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РАЗРАБОТКА МЕТОДИКИ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
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Минздрава России, г. Уфа 
 
В связи с неуклонным ростом числа заболеваний печени поиск новых фитопрепаратов, обладающих гепатопротектор-

ным действием, является актуальным. Для внедрения в практику новых лекарственных растительных препаратов необхо-
димо разработать нормативный документ, регламентирующий качество фитопрепарата. В данной статье рассматриваются 
вопросы разработки методики количественного определения флавоноидов в новом гепатопротекторном сборе. Для разра-
ботки методики использован спектрофотометрический метод. Исследованы различные параметры экстракции флавонои-
дов. Подобраны оптимальные условия извлечения флавоноидов (измельченность сырья, концентрация этилового спирта, 
время экстракции), количество комплексообразователя, время образования комплекса флавоноидов с хлоридом алюминия. 
Согласно проведенным исследованиям разработана спектрофотометрическая методика количественного определения сум-
мы флавоноидов в пересчете на гиперозид. Содержание флавоноидов в гепатопротекторном сборе в среднем составило 
1,53±0,03%. На основании полученных данных разработан числовой показатель для включения в проект фармакопейной 
статьи для гепатопротекторного сбора – содержание флавоноидов не менее 1,2%.  

Ключевые слова: спектрофотометрия, флавоноиды, гиперозид, гепатопротекторный сбор, количественное определение.  
 

I.R. Baimukhametov, S.R. Khasanova, N.V. Kudashkina 
DEVELOPMENT OF THE METHOD FOR QUANTITATIVE DETERMINATION  

OF FLAVONOIDS IN HEPATOPROTECTIVE COLLECTION 
 
In connection with a steady increase in the number of liver diseases, the search for new herbal formulations that have a hepato-

protective effect is topical. To introduce new medicinal herbal preparations into practice, it is necessary to develop a regulatory doc-
ument regulating the quality of herbal formulations. The article deals with the development of a methodology for the quantitative 
determination of flavonoids in a new hepatoprotective preparation. To develop the technique, a spectrophotometric method was 
used. Various parameters of extraction of flavonoids have been studied. Optimal conditions for the extraction of flavonoids (raw 
materials, ethyl alcohol concentration, extraction time), the amount of complexing agent, and the formation of a complex of flavo-
noids with aluminum chloride were detected. According to the research, a spectrophotometric method for quantifying the amount of 
flavonoids in terms of hyperoside was developed. The content of flavonoids in the hepatoprotective collection averaged 
1.53±0.03%. Based on the data obtained, a numerical indicator was developed for the inclusion in the draft of a pharmacopoeial ar-
ticle for hepatoprotective collection - the content of flavonoids is not less than 1.2%. 

Key words: spectrophotometry, flavonoids, hyperoside, hepatoprotective collection, quantitative content. 
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В настоящее время во всем мире 
наблюдается рост численности заболеваний 
печени. Сейчас более 2 млрд. человек страда-
ют заболеваниями печени, что почти в 100 раз 
превышает распространенность ВИЧ-
инфекции. Гепатиты являются наиболее рас-
пространённой патологией печени [1], поэто-
му актуален поиск новых лекарственных 
средств, обладающих гепатопротекторным 
действием. Использование фитопрепаратов 
позволило достигнуть хороших результатов в 
лечении патологии гепатобилиарной системы 
[2]. Для внедрения в практику новых лекар-
ственных растительных препаратов необхо-
димо разработать нормативный документ, ре-
гламентирующий качество фитопрепарата.  

Цель исследований – разработка мето-
дики количественного определения суммы 
флавоноидов в гепатопротекторном сборе.  

Материал и методы 
Объектом исследования стал гепатопро-

текторный сбор. Состав и соотношение ком-
понентов сбора разработали сотрудники ка-
федры фармакогнозии с курсом ботаники и 
основ фитотерапии Башкирского государ-
ственного медицинского университета. В со-
став сбора вошли 10 видов лекарственного 
растительного сырья, разрешенного для ис-
пользования в медицинской практике на тер-
ритории Российской Федерации.  

Для количественного определения фла-
воноидов использован метод спектрофото-
метрии. Исследованы различные параметры 
экстракции для определения оптимальных 
условий извлечения флавоноидов, а также 
установлены необходимое количество ком-
плексообразователя и время образования 
комплекса флавоноидов с хлоридом алюми-
ния [3]. Спектрофотометрические исследова-
ния проводили на спектрофотометре 
SHIMADZU UV-1800 (Япония). В качестве  
 

комплексообразователя использовали алюми-
ния хлорид (III). УФ-спектр гепатопротектор-
ного сбора измеряли в диапазоне от 400 до 
450 нм. Статистическую обработку результа-
тов исследования проводили с использовани-
ем критерия Стьюдента [4]. 

Результаты и обсуждение 
При разработке методики количествен-

ного определения необходимо было выбрать 
вещество, на которое будет производиться 
пересчет, и определить оптимальные условия 
его извлечения из сырья. При проведении 
предварительных хроматоденситометриче-
ских исследований установлено, что превали-
рующим флавоноидом является гиперозид. 
При измерении УФ-спектра спиртового из-
влечения из сбора с добавлением комплексо-
образователя максимум поглощения наблю-
дался при длине волны 412 нм, что по литера-
турным данным соответствует максимуму 
поглощения гиперозида (рис.1). 

 

 
Рис. 1. УФ-спектр водно-спиртового извлечения сбора  

(70% этиловый спирт) с комплексообразующей добавкой 
 

Для выбора оптимального экстрагента 
были получены извлечения из сбора с исполь-
зованием 40, 50, 60, 70, 80, 95% этилового 
спирта. Наибольший выход флавоноидов 
наблюдался в извлечениях, полученных с по-
мощью 70% этилового спирта (табл.1).  

Таблица 1  
Влияние условий экстрагирования на содержание флавоноидов в извлечении (n=5) 

Условия экстракции Содержание флавоноидов, %  Условия экстракции Содержание флавоноидов, %  
Концентрация спирта, % Время экстракции, мин 

40 0,69±0,03 10 0,65±0,03 
50 0,74±0,02 15 0,79±0,04 
60 0,79±0,04 30 0,80±0,04 
70 0,84±0,04 45 0,78±0,03 
80 0,83±0,04 60 0,76±0,03 
95 0,39±0,01 90 0,86±0,04 
Соотношение сырья и экстрагента Измельченность сырья, мм 

1:10 0,78±0,03 1 1,19±0,05 
1:50 1,01±0,04 2 0,89±0,04 

1:100 0,99±0,04 3 1,01±0,03 
1:150 0,97±0,04 4 0,77±0,02 
1:200 0,83±0,03   

Кратность экстракции 1:50 Кратность экстракции 1:100 
Однократная 1,36±0,05 Однократная 1,49±0,06 
Двукратная 1,44±0,06 Двукратная 1,31±0,05 
Трехкратная 1,55±0,07 Трехкратная 1,10±0,04 
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Далее определяли оптимальную кон-
центрацию и количество комплексообразова-
теля. Установлено, что максимальная оптиче-
ская плотность наблюдалась при использова-
нии в качестве комплексообразователя 2% и 
4% спиртовые растворы алюминия хлорида 
(III) (рис.2). В связи с экономической целесо-
образностью далее нами была использована 
наименьшая концентрация комплексообразо-
вателя.  

 

 
Рис. 2. Влияние концентрации комплексообразователя на ре-

зультаты определения содержания флавоноидов 
 

Изучалось также влияние количества 
комплексообразователя на результаты опре-
деления содержания флавоноидов. Оказалось, 
что наибольший показатель содержания фла-
воноидов наблюдался при добавлении 1 мл 
2% раствора алюминия хлорида (рис. 3).  

 

 
Рис. 3. Влияние количества комплексообразователя на резуль-

таты определения содержания флавоноидов 
 

При определении временного проме-
жутка протекания реакции комплексообразо-
вания установлено, что максимальная оптиче-
ская плотность наблюдается через 40 минут и 
комплекс остается стабильным не менее 1,5 
часа (рис. 4)  

Для определения оптимальной измель-
ченности содержание флавоноидов определя-
ли в сырье, измельченном до размеров частиц 
1, 2, 3, 4 мм. Установлено, что оптимальной 
является измельченность сырья 1 мм. Резуль-
таты изучения влияния времени экстракции 
на результаты количественного определения 

показали, что оптимальное время экстракции 
составляет 30 минут.  

 

 
Рис. 4. Время образования и продолжительность устойчивости 

комплекса флавоноидов с комплексообразователем 
 
 

Поскольку одним из параметров экс-
тракции является соотношение сырья и экстра-
гента, нами исследовались различные соотно-
шения – 1:10, 1:50, 1:100, 1:150 и 1:200. Оказа-
лось, что при использовании соотношений 1:50 
и 1:100 данные достоверно не различались 
между собой. Поэтому решено было проверить 
различную кратность экстракции при этих со-
отношениях. Установлено, что наибольшее 
содержание флавоноидов наблюдается при ис-
пользовании 3-кратной экстракции при соот-
ношении сырья и экстрагента 1:50. Результаты 
испытаний приведены в табл. 1.  

На основании проведенных исследова-
ний разработана методика количественного 
определения флавоноидов в гепатопротектор-
ном сборе: 0,5 г (точная навеска) сырья, из-
мельченного до 1 мм, помещают в колбу на 
250 мл, прибавляют 40 мл 70 % этилового 
спирта, присоединяют к обратному холодиль-
нику и нагревают на кипящей водяной бане 15 
минут. Затем извлечение фильтруют в мер-
ную колбу на 100 мл. Далее дважды повторя-
ют экстракцию при тех же условиях, добавляя 
к сырью в колбе по 30 мл 70 % этилового 
спирта. Все три извлечения объединяют и до-
водят в мерной колбе до 100 мл (раствор А). 

В мерную колбу вместимостью 25 мл 
помещают 4 мл раствора А, прибавляют 4 мл 
2% спиртового раствора хлорида алюминия, 
0,1 мл 30% раствора уксусной кислоты и до-
водят раствор до метки 95% этиловым спир-
том (раствор В). Оптическую плотность полу-
ченного раствора измеряют через 40 минут на 
спектрофотометре при длине волны 412 нм в 
кювете толщиной слоя 1 см. Раствором срав-
нения служит следующий раствор: 4 мл рас-
твора А, 0,1 мл 30% раствора уксусной кисло-
ты и доведенный 95% этиловом спиртом до 
метки в мерной колбе вместимостью 25 мл. 
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Содержание суммы флавоноидов (Х) в 
пересчете на гиперозид и абсолютно сухое 
сырье (в %) вычисляют по формуле: 

 

 
где  
D – оптическая плотность исследуемого 

раствора (раствор В); 

Е – удельный показатель поглощения 
гиперозида с хлоридом алюминия, равный 
380; 

m – навеска сырья, г; 
W – потеря в массе сырья при высуши-

вании, %. 
Полученные результаты содержания 

флавоноидов в гепатопротектором сборе 
представлены в табл. 2.  

 
Таблица 2  

Содержание флавоноидов в пересчете на гиперозид в гепатопротекторном сборе 
№ серии N Xср P t (p,f) Sx Еаб Е% 

1 3 1,52 0,95 4,303 0,0061 0,026 1,71 
2 3 1,53 0,95 4,303 0,0046 0,0198 1,29 
3 3 1,55 0,95 4,303 0,008 0,034 2,22 

 
Содержание флавоноидов в пересчете 

на гиперозид в трех сериях опытов составило 
1,53±0,03%. Ошибка опыта не превышает 
2,2%, что говорит о достоверности получен-
ных результатов.  

Заключение. Таким образом, на осно-
вании проведенных исследований разработана 
методика спектрофотометрического опреде-

ления суммы флавоноидов в пересчете на ги-
перозид в гепатопротекторном сборе. Содер-
жание флавоноидов в гепатопротекторном 
сборе находится в пределах от 1,49 до 1,57%. 
В качестве числового показателя для включе-
ния в проект фармакопейной статьи на гепа-
топротекторый сбор предложен показатель 
«содержание флавоноидов не менее 1,2%».  
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В статье представлены результаты изучения острой токсичности и антидепрессивной активности гидразида 2-[1,3-

диметил-7-(тиетанил-3)ксантинил-8-тио]уксусной кислоты при однократном и длительном введении в широком диапазоне 
доз. Опыты поставлены на белых беспородных мышах. Однократно исследуемое соединение испытано в дозах 35 мг/кг,  

Медицинский вестник Башкортостана. Том 13, № 3 (75), 2018 

mailto:ilnurbaimukhametov@gmail.com
http://www.femb.ru/feml
https://elibrary.ru/author_items.asp?authorid=929521
https://elibrary.ru/author_items.asp?authorid=465615
https://elibrary.ru/author_items.asp?authorid=637292

