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Аннотация. Метод тонкослойной хроматографии удобен и экономичен в исполнении, 
позволяет проводить быстрый анализ состава сложных смесей липидов и применять его 
для оценки качества семян, благоприятных условий их выращивания и др. На данном 
этапе исследования проведён подбор системы растворителей для более полного разде-
ления нейтральных липидов и фосфолипидов семян сосны обыкновенной Pinus silvestris 
Ledeb, которая является одной из доминирующих лесообразующих пород в Иркутской 
области и важнейшим сырьевым объектом. Методом ТСХ проведена предварительная 
оценка компонентного состава липидных фракций. Оптимальной системой при разделе-
нии нейтральных липидов семян сосны обыкновенной стала система растворителей гек-
сан – диэтиловый эфир – уксусная кислота (70:30:1), тогда как при разделении фосфо-
липидов лучшие результаты получены при использовании системы хлороформ – мета-
нол – аммиак (65:35:3). Выявлено 10 классов НЛ и девять фракций ФЛ. 
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Введение 

Исследование липидного состава семян хвойных пород до сих пор 
остаётся актуальной задачей, поскольку они имеют широкое практическое 
применение во многих отраслях промышленности [1; 3; 9; 13; 18; 20; 24]. К 
настоящему времени хорошо изучен количественный биохимический состав 
семян кедра сибирского [7; 10; 12; 19; 21; 25; 26; 28], однако недостаточно 
достоверных данных о качественном и количественном составе липидов 
семян соседнего вида – сосны обыкновенной [4; 10; 23], хотя считается, что 
они обладают лечебным эффектом и с давних пор используются в народной 
медицине. Согласно литературным данным, содержание липидов в этих се-
менах варьирует от 5 до 15 % [4; 17]. 

Сосна обыкновенная наряду с кедром сибирским является одной из до-
минирующих лесообразующих пород в Иркутской области [2] и важнейшим 
сырьевым объектом, в связи с чем создание новых высокопродуктивных 
насаждений и лесовосстановление становятся сегодня весьма важной задачей. 
Применяя химические методы, можно оценивать содержание липидов семян, 
что позволяет выявить их качество, определить благоприятные условия для 
выращивания и районы использования [4]. Очевидно, потенциал простого и 
малозатратного экспресс-анализа липидного состава семян методом тонко-
слойной хроматографии (ТСХ) [15; 22] использован в этом случае не до конца.  
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Целью настоящей работы стал подбор условий разделения классов ли-
пидов семян сосны обыкновенной Pinus silvestris Ledeb. на индивидуальные 
виды с использованием метода ТСХ. 

Материалы и методы 

Объект исследования – семена сосны обыкновенной (заготовитель: 
Россия, Иркутская область). Ядро семян, основным липидным компонентом 
которого являются нейтральные липиды, содержит значительные количе-
ства биологически активных веществ, включая жирные кислоты, фосфоли-
пиды, гликолипиды и др. [6; 9]. 

Экстракцию общих липидов из растительных тканей проводили по ме-
тоду Фолча [27]. Для этого образец ткани гомогенизировали в 15–20 объё-
мах смеси хлороформа и метанола (2:1), экстракт отмывали от нелипидных 
примесей слабым раствором KCl (0,74 %). После того, как произойдёт раз-
деление на фазы, с помощью делительной воронки отбирали слой хлоро-
формного раствора липидов. Концентрирование осуществляли с помощью 
азота [27]. Количество полученных липидов определяли гравиметрическим 
методом.  

Для разделения липидов на фракции, учитывая их различную раство-
римость в одном и том же органическом растворителе и тот факт, что семе-
на растений содержат большое количество нейтральных липидов, мешаю-
щих идентификации других классов, применяли метод осаждения ацетоном 
[14]. Осаждённые фосфолипиды и ацетоновую фракцию нейтральных липи-
дов высушивали в токе азота, определяли вес и растворяли в определённом 
объёме хлороформа [14].  

Разделение нейтральных липидов (НЛ) и фосфолипидов (ФЛ) семян 
сосны обыкновенной проводили методом одно- и двумерной тонкослойной 
хроматографии. В качестве сорбента использовали силикагель ЛС 5/40 
(Chemapol, Чехия). На линию старта наносили пипеткой с дозатором анали-
зируемую смесь (5–10 %), затем помещали пластинку в хроматографиче-
скую камеру с предварительно залитой в неё системой растворителей.  

Для разделения липидов на классы с помощью одномерной ТСХ исполь-
зовали разные системы растворителей, но лучший результат дали смеси: хло-
роформ – метанол – вода (65:35:3) (для фосфолипидов) и гексан – диэтило-
вый эфир – уксусная кислота (70:30:1) (для нейтральных липидов) [14].  

После достижения элюентом линии финиша пластинку высушивали и 
проявляли серной кислотой или антроновым реагентом [16]. Идентифика-
цию классов липидов проводили по показателю Rf. 

Результаты и обсуждение 

Метод тонкослойной хроматографии (ТСХ) не требует дорогостоящего 
оборудования и реактивов, характеризуется простотой выполнения, не ока-
зывает разрушающего воздействия на липиды и позволяет, быстро разделив 
сложные смеси липидов на классы, а фосфолипиды – на подклассы, полу-
чить достоверные данные [5; 11]. 
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На начальных этапах исследования спектра липидов, выделенных из 
семян сосны обыкновенной методом ТСХ, необходимо выбрать оптималь-
ные условия разделения. В нашем случае более удачной для изучения клас-
сов липидов оказалась, как и ранее для семян кедра сибирского P. sibirica 
Du Tour [8], система растворителей: гексан – диэтиловый эфир – уксусная 
кислота (70:30:1).  

При разделении нейтральных липидов общего экстракта семян сосны 
обыкновенной (рис. 1, а) были идентифицированы следующие липиды: сте-
ролы (Rf 0,18), высшие алифатические спирты (0,32), жирные кислоты 
(0,36), высшие алифатические альдегиды (0,75), углеводороды (0,96). На 
хроматограмме НЛ ацетоновой фракции семян сосны обыкновенной (рис. 1, 
б) выявлены диалкильные эфиры глицерола (0,09), стеролы (0,18), жирные 
кислоты (0,36), высшие алифатические спирты (0,32), триацилглицеролы 
(0,65) и углеводороды (0,96). Все липиды имеют значения Rf, сходные с 
данными из опубликованных исследований [14]. Следует отметить, что 
лучше прошло разделение НЛ общего экстракта. 

 

 
Рис. 1. Разделение нейтральных липидов семян сосны методом одномерной ТСХ: 

а) общий экстракт; б) ацетоновая фракция. Система растворителей: гексан – диэтиловый 
эфир – уксусная кислота (70:30:1). Реагент: 10%-ная серная кислота в этаноле. 1 – по-
лярные липиды; 2 – не идентифицировано; 3 – диалкиловые эфиры глицерина; 4 – сте-
рины; 5 – высшие алифатические спирты; 6 – жирные кислоты; 7 – не идентифицирова-
но; 8 – не идентифицировано; 9 – триацилглицеролы; 10 – высшие алифатические альде-
гиды; 11 – углеводороды 
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Фосфолипиды изучаемых семян, как и другие растительные ФЛ, явля-
ются сложными многокомпонентными комплексами, групповой состав ко-
торых варьирует в зависимости от многих факторов: источника, условий 
выделения и способов фракционирования, поскольку молекулы имеют 
близкие строение и полярность, склонны к полиморфизму [5; 11]. В связи с 
этим возникают трудности при разделении ФЛ на подклассы, оценке от-
дельных компонентов, а значит необходимо подобрать условия, максималь-
но отвечающие перечисленным требованиям.  

Лучшие результаты по определению ФЛ были получены при использо-
вании системы хлороформ – метанол – вода в соотношении 65:35:3, ранее 
подобранной нами в качестве наиболее эффективной для разделения семян 
кедра сибирского [8], хотя как оптимальная для разделения ФЛ семян опи-
сана смесь растворителей хлороформ – ацетон – метанол – уксусная кисло-
та – вода в соотношении 12:6:3:3:1 [5]. Поскольку даже небольшие измене-
ния состава смеси (например, в соотношении 65:35:5 или 65:35:4) сказывались 
на величине Rf, оказалось весьма важным соблюдать точную дозировку частей.  

Рис. 2. Разделение фосфолипидов семян сосны обыкновенной методом одномер-
ной ТСХ: а) общий экстракт; б) фосфолипидная фракция. Система растворителей: хло-
роформ – метанол – аммиак (65:35:3). Реагент: 10%-ная серная кислота в этаноле. 1 – 
фосфатидилсерин; 2 – лизофосфатидилсерин; 3 – сфинголипиды; 4 – неидентифициро-
ванная фракция; 5 – фосфатидилхолин; 6 – фосфатидилэтаноламин; 7 – фосфатидилгли-
церофосфат; 8 – неидентифицированная фракция; 9 – неидентифицированная фракция  
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Разделение ФЛ общего экстракта семян сосны обыкновенной (рис. 2, а) 
с помощью одномерной ТСХ показало содержание лизофосфатидилсерина 
(0,06), сфинголипидов (0,21), фосфатидилэтаноламина (0,51). Состав фос-
фолипидной фракции семян (рис. 2, б) свидетельствует о содержании таких 
фосфолипидов, как фосфатидилсерин (0,06), сфинголипиды (0,21), фосфа-
тидилхолин (0,33) и фосфатидилэтаноламин (0,51). Полученное значение Rf 

каждого пятна сравнивали с литературными данными [14]. 

Заключение 

В ходе проведённых исследований осуществлялся подбор оптимально-
го состава систем растворителей для ТСХ-разделения липидов семян сосны 
обыкновенной. Оптимальной системой при разделении НЛ семян сосны 
обыкновенной стала система растворителей гексан – диэтиловый эфир – ук-
сусная кислота (70:30:1), а при разделении ФЛ – система хлороформ – мета-
нол – аммиак (65:35:3). Выявлено 10 классов НЛ, среди которых не удалось 
идентифицировать три фракции со значениями Rf 0,06; 0,45 и 0,51, а также 
9 фракций ФЛ, из которых не идентифицированы три со значениями Rf 0,28; 
0,75 и 0,93. 

Полученные данные могут представлять интерес для разработки акту-
ального экспресс-анализа липидного состава семян. Для того, чтобы избе-
жать большого числа неидентифицированных липидов, улучшить качество 
липидного анализа методом ТСХ, планируется дальнейшая работа по выяв-
лению наиболее эффективного состава систем растворителей и их комбина-
ций (в основном для нейтральных липидов), а также использование других 
специфических обнаружителей для определения отдельных липидов.  
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Optimal Parameters for the TLC-separation  
of Pinus silvestris Seed Lipids  

O. V. Muzalevskaya, M. A. Baranova 
Irkutsk State University, Irkutsk 

Abstract. The thin-layer chromatography method is convenient and economical in the 
performance, is allowed to conduct a rapid analysis of the composition of complex lipid 
mixtures and apply it to assess of the quality of the seeds, favorable conditions for their 
growth, etc. At this stage of the study, a solvent system was selected for a more complete 
separation of neutral lipids and phospholipids of the pine seeds Pinus silvestris Ledeb, 
which is one of the dominant forest-forming species in Irkutsk region and the most im-
portant raw material. TLC carried out a preliminary assessment of the component compo-
sition of lipid fractions. The solvent system hexane-diethyl ether-acetic acid (70: 30:1) 
was carried out by the optimal system for separation of neutral lipids of pine seeds. The 
best results were obtaned separating of phospholipids and using the chloroform-methanol-
ammonia system (65:35:3). Ten classes of NL and nine fractions of PL were revealed. 

Keywords: Pinus silvestris Ledeb, neutral lipids, phospholipids, thin layer chromatog-
raphy. 
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