержит 11 аминокислот, среди которых идентифицировано 10 (табл. 5).
Следует отметить, что в использованной элюирующей системе, предложенной в более ранних работах [23],
наблюдается удовлетворительное разделение зон аминокислот на хроматограммах, что подтверждается дан-
ными расчета коэффициента селективности сорбции (L>1.0), представляющего собой отношение коэффи-
циентов распределения (L=К1/К2) разделяемых веществ (К) [24–27].

Согласно полученным данным, качественный состав группы органических кислот изучаемых фено-
фаз листьев в целом сходен между собой, но различается количественно. В ходе эксперимента были полу-
чены результаты по оценке содержания одного из классов БАВ листьев – органических кислот (в т.ч. ами-
нокислот), которые могут быть использованы при составлении раздела проекта ФС «Количественное опре-
деление» для Государственной фармакопеи РФ на данный вид сырья.

Таблица 4. Результаты исследования профиля аминокислот в листьях облепихи крушиновидной

Аминокислота Содержание аминокислоты, %
I II III

Аргинин 0.99 0.79 0,78
Лизин* 0.39 0.36 0,41
Тирозин 0.45 0.42 0,37
Фенилаланин* 0.75 0.60 0,58
Гистидин 0.31 0.27 0,26
Лейцин* 0.90 0.76 0,71
Изолейцин* 0.30 0.22 0,26
Метионин* 0.06 0.05 0,03
Валин* 0.50 0.44 0,45
Пролин 0.83 0.84 0,74
Треонин* 0.56 0.48 0,48
Серин 0.52 0.41 0,41
Аланин 0.38 0.36 0,36
Глицин 0.52 0.47 0,47
Цистин 0.09 0.08 0,04
Глутаминовая кислота 0.59 0.52 0,55
Аспарагиновая кислота 0.67 0.57 0,56

Всего,% 8,81 7.64 7.46
* – незаменимая АК

Рис. 3. Вид хроматограммы извлечений из
листьев облепихи крушиновидной (а) на примере
фенофазы II после проявления 1% раствором
нингидрина в спирте и смеси стандартных
образцов аминокислот (б) (1 – аргинин,
2 – пролин, 3 – глицин, 4 – глутаминовая кислота,
5 – валин, 6 – метионин, 7 – лейцин,
8 –фенилаланин)
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Таблица 5. Результаты исследования ТСХ-профиля свободных аминокислот листьев облепихи
крушиновидной

Полученные
зоны

Величина
Rf±0.02

Цвет зоны в види-
мом свете

Идентификация ами-
нокислоты

Коэффициент
распределения

Коэффициент селектив-
ности сорбции

1 0.054 розовый лизин 17.52 5.232 0.23 розовый не идентифицирована 3.35
3 0.28 малиновый аргинин 2.57 1.30
4 0.32 оранжевый пролин 2.13 1.21
5 0.35 темно-малиновый глицин 1.86 1.15
6 0.38 розовый глутаминовая кислота 1.63 1.14
7 0.46 светло-розовый валин 1.17 1.39
8 0.52 светло-розовый метионин 0.92 1.27
9 0.60 светло-розовый тирозин 0.67 1.37
10 0.66 сине-фиолетовый фенилаланин 0.52 1.29
11 0.72 желтое лейцин 0.39 1.33

Выводы

1. Проведено количественное определение содержания суммы свободных органических кислот (в пе-
ресчете на яблочную кислоту) в листьях облепихи крушиновидной. Накопление органических кислот в сы-
рье более 2% наблюдается уже к началу июня и сохраняется без тенденции к росту до массового созревания
и сбора плодов.

2. Проведено исследование профиля свободных органических кислот листьев облепихи крушиновид-
ной различных фенологических фаз заготовки методом капиллярного электрофореза. В составе метаболома
листьев всех изучаемых фенофаз преобладают уксусная и муравьиная кислоты, тогда как для фазы массо-
вого плодоношения наблюдается также накопление молочной и пропионовой кислот.

3. Результаты количественного определения суммы свободных аминокислот (в пересчете на глутами-
новую кислоту), а также полного аминокислотного состава (методом капиллярного электрофореза) в листьях
облепихи крушиновидной показали, что наибольшее содержание данных БАВ наблюдается в листьях, заго-
товленных в середине июня (фенофаза I), постепенно снижаясь к середине июля (фенофаза II) на 13–15%, и
концу августа (фенофаза III).

4. В отваре листьев облепихи крушиновидной методом ТСХ идентифицированы такие свободные
аминокислоты, как аргинин, лизин, пролин, глицин, метионин, глутаминовая кислота, фенилаланин, тиро-
зин, валин и лейцин.

5. Для заготовки данного ЛРС в промышленных масштабах с точки зрения содержания суммы орга-
нических кислот может быть рекомендована фаза сбора урожая, так как раннее обезлиствление может при-
вести к снижению накопления ценных групп БАВ в плодах – источнике фармакопейного препарата «Обле-
пиховое масло». При этом содержание изучаемых групп БАВ на данном периоде заготовки сырья является
достаточно высоким для морфологической группы листья (не менее 2% свободных органических кислот; не
менее 1.5% свободных аминокислот и не менее 7% свободных и связанных аминокислот).
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Kovaleva N.A., Trineeva O.V. *, Chuvikova I.V., Safonova E.F. STUDY OF THE COMPOSITION OF ORGANIC ACIDS
IN THE LEAVES OF THE SEA BUCKTHORN OF THE CIRCULAR (HIPPOPHAE RHAMNOIDES L.)

Voronezh State University, ul. Studencheskaya, 3, Voronezh, 394006 (Russia), e-mail: trineevaov@mail.ru
Sea buckthorn (Hippophae rhamnoides L.) is a promising medicinal plant for harvesting not only fruits, but also leaves

as a medicinal plant raw material (MPRМ). Leaf extracts have antioxidant, anti-inflammatory, antibacterial, antiviral, adaptogenic
and immunostimulatory properties due to the complex of biologically active substances (BAS) (tannins, organic acids and flavo-
noids), which confirms their value as MPRM for the development of herbal medicines (HMP) on their basis. The aim of the work
was to study the composition of organic acids (including amino acids) of sea buckthorn leaves of various phenological phases of
the harvest. The object of the study is the dried leaves of sea buckthorn of three phenological phases of plant life (I – the phase
of  fruit  set,  II  –  the  phase  of  single  fruit  ripening,  III  –  the  phase  of  mass  ripening  of  fruits)  collected  on  the  territory  of  the
Voronezh region and dried leaves of sea buckthorn in 2021. The objectives of the study included a comprehensive study of the
composition of the fraction of organic acids in leaves (free and bound) using the methods of chemical and physicochemical
analysis. The data obtained showed that, in general, the qualitative composition of the BAS of the group of acids of the studied
leaf phenophases is similar to each other, but differs quantitatively. For the harvesting of this medicinal product on an industrial
scale, from the point of view of the content of the total organic acids, the harvesting phase can be recommended, since early
deleafing can lead to a decrease in the accumulation of valuable BAS groups in fruits – the source of the pharmacopoeial prepa-
ration «Oil of Hippophaës».

Keywords: organic acids, amino acids, sea buckthorn, capillary electrophoresis, phenological phases, extract of leaves.
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