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Резюме 
Цель. Изучение хроматографической эф-

фективности модифицированных сорбентов 
Sepharose CL-4В для разделения, очистки и 
препаративного накопления доминирующих 
компонентов из экстрактов корней Hedysarum 
theinum Krasnob. и Hedysarum neglectum 
Ledeb. 

Материалы и методы. В режимах изокра-
тического и градиентного элюирования изу-
чены сорбционная способность нативных ма-
триц сефарозы, а также их химически моди-
фицированного аналога. В качестве лиганда 
модификатора сорбента использовано произ-
водное 4-пиридинкарбоновой кислоты [(4-ги-
дрокси-3-метоксифенил)метилен]гидразид 
(фтивазид). В работе рассмотрены хромато-
графические свойства сорбентов: Sepharose 
CL-4В, Sepharose CL-6В, а также азоэпокси-
адсорбента Sepharose CL-4-БЭП-п-нитробен-
згидразид-фтивазид. 

Результаты. Проведенное хроматографи-
ческое исследование показало высокую эф-
фективность применения сорбента Sepharose 
CL-4В и его химически модифицированного 
аналога в качестве носителей для жидкост-

ной колоночной хроматографии водно-эта-
нольных экстрактов, полученных из расте-
ний рода Hedysarum. Установлено, что пол-
ное элюирование биологически активных 
веществ исследуемых экстрактов достигает-
ся только с применением в качестве элюента 
насыщенного раствора натрия тетрабората. В 
полученных хроматографических фракциях 
определены флавоноиды и таниды различной 
степени конденсированности. 

Заключение. Сравнительное хроматогра-
фирование биологически активных веществ 
экстрактов корней растений рода Hedysa-
rum на сорбентах Sepharose CL-4В и Sephar-
ose CL-6В в равных условиях элюции пока-
зало наиболее эффективное разделение ком-
понентов на Sepharose CL-4В. При примене-
нии химически модифицированного аналога 
– азоэпоксиадсорбента Sepharose CL-4-БЭП-
п-нитробензгидразид-фтивазид показана луч-
шая эффективность разделения танидов и 
флавоноидов.

Ключевые слова: растения рода Hedys-
arum, конденсированные танины, хромато-
графические сорбенты, азоэпоксиадсорбен-
ты. 
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Abstract
Aim. To study the chromatographic efficiency 

of modified Sepharose CL-4B sorbents for sepa-
ration, purification, and preparation of major com-
ponents from Hedysarum theinum Krasnob. and 
Hedysarum neglectum Ledeb. root extracts. 

Materials and Methods. Sorption capacity of 
the native and modified sepharose was evaluated in 
both isocratic and gradient elution modes. 4-pyri-
dinecarboxylic acid derivative [(4-hydroxy-3-me-
thoxyphenyl)methylene]hydrazide (ftivazide) was 
used as a sorbent modifier ligand. We studied chro-
matographic properties of Sepharose CL-4B, Sep-
harose CL-6B, and azoepoxyadsorbent Sepharose 
CL-4B-DEP-p-nitrobenzohydrazide-ftivazide, a 
chemically modified analogue of Sepharose CL-4B.

Results. Sepharose CL-4B and Sepharose 

CL-4B-DEP-p-nitrobenzohydrazide-ftivazide 
were found efficient carriers for liquid column 
chromatography of water-ethanol Hedysarum ex-
tracts. Complete elution of bioactive substances 
has been achieved exclusively by using sodium 
tetraborate as an eluent. We were able to identify 
flavonoids and tannins of different condensation in 
chromatographic fractions. 

Conclusion. Comparative chromatography of 
bioactive substances from Hedysarum root extracts 
is more efficient if employing Sepharose CL-4B 
instead of Sepharose CL-6B as a sorbent. Sephar-
ose CL-4B-DEP-p-nitrobenzohydrazide-ftivazide 
demonstrates excellent separation capacity for tan-
nins and flavonoids.

Keywords: Hedysarum, condensed tannins, 
chromatographic sorbents, azoepoxyadsorbents.

Введение 
Род копеечник (Hedysarum, сем. Fabaceae) 

является ценным лекарственным растением 
[1]. Для выделения биологически активных ве-
ществ (БАВ) из растений данного рода широ-
ко используются различные хроматографиче-
ские методы [1–3]. Метод жидкостной коло-
ночной хроматографии успешно применяет-
ся как в России, так и в зарубежных странах. 
Для разделения, выделения и очистки БАВ из 
растительных экстрактов используются сор-
бенты на основе – Sepharose, Sephadex, полиа-
мид, Silicagel [1,4]. Использование оригиналь-
ных сорбентов при сочетании тандемных ва-
риантов хроматографии в исследовании БАВ 
копеечников позволило выделить уникальные 

вещества с ранее не описанными химически-
ми структурами и биологическими свойствами 
[5–7]. Агарозные сорбенты (Sepharose 4B, Sep-
harose 6B) очень гидрофильны, в условиях хро-
матографии химически неактивны, но уязвимы 
при действии кислот, щелочей и окислителей, 
а также подвержены разрушению при высыха-
нии. Химически модифицированные агарозные 
сорбенты (Sepharose CL-4В, Sepharose CL-6В) 
обладают большей жесткостью, устойчивы в 
широком диапазоне рН среды и способны вы-
держивать длительный контакт со многими ор-
ганическими растворителями. 

В настоящее время применение жестких ага-
розных сорбентов в колоночной хроматогра-
фии превалирует, а мягкие сорбенты практиче-
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ски не применяются. Ограничено использова-
ние эпоксимодифицированных (сверхсшитых) 
гелей [1]. По данным работ [8–10] показано, 
что модифицированные полисахаридные сор-
бенты являются универсальными для разделе-
ния, выделения и очистки различных БАВ. Та-
ким образом, возможность практического при-
менения эпоксимодифицированных сорбентов 
в колоночной хроматографии для аналитиче-
ских и препаративных задач делает исследова-
ние в этой области крайне актуальным.

Цель исследования
Изучение хроматографической эффективно-

сти модифицированных сорбентов Sepharose 
CL-4В для разделения, очистки и препаратив-
ного накопления доминирующих компонен-
тов из экстрактов корней Hedysarum theinum 
Krasnob. и Hedysarum neglectum Ledeb. 

Материалы и методы
Объектами исследования являлись водно- 

этанольные экстракты, полученные извест-
ным способом из растительного сырья мало-
изученных видов копеечника – корней копееч-
ника чайного (Hedysarum theinum Krasnob.) 
и копеечника забытого (Hedysarum neglectum 
Ledeb.). Заготовка сырья, его сушка и экстрак-
ция проводились согласно известным подхо-
дам, описанным в литературе [1].

Колоночную хроматографию осуществляли 
на сорбентах: Sepharose CL-4В, Sepharose CL-
6В («Pharmacia», Швеция), азоэпоксиадсорбент 
Sepharose CL-4-БЭП-п-нитробензгидразид-
фтивазид (ЦНИЛ, КемГМУ). В качестве мо-
дифицирующего лиганда использован 4-пири-

динкарбоновой кислоты [(4-гидрокси-3-меток-
сифенил)метилен]гидразид – далее обозначае-
мый как фтивазид. Детектирование проводили 
на длине волны 270 нм. Хроматографирова-
ние изучаемых объектов осуществляли в режи-
ме колоночной хроматографии с применением 
различных режимов элюирования: 

1) Режим А – элюент 0,01МNaOH; 
2) Режим Б – вода очищенная, спирт этило-

вый (1:1), 0,01МNaOH;
3) Режим В – вода очищенная, спирт этило-

вый (1:1), 0,01МNaOH, насыщенный раствор 
тетрабората натрия, 0,1МNaOH.

Антибактериальную активность экстрактов 
определяли по отношению к условно-патогенным 
микроорганизмам: Escherichia coli hly+, E. Coli 
lac-, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, 
Enterococcus faecium на среде Мюллер-Хинтон 
(ФБУН ГНЦ ПМБ, г. Оболенск). Чистые культу-
ры бактерий высевали на питательную среду ме-
тодом «газона», затем капельным методом нано-
сили экстракты копеечников. Посевы инкубиро-
вали 18 часов при 370С. Положительным считали 
результат при отсутствии роста микроорганизмов 
в месте нанесения экстрактов растений. 

Результаты и обсуждение
Хроматографическое разделение экстрактов 

копеечников в режиме гельпроникающей хро-
матографии на сорбенте Sepharose CL-4В с при-
менением однокомпонентной системы элюи- 
рования (режим А) показало наличие только 
одного ключевого пика. В экстракте копеечни-
ка забытого отмечено наличие одного ключево-
го и двух минорных компонентов (рисунок 1). 

Рисунок 1. 

Хроматографическое 
разделение экстрак-
тов копеечников на 
Sepharose CL-4В (ре-
жим элюции А).

Figure 1. 

Chromatographic sep-
aration of Hedysarum 
root extracts on Sep-
harose CL-4В (elution 
mode A).
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Рисунок 2. 

Хроматографическое 
разделение экстрак-
тов копеечников на 
Sepharose CL-4В (ре-
жим элюции Б).

Figure 2. 

Chromatographic sep-
aration of Hedysarum 
root extracts on Sep-
harose CL-4В (elution 
mode В).

Рисунок 3. 

УФ-спектр ключе-
вых пиковых фрак-
ций, полученных на 
Sepharose CL-4В (ре-
жим элюции Б).

Figure 3. 

Ultraviolet spectrum 
of major peak frac-
tions from Hedysarum 
root extracts obtained 
on Sepharose CL-4B 
(elution mode В).

Рисунок 4. 

Хроматографическое 
разделение экстрак-
та корней копеечни-
ка забытого на сор-
бентах Sepharose CL-
4В и Sepharose CL-6В 
(режим элюции Б).

Figure 4 

Chromatographic sep-
aration of the Hedys-
arum neglectum root 
extract on Sepharose 
CL-4B and Sephar-
ose CL-6B (elution 
mode В).

Таким образом, данный вариант элюции не 
позволяет получить полное разделение БАВ 
экстрактов копеечников, поэтому было опро-
бовано несколько режимов градиентного элюи- 
рования. При хроматографировании БАВ ис-
следуемых экстрактов в режиме Б наблюдалось 
наличие трех ключевых пиков и отсутствие ми-
норных компонентов (рисунок 2).

Ультрафиолетовые (УФ)-спектры пиковых 
фракций исследуемых экстрактов при хроматогра-

фическом режиме Б подобны УФ-спектрам тани-
нов конденсированного типа (рисунок 3). Это так-
же подтверждается положительной пробой с 1% 
раствором желатина (выпадение осадка), реакции 
с FeCI3 (черно-зеленое окрашивание) и др. [1].

Таким образом, при хроматографировании с 
применением режима элюции А не происходит 
разделения основной группы БАВ исследуемых 
экстрактов Hedysarum theinum Krasnob. и Hedys-
arum neglectum Ledeb. – конденсированных та-
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Рисунок 5. 

Хроматографическое 
разделение экстрак-
тов копеечников на 
Sepharose CL-4В (ре-
жим элюции В).

Figure 5. 

Chromatographic sep-
aration of Hedysarum 
root extracts on Sep-
harose CL-4B (elution 
mode C).

Рисунок 6. 

УФ-спектр ключе-
вых пиковых фрак-
ций, полученных на 
Sepharose CL-4В (ре-
жим элюции В).

Figure 6. 

Ultraviolet spectrum 
of major peak frac-
tions from Hedysarum 
root extracts obtained 
on Sepharose CL-4B 
(elution mode C).

нинов, при этом в режиме Б данную группу ве-
ществ удалось частично разделить (рисунок 4). 

Сравнительное хроматографическое раз-
деление БАВ экстракта корней Hedysarum ne-
glectum Ledeb. на сорбентах Sepharose CL-4В 
и Sepharose CL-6В в условиях элюции режима 
Б, показано на рисунке 4. Применение сорбен-
та Sepharose CL-6В дает наличие только одного 
ключевого пика БАВ и четыре пика минорных 
компонентов, в отличие от Sepharose CL-4В – 
три ключевых пика и два минорных. Анало-
гичные данные были получены при разделении 
экстракта корней Hedysarum theinum Krasnob.

Хроматографическое разделение БАВ экс-
трактов корней Hedysarum theinum Krasnob. и 
Hedysarum neglectum Ledeb. на Sepharose CL-
4В в условиях элюции режима В показало на-
личие шести пиковых фракций (рисунок 5).

УФ-спектры полученных пиковых фракций 
экстрактов копеечников являются однотипны-
ми и имеют характерные для конденсирован-
ных танинов, но относительно слабые полосы 
поглощения в зоне λ 265-280нм (рисунок 6).

В продолжение хроматографического изу-

чения БАВ экстрактов копеечников чайного и 
забытого был предложен азоэпоксиадсорбент 
Sepharose CL-4-БЭП п-нитробензгидразид- 
фтивазид (рисунок 7).

В результате хроматографии при применении 
системы элюции режима (В) наблюдалось на-
личие нескольких пиков ключевых и минорных 
компонентов БАВ исследуемых экстрактов ко-
пеечников. Оптимизированный режим элюции с 
применением модифицированного сорбента на 
основе Sepharose CL-4В позволяет выделять ин-
дивидуальные вещества растительного проис-
хождения. В исследуемых условиях сорбент со-
хранял эффективность после пятидесяти циклов 
регенерации. Важно отметить, что применение 
азоэпоксиадсорбентов делает возможным исклю-
чить использование в качестве компонентов под-
вижной фазы органических растворителей. Дан-
ное обстоятельство особенно актуально в све-
те тенденций «зелёной химии». Выделение ин-
дивидуальных биологически активных веществ 
из растительных экстрактов в режиме препара-
тивной хроматографии, позволяет продолжить 
стандартизированные исследования по изучению 
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Рисунок 7. 

Хроматографическое 
разделение экстрак-
тов копеечников на 
сорбенте Sepharose 
CL-4-БЭП-п-нитро-
бензгидразид-фти-
вазид (режим элю-
ции В).

Figure 7. 

Chromatograph-
ic separation of 
Hedysarum root ex-
tracts on Sephar-
ose CL-4B-DEP-p-ni-
trobenzohydra-
zide-ftivazide (elution 
mode C).

биологических и фармакологических эффектов. 
Исследуемые экстракты копеечников проявили 
выраженные антибактериальные свойства как в 
отношении грамположительных, так и грамотри-
цательных условно-патогенных бактерий.

Заключение
Таким образом, данные проведенного хро-

матографического исследования доказывают 

высокую эффективность применения сорбента 
Sepharose CL-4В и его химически модифициро-
ванного аналога в качестве носителей для жид-
костной колоночной хроматографии водно-эта-
нольных экстрактов, полученных из растений 
рода Hedysarum. Азоэпоксиадсорбенты, исклю- 
чительно актуальны для разделения, выделе-
ния, накопления и очистки различных типов 
БАВ в химии природных соединений.
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