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ИЗУЧЕНИЕ СОСТАВА 
ЛИПИДНЫХ ПИГМЕНТОВ 
БЕЛОМОРСКОЙ 
ВОДОРОСЛИ SACCHARINA 
LATISSIMA МЕТОДАМИ ТСХ 
И МАЛДИ-МС

УДК 574.5:543.544:543.51

Изучен качественный состав важнейших биологически активных липидных веществ – ка-
ротиноидов и производных хлорофилла беломорской водоросли ламинарии сахаристой 
(Saccharina latissima). Экстракт липидов разделяли методом тонкослойной хроматогра-

фии (ТСХ) и исследовали методом матрично-ассоциированной лазерной десорбции-ионизации 
с масс-спектрометрическим анализом (МАЛДИ-МС). В составе экстракта были обнаружены 
фукоксантин, фукоксантинол, феофитин а, феофорбид а, а также другие каротиноиды и хлоро-
филлы, в том числе не описанные в литературе. Полученные результаты, существенно расши-
ряющие сведения о составе пигментов S. latissima, могут быть использованы для стандартизации 
сырья и препаратов на основе данной водоросли.
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Введение. Ламинария сахаристая (Saccharina 
latissima) является одним из важнейших пред-
ставителей промысловых бурых водорослей ар-
ктического побережья России. Значительные 
запасы ламинарии, сосредоточенные в районах 
Белого и Баренцевого морей, служат источни-
ком ценных веществ, таких как маннит, альгино-
вые кислоты, фукоидан, широко используемых 

в пищевой, фармацевтической и косметической 
промышленности [1,2]. Помимо этого, в послед-
ние годы особое внимание уделяется липидным 
компонентам бурых водорослей, которые широ-
ко используются в диетологической практике в 
составе пищевых добавок и нутрицевтиков. а 
также рассматриваются в качестве перспектив-
ных фармакологических средств [3,4].
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Литературные данные позволяют заключить, 
что к числу наиболее важных биологически ак-
тивных компонентов бурых водорослей относят-
ся липидные пигменты – каротиноиды и хлоро-
филлы. Так, фукоксантин, основной каротиноид 
S. latissima, обладает выраженным антиоксидант-
ным и антимутагенным действием [5], а также 
онкопротекторными, цитостатическими [6], ан-
тидиабетическими [7], гиполипидемическими [8] 
и многими другими ценными биологическими 
свойствами. Не меньший интерес представляют 
и содержащиеся в составе ламинарии произво-
дные порфирина (хлорофиллы), представители 
которых известны как активные антиоксидан-
ты и иммуномодуляторы [3], антиаллергические 
средства [9]. Описаны также противовоспали-
тельные, антимикробные и противовирусные 
эффекты экстрактов ламинарии, которые свя-
зывают с действием порфириновых соединений 
или их комплексов [10-13].

В литературе существуют более или менее под-
робные исследования пигментного состава от-
дельных видов ламинарии, например, S. japonica 
[10], однако в случае беломорской S. latissima све-
дения носят крайне ограниченный характер. При 
описании состава пигментов водоросли S. latis-
sima авторы приводят данные о суммарном со-
держании каротиноидов (из которых главным 
считается фукоксантин), и аналогично указыва-
ют содержание хлорофиллов в виде суммы, без 
идентификации отдельных представителей этих 
классов [1, 2, 14]. Вместе с тем очевидно, что био-
логическая активность липидных экстрактов 
ламинарии, содержащих значительное количе-
ство разнообразных представителей каротинои-
дов и хлорофиллов, должна существенным обра-
зом зависеть от их качественного состава, и этот 
факт нельзя не учитывать при разработке биоло-
гически активных средств на основе S. latissima. 
Также, оценка качественного и количественно-
го состава пигментов может играть важную роль 
при стандартизации как сырья S. latissima, так и 
препаратов на ее основе, являясь удобным мар-
кером подлинности и качества бурой водоросли.

Цель работы. Иисследование качественного 
состава важнейших пигментов - каротиноидов и 
производных хлорофилла в липидных экстрак-
тах беломорской бурой водоросли S. latissima.

Материалы и методы исследования.
Получение экстракта из водоросли Saccharina 

latissima. Образец замороженных водорослей 
Saccharina latissima массой 1 г измельчали до раз-
меров частиц 1-2 мм. К нарезанному образцу тал-
лома добавляли 5 мл этанола и инкубировали в 
закрытой виале при 20°С в течение 24 ч при по-
стоянном перемешивании (60 об/мин). Затем 
образцы центрифугировали (12045 g, 5 мин), су-
пернатант (1 мл) переносили в новые полипропи-

леновые пробирки объёмом 1.5 мл и использова-
ли для проведения ТСХ анализа.

Процедура ТСХ анализа. В качестве элюентов 
при проведении ТСХ анализа были использова-
ны следующие растворы: Э-1 (хлороформ-гексан 
(1:1)), Э-2 (хлороформ), Э-3 (хлороформ-ацетон 
(5:1)), Э-4 (ацетон). На хроматографической пла-
стине Sorbfil размечали карандашом линию стар-
та шириной 10 см на высоте 1 см от нижнего края, 
на которую, затем, наносили под струей горяче-
го воздуха лабораторного фена 100 мкл экстрак-
та из водоросли Saccharina latissima с помощью 
градуированного капилляра. Хроматографиче-
скую пластину с нанесенной полосой экстракта 
помещали в вертикальную хроматографическую 
камеру, содержащую элюент Э-1, и элюировали 
восходящим способом до прохождения фронтом 
растворителя 6 см. После чего вынимали пла-
стину из камеры, высушивали ее на воздухе и 
переносили в камеру со следующим элюентом. 
Процедуру элюирования последовательно осу-
ществляли для каждого элюента из набора Э-1 
– Э-4. Пробег фронта растворителя в хромато-
графической камере для каждого элюента со-
ставлял: Э-1 – 6 см, Э-2 – 5 см, Э-3 – 4 см, Э-4 – 3 
см. После прохождения элюирования в камере 
с элюентом Э-4 хроматографическую пластину 
высушивали на воздухе, фиксировали хромато-
грамму с помощью фотографии. Всего было вы-
явлено 10 окрашенных полос, для которых про-
водились дальнейшие процедуры.

Экстракция соединений с сорбента. Области 
хроматографической пластины, соответствую-
щие окрашенным полосам, вырезали ножница-
ми, и с каждой с помощью шпателя сорбент отде-
ляли от алюминиевой подложки и переносили в 
полипропиленовую пробирку объемом 1.5 мл. К 
стационарной фазе добавляли 200 мкл изопропи-
лового спирта и выдерживали 1 ч при комнатной 
температуре при постоянном перемешивании, 
после чего центрифугировали в течение 3 мин 
при 12045 g. Полученный супернатант (100 мкл) 
переносили в новые полипропиленовые пробир-
ки и анализировали методом МАЛДИ-МС.

Масс-спектрометрический анализ методом 
МАЛДИ-МС. Навеску матрицы (α-Циано-4-ги-
дроксикоричная кислота, СНСА) массой 20 мг 
помещали в микропробирку объёмом 1.5 мл, до-
бавляли 900 мкл 100% ацетонитрила, 1 мкл 99% 
ТФУ и 99 мкл дистиллированной воды и переме-
шивали до полного растворения твердой фазы. 
На лунку стальной полированной мишени (MTP 
384 polished steel, Bruker Daltonics, Германия) на-
носили 0.5 мкл анализируемого раствора, добав-
ляли 0.5 мкл раствора матрицы и высушивали 
при комнатной температуре.

Масс-спектрометрический анализ осуществля-
ли с помощью масс-спектрометра UltrafleXtreme 
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(Bruker Daltonics, Германия) в режиме «рефлек-
трон» с детектированием положительных ио-
нов. Спектры регистрировали в диапазоне m/z 
500 - 1000 при значениях напряжений 1 и 2 на 
источнике равных 20.0 и 17.9 кВ соответствен-
но. Напряжения на линзах, отражателе и детек-
торе отражателя составляли 7.0, 21.1 и 2.422 кВ 
соответственно. Число облучений при регистра-
ции одного спектра составляло 15000, частота 
выстрелов – 2000 Гц. Временная задержка PIE – 
120 нс. Регистрацию и интерпретацию спектров 
осуществляли с использованием программного 
обеспечения Flex Control и Flex Analysis. Для ка-
либровки масс-спектрометра использовали ка-
либровочную смесь Peptide Calibration Standard II 
(Bruker Daltonics).

Результаты и обсуждение. Исследование ос-
новных пигментов в составе экстракта S. latissima 
было проведено методом МАЛДИ-МС после 

хроматографического разделения в тонком слое 
(ТСХ). Выбор метода ТСХ был связан с его про-
стотой, а также с тем, что он позволяет провести 
исследование как высоко гидрофобных, так и ги-
дрофильных соединений в рамках одного анали-
за. Процедура ТСХ (см. «Материалы и методы 
исследования») включала последовательное элю-
ирование 4-мя растворителями разной полярно-
сти - от малополярной смеси (хлороформ – гек-
сан) до относительно полярного растворителя 
(ацетона). Использование такого набора элюен-
тов позволило разделить пигменты S. latissima 
на ТСХ пластине на 10 окрашенных хроматогра-
фических зон (рис. 1). Пигменты из каждой зоны 
были экстрагированы и проанализированы ме-
тодом МАЛДИ-МС.  

На основании масс-спектрометрических дан-
ных высокого разрешения было установлено, 
что в хроматографических зонах 1-8, окрашен-

Рис. 1. ТСХ хроматограмма экстракта из S. Latissima (слева);  
масс-спектры, полученные для соответствующих окрашенных зон ТСХ 
пластины (справа).
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Таблица 1
Идентификация хлорофиллов водоросли Saccharina latissima по данным тандемной  

масс-спектрометрии

№ Название Брутто-формула m/z экспери-
ментальное

m/z  
расчетное

Основные  
фрагментные  

ионы, m/z

Предположительная 
структура 

фрагментных ионов

1 Пирофеофорбид а C33H34N4O3 535.3 535.3

517.3
507.3
491.2
462.3

[М-Н2О]+

[М-СО]+

[М-СО2]
+

[M-HO2CC2H4]
+

2
Толипорфирин 

Д, 7-деглюкозил, 
7-гидрокси, 2В-Ас

C32H34N4O7 587.3 587.3
559.2
542.2
527.2

[M-CO]+

[M-CO, -OH]+

[M-CH3CO2H]+

3 Феофорбид а C35H36N4O5 593.3 593.3
565.4
561.3
533.4

[М-СО]
[М-СН3ОН]

[М-НСО2СН3]

4 Феофорбид б C35H34N4O6 607.2 607.3

589.3
575.2
547.2
495.2

[М-Н2О]+

[М-СН3ОН]+

[М-НСО2СН3]
+

[M-HO2CC3H4=C2H3]
+

5 Феофорбид а, 
10-гидрокси C35H36N4O6 609.3 609.3

591.3
577.2
549.3

[М-Н2О]+

[М-СН3ОН]+

[М-НСО2СН3]
+

6 Аналог феофитина – 817.3 – 773.0
539.2

[M-CO2]
+

[М-С20Н38]
+

7 Аналог феофитина – 839.5 – 795.1
561.2

[M-CO2]
+

[М-С20Н38]
+

8 Феофитин а С55H74N4O5 871.6 871.6

839.6
811.5
593.3
533.3

[М-СН3ОН]+

[М-НСО2СН3]
+

[М-С20Н38]
+

[М-С20Н39СО2СН3]
+

9 Гидрокси
феофитин а С55H74N4O6 887.6 887.6

855.6
827.5
609.3
549.2

[М-СН3ОН]+

[М-НСО2СН3]
+

[М-С20Н38]
+

[М-С20Н39СО2СН3]
+

10
Гомо-131-A-oкса-

132-гидрокси 
хлорофилл а

C55H72MgN4O7 925.5 925.5 866.5
647.2

[М-СН3О2C]+

[М-С20Н38]
+

11 Аналог феофитина – 939.6 –
881.6

661.1

[M-COOCH2]
+ или

[M-OCH2C2H4]
+

[М-С20Н38]
+
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Таблица 2
Идентификация каротиноидов водоросли Saccharina latissima по данным тандемной  

масс-спектрометрии

№ Название Брутто-
формула

m/z   
эксперимен-

тальное

m/z 
расчет-

ное

Основные 
фрагментные ионы, 

m/z

Предположительная 
структура 

отщепляемых 
фрагментов

1 Каротиноид C
40

H
52

O
3

581.4 581.4 121.1, 221.1, 489.4, 
563.3 Н2О, С3Н8О3

2 Неоксантин-3-он C
40

H
54

O
4

599.4 599.4 221.2, 507.4, 581.4 Н2О, С3Н8О3

3 Фукоксантинол C
40

H
56

O
5

617.4 617.4 121.1, 221.2, 531.4, 
563.3 599.3 Н2О, 2Н2О, 3Н2О,

4 Каротиноид C
42

H
54

O
4

623.4 623.4 109.1, 221.1, 531.4, 
563.4 587.3, 605.4

Н2О, 2Н2О, СО2Н, 
С3Н8О3

5 Каротиноид C
40

H
60

O
6

637.4 637.4 109.0, 121.1, 221.1, 
577.3, 585.4, 619.4 Н2О, СОCH3, С2Н4О2

ных в зеленый или сине-зеленый цвет, присут-
ствуют порфириновые соединения (производные 
хлорофилла). Для каждого индивидуального ио-
на были получены фрагментные масс-спектры 
(табл. 1) и проведена идентификация с помощью 
баз данных Chapman&Hall, PubChem, KEGG и 
ChEBI, а также сопоставления с данными лите-
ратуры по порфириновым соединениям в составе 
водорослей [15,16].

Порядок удерживания веществ на ТСХ напря-
мую связан с их гидрофильно-гидрофобными 
свойствами, которые для различных произво-
дных порфирина значительно различаются. Так, 
наиболее гидрофобный из порфиринов – феофи-
тин а обнаруживается в зоне №1 (Rf 0.98 в систе-
ме Э-1), а его менее гидрофобный аналог, фео-
форбид а, - в зоне №7 (Rf 0.25 в системе Э-3). С 
помощью масс-спектрометрических баз данных 
удалось достоверно идентифицировать 8 соеди-
нений, а всего в смеси было зарегистрировано 11 
производных хлорофилла, 6 из которых являют-
ся эфирами фитола (для которых в масс-спектрах 
характерен распад с отщеплением фитильного 
радикала с массой 278), а остальные 5 – порфи-
ринами, не содержащими фитильного остатка. 
Интересно отметить, что в составе экстракта S. 
latissima были обнаружены не описанные в лите-
ратуре производные с молекулярными массами 
816.3, 838.5 и 938.6, о порфириновой структуре ко-
торых свидетельствует характерный масс-спек-
трометрический распад (табл. 1). 

Пигменты другой группы, каротиноиды, обна-
руживаются на ТСХ в относительно узком ин-

тервале пробега (Rf 0.55-0.65 в системе Э-3). Эти 
вещества образуют 2 интенсивно окрашенные в 
оранжевый цвет зоны (9 и 10, рис. 1), в составе ко-
торых были идентифицированы фукоксантин, 
фукоксантинол и неоксантин-3-он (рис. 2). 

Масс-спектрометрические и хроматографиче-
ские характеристики фукоксантина и фукоксан-
тинола соответствуют стандартным образцам 
и данным литературы [17]. Также на ТСХ было 
обнаружено небольшое количество бета-каро-
тина, идентифицированного путем сравнения со 
стандартом. Кроме того, в смеси присутствует 
ряд других веществ с характерными для кароти-
ноидов масс-спектрами, однако сведений о таких 
производных в литературе найти не удалось. В 
таблице 2 приведены масс-спектрометрические 

Рис. 2. Структуры идентифицированных каротиноидов 
в составе S. latissima
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характеристики таких гипотетических кароти-
ноидов S. latissima, идентификацию которых, воз-
можно, удастся провести в ходе дальнейших ис-
следований.

Заключение. Таким образом, метод ТСХ в соче-
тании с МАЛДИ-МС является удобным и инфор-
мативным подходом для оценки качественного 
состава пигментов S. latissima, и может служить 
для стандартизации водорослевого сырья и ли-
пидных извлечений, предназначенных для из-
готовления БАД и фармацевтических средств. 

Полученные данные о биологически активных 
пигментах S. latissima, в том числе свидетель-
ства о наличии в ее составе новых каротиноидов 
и производных порфирина, представляют несо-
мненный интерес для дальнейших исследований.
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Таблица 2 (продолжение)
Идентификация каротиноидов водоросли Saccharina latissima по данным тандемной  

масс-спектрометрии

№ Название Брутто-
формула

m/z   
эксперимен-

тальное

m/z 
расчет-

ное

Основные 
фрагментные ионы, 

m/z

Предположительная 
структура 

отщепляемых 
фрагментов

6 Каротиноид C
40

H
48

O
7

641.4 641.3 149.1, 221.2, 549.4, 
605.4, 623.4 Н2О, 2Н2О, С3Н8О3

7 Каротиноид C
42

H
62

O
5

647.5 647.4 147, 347, 495, 551, 
599, 611, 629 Н2О, 2Н2О

8 Фукоксантин C
42

H
58

O
6

659.5 659.4
109.0, 221.2, 567.5, 
581.4, 599.5, 623.5, 

641.4

Н2О, СОCH3, С2Н4О2, 
С2Н4О3, С3Н8О3

9 Каротиноид C
43

H
58

O
8

703.5 703.4 109.1, 221.1, 299.2, 
567.3, 647.5, 660.2 Н3О, СОCH3
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The qualitative composition of the most important biologically active lipid substances-carotenoids and chlorophyll 
derivatives of the White sea algae Saccharina latissima has been studied. The lipid extract was separated by thin-layer 
chromatography (TLC) and examined by matrix-associated laser desorption-ionization with mass-spectrometric 
analysis (MALDI-MS). The extract contained fucoxanthin, fucoxanthinol, pheophytin a, pheophorbide a, as well 
as other carotenoids and chlorophylls, including those not described in the literature. The results obtained, which 
significantly expand the information about the composition of S. latissima pigments, can be used to standardize 
raw materials and preparations based on these algae.
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