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ПРИМЕНЕНИЕ ПРИНЦИПА  
СКВОЗНОЙ СТАНДАРТИЗАЦИИ  
В АНАЛИЗЕ ФЛАВОНОИДОВ  
ТРАВЫ ПУСТЫРНИКА И ПРЕПАРАТОВ  
НА ЕГО ОСНОВЕ

А.И. Марахова1*, А.А. Сорокина2, Я.М. Станишевский1

Резюме. В статье представлены данные по разработке методики количественного определения суммы флаво-
ноидов в траве пустырника и экстракционных препаратах спектрофотометрическим методом. Показаны особен-
ности и возможности применения дифференциальной фотометрии в «сквозной» стандартизации лекарствен-
ного растительного сырья и препаратов на его основе. Обосновано подкисление растворов для образования 
комплексов флавоноидов с алюминия хлоридом в соотношении 1:1.

Ключевые слова: трава пустырника, настойка и настой травы пустырника, спектрофотометрия, флавоноиды.

APPLICATION OF THROUGH STANDARDIZATION PRINCIPLE IN THE ANALYSIS OF FLAVONOIDS 
MОTHERWORT (LEONURUS, L.) HERB AND IT'S PREPARATION

A.I. Marakhova1*, А.А. Sorokina2, Ya.M. Stanishevskiy1

Abstract. The article presents data on the development of methods of quantitative determination of total flavonoids in 
the motherwort (Leonurus, L.) herb, infusion and tincture spectrophotometric method. The features and applications of 
differential photometry "through" standardization of medicinal plants and drugs based on it. It is proved, that adding 
acid leads to the formation of complexes of flavonoids with aluminum chloride in a ratio of 1:1.

Keywords: motherwort herb, tincture and the infusion of herbs Leonurus, spectrophotometry, flavonoids.

Аналитические методики и методы контроля

ВВЕДЕНИЕ
В отечественной нормативной доку-

ментации (НД) [1] трава пустырника стан-
дартизуется по содержанию суммы экст- 
рактивных веществ, извлекаемых 70% 
спиртом, и сумме иридоидов. Европейская 
Фармакопея (ЕФ) предполагает определе-
ние суммы флавоноидов в пересчете на ги-
перозид посредством дифференциальной 
фотометрии после реакции с алюминия 
хлоридом [4].

Методика является достаточно трудо-
емкой и длительной в исполнении, пред-
полагает использование нескольких агрес-
сивных органических растворителей. 
Кроме того, методика ЕФ не применима 
для сквозной стандартизации сырья и пре-
паратов, т.к. не воспроизводится в анализе 
водных и водно-спиртовых извлечений. В 
связи с этим следующей задачей стала раз-
работка более простой и универсальной 
методики [6]. 

Как известно из литературных дан-
ных, пустырник содержит флавоноиды, сос- 
тавляющие значительную долю метабо-
лома его экстракционных препаратов [2]. 
Поэтому флавоноиды могут быть рассмот- 

рены как вторая группа БАВ, по которой 
возможна стандартизация сырья, использу-
емого для производства водно-спиртовых 
извлечений.

Согласно принципу сквозной стандар-
тизации [3] установление содержания од-
ной и той же группы БАВ в сырье и препара-
тах должно проводиться с использованием 
одного и того же метода. 

В связи с вышесказанным целью нас- 
тоящей работы стала разработка методи-
ки количественного анализа флавоноидов 
в траве пустырника и его лекарственных 
препаратах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проводилось с ис-

пользованием промышленного образ-
ца травы пустырника фирмы-произво-
дителя ЗАО «Здоровье» серии 04583, 
настойки и настоя пустырника, получен-
ных согласно методикам ГФ XI издания  [1]. 
Cпектрофотометрические исследования 
проводились на спектрофотометрах 
Specord M40 (Specord, Германия) и Agilent 
Cary Eclipse (Agilent Technologies, США).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для подтверждения присутствия флавоноидов 

были проведены качественные реакции с водным и 
спиртовым извлечением из травы пустырника (табли-
ца 1).

Таблица 1.

Результаты качественных реакций на флавоноиды с извлече-
ниями из травы пустырника и настойкой пустырника
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+ + + -

2
Водное извлечение из 

травы пустырника
- - + -

3 Настойка пустырника + + + +

Примечание: «+» – положительный результат реакции; 
«–» – отрицательный результат реакций.

Результаты реакций показали присутствие в про-
бах 1 и 3 флавоноидов, в том числе флавонолов и 
флавонол-3-гликозидов и флавоноидов, содержащих 
орто-гидроксильные группы. Однако реакция с аце-
татом свинца не является достаточно специфичной, а 
реакция с реактивом Вильсона дает положительный 
результат только с настойкой пустырника, поэтому 
универсальными методами подтверждения присутст- 
вия флавоноидов в рамках сквозной стандартизации 
могут служить общегрупповая реакция с алюминия 
хлоридом и проба Chinoda.

При разработке методики определения суммы 
флавоноидов в траве пустырника подбирали опти-
мальные параметры, такие как концентрация спирта, 
соотношение сырья и экстрагента, время экстракции, 
время реакции комплексообразования флавоноидов с 
алюминия хлоридом, соотношение количества извле-
чения и 5% раствора алюминия хлорида. Результаты 
представлены в таблицах 2–5.

Таблица 2.

Влияние различных факторов на полноту извлечения  
флавоноидов из травы пустырника (n=5; P=0,95)
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3:100 20

0,12±0,01

40 0,15±0,02

50 0,16±0,01

60 0,18±0,03

70 0,23±0,02

80 0,20±0,02

Соотношение сырье : экстрагент

70

1:100

20

0,22±0,01

2:100 0,22±0,02

3:100 0,23±0,01

4:100 0,19±0,03

5:100 0,20±0,03

Время экстрагирования

70 3:100

20 0,19±0,01

30 0,20±0,03

40 0,23±0,03

50 0,23±0,01

60 0,24±0,02

Таблица 3. 

Влияние времени на полноту образования комплекса флавоноидов календулы с алюминия хлоридом (n=5; P=0,95)

Время 10 мин 15 мин 20 мин 30 мин 40 мин 50 мин

Сумма флавоноидов в пересчете 
на рутин, %

0,12±0,02 0,14±0,03 0,16±0,01 0,22±0,01 0,23±0,01 0,23±0,01

Контроль качества лекарственного растительного сырья
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Таблица 4. 

Влияние соотношения аликвоты извлечения (2 мл) и объема 
5% раствора алюминия хлорида на образование комплекса 

(n=5; P=0,95)

Объем раствора 
AlCl3, мл

0,5 мл 1 мл 2 мл 3 мл

Сумма флавонои-
дов в пересчете на 
рутин, %

0,15±0,02 0,21±0,03 0,23±0,01 0,23±0,01

Спектр поглощения комплекса флавоноидов ка-
лендулы с алюминия хлоридом в диапазоне длин 
волн 350-450 нм представлен на рисунке 1. Содержа-
ние суммы флавоноидов в траве пустырника в пере-
счете на рутин и абсолютно сухое сырье составило 
0,23±0,03%.

Полученные данные были использованы при раз-
работке методики определения содержания суммы 
флавоноидов в траве пустырника.

Методика. Навеску сырья, проходящего сквозь 
сито с диаметром отверстий 1 мм, массой около 3 г 
(точная навеска) помещают в коническую колбу со 
шлифом вместимостью 200 мл, приливают 100 мл 70% 
спирта этилового, нагревают с обратным холодильни-
ком на плитке в течение 40 мин, периодически пере-
мешивая для удаления частиц сырья со стенок колбы. 
Затем содержимое колбы охлаждают, фильтруют че-
рез ватно-марлевый фильтр в мерную колбу вмести-
мостью 100 мл и доводят до метки 70% спиртом этило-
вым (раствор А). 

В мерную колбу вместимостью 25 мл переносят 
2 мл раствора А, добавляют 0,5 мл кислоты уксусной 

разведенной, 2 мл 5% спиртового раствора алюминия 
хлорида и доводят до метки 70% спиртом этиловым. 
Через 30 мин измеряют оптическую плотность полу-
ченного комплекса флавоноидов травы пустырника с 
алюминия хлоридом на спектрофотометре в кювете с 
толщиной слоя 10 мм при длине волны 403±2 нм.

В качестве раствора сравнения используют раст- 
вор, приготовленный следующим образом: в мерную 
колбу вместимостью 25 мл вносят 2 мл раствора А, 
0,5 мл кислоты уксусной разведенной и доводят 70% 
спиртом этиловым до метки.

Параллельно измеряют оптическую плотность 
стандартного раствора рутина с алюминия хлоридом. 
Для этого около 0,05 г (точная навеска) рутина, предва-
рительно высушенного до постоянной массы, перено-
сят в мерную колбу вместимостью 100 мл, растворяют 
в 50 мл спирта этилового с концентрацией 96%, дово-
дят до метки (раствор А). 1 мл раствора А помещают в 
мерную колбу вместимостью 25 мл, добавляют 1 мл 2% 
спиртового раствора алюминия хлорида, 0,5 мл кис-
лоты уксусной разведенной и доводят до метки 96% 
спиртом. В качестве раствора сравнения используют 
1 мл раствора А и 0,5 мл кислоты уксусной разведен-
ной, доведенные 96% спиртом в мерной колбе вмести-
мостью 25 мл до метки. 

Содержание в траве пустырника суммы флавоно-
идов в пересчете на рутин и абсолютно сухое сырье (Х) 
в % рассчитывают по формуле:

 0

0

2 100 100
,

(100 )
A m

X
A m W
⋅ ⋅ ⋅ ⋅

=
⋅ ⋅ −

где А – оптическая плотность испытуемого раствора; 
А0 – оптическая плотность раствора ГСО рутина; m – 
масса сырья, г; m0 – масса ГСО рутина, г; W – влажность 
сырья, %.

Для доказательства возможности применения 
дифференциальной спектрофотометрии в сквозной 
стандартизации травы пустырника и его препаратов 
по содержанию суммы флавоноидов были разработа-
ны методики для настоя и настойки пустырника.

Определение суммы флавоноидов  
в настойке пустырника

Предварительно в диапазоне длин волн 370–
450 нм были получены абсорбционные спектры комп- 
лексов флавоноидов настойки травы пустырника с 
алюминия хлоридом с добавлением кислоты уксус-
ной и без добавления (рисунки 2 и 3 соответственно). 
Сравнительный анализ спектров показывает, что без 
добавления кислоты происходят процессы диссоци-
ации флавоноидов, так как в этом случае, помимо ос-

Рисунок 1. Спектр поглощения комплекса флавоноидов травы 
пустырника с алюминия хлоридом

Аналитические методики и методы контроля
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новного максимума поглощения, присутствует «пле-
чо». Это может свидетельствовать о том, что реакция 
между флавоноидами и алюминия хлоридом протека-
ет в соотношении более чем один к одному, то есть в 
реакции принимают участие фенольные гидроксилы 
кольца В [5]. Таким образом, более рациональной яв-
ляется методика с добавлением кислоты. Положение 
максимума поглощения дифференциального спектра 
флавоноидов настойки пустырника с хлоридом алю-
миния приходится на 411±2 нм, что позволяет прово-
дить пересчет суммы на рутин.

Методика. В мерную колбу вместимостью 25 мл 
вносят 2 мл настойки пустырника, добавляют 0,5 мл 
кислоты уксусной разведенной, 2 мл 5% спиртового 
раствора алюминия хлорида и доводят до метки 70% 
спиртом этиловым. Через 40 мин измеряют оптичес- 
кую плотность полученного комплекса флавоноидов с 
алюминия хлоридом на спектрофотометре в кювете с 
толщиной слоя 10 мм при длине волны 411±2 нм. 

Для получения раствора сравнения в мерную кол-
бу вместимостью 25 мл вносят 2 мл настойки, добавля-

ют 0,5 мл кислоты уксусной разведенной и доводят до 
метки 70% спиртом этиловым.

Содержание суммы флавоноидов в пересчете на 
рутин в мг/мл (Х) рассчитывают по формуле: 
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где А – оптическая плотность испытуемого раствора; 
A0 – оптическая плотность раствора ГСО рутина с алю-
миния хлоридом; m0 – масса рутина в граммах.

Содержание в настойке пустырника суммы фла-
воноидов в пересчете на рутин составило 0,065 мг/мл. 
Метрологические характеристики разработанной ме-
тодики представлены в таблице 5.

Таблица 5. 

Метрологические характеристики методики определения  
содержания суммы флавоноидов в настойке травы  

пустырника (n=5; P=0,95)

Хср S S² ±Δх ε %

0,065 0,0011 1,25Е-06 1,13Е-05 1,7

Определение суммы флавоноидов  
в настое травы пустырника

Далее был проанализирован настой травы пус- 
тырника на возможность определения в нем флавоно-
идов аналогичным методом. 

Настой готовили согласно инструкции по приме-
нению. Навеску сырья массой 3 г помещали в эмали-
рованную посуду объемом 500 мл, приливали 200 мл 
доведенной до кипения воды и нагревали на кипящей 
водяной бане в течение 15 мин, затем настаивали при 
комнатной температуре 45 мин и фильтровали через 
ватно-марлевый фильтр.

При добавлении спиртового раствора алюминия 
хлорида к настою травы пустырника происходит вы-
падение осадка, что не дает возможности проведения 
спектрофотометрического анализа. Подбор разбавле-
ний и соотношения объема аликвоты настоя и раство-
ра алюминия хлорида, а также воды и спирта результа-
тов не дали. Поэтому было решено использовать сухой 
алюминия хлорид и создавать кислую среду для по-
давления гидролиза. Также понадобилось добавление 
натрия ацетата для создания буферности, потому что 
сдвиг значения рН среды приводил к неустойчивости 
раствора (выпадению осадка).

В мерную колбу вместимостью 25 мл переноси-
ли 5 мл настоя, добавляли 0,2 г сухого алюминия хло-

Рисунок 2. Абсорбционный спектр комплекса флавоноидов 
настойки пустырника с алюминия хлоридом: а – в присутствии 
кислоты; б – полученный без кислоты

Контроль качества лекарственного растительного сырья
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рида, 0,5 мл кислоты уксусной разведенной, 0,2 г нат- 
рия ацетата и доводили 70% спиртом этиловым до 
метки (рабочий раствор). В другую мерную колбу 
вместимостью 25 мл переносили 5 мл настоя, 0,2 г 
натрия ацетата, 0,5 мл кислоты уксусной разведенной 
и доводили 70% спиртом этиловым до метки (раствор 
сравнения). Через 40 мин снимали абсорбционный 
спектр комплекса соединений настоя травы пустырни-
ка с алюминия хлоридом. Максимум поглощения, ха-
рактерный для комплекса флавоноидов с алюминия 
хлоридом, отсутствовал, что свидетельствовало о том, 
что при данных условиях получения настоя флавонои-
ды пустырника в воду не переходят. Однако на абсорб-
ционном спектре присутствовал ярко выраженный 
максимум при длине волны 348±2 нм. При добавлении 
алюминия хлорида не наблюдалось пожелтение раст- 
вора. Длина волны и визуальная оценка результа-
та протекающей в настое реакции при добавлении 
алюминия хлорида дает возможность предположить, 
что максимум поглощения обусловлен оптически-
ми свойствами комплекса фенолкарбоновых кислот с 
алюминия хлоридом. 

Таким образом, проведенные исследования по-
казали, что дифференциальная спектрофотометрия 
для определения суммы флавоноидов может быть 
использована при стандартизации травы пустырни-
ка и настойки. При этом аналитическая длина волны 
в первом случае составляет 403±2 нм, а во втором – 
411±2 нм. Обе длины волны позволяют проводить пе-
ресчет содержания флавоноидов на рутин. Флавоно-
иды пустырника в водное извлечение практически не 
переходят.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана методика количественного опре-

деления суммы флавоноидов в траве пустырника 
и настойке пустырника методом дифференциальной 
фотометрии. Показано, что данная методика приме-
нима в сквозной стандартизации травы пустырни-

ка и его водно-спиртовых извлечений. В настое тра-
вы пустырника флавоноидная фракция достоверно не 
обнаружена.
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