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В листьях крыжовника отклоненного обнаружено 23 соединения, из которых по наличию стандартов 
идентифицировано только 13 веществ. Одним из показателей биодоступности препаратов является ко-
эффициент распределения исследуемых веществ между гидрофильной и липофильной фазами, а также в 
различных биологических жидкостях. Пектиновые вещества обладают профилактическим действием: про-
тивовоспалительным, антибактериальным, противосклеротическим, антиаллергентным. Цель работы: 
выделение, идентификация фенольных соединений, исследование коэффициента распределения и антидисли-
пидемической активности пектиновых веществ листьев крыжовника отклоненного (Grossularia reclinata (L.) 
Mill.). Материалы и методы. Обезжиренное сырье (листья крыжовника отклоненного) трижды экстраги-
ровали 40% спиртом этиловым при нагревании в течение 60 мин. Объединенные извлечения в делительной 
воронке последовательно обрабатывали хлороформом, диэтиловым эфиром, этилацетатом и н-бутанолом. 
Выделение пектиновых веществ из листьев крыжовника отклоненного проводили по методике Н.К. Кочет-
кова и M. Sinner. При определении коэффициента распределения из органических растворителей нами были 
использованы диэтиловый эфир и н-октанол, в которых изучаемые объекты хорошо растворимы. Процедуры 
введения растворов исследуемых пектиновых веществ и раствора холестерина были разделены 2-х часовым 
интервалом. По истечении 14 дней у животных производили забор венозной крови с последующим получени-
ем сыворотки и определением параметров, характеризующих состояние липидно-холестеринового профиля 
крови. Результаты и обсуждение. В результате исследования фенольных соединений листьев крыжовни-
ка отклоненного впервые были выделены гиперозид, рутин, кофейная кислота. Полученные данные свиде-
тельствуют, что для водных растворов пектиновых веществ крыжовника лучшее распределение из водного 
слоя в органический происходит в н-октанол. При применении пектиновых веществ, полученных из листьев 
крыжовника, у крыс по сравнению с животными негативного контроля группы наблюдалась нормализация 
липидно-холестеринового профиля крови. Заключение. Методом препаративной колоночной хроматографии 
в извлечении из листьев крыжовника отклоненного были обнаружены кверцетин, гиперозид, рутин, кемп-
ферол, астрагалин и кофейная кислота. Можно предположить, что пектиновые вещества из листьев кры-
жовника в щелочной среде кишечного содержимого будут лучше распределяться и всасываться. Применение 
исследуемых пектиновых веществ из листьев крыжовника способствовало коррекции дислипидемии.

Ключевые слова: листья крыжовника отклоненного, флавоноиды, фенолокислоты, полисахариды, коэф-
фициент распределения, дислипидемия

Для цитирования: 
Аджиахметова С.Л., Поздняков Д.И., Червонная Н.М., 
Мыкоц Л.П., Воронков А.В., Оганесян Э.Т. 
ФЕНОЛЬНЫЕ СОЕДИНЕНИЯ И ПЕКТИНОВЫЕ 
ВЕЩЕСТВА ЛИСТЬЕВ КРЫЖОВНИКА ОТКЛОНЕННО-
ГО (GROSSULARIA RECLINATA (L.) MILL.). 
Фармация и фармакология. 2018;6(2):121-134. 
DOI: 10.19163/2307-9266-2018-6-2-121-134 
© Аджиахметова С.Л., Поздняков Д.И., Червонная Н.М., 
Мыкоц Л.П., Воронков А.В., Оганесян Э.Т., 2018

For citation: 
Adjiahmetova S.L., Pozdnyakov D.I., Chervonnaya N.M., 
Myikots L.P., Voronkov A.V., Oganesyan E.T. 
PHENOLIC COMPOUNDS AND PECTIC SUBSTANCES 
OF EUROPEAN GOOSEBERRY LEAVES 
(GROSSULARIA RECLINATA (L.) MILL.).
Pharmacy & Pharmacology. 2018;6(2):121-134. (In Russ.)
DOI: 10.19163/2307-9266-2018-6-2-121-134



122

Фармакогнозия, ботаника
Pharmacognosy, Botany

Фармация и фармакология Т. 6 № 2, 2018

122

ВВЕДЕНИЕ. В листьях крыжовника отклонен-
ного методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии обнаружено 23 соединения, из которых 
по наличию стандартов идентифицировано только 13 
веществ. Они представлены флавоноидами, кумари-
нами и фенолкарбоновыми кислотами [1].

Для более подробной информации о полифе-
нольном составе извлечения из листьев крыжовника 
отклоненного (Grossularia reclinata (L.) Mill.), по-
лученного экстракцией 40% спиртом этиловым, мы 
провели его фракционирование обработкой разными 
растворителями в сочетании с препаративной коло-
ночной хроматографией. 

Одним из показателей биодоступности препаратов 
является коэффициент распределения исследуемых 
веществ между гидрофильной и липофильной фаза-
ми, а также в различных биологических жидкостях [2].

Пектиновые вещества (ПВ) обладают профилак-
тическим действием: противовоспалительным, анти-
бактериальным, противосклеротическим, антиаллер-
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In the leaves of European gooseberry 23 compounds have been found, and only 13 of them have been identifi ed by 
the presence of standards. One of the indicators of the bioavailability of drugs is the distribution coeffi cient of the sub-
stances under investigation between the hydrophilic and lipophilic phases, as well as in various biological fl uids. Pec-
tic substances have a preventive effect: anti-infl ammatory, antibacterial, anti-sclerotic, anti-allergic. The aim of the 
work is: isolation, identifi cation of phenolic compounds, investigation of the distribution coeffi cient and the antidis-
lipidemic activity of the pectic substances in European gooseberry leaves (Grossularia reclinata (L.) Mill.). Materials 
and methods. Degreased raw materials (leaves of European gooseberry) were extracted three times with 40% ethanol 
by heating for 60 minutes. In the separatory funnel the combined extracts were subsequently treated with chloroform, 
diethyl ether, ethyl acetate and n-butanol. Isolation of pectin substances from the leaves of European gooseberry was 
carried out according to N.K. Kochetkov and M. Sinner’s method. When determining the distribution coeffi cient from 
organic solvents, diethyl ether and n-octanol, in which the objects under study are readily soluble, have been used. 
The procedures of the solutions input of the investigated pectic substances and cholesterol solution were separated 
by a 2-hour interval. After 14 days, venous blood was collected from the animals, followed by the production of se-
rum and determination of the parameters characterizing the state of the lipid-cholesterol blood profi le. Results and 
discussion. As a result of the study of phenolic compounds of European gooseberry leaves, hyperoside, rutin, caffeic 
acid have been separated for the fi rst time. The data obtained show that for aqueous solutions of pectic substances 
of European gooseberry, the best distribution from the aqueous layer to the organic layer occurs in n-octanol. When 
using the pectic substances obtained from European gooseberry leaves, the normalization of the lipid-cholesterol pro-
fi le in blood was observed in rats in comparison with the animals of the negative control group. Conclusion. By the 
method of preparative column chromatography, quercetin, hyperoside, rutin, kaempferol, astragaline, and caffeic acid 
were detected in European gooseberry leaves. It can be assumed that the pectic substances from gooseberry leaves 
will be better distributed and absorbed in the alkaline environment of intestinal contents. The use of the studied pectic 
substances from gooseberry leaves promoted the correction of dyslipidemia.

Keywords: European gooseberry leaves, fl avonoids, phenolic acids, polysaccharides, distribution coeffi cient, 
dyslipidemia

гентным. Обладают свойством коррекции липидного 
обмена [3–5].

ЦЕЛЬ РАБОТЫ: выделение, идентификация 
фенольных соединений, исследование коэффициента 
распределения и антидислипидемической активно-
сти пектиновых веществ листьев крыжовника откло-
ненного (Grossularia reclinata (L.) Mill.).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Получение извлечения и выделение индивиду-

альных соединений
В качестве исследуемого сырья использова-

ли листья крыжовника отклоненного, собранные в 
июле-августе 2015–2017 гг. в фазу цветения и пло-
доношения растения, сорт «Московский красный», 
регион Кавказские Минеральные Воды (Ставрополь-
ский край).

Обезжиренное сырье (листья крыжовника откло-
ненного) трижды экстрагировали 40% спиртом эти-
ловым при нагревании в течение 60 мин. Полученное 
извлечение сгущали до объема 100 мл, после этого в 
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делительной воронке последовательно обрабатывали 
хлороформом, диэтиловым эфиром, этилацетатом и 
н-бутанолом. 

Полученные фракции после удаления раствори-
телей переносили в хроматографические колонки, 
заполненные силикагелем марки Silicagel 60 или по-
лиамидом марки Polyamide Woelm. Элюентом для по-
лиамида служила вода очищенная, а для силикагеля 
– хлороформ. Процесс элюирования контролировали 
методами тонкослойной хроматографии (пластинки 
«Silufol», «Sorbfi l») и бумажной хроматографии (БХ) 
(MUNKTELL FN 7). В качестве подвижной фазы ис-
пользовали н-бутанол : кислота уксусная : вода (БУВ 
(4:1:5)); 15% кислота уксусная; этилацетат – кислота 
уксусная – вода (5:1:1).

Выделение пектиновых веществ и определение 
коэффициента распределения.

Выделение пектиновых веществ из листьев кры-
жовника отклоненного проводили по методике Н.К. 
Кочеткова и M. Sinner [6]. После гидролиза во фрак-
ции пектиновых веществ обнаружены глюкоза, кси-
лоза, рамноза и галактуроновая кислота. Гравиметри-
ческий анализ указывает на преобладание ПВ (6,4%). 
Поэтому дальнейшие исследования проводили с этой 
фракцией [7].

При определении коэффициента распределения 
из органических растворителей нами были исполь-
зованы диэтиловый эфир и н-октанол, в которых из-
учаемые объекты хорошо растворимы. Экстракция 
ПВ проводилась как из водных растворов (0,1-1%), 
так и растворов, доведенных до pH=2 и pH=8 с по-
мощью 10% растворов кислоты хлористоводородной 
и гидроксида натрия соответственно. Для экстракции 
объемы исследуемых растворов и электролита были 
взяты одинаково. Концентрация водных растворов 
начальная и в рафинате определялась кондуктоме-
трическим методом с использованием калибровочно-
го графика зависимости 1/R = f(с) [2].

Определение антидислипидемической актив-
ности 

Животные 
Определение липидно-холестеринового профиля 

крови выполняли на 30 крысах – самцах линии Wistar 
массой 200–220 грамм, разделенных на 3 равные 
группы (n=10). Содержание животных и проведение 
экспериментов соответствовало правилам лабора-
торной практики (GLP) при проведении доклиниче-
ских исследований в Российской Федерации (ГОСТ 
3 51000.396 и 51000.4-96), международным рекомен-
дациям Европейской конвенции по защите позвоноч-
ных животных (1997).  

Исследования влияния пектиновых веществ, 
выделенных из листьев крыжовника отклоненно-
го, на коррекцию дислипидемии.

Первая группа крыс – интактные животные (ИН). 
У оставшихся крыс моделировали гиперхолестерине-
мию путем курсового (14 дней) перорального введе-
ния 3% раствора холестерина (серия: 371274, Panreac, 
Испания) в подсолнечном масле [8]. При этом вторую 

группу крыс составили животные негативного кон-
троля (НК), не получавшие фармакологическую под-
держку. Третьей группе крыс per os вводили исследу-
емые пектиновые вещества, выделенные из листьев 
крыжовника отклоненного (ПК), в количестве 1 мл 
1% раствора на 100 г веса животного. 

Процедуры введения растворов исследуемых пек-
тиновых веществ и раствора холестерина были разде-
лены 2-часовым интервалом. По истечении 14 дней у 
животных производили забор крови из яремной вены 
с последующим получением сыворотки и определени-
ем параметров, характеризующих состояние липид-
но-холестеринового профиля крови: общего холесте-
рина (хол. общ.), холестерина липопротеидов низкой 
плотности (хол. ЛПНП), холестерина липопротеидов 
высокой плотности (хол. ЛПВП) и триглицеридов 
(ТГ). В работе использовались стандартные наборы 
реактивов производства «Ольвекс Диагностикум» (об-
щий холестерин: серия 01042017, холестерин ЛПВП: 
серия 080022017, холестерин ЛПНП: серия 20022017, 
триглицериды: серия 01122016, Швеция). Пробопод-
готовка и дальнейший ход анализа соответствовали 
инструкции, прилагаемой к каждому набору. 

Статистическая обработка
Результаты эксперимента обрабатывали метода-

ми вариационной статистики с использованием паке-
та прикладных программ STATISTICA 6.0 (StatSoft, 
США) Полученные данные подвергали тесту на нор-
мальность распределения с использованием критерия 
Шапиро-Уилка. В случае подчинения данных закону 
нормального распределения для сравнения средних 
применяли t-критерий Стьюдента, в противном слу-
чае дальнейшую статистическую обработку данных 
производили с помощью U-критерия Манна-Уитни. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выделение индивидуальных веществ методом 

препаративной колоночной хроматографии.
Хлороформную фракцию переносили в колонку 

с полиамидом и элюировали последовательно водой 
очищенной, спиртом этиловым разной концентрации 
и спиртом этиловым 95%. Получены два вещества, 
один из которых характеризуется голубым свечением 
(вещество 1), а второе имеет темно-бурую окраску 
зоны адсорбции в УФ-свете (вещество 2). Из эфир-
ной фракции на колонке с силикагелем выделены 
два вещества – вещество 3 и вещество 4, имеющие в 
УФ-свете зону адсорбции темно-бурого цвета. 

Этилацетатную фракцию сгущали до небольшо-
го объема и смешивали с безводным хлороформом 
(1:5). Выделившийся осадок переносили на колонку 
с полиамидом, элюировали водно-этанольными сме-
сями с градиентным увеличением спирта этилового 
и получили вещества 5 и 6. Хлороформно-этилаце-
татный фильтрат после отделения осадка сгущали и 
переносили в колонку с силикагелем. Элюированием 
хлороформно-этанольными смесями с градиентным 
увеличением спирта этилового получены две фрак-
ции: в одной содержатся два соединения полифе-
нольной природы – вещества 7 и 8; во второй четыре 
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вещества – вещества 9, 10, 11 и 12. Далее обе фрак-
ции подвергли повторному разделению на колонках с 
полиамидом. Элюирование осуществляли водно-эта-
нольными смесями. 

Хроматографический анализ и малый интервал 
температур плавления выделенных веществ свиде-
тельствует о том, что они являются индивидуальны-
ми (табл. 1) [9 – 12]. 

Таблица 1 – Значения коэффициентов подвижности полученных веществ

Значение коэффициента подвижности Номер полученного
вещества15% кислота уксусная БУВ (4:1:5) этилацетат – кислота уксусная – 

вода (5:1:1)
0,36±0,02 0,42±0,03 0,44±0,03 2
0,59±0,04 0,64±0,02 0,32±0,02 3
0,26±0,02 0,78±0,04 0,83±0,04 5
0,52±0,03 0,77±0,03 0,80±0,03 7
0,43±0,02 0,73±0,02 0,64±0,02 8
0,07±0,01 0,89±0,03 0,90±0,02 10

ИК-спектр вещества 3, а также данные сравни-
тельного хроматографического анализа, УФ-спек-
трофотометрии с ионизирующими и комплексо-
образующими добавками идентичны аналогичным 
параметрам для вещества 11. Об этом свидетельству-
ет также отсутствие депрессии температуры плавле-
ния в пробе смешения. Выявлена схожесть некоторых 
физико-химических параметров для веществ 2 и 4.

Вещества 2, 3, 5, 8, 10, приобретают красное окра-
шивание в условиях цианидиновой пробы, что сви-
детельствует об их принадлежности к производным 
флавонола. Анализ структур этих соединений осу-
ществляли методом УФ-спектроскопии с ионизирую-
щими и комплексообразующими добавками, посколь-
ку она максимально информативна и достоверна [13].

УФ-спектры агликонов (вещества 5 и 10) характе-
ризуются наличием двух полос примерно одинаковой 
интенсивности. Полученные данные свидетельству-
ют о том, что у соединений 2, 3, 5, 8 и 10 в положении 
С5  присутствует свободная гидроксигруппа, на что 
указывает значительный батохромный сдвиг обеих 
полос поглощения в присутствии алюминия хлори-
да. Вещества 5, 10 в присутствии алюминия хлорида 
дают значительный батохромный сдвиг обеих полос, 
что свидетельствует о наличии гидроксигрупп С5 
и/или С3.

При добавлении свежеплавленного натрия ацета-
та к анализируемым растворам выделенных веществ 
наблюдается батохромный сдвиг коротковолновой II 
полосы, это свидетельствует о наличии свободной 
гидроксигруппы при С7 у всех соединений. Батохром-
ный сдвиг длинноволновой полосы в спектрах ве-
ществ 2, 3 и 5 вызывает добавление свежеплавленно-
го ацетата натрия и борной кислоты, что характерно 
для флавоноидов, имеющих орто-дигидроксигруп-
пировку в положениях 3´ и 4´ бокового фенильного 
радикала. 

Батохромный сдвиг I-й полосы без снижения ее 
интенсивности наблюдается под влиянием метилата 
натрия, что указывает на наличие гидроксигрупп у 
атомов С3´ и С4´ (снижение интенсивности и деграда-
ция через 3-5 минут); у веществ 8 и 10 также наблю-
дается батохромный сдвиг I-й полосы без изменения 
ее интенсивности, что свидетельствует о свободной 
гидроксигруппе у С4´ в этих соединениях [10].

Для уточнения положения углеводного остатка 
использовали УФ-спектроскопию агликона в присут-
ствии хлорида алюминия. При сравнении спектров 
поглощения веществ до и после гидролиза обращает 
на себя внимание появление батохромного сдвига в 
случае агликона, что дает основание утверждать, что 
в соединениях 2, 3, 8 имеет место гликозидирование 
по положению С3.

ИК-спектры измеряли на приборе «ИК-фурье 
спектрометр ФСМ 1201». Карбонильная группа не-
замещенного флавона поглощает при 1650 см-1. Если 
флавон содержит группу ОН- в положении С3, то 
частота понижается до 1619 см-1. Введение гидрок-
сильной группы в положении С5 флавоноидов не-
сколько увеличивает частоту поглощения карбониль-
ной группы до 1655 см-1, несмотря на возможность 
образования внутримолекулярной водородной связи 
[9, 14, 15]. 

В результате щелочного расщепления исследу-
емых агликонов (2, 3, 5) с калия гидроксидом были 
получены протокатеховая кислота и флороглюцин, а 
в результате щелочного расщепления агликонов 8, 10 
с калия гидроксидом были получены пара-гидрокси-
бензойная кислота и флороглюцин, что доказано БХ 
(подвижная фаза – БУВ (4:1:5), проявитель – 1% во-
дный раствор хлорида железа (III), 0,1% диазотиро-
ванная сульфаниловая кислота) [6, 15]. 

В результате полного кислотного гидролиза ве-
щества 2 были получены агликон – кверцетин и 
D-галактоза. Гидролизат обрабатывали диэтиловым 
эфиром в делительной воронке. Методом БХ с ис-
пользованием стандартного образца – кверцетина в 
подвижных фазах БУВ (4:1:5) и 15% уксусной кис-
лоты хроматографировали полученное извлечение. 
Гидролизат нейтрализовали карбонатом бария по 
универсальному индикатору, фильтровали, упарива-
ли до небольшого остатка и хроматографировали в 
подвижной фазе БУВ (4:1:5) с использованием стан-
дартных образцов. После проявления анилинфталат-
ным реактивом обнаружили D-галактозу [6, 16]. 

В ЯМР-1Н-спектре (400MHz, DMSO-d6, δ, м.д., J/
Гц) вещества 10 проявляются сигналы протонов: 6,19 
(1H, d, = 1,96 Hz, Н-6), 6,37 (1H, d, J = 1,96 Hz, Н-8), 
8,04 (2H, m, Н-2’, 6’), 6,82 (2H, m, Н-3’, 5’), 12,94 (1H, 
s, OH-5).
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Спектр ЯМР-13С вещества 10 (101 MHz, 
DMSO-d6): 154,21 (С-2); 135,98 (С-3); 180,52 (С-4); 
104,77 (С-5); 156,51 (С-6); 99,30 (С-7); 164,66 (С-8); 
93,99 (С-9); 162,31 (С-10); 121,55 (С-1´); 130,15 (С-
2´,6´); 115,58 (С-3´,5´); 157,73 (С-4´). 

Таким образом, данные ЯМР-1Н- и 13С-спектро-
скопии подтверждают наши выводы, полученные на 
основании УФ-спектрофотометрии с ионизирующи-
ми и комплексообразующими добавками.

УФ-спектр вещества 7 характеризуется тремя по-
лосами поглощения с максимумами при 216, 243, 325 
нм. По данным УФ-, ИК-спектроскопии и бумажной 
хроматографии, можно сделать вывод, что вещество 
7 – это кофейная кислота [13].

Полученные результаты свидетельствуют, что 
вещество 5 – это 3,5,7,3’,4’-пентаоксифлавон (квер-
цетин), вещество 2 – кверцетин-3-О-β-D-галакто-

зид (гиперозид), соединение 3 – кверцетин-3-рути-
нозид (рутин), соединение 10 представляет собой 
3,5,7,4’-тетраоксифлавон (кемпферол), вещество 8 
– кемпферол-3-O-β-D-глюкопиранозид (астрагалин), 
а вещество 7 – кофейная кислота. 

Определение коэффициента распределения
Коэффициент распределения в системе н-окта-

нол – вода очищенная широко используется в химии, 
медицине, фармакологии для описания транспорта 
веществ через биологические мембраны [2].

Показано, что зависимость между коэффициен-
том распределения и биологическим действием может 
носить параболический характер, при этом по дости-
жении оптимума липофильности дальнейшее ее повы-
шение может приводить к снижению биологической 
активности [17]. Результаты определения коэффици-
ента распределения представлены в таблицах 2, 3.

Таблица 2 – Коэффициент распределения в системах вода очищенная – н-октанол, 
вода очищенная – диэтиловый эфир

С, % 1/R×103, Ом-1∙см-1

(исходное) 1/R×103, Ом-1∙см-1 С1, % С2, %

экстракция диэтиловым эфиром
0,1 0,42 0,37 0,07 0,03
0,2 0,75 0,71 0,18 0,02
0,4 1,39 1,05 0,29 0,11

экстракция н-октанолом
0,6 1,95 1,89 0,59 0,01
0,8 2,58 2,47 0,78 0,02
1,0 3,17 2,87 0,90 0,10

Примечание: С – исходная концентрация; R – сопротивление водных растворов ПВ; С1 и С2 – равновесные концент-
рации растворов ПВ после экстракции

Таблица 3 – Влияние pH среды на коэффициент распределения в системе вода очищенная – н-октанол

С, %
1/R×103,
Ом-1∙см-1

(исходное)

1/RHCl×103,
Ом-1∙см-1

(исходное)

1/RHCl×103,
Ом-1∙см-1

(н-октанол)

1/RNaOH×103,
Ом-1∙см-1

(исходное)

1/RNaOH×103,
Ом-1∙см-1

(н-октанол)

С1(HCl), %
(рН = 2)

С1(NaOH), %
(рН = 8)

0,6 0,98 6,86 6,57 3,43 3,10 0,57 0,59
0,8 1,78 6,85 6,41 2,59 2,48 0,75 0,76
1,0 2,18 6,72 4,06 3,18 2,45 0,60 0,77

Коэффициент распределения рассчитывали 
через равновесные концентрации ПВ в воде очи-
щенной (С1) и н-октаноле (С2). Концентрация ок-
танольного раствора возводилась в степень со-
ответствующей степени ассоциации. Последняя 
определялась графическим способом по зависимо-
сти lgC1 и lgC2.

На рисунке 1 показана линейность такой зависи-

мости, позволяющая графически определить величину 
коэффициента распределения и степень ассоциации.

Полученные данные свидетельствуют, что для во-
дных растворов ПВ крыжовника лучшее распределение 
из водного слоя в органический происходит в н-октанол. 
Экспериментальные данные о влиянии на распределение 
pH среды показали, что для ПВ крыжовника лучшее рас-
пределение происходит в щелочной среде (табл. 4).

Таблица 4 – Значения коэффициента распределения в различных средах

№ Коэффициент распределения Среда
1 1,59 вода очищенная – н-октанол
2 2,60 вода очищенная – диэтиловый эфир
3 1,84 вода очищенная (pH=2) – н-октанол
4 1,43 вода очищенная (pH=8) – н-октанол
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Рисунок 1 – Графический расчет параметров распределения ПВ крыжовника отклоненного 
Примечание: С1 и С2 – равновесные концентрации растворов ПВ после экстракции

Показано, что процесс перехода ПВ в органиче-
скую фазу (н-октанол) носит экзотермический харак-
тер (∆H<0). В изменении изобарно-изотермическо-
го потенциала вклад энтальпийной составляющей 
больше, чем энтропийного фактора и поэтому ∆G<0. 
Это свидетельствует о самопроизвольности процесса 
распределения полисахаридов в органический слой.

Влияние пектиновых веществ, выделенных 
из листьев крыжовника отклоненного, на липид-
но-холестериновый профиль крови. 

У группы интактных крыс содержание общего хо-
лестерина, холестерина ЛПНП, холестерина ЛПВП и 
ТГ составляло 2,42±0,08 ммоль/л; 1,47±0,098 ммоль/л; 
0,97±0,026 и 0,47±0,03 ммоль/л соответственно (рис. 2).

Рисунок 2 – Влияние ПВ на липидно-холестериновый профиль крови
Примечание: хол. общ. – общий холестерин, хол. ЛПНП – холестерин липопротеидов низкой плотности, хол. ЛПВП 

– холестерин липопротеидов высокой плотности, ТГ – триглицериды, ИН – интактные животные, НК – негативный 
контроль, ПК – пектиновые вещества, выделенные из листьев крыжовника отклоненного; 

# – статистически значимо (p<0,05, t-критерий Стьюдента) относительно ИН группы животных; * – статисти-
чески значимо (p<0,05, t-критерий Стьюдента) относительно НК группы животных
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INTRODUCTION. By methods of high-perfor-
mance liquid chromatography 23 compounds have been 
found in European gooseberry leaves, and only 13 of 
them have been identifi ed by the presence of standards. 
They are represented by fl avonoids, coumarins and phe-
nol carboxylic acids [1].

For more detailed information on the polyphenol ex-
tract from European gooseberry leaves (Grossularia rec-
linata (L.) Mill.), obtained by extraction with 40% ethyl 
alcohol, we performed its fractionation by treatment with 
various solvents in combination with preparative column 
chromatography.

One of the indicators of bioavailability of drugs is 
the distribution coeffi cient of the substances under study 
between the hydrophilic and lipophilic phases, as well as 
in various biological fl uids [2].

Pectic substances (PS) have a preventive effect: an-
ti-infl ammatory, antibacterial, anti-sclerotic, anti-aller-
gic. They have the property of lipid metabolism correc-
tion [3–5].

THE AIM OF THE WORK is: isolation, identifi -
cation of phenolic compounds, investigation of the distri-
bution coeffi cient and the antidislipidemic activity of the 
pectic substances in European gooseberry leaves (Gros-
sularia reclinata (L.) Mill.).

MATERIALS AND METHODS
Extraction and isolation of individual compounds
European gooseberry leaves collected in July-August 

2015–2017 in the phase of fl owering and fruiting, the “Mos-
cow red” variety (the region of the Caucasian Mineral Wa-
ters (Stavropol Territory)) were used as the test material. 

Degreased raw materials (European gooseberry 
leaves) were extracted three times with 40% ethanol 
by heating for 60 minutes. The resulting recovery was 
concentrated to a volume of 100 ml, then successively 
treated with chloroform, diethyl ether, ethyl acetate and 
n-butanol in a separatory funnel.

After removal of the solvents, the obtained frac-
tions were transferred to chromatographic columns 
fi lled with silica gel of the Silicagel 60 brand or poly-
amide of the Polyamide Woelm brand. The eluent for 
the polyamide was purifi ed water, and for silica gel it 
was chloroform. The elution process was monitored by 
thin layer chromatography (“Silufol”, “Sorbfi l” plates) 
and paper chromatography (PC) (MUNKTELL FN 7). 
As the mobile phase n-butanol: acetic acid: water (BAW 
(4: 1: 5)); 15% acetic acid; ethyl acetate-acetic acid-wa-
ter (5: 1: 1) were used. 

Isolation of pectiс substances and determination of 
the distribution coeffi cient

Isolation of pectiс substances from European goose-
berry leaves was carried out according to N.K. Kochet-
kov and M. Sinner’s methods [6]. After hydrolysis, glu-
cose, xylose, rhamnose and galacturonic acid were found 
out in the fraction of pectic substances. Gravimetric anal-
ysis indicated PS predominance (6.4%). Therefore, fur-
ther studies were carried out with this fraction [7].

When determining the distribution coeffi cient from 
organic solvents, diethyl ether and n-octanol were used, 
as the objects under study are readily soluble in them. PS 
extraction was carried out from both - aqueous solutions 
(0.1-1%) and the solutions brought to pH = 2 and pH = 

В условиях экспериментальной гиперхолестери-
немии у животных группы негативного контроля по 
сравнению с интактными крысами отмечено повы-
шение концентрации общего холестерина, холесте-
рина ЛПНП и ТГ на 95,5% (p<0,05), 134% (p<0,05) 
и 110,6% (p<0,05) соответственно. Содержание хо-
лестерина ЛПВП у НК группы животных, напротив 
уменьшилось, по отношению к ИН крысам на 86,5% 
(p<0,05), что согласуется с литературными данными 
[18, 19]. 

Под действием пектиновых веществ, получен-
ных из листьев крыжовника, у крыс, по сравнению с 
животными НК группы, наблюдалась нормализация 
липидно-холестеринового профиля крови (рис. 2), 
выражаемая в снижении концентрации общего холе-
стерина, холестерина ЛПНП и ТГ на 27,1% (p<0,05); 
26% (p<0,05) и 54,7% (p<0,05) соответственно, а так-
же повышении содержания холестерина ЛПВП на 
32,7% (p<0,05). 

Полученные в ходе исследования данные со-
гласуются с данными литературы и подтверждают 
благоприятное влияние пектиновых веществ на ли-
пидно-холестериновый обмен [18]. Снижение уровня 
общего холестерина, триглицеридов, нормализация 
отношения хол. ЛПНП / хол. ЛПВП на фоне введения 
изучаемых пектиновых веществ возможно связано с 
угнетением процесса всасывания избытка холестери-

на и триглицеридов, что, в свою очередь, предотвра-
щает их проатерогенные эффекты [20, 21]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Методом препаративной колоноч-
ной хроматографии в извлечении из листьев крыжовника 
отклоненного Grossularia reclinata (L.) Mill., полученного 
спиртом этиловым 40%, были обнаружены кверцетин, 
гиперозид, рутин, кемпферол, астрагалин и кофейная 
кислота. Гиперозид, рутин, кофейная кислота впервые 
выделены из листьев крыжовника отклоненного.

Определение величин коэффициентов распреде-
ления пектиновых веществ в различных системах и 
их зависимость от кислотности среды позволит про-
гнозировать возможность проникновения их через 
биологические мембраны. Следовательно, можно 
предположить, что ПВ из листьев крыжовника в ще-
лочной среде кишечного содержимого будут лучше 
распределяться и всасываться. В условиях экспери-
ментальной гиперхолестеринемии у крыс отмечается 
увеличение концентрации общего холестерина, холе-
стерина ЛПНП и ТГ на 95,5% (p<0,05), 134% (p<0,05) 
и 110,6% (p<0,05) соответственно, а также снижение 
содержания холестерина ЛПВП на 86,5% (p<0,05).

Применение исследуемых пектиновых веществ 
листьев крыжовника отклоненного способствовало 
коррекции дислипидемии, выражаемой в нормализа-
ции концентрации общего холестерина, холестерина 
ЛПНП, холестерина ЛПВП и ТГ. 
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8 with 10% solutions of hydrochloric acid and sodium 
hydroxide, respectively. 

For extraction, the volumes of the solutions studied 
and the electrolyte were taken equally. The concentration 
of the aqueous solutions in the initial form and in the raf-
fi nate was determined by the conductometric method us-
ing the calibration curve of dependence 1 / R = f (c) [2].

Determination of antidislipemic activity
Animals
Determination of the lipid-cholesterol profi le of blood 

was performed on 30 male Wistar rats weighing 200-220 
grams, divided into 3 equal groups (n = 10). The animal 
care and the experiments were in accordance with the rules 
of laboratory practice (GLP) for pre-clinical studies in the 
Russian Federation (GOST 3 51000.396 and 51000.4-96), 
international recommendations of the European Conven-
tion for the Protection of Vertebrates (1997).

Investigations of the effect of pectic substances iso-
lated from European gooseberry leaves, on the correc-
tion of dyslipidemia

The fi rst group of rats were intact animals (IA). In 
the remaining rats, hypercholesterolemia was simulated 
by a course (14 days) oral administration of a 3% cho-
lesterol solution (series: 371274, Panreac, Spain) in sun-
fl ower oil [8]. 

Hereby, the second group of rats were negative con-
trol animals (NC), not receiving pharmacological sup-
port. The third group of rats were injected per os with the 
investigated pectin substances isolated from European 
gooseberry leaves in the quantity of 1 ml of a 1% solution 
per 100 g of the animal’s weight.

The procedures of the solutions input of the inves-
tigated pectic substances and cholesterol solution were 
separated by a 2-hour interval. After 14 days, the animals 
were withdrawn blood from the jugular vein, followed 
by the production of serum and the determination of pa-
rameters characterizing the state of the lipid-cholesterol 
blood profi le: total cholesterol (TC), low-density lipopro-
tein cholesterol (LDLP cholesterol), high density lipo-
protein cholesterol (HDLP cholesterol), and triglycerides 
(TG). The standard sets of reagents produced by Olvex 
Diagnosticum (total cholesterol: series 01042017, HDLP 
cholesterol: series 080022017, LDLP cholesterol: series 

20022017, triglycerides: series 01122016, Sweden) were 
used in the work. Sample preparation and further analysis 
followed the instructions attached to each kit.

Statistical processing
The results of the experiment were processed by vari-

ational statistics methods using STATISTICA 6.0 applica-
tion software package (StatSoft, USA). The obtained data 
were subjected to a normal distribution test using Shap-
iro-Wilk test. In the case of subordination of data to the 
law of normal distribution, Student t-test was used to com-
pare the averages, otherwise further statistical processing 
of the data was carried out using Mann-Whitney U test.

RESULTS AND DISCUSSION
Isolation of individual substances by preparative col-

umn chromatography.
The chloroform fraction was transferred to a column 

of polyamide and eluted successively with purifi ed water, 
ethyl alcohol of different concentrations and 95% ethyl 
alcohol. Two substances were obtained, one of which 
was characterized by a blue glow (Substance 1), and the 
other had a dark brown color in UV light in the adsorp-
tion zone (Substance 2). From the ether fraction on the 
column with silica gel two substances - Substance 3 and 
Substance 4 having a dark-brown color in UV light in the 
adsorption zone were separated.

The ethyl acetate fraction was concentrated to a 
small volume and mixed with anhydrous chloroform 
(1:5). The precipitate was transferred onto the column 
of polyamide, eluted with water-ethanol mixtures with 
a gradient increase in ethyl alcohol, and Substances 5 
and 6 were obtained. The chloroform-ethyl acetate fi l-
trate was concentrated after separation of the precipi-
tate and transferred to a silica gel column. Elution with 
chloroform-ethanol mixtures with a gradient increase in 
ethyl alcohol yielded two fractions: one contained two 
polyphenolic compounds – Substances 7 and 8; the sec-
ond contained four substances – 9, 10, 11 and 12. Then 
the both fractions were re-divided on polyamide col-
umns. The elution was carried out with water-ethanol 
mixtures.

Chromatographic analysis and a small range of melt-
ing temperatures of the isolated substances indicate that 
they are individual (Table 1) [9 ± 12].

Table 1 – Values of mobility coeffi cients of the obtained substances

Value of the mobility coeffi cient Number
of the obtained substance15% acetic acid BAW (4:1:5) Ethyl acetate – acetic acid – water 

(5:1:1)
0.36±0.02 0.42±0.03 0.44±0.03 2
0.59±0.04 0.64±0.02 0.32±0.02 3
0.26±0.02 0.78±0.04 0.83±0.04 5
0.52±0.03 0.77±0.03 0.80±0.03 7
0.43±0.02 0.73±0.02 0.64±0.02 8
0.07±0.01 0.89±0.03 0.90±0.02 10

The IR spectrum of Substance 3, as well as the data 
of comparative chromatographic analysis, UV spectro-
photometry with ionizing and complexing additives, are 
identical to those for Substance 11. This is also indicated 

by the absence of depression of the melting temperature in 
the sample of mixing. The similarity of some physical and 
chemical parameters for Substances 2 and 4 was revealed.

Substances 2, 3, 5, 8, 10 acquire red staining under 
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the conditions of cyanidin test, which indicates their 
belonging to the derivatives of fl avonol. The structural 
analysis of these compounds was carried out by UV spec-
troscopy with ionizing and complexing additives, since it 
is maximally informative and reliable [13].

The UV spectra of aglycons (Substances 5 and 10) 
are characterized by the presence of two bands of approx-
imately the same intensity. The obtained data indicate 
that in position C5 Compounds 2, 3, 5, 8 and 10 have a 
free hydroxy group, and that is indicated by a signifi cant 
bathochromic shift of both absorption bands in the pres-
ence of aluminum chloride. In the presence of aluminum 
chloride Substances 5, 10 give a signifi cant bathochro-
mic shift of both bands, which indicates the presence of 
hydroxy groups C5 and / or C3.

When adding freshly melted sodium acetate to the 
analyzed solutions of the separated substances, a ba-
thochromic shift of the short-wave II band is observed; 
this indicates the presence of a free hydroxy group for 
all compounds at C7. The bathochromic shift of the 
long-wave band in the spectra of Substances 2, 3 and 5 
causes the addition of freshly melted sodium acetate and 
boric acid, which is characteristic of fl avonoids having 
ortho-dihydroxy grouping at the 3’and 4’positions of the 
side phenyl radical.

The bathochromic shift of the I-st band without de-
creasing its intensity was observed under the infl uence of 
sodium methoxide, which indicated the presence of hy-
droxy groups of atoms C3 and C4 (decrease in intensity 
and degradation in 3-5 minutes); in Substances 8 and 10 
a bathochromic shift of the I-st band was also observed 
without changing its intensity, which indicated a free hy-
droxy group in C4’ in these compounds [10].

To clarify the position of the carbohydrate residue, 
UV spectroscopy of the aglycon in the presence of alumi-
num chloride was used. When comparing the absorption 
spectra of the substances before and after hydrolysis, the 
appearance of a bathochromic shift in the case of the agly-
cone attracts attention, which suggests that in Compounds 
2, 3, 8 glycosidation takes place in the position of C3.

IR spectra were measured on the “IR-Fourier spec-
trometer FCM 1201”. The carbonyl group of the unsub-
stituted fl avone was absorbed at 1650 cm-1. If a fl avone 
contains the group OH- in position C3, then the frequen-
cy is reduced to 1619 cm-1. The introduction of a hy-
droxyl group in the position C5 of fl avonoids slightly 
increases the absorption frequency of the carbonyl group 
to 1655 cm-1, despite the possibility of formation of an 
intramolecular hydrogen bond [9, 14, 15].

As a result of alkaline cleavage of the investigated 
aglycones (2, 3, 5) with potassium hydroxide, protocat-
echic acid and fl oroglucin were obtained, and as a result 
of alkaline cleavage of aglycons 8, 10 with potassium hy-
droxide, para- hydroxybenzoic acid and fl oroglucin were 
obtained, which was proved by paper chromatography 
PC (the mobile phase was – BAW (4: 1: 5), the developer 
was a 1% aqueous solution of ferric chloride, a 0.1% di-
azotized sulfonyl acid) [6, 15].

As a result of complete acid hydrolysis of Substance 
2, aglucone - quercetin and D-galactose were obtained. 
The hydrolyzate was treated with diethyl ether in a 
separatory funnel. The obtained extract was chroma-
tographed by a biochemical method using the standard 
quercetin sample in the mobile phases of PC BAW (4: 
1: 5) and 15% acetic acid. The hydrolyzate was neutral-
ized with barium carbonate using a universal indicator, 
then fi ltered, evaporated to a small residue and chroma-
tographed in the mobile phase of PC BAW (4: 1: 5) using 
standard samples. After the development of anilinphthal-
ate reagent, D-galactose was detected [6, 16].

The proton signals appear in NMR-1H spectrum 
(400MHz, DMSO-d6, δ, ppm, J / Hz) of Substance 10: 
6.19 (1H, d, 1.96 Hz, H-6), 6 , 37 (1H, d, J = 1.96 Hz, 
H-8), 8.04 (2H, m, H-2 ‘, 6’), 6.82 (2H, m, H-3 ‘, 5 ‘), 
12.94 (1H, s, OH-5).

NMR-13C spectrum of Substance 10 (101 MHz, DM-
SO-d6): 154.21 (C-2); 135.98 (P-3); 180.52 (P-4); 104.77 
(P-5); 156.51 (P-6); 99.30 (C-7); 164.66 (P-8); 93.99 (P-
9); 162.31 (P-10); 121.55 (C-1’); 130.15 (C-2 & apos;, 6 & 
apos;); 115.58 (C-3 & apos;, 5’); 157.73 (C-4’).

Thus, NMR-1H and 13C spectroscopic data confi rm 
our conclusions obtained on the basis of UV spectropho-
tometry with ionizing and complexing additives.

The UV spectrum of Substance 7 is characterized by 
three absorption bands with maxima at 216, 243, 325 nm. 
According to UV, IR spectroscopy and paper chromatog-
raphy, it can be concluded that substance 7 is a coffee 
acid [13].

The results obtained indicate that Substance 5 is 
3,5,7,3’,4’-pentaoxyfl avone (quercetin), Substance 2 is 
quercetin-3-O-β-D-galactoside (hyperoside), Compound 
3 is quercetin-3 (rutin), Compound 10 is 3,5,7,4’-tetra-
hydrofl avone (kaempferol), Substance 8 is kappepro-
le-3-O-β-D-glucopyranoside (astragaline) and Substance 
7 is coffee acid.

Determination of the distribution coeffi cient
The distribution coeffi cient in the n-octanol-purifi ed 

water system is widely used in chemistry, medicine, and 
pharmacology to describe the transport of substances 
through biological membranes [2].

It has been shown that the relationship between the 
distribution coeffi cient and the biological effect can be 
parabolic in nature, and when the lipophilicity optimum 
is reached, its further increase may lead to a decrease in 
biological activity [17]. The results of determining the 
distribution coeffi cient are presented in Tables 2, 3.

The distribution coeffi cient was calculated 
through the equilibrium concentrations of PS in puri-
fi ed water (C1) and n-octanol (C2). The concentration 
of the octanol solution was raised to the degree of the 
corresponding degree of association. The latter was 
determined graphically from the dependence of lgC1 
and lgC2.

Figure 1 shows the linearity of such a dependence, 
which allows us to graphically determine the value of the 
distribution coeffi cient and the degree of association.
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Table 2 – Distribution Coeffi cient in systems water – n-octanol, 
purifi ed water-diethyl ether

С, % 1/R×103, Ом-1∙см-1

(initial) 1/R×103, Ом-1∙см-1 С1, % С2, %

Extraction with diethyl ether
0.1 0.42 0.37 0.07 0.03
0.2 0.75 0.71 0.18 0.02
0.4 1.39 1.05 0.29 0.11

N-octanol extraction
0.6 1.95 1.89 0.59 0.01
0.8 2.58 2.47 0.78 0.02
1.0 3.17 2.87 0.90 0.10

Note: C is the initial concentration; R is the resistance of aqueous solutions of PS; C1 and C2 are the equilibrium concentra-
tions of solutions of PS after extraction

Table 3 – Effect of pH-medium on the distribution coeffi cient in the system 
purifi ed water - n-octanol

С, %
1/R×103,

Om-1 ∙ cm-1 
(initial)

1/RHCl×103,
Om-1 ∙ cm-1 

(initial)

1/RHCl×103,
Om-1 ∙ cm-1 
(n-octanol)

1/RNaOH×103,
Om-1 ∙ cm-1 (ini-

tial)

1/RNaOH×103,
Om-1 ∙ cm-1 
(n-octanol)

С1(HCl), %
(рН = 2)

С1(NaOH), %
(рН = 8)

0.6 0.98 6.86 6.57 3.43 3.10 0.57 0.59
0.8 1.78 6.85 6.41 2.59 2.48 0.75 0.76
1.0 2.18 6.72 4.06 3.18 2.45 0.60 0.77

Figure 1 – Graphical calculation of distribution parameters of European gooseberry 
Note: C1 and C2 are equilibrium concentrations of PC solutions after extraction

The data obtained indicate that for aqueous solutions 
of PS from European gooseberry, a better distribution 
from the aqueous layer to the organic layer occurs in 

n-octanol. Experimental data on the effect on the pH dis-
tribution of the medium showed that the best distribution 
for gooseberry goose is in the alkaline medium (Table 4).
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Table 4 – Values of the distribution coeffi cient in various media

№ Distribution coeffi cient Medium
1 1.59 purifi ed water – n-octanol
2 2.60 purifi ed water – diethyl ether
3 1.84 purifi ed water (pH = 2) – n-octanol
4 1.43 purifi ed water (pH = 8) – n-octanol

It has been shown that the process of PC transition into 
the organic phase (n-octanol) is exothermic (ΔH <0). In the 
variation of the isobaric-isothermal potential, the contribu-
tion of the enthalpy component is greater than the entropy 
factor and therefore ΔG <0. This indicates the spontaneous 
distribution of polysaccharides to the organic layer.

The effect of pectic substances isolated from European 
gooseberry leaves of, on the lipid-cholesterol profi le of blood

In the group of intact rats the content of total cho-
lesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol and TG was 
2.42 ± 0.08 mmol / l; 1.47 ± 0.098 mmol / l; 0.97 ± 0.026 
and 0.47 ± 0.03 mmol / L, respectively (Figure 2).

Figure 2 – Effect of PC on lipid-cholesterol blood profi le

Note: tot. chol. – total cholesterol, LDL chol. – cholesterol of low density lipoproteins, HDL chol. – cholesterol lipoprotein of 
high density, TG-triglycerides, IN – intact animals, NC – negative control, PC – pectiс substances isolated from European goose-
berry, leaves; 

# – statistically signifi cant (p<0.05, t-Student criterion) relative to the group of animals; * – statistically signifi cant (p<0.05, 
t-Student criterion) relative to the group of NC animals 

In conditions of experimental hypercholesterolemia 
in the animals of the negative control group as compared 
with the intact rats there was an increase in the concen-
tration of total cholesterol, LDL-C and TG by 95.5% 
(p<0.05) and 134% (p<0.05) and 110.6% (p<0.05), re-
spectively. In the NC group of animals the content of 
HDL cholesterol, on the contrary, decreased by 86.5% 
(p <0.05) with respect to IN rats, which agrees with the 
literature data [18, 19].

Under the action of pectic substances obtained from 
European gooseberry leaves, the normalization of the 
lipid-cholesterol profi le of blood was observed in rats, 
compared with that in the animals of the NC group 
(Figure 2), expressed in the concentration decrease of 
total cholesterol, LDL cholesterol and TG by 27.1% 
(p <0.05); 26% (p <0.05) and 54.7% (p<0.05), respec-

tively, and an increase in HDL cholesterol by 32.7% 
(p <0.05).

The data obtained in the course of the study are con-
sistent with the literature data and confi rm the benefi cial 
effect of pectic substances on lipid-cholesterol metabo-
lism [18]. Decrease in the level of total cholesterol, tri-
glycerides, normalization of the ratio LDL cholesterol / 
HDL cholesterol with the input of the studied pectic sub-
stances is possible due to the inhibition of the absorption 
of excess cholesterol and triglycerides, which, in its turn, 
prevents their pro-atherogenic effects [20, 21].

CONCLUSION. Preparative column chromatog-
raphy was used to extract quercetin, hyperoside, rutin, 
kaempferol, astragaline and caffeic acid from Europe-
an gooseberry leaves Grossularia reclinata (L.) Mill., 
obtained by 40% Ethanol. Hyperoside, rutin, coffee 
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acid have been fi rst isolated from European gooseberry 
leaves.

The determination of distribution coeffi cients values 
of pectic substances in various systems and their depen-
dence on the acidity of the medium will make it possi-
ble to predict the possibility of their penetration through 
biological membranes. Consequently, it can be assumed 
that PC from European gooseberry leaves will be better 
distributed and absorbed in alkaline environment of in-
testinal contents.

Under the conditions of experimental hypercholester-
olemia, rats have an increase in the concentration of total 
cholesterol, LDL cholesterol and TG by 95.5% (p <0.05), 
134% (p<0.05) and 110.6% (p <0.05) respectively, as well 
as a decrease in HDL cholesterol by 86.5% (p <0.05).

The application of the studied pectic substances of 
European gooseberry leaves contributed to the correction 
of dyslipidemia, expressed in the normalization of the 
concentration of total cholesterol, LDL cholesterol, HDL 
cholesterol and TG.
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