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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность работы. В последние годы растет количество 

исследований, посвященных определению основных компонентов 

в лекарственных травах и препаратах на их основе. Это связано с наличием в их 

составе соединений фенольного происхождения, проявляющих целый спектр 

свойств биологической активности, что повсеместно используется в медицине. 

Лекарственные растения семейств Зверобойные (Hypericaceae) и Яснотковые 

(Laminaceae) – одни из активно используемых в фитотерапии материалов. 

Семейство Зверобойных Hypericaceae связывают, прежде всего, с травой 

зверобоя Hyperici herba, а именно вида Hypericum perforatum L., который 

описан в Фармакопее РФ. Представителями семейства Яснотковые Laminaceae 

являются растения рода шалфей Salvia, чабрец Thymus, душица Origanum, 

мелисса Melissa и другие. 

С совершенствованием аналитических возможностей значительно 

расширяется круг определяемых соединений и повышается надежность 

процедуры идентификации биологически активных веществ (БАВ) 

в лекарственном растительном сырье (ЛРС). Наиболее часто для этих целей 

используют методы жидкостной хроматографии в совокупности с другими 

способами детектирования (УФ, ИК, ЯМР, МС), однако таких работ 

встречается крайне мало и они, во многом, носят противоречивый характер. 

Для определения БАВ фенольного ряда в различных растениях семейств 

Яснотковых и Зверобойных часто используют или методы суммарного 

определения фенольных кислот и флавоноидов, или метод жидкостной 

хроматографии с детектированием в УФ и видимой области без привлечения 

других способов детальной их идентификации, что снижает достоверность и 

информативность проведенного анализа. Поэтому требуется построение 

надежных схем идентификации БАВ в объектах растительного происхождения, 

причем даже без привязки к морфологии и метаболическим процессам 

индивидуального растения. 
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Важной и малоизученной проблемой является деградация компонентов 

лекарственных трав в процессе хранения и/или их извлечения из растительных 

образцов под действием различных факторов, что сказывается на дальнейших 

фармакологических свойствах препаратов на основе ЛРС. Этот факт 

подчеркивает актуальность исследования индивидуального компонентного 

состава лекарственных растений с привлечением методов современной 

аналитической химии. 

Работа выполнена в рамках проектов Госзадания Минобрнауки РФ 

(№ 4.873.2014/К от 18.07.2014 г. и № 4.2612.2017/ПЧ) и гранта РФФИ (№ 15-03-

02453-а) с использованием научного оборудования ЦКП «Эколого-

аналитический центр», уникальный идентификатор RFMEFI59317Х0008. 

Цель данной диссертационной работы – обоснование и разработка 

аналитических схем идентификации и определения биологически активных 

веществ в лекарственных растениях антидепрессантного 

и противовоспалительного действия. 

Для достижения поставленной цели решались следующие задачи: 

1. Изучение и оптимизация процессов экстракции БАВ из ЛРС в условиях 

различных способов их извлечения. 

2. Идентификации БАВ фенольного происхождения в ЛРС. 

3. Разработка методик определения БАВ с учетом их структурного 

и химического разнообразия в ЛРС. 

4. Оптимизация аналитических схем идентификации и определения 

биологически активных веществ в исследуемых образцах. 

5. Анализ лекарственных растений антидепрессантного 

и противовоспалительного действия, а также препаратов на их основе 

с применением разработанных аналитических схем идентификации 

и определения аналитов. 

В настоящем диссертационном исследовании разработаны комплексные 

хроматографические схемы идентификации и определения БАВ в экстрактах 

лекарственных растений семейств Яснотковых [шалфея лекарственного (Salvia 
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officinalis L.), чабреца ползучего (Thymus serpyllum L.), душицы обыкновенной 

(Origanum vulgare L.) и мелиссы лекарственной (Melissa officinalis L.)] 

и Зверобойных [зверобоя продырявленного (Hypericum perforatum L.)] 

в условиях различных способов их экстрагирования. 

Рассмотрены проблемы и особенности получения кинетических 

характеристик экстракции БАВ фенольного ряда в разных условиях 

их извлечения из анализируемой растительной матрицы.  

На основе данных анализа лекарственных трав семейств Зверобойные 

и Яснотковые предложен способ установления качества и подлинности 

исходного сырья, а также препаратов растительного происхождения. 

По результатам проведенных исследований получены патенты РФ 

на изобретение № 2568912 «Способ экстракции биологически активных 

веществ из зверобоя продырявленного (Hypericum perforatum L.)» и № 2614200 

«Способ установления подлинности и качества зверобоя продырявленного 

(Hypericum perforatum L.)». 
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1 Литературный обзор 

 

1.1 Роль и место БАВ в жизнедеятельности лекарственных растений и 

человека 

 

Фенольные соединения (ФС) лекарственных трав являются биологически 

активными веществами (БАВ) и включают в себя, преимущественно, 

гидроксибензойные и гидроксикоричные кислоты, а также их производные, 

и флавоноиды, среди которых выделяют флавоны, изофлавоны, флаванолы, 

флаваноны, флаванонолы, флаваны, флаван-3,4-диолы, а также катехины, 

бифлавоноиды и проантоцианидины [1–3]. Эти соединения, наряду с простыми 

по структуре фенольными соединениями, включают и более сложные 

многоядерные структуры, например, гиперицин и псевдогиперицин. Следует 

указать также на соединения, обладающие фармакологической активностью 

и представляющие собой дериваты пренилированных флороглюцинолов – 

гиперфорин и его производные [4]. 

В общем случае, к фенольным соединениям относятся вещества, 

имеющие в молекуле ароматическое (бензойное) ядро, содержащее 

гидроксильные группы (рисунок 1). Основываясь на современных 

представлениях о биосинтезе, простейшими фенольными соединениями 

являются соединения 
16 СС   ряда, состоящие из ароматического (фенольного) 

ядра и одноуглеродной боковой цепи. При усложнении биосинтетической 

последовательности образуются фенольные соединения 
36 СС   ряда, состоящие 

из ароматического ядра и трехуглеродной боковой цепи. Более сложным путем 

образуются фенольные соединения 
636 ССС   ряда (флавоноиды), состоящие 

из двух ароматических ядер, соединенных между собой трехуглеродным 

фрагментом. Все остальные фенольные вещества образуются из этих основных 

структур при помощи вторичных реакций [2]. 
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Фенолкарбоновые кислоты широко распространены в растениях [5], 

особенно в составе дубильных веществ. Например, галловая, протокатеховая, 

миндальная, 4-гидроксибензойная, ванилиновая, сиреневая, салициловая, 

p-анисовая и другие кислоты. Среди них большинство относятся к фенольным 

соединениям 
16 СС   ряда. Они содержатся в растительных тканях в связанной 

форме и высвобождаются после гидролиза. Данные кислоты обладают 

антисептическими и кератолитическими свойствами. Особенностью галловой 

кислоты является способность к самоконденсации с образованием депсидов 

(сложных эфиров) [2]. 

 

Рисунок 1 – Основные группы фенольных соединений 

 

Вторая группа исследуемых веществ состоит из фенольных соединений 

36 СС   ряда и может быть разбита на две группы: производные коричной 

кислоты и кумарины. Гидроксикоричные кислоты широко распространены в 

Фенольные 
соединения  

С6-С1 ряда 

Оксибензойные кислоты 

• Протокатеховая, гентизиновая, 
ванилиновая, галловая кислоты и 
др.  

Фенольные 
соединения  

С6-С3 ряда 

Производные 
коричной кислоты 

• Кофейная, феруловая, 
синаповая кислоты и др.  

Сложные эфиры 
коричных кислот 

• Хлорогеновая , 
неохлорогеновая кислоты и 
др. 

Оксипроизводные 
кумарина 

• Умбеллиферон, эскулетин, 
скополетин и др. 

Фенольные 
соединения  

С6-С3-С6 ряда 

Катехины 

• Катехин, галлокатехин и др. 

Флавоны 

• Апигенин, лютеолин и др. 

Флавонолы 

• Кверцетин, кемпферол, 
мирицетин и др.  

Флаваноны 

• Нарингенин, эриодиктиол и 
др. 

Флаванонолы 

• Таксифолин и др. 
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образцах растительного происхождения в свободном состоянии или в виде 

производных [5]. Характерными особенностями гидроксикоричных кислот 

являются образование сложных эфиров с ациклическими кислотами и сахарами 

(главным образом глюкозой), а также существование в виде цис- и транс-

изомеров. Все представители гидроксикоричных кислот обладают высокой 

биологической активностью и оказывают на организм общеукрепляющее, 

иммуностимулирующее, противовоспалительное и антиоксидантное действие. 

Кофейная кислота – наиболее яркий представитель коричных кислот [2]. 

Ее отличительной особенностью является способность образовывать 

разнообразные эфиры, например, розмариновая кислота представляет собой 

эфир кофейной и 3,4-дигидроксифенилмолочной кислот и встречается в 

различных видах семейства Яснотковые [6]. Кофеилхинные кислоты также 

являются производными кофейной кислоты и обнаруживаются во многих 

растениях [2]. 

Отдельно стоящая группа в многообразии рассматриваемых веществ – 

фенольные соединения 
636 ССС   ряда или флавоноиды. Большой группой 

веществ представлены их гликозиды. Кверцетин – один из самых 

распространенных флавонолов. Одним из самых распространенных в растениях 

гликозидов кверцетина является рутин (3-рутинозид кверцетина) [2]. Апигенин 

и лютеолин относятся к флавонам – одной из групп флавоноидов. Они также 

содержатся в растительных материалах и проявляют физиологическую 

активность. Причем, как и остальные флавоноиды, могут быть представлены 

разнообразными гликозидами [7]. Флавоноидам приписывают несколько 

важнейших свойств, среди них противоопухолевое, противовоспалительное, 

а также способность снижать риск заболевания ишемией и образования 

тромбов [8]. 

В отдельную группу БАВ можно выделить дитерепены, которые 

включают карнозоловую кислоту, ее производные и другие соединения, 

которые способны проявлять физиологическую активность [9]. 
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БАВ фенольного состава могут оказывать антидепрессантное 

и противовоспалительное свойства, благодаря чему активно применяются 

в фармакологии [10,11]. В частности, физиологическую активность такого 

спектра действия проявляют травы семейств Зверобойные и Яснотковые. 

Зверобой продырявленный (Hypericum perforatum L.) – наиболее 

распространенный вид зверобоя семейства Зверобойные, который имеет 

большое количество применений в медицинских целях [12]. Основным его 

свойством является моделирование депрессивных состояний, которое 

обусловлено содержанием фенольных веществ (флавоноидов и фенольных 

кислот). Доказана эффективность зверобоя в процессе нейтрализации активных 

радикалов и при ингибировании окисления липидов [8,13]. Предположительно, 

антидепрессантные свойства зверобоя зависят от содержания в данном 

растительном сырье флороглюцинолов и нафтодиантронов. Однако механизм 

фармакологического действия основательно не изучен до настоящего момента, 

а эффективность зверобоя подтверждена лишь некоторыми клиническими 

данными. Существует ряд работ, в которых предприняты попытки установить 

связь между содержанием определенных индивидуальных компонентов в сырье 

зверобоя и действием, оказываемым на организм при приеме внутрь препаратов 

и настоев на основе травы Hypericum perforatum L. [14–16]. 

Шалфей лекарственный (Salvia officinalis L.) семейства Яснотковые богат 

антоцианами, фенольными кислотами, гликозидами флавоноидов, 

сесквитерпеноидами, благодаря чему используется в народной медицине, 

как тонизирующее, антиревматоидное и обезболивающее средство. 

На сегодняшний день имеется большой массив работ, в которых акцентируется 

внимание на противовоспалительной активности шалфея [17–19]. При этом 

данное ЛРС обладает противомикробным и противогрибковым свойствами 

[20,21]. Также имеются данные об эффективности экстракта шалфея в 

отношении болезни Альцгеймера и целого ряда неврологических заболеваний 

[22–24]. В большинстве известных случаев исследуется терапевтическое 

действие компонентов эфирного масла, полученного из данного сырья, 
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а фармакологическая активность фенольных кислот и флавоноидов остается 

за пределами проводимых исследований [25]. С другой стороны, имеются 

данные, что антиоксидантные и пролиферативные свойства шалфея 

обусловлены именно содержанием в нем веществ фенольной природы [26]. 

Для других представителей семейства Яснотковые также характерно наличие 

целого ряда производных фенольных компонентов, которые проявляют 

биологическую активность [27–31]. 

 

1.2. Экстракция БАВ из лекарственного растительного сырья 

 

Подготовка ЛРС к анализу, а также необходимость извлечения веществ 

фенольной природы с целью приготовления лекарственных форм препаратов 

подразумевают перевод целевых компонентов из твердой растительной 

матрицы в жидкую фазу экстрагента. Причем экстракция растворителем 

[жидкостная экстракция (ЖЭ)] является наиболее распространенным способом 

их извлечения [32]. Данный способ экстракции подразумевает использование 

экстрагента, характеризующегося набором свойств, обеспечивающих 

диффузию ФС в экстракт. Для извлечения фенольных кислот и флавоноидов 

чаще всего используют водно-спиртовые растворы [32, 33], а слабо-полярных 

компонентов – гексан, хлористый метилен и др. [32, 34]. Известно, что выход 

БАВ в результате экстракционного процесса зависит от физико-химических 

параметров растворителя, времени и температуры экстракции, соотношения 

объема растворителя к массе образца и других параметров [35]. 

Матрица растительного образца содержит широкий спектр 

разнообразных соединений, поэтому в некоторых работах в экстракционный 

цикл вводится дополнительная стадия обработки образца гексаном, хлористым 

метиленом или петролейным эфиром для избавления от сопутствующих 

неполярных, липофильных соединений, например, масел, жиров, хлорофилла 

и каротиноидов [36–38]. 
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В ряде случаев интенсифицировать процесс экстракции ФС из ЛРС и 

повысить эффективность процесса извлечения возможно с помощью 

повышения температуры, на чем основаны многие фармакопейные способы 

получения экстрактов ЛРС [10], или одновременно температуры и давления 

[39]. В частности, на этом базируются методы субкритической 

и сверхкритической экстракции [39, 40]. С целью ускорения процесса 

извлечения аналитов из сырья дополнительно применяют ультразвуковое или 

микроволновое воздействие [32, 41]. Менее полярные соединения могут быть 

извлечены сверхкритической флюидной экстракцией (СФЭ), например, 

диоксидом углерода [32, 42, 43], которая нередко используется при извлечении 

гиперфорина или гиперицина и их производных из зверобоя [44, 45]. 

После получения жидкой формы экстракта ФС из ЛРС может 

применяться дополнительная стадия его очистки от сопутствующих 

компонентов, а также разделения и концентрирования целевых веществ 

с применением жидкость-жидкостной экстракции (ЖЖЭ), твердофазной 

экстракции (ТФЭ) и др. [32, 33, 46–49]. 

 

1.2.1 Экстракция БАВ из лекарственных трав семейства Зверобойные 

 

В таблице 1 сведены данные по экстракции и определению БАВ 

лекарственных трав семейства Зверобойные. В основном, извлечение БАВ 

фенольного ряда, включающих фенольные кислоты, флавоноиды и их 

гликозиды, а также нафтодиантроны и флороглюцинолы, из образцов зверобоя 

проводится с использованием экстракции растворителем при варьировании 

различных параметров для повышения эффективности извлечения. 

Так, например, Сокслет-экстракция (СЭ) эффективна при извлечении 

флавоноидов и других активных компонентов из зверобоя в сравнении с 

ультразвуковой экстракцией (УЗЭ) [50]. В литературе встречаются примеры 

применения  данного  вида  экстракции,  среди  которых  работа [51], в которой  
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Таблица 1 – Экстракция и определение БАВ лекарственных трав семейства Зверобойные 

ЛРС 
Определяемые 

соединения 
Способ экстракции 

Метод 

определения 
Ссылка 

Hypericum 

perforatum L. 

ФК, ФД, 

ГЦ, ГФ 

СЭ (5 г, 100 мл метанола, 6 ч) 

ВЭЖХ-УФ [50] 

УЗЭ (1 г, 75 мл метанола, 30 мин) 

МЭ (1 г, 100 мл метанола, 2 ч) 

ЖЭ (2 г, 300 мл 90% ацетона, 30 мин) 

ЖЭ (1 г, 100 мл горячего метанола) 

ЖЭ (горячий метанол) ВЭЖХ-МС [52] 

ФД, ГЦ, ГФ 

УЗЭ (300 мг, 100 мл метанола,15 мин) ВЭЖХ-УФ [53] 

Прямая УЗЭ (5 г, 100 мл метанола, 5, 10, 15, 20, 

30, 45, 60 мин) 

ЖХ-МС; 

ВЭЖХ-УФ 
[54] 

МЭ (5 г, 100 мл метанола, 24 ч) 

Непрямая УЗЭ (5 г, 100 мл метанола, 5, 10, 15, 

20, 30, 45, 60 мин) 

СЭ (5 г, 150 мл метанола, 24 ч) 

УЭР (5 г, метанол, 40°C, 100 бар, 20 мин) 

УЭР (250 мг, 100% метанол, 40°C, 1000 psi,  

10 мин) 
ЖХ-ДМД [55] 

Hypericum 

perforatum L. 
ФД, ГЦ 

ЖЭ (2 г, 50 мл (воды, вода-этанол (50%), этанол, 

этанол-ацетон(50%), ацетон, хлороформ, 

гексан), 10 мин) 

ВЭЖХ-УФ [56] 
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Продолжение таблицы 1 

ЛРС 
Определяемые 

соединения 
Способ экстракции 

Метод 

определения 
Ссылка 

Hyperici herba ФД 
УЗЭ (3мл 80% метанола, 30 мин) 

ВЭЖХ-ДМД [42] 
СФЭ (разные условия) 

Hypericum 

perforatum L. 

ГЦ, ГФ 

ЖЭ (0.1–0.2 г, 10–40 мл метанола, > 2 ч) 

ВЭЖХ-ФМД [57] Водяная баня (этанол (40:60, v/v), 80°C, 1 ч) 

УЗЭ (5 мин) 

УЗЭ (5 г, 50 мл метанола, 313 K) 
ЖХ-МС-МС [44] 

СФЭ (30 г, 313, 323K, 10, 15 and 20MPa) 

СЭ (20 г, 200 мл этанола, 2-пропанола, 

этилацетата или n-гексана,16 ч;   

1 кг, 96% этанол, 5 ч) 
ВЭЖХ-УФ [45] 

СФЭ (0.8 кг, 313K, 45 MPa, 7 кг CO2/ч/кг) 

ГЦ 

ЖЭД (1 г, 25–100°C, 50-300 атм, 15 мин) 
ВЭЖХ-УФ [58] 

УЗЭ (300 мг, 10 мл метанола и воды, 90 мин) 

ЖЭ (5 мг, 1 мл 100% метанола,  

метанола-воды 1:1) ЖХ-ДМД-МС [46] 

ЖЖЭ (диэтиловый эфир) 
 

ФК – фенольные кислоты, ФД – флавоноиды, ГЦ – гиперицин и его производные, ГФ – гиперфорин и его производные,  

ЖЭ – жидкостная экстракция (экстракция растворителем), МВЭ – микроволновая экстракция, ЖЭД – жидкостная экстракция  

под давлением, МЭ – мацерация, УЗЭ – ультразвуковая экстракция, УЭР – ускоренная экстракция растворителями,  

СЭ – Сокслет-экстракция, СФЭ – сверхкритическая флюидная экстракция, ЖЖЭ – жидкостно-жидкостная экстракция,  

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография, ЖХ – жидкостная хроматография,  

УФ – спектроскопия в ультрафиолетовой области спектра, МС – масс-спектрометрия, ДМД – диодно-матричный детектор,  

ФМД – фотодиодный матричный детектор. 
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исследователи провели определение хлорогеновой кислоты и флавоноидов 

восьми видов зверобоя. Экстракцию целевых компонентов осуществляли 

в аппарате Сокслета, используя смесь метанола и ацетона в течение 4 часов. 

Процентный выход в данном случае составил от 19.2 до 34.6% 

соответственно. В другой работе A. Smelcerovic [54] с соавторами 

установили большую эффективность применения УЗ-излучения при 

экстракции фенольных соединений из зверобоя продырявленного по 

сравнению с Сокслет-экстракцией и другими способами извлечения 

растворителем, оценив количественное содержание компонентов в каждом 

случае. В работе [59] проводили оптимизацию условий УЗЭ компонента 

травы зверобоя, подобраны состав растворителя, соотношение массы сырья и 

объема экстрагента, мощность ультразвукового воздействия и др. Однако, 

масштабное исследование было направлено на оптимизацию экстракционных 

параметров только одного соединения – гиперицина. В литературе крайне 

редко встречаются работы, описывающие процесс микроволновой 

экстракции (МВЭ) БАВ из зверобоя [60]. 

Извлечение нафтодиантронов и флороглюцинолов из трав семейства 

Зверобойные проводится с использованием таких способов экстракции как 

ЖЭ, УЗЭ, СФЭ (таблица 1). Представители данных классов соединений 

лучше извлекаются экстрагентами, содержащими спирт [56]. Возможно 

извлечение гиперицинов и гиперфоринов из зверобоя водой при нагревании, 

однако повышение температуры может приводить к их разложению [56, 57]. 

СФЭ  является в некоторых случаях эффективным вариантом экстракции 

нафтодиантронов и флороглюцинолов [44, 45] из сырья зверобоя, хотя 

отмечено, что данный способ экстракции в наибольшей степени подходит 

для извлечения гиперфорина. В этих условиях возможно образование его 

производных в готовом экстракте [45]. Кроме того, предлагается проводить 

предварительную обработку сырья СО2 при повышенной температуре и 

давлении перед последующим их извлечением, например, с помощью УЗЭ из 

зверобоя [44]. Гиперфорин под действием света, температуры или кислорода 



16 
 

может легко разрушаться до ортофорина при экстракции его из сырья 

зверобоя [61], поэтому возникает сложность с тем, как увеличить время 

экстракции и при этом избежать разложения гиперфорина.  

Австрийско-немецкой группой ученых [62] проведена масштабная 

работа по извлечению гиперфорина из зверобоя (Hypericum perforatum) с 

применением сверхкритической флюидной экстракции. В ходе исследований 

установлено, что СФЭ из твердого материала – это функция давления, 

температуры, плотности сверхкритического флюида, соотношения 

растворителей и размера частиц образца. В работе авторы пытались прийти к 

компромиссу между максимальным выходом гиперфорина при экстракции и 

его деградацией и транформацией в ортофорин. Сверхкритический диоксид 

углерода показал высокую селективность по отношению к липофильным 

флороглюцинолам, в то время как большая часть гидрофильных соединений 

остается в сырье после экстракции. Одновременно с гиперфорином 

экстрагируются воски, что также является нежелательным эффектом. В 

результате оптимальными оказались условия: давление – 90 или 120 бар, 

время экстракции – 1 ч, температура 40°C во избежание деградации 

гиперфорина. При этом только 35% целевого компонента экстрагируется в 

данных условиях.  

СФЭ флавоноидов из трав Зверобойных возможна только при внесении 

в систему полярной добавки в виде метанола, например, на уровне 10–15% 

[42]. 

Водная экстракция под давлением [субкритическая экстракция водой 

(СЭВ)] для извлечения активных компонентов из растений в последние годы 

пользуется популярностью ввиду снижения рисков загрязнения окружающей 

среды [39,40,63–67]. При сравнении различных способов извлечения 

нафтодиантронов из зверобоя установлено, что СЭВ не показывает большей 

эффективности в сравнении с УЗЭ. Отмечено, что необходимо добавление 

этанола в экстракционную систему при извлечении гиперицина из данного 
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типа сырья, а переход к 100%-ному этанольному экстрагенту приводит к 90% 

выходу нафтодиантронов от выхода при УЗЭ [58]. 

В некоторых случаях исследователи фокусируют свое внимание 

исключительно на разработке схемы идентификации и количественного 

определения ФС зверобоя, взяв в качестве образцов готовые экстракты для 

анализа [48,68], либо препараты на основе данного сырья [69], исключая при 

этом процесс подготовки образца как фактор, напрямую влияющий на 

стадию определения основных компонентов в растительных материалах. 

Анализ данных таблиицы 1 показывает, что оценить эффективность 

общепринятых процедур извлечения ФС из лекарственных трав 

проблематично по ряду причин. Так, сравнение данных различных авторов 

по эффективности извлечения компонентов фенольной природы из зверобоя 

затруднено ввиду исследования сырья, относящегося к разной территории 

произрастания или разной видовой принадлежности [50, 53]. А публикации, 

посвященные сопоставлению способов экстракции ФС из зверобоя, 

встречаются крайне редко [50, 54, 56]. 

 

1.2.2 Экстракция БАВ из лекарственных трав семейства Яснотковые 

 

Экстракционное извлечение фенольных компонентов из лекарственных 

трав семейства Яснотковых проводят с использованием мацерации, 

ультразвукового извлечения, экстракции под давлением и др. [21, 47, 70–76] 

(таблица 2). Разнообразие применяемых процедур извлечения ФС из шалфея 

лекарственного и других трав семейства Яснотковые также не приводит к 

установлению единого и эффективного подхода к их экстракции. Причем, 

рекомендации по извлечению фенольных кислот и флавоноидов, изложенные 

в Фармакопеях [10, 11], не позволяют прийти к единому решению данной 

проблемы. Это связано с фокусировкой внимания авторов данных 

нормативных документов на компонентах эфирного масла, полученного из 

сырья указанного выше семейства,  
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Таблица 2 – Экстракция и определение БАВ лекарственных трав семейства Яснотковые 

ЛРС 
Определяемые 

соединения 
Способ экстракции Метод определения Ссылка 

Salvia L. ФК УЗЭ (0.1 г, 20 мл 70% метанола, 30 мин) ВЭЖХ-УФ [77] 

Salvia оfficinalis L. 

ФК, ФД, ТП 
МЭ (5 г, 500 мл метанола, этанола, 

диэтилового эфира, гексана, 72 ч) 
ВЭЖХ-УФ [78] 

ФК, ФД 

УЭР (5 г, 40-80 мл гексана, 40 мл 

метанола, метанола с водой, 65–68 атм, 

40,100°C, 12–32 мин) 

ПЖХ; ТСХ; ВЭЖХ-

ДМД 
[70] 

ФК, ФД, ТП ЖЭ (1.5–2.4 г, 125 мл ацетона, 30 мин) ВЭЖХ-ДМД [79] 

ФД 
ЖЭ (50 г, 3×500 мл 70% ацетона)  

ВЭЖХ-ДМД; NMR [80] 
КХ (вода, метанол) 

ФК, ФД, ТП 
СЭ (200 мл гексана, 200 ml этилацетата,  
6 ч) 

ЖХ-ДМД-МС
n
; 

ЯМР 
[71] 

Розмариновая 

кислота 

МЭ (30 кг, 50 л 95% этанола, 2 недели) 
ЯМР, МС, ИК [81] 

КХ (бутанольная фракция) 

ФК, ФД 
ЖЭ (1 г, метанол)  

ВЭЖХ-УФ-vis [82] 
КХ (метанол) 

Thymus serpyllum 

L. 
ФК, ФД ЖЭ (5 г, 20 мл 75% метанола, 2 ч), ЖХ-ДМД- МС/МС [83] 
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Продолжение таблицы 2 

ЛРС 
Определяемые 

соединения 
Способ экстракции Метод определения Ссылка 

Thymus L. 

ФД 
МЭ (0.5 г, 10 мл диэтилового эфира, 

в течение ночи) 

ЖХ-ДМД, 

ЖХ-МС 
[84] 

ФК, ФД УЗЭ (200 мг, 1.5 мл метанола с водой) ЖХ-МС [85] 

ФК, ФД 

ЖЭ (0.5 г, 50–100 мл метанола с водой,  

15–30 мин) ВЭТСХ;  

ВЭЖХ-УФ; ЯМР 
[86] 

УЗЭ (0.5 г, 50–100 мл метанола с водой,  

15–30 мин) 

Origanum vulgare 

L. 

ФК, ФД ПЭ (10 кг, 95% этанол) 
ПВЭЖХ; УФ, ИК, 

ЯМР, МС 
[72] 

ФК, ФД 
ЖЭ (1 г, 200 мл вода, 100 мл 60% этанол, 

24 ч) 
ВЭЖХ-ДМД [87] 

ФК, ФД 
ЖЭ (1 г, 30 мл метанола с водой, 1 ч; 200 

мл воды, 5 мин) 
ВЭЖХ-ДМД-МС [88] 

ФК, ФД, ТП 
УЭР (0.5 г, 32–80% метанол, 66–129°C 

1500 psi) 
ВЭЖХ-ДМД [47] 

ФД 
ЖЭ (10 г, 100 мл ацетона) 

ВЭЖХ-УФ-vis; ТСХ [89] 
ЖЖЭ (этилацетат) 
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Продолжение таблицы 2 

ЛРС 
Определяемые 

соединения 
Способ экстракции Метод определения Ссылка 

Melissa 

officinalis L. 

ФК, ФД 

ЖЭД (1 г, вода, этанол, 150 ◦C, 20 мин)  

ЖХ-ДМД-МС/МС [73] ФЭ (1 г, фосфатно-цитратный буфер,  

50°C, 2 ч) 

ФК, ФД ЖЭ (1 г, 200 мл воды, 5 мин) ВЭЖХ-ДМД-МС [90] 

ФК 
СЭ (0.7 г, 80 мл метанола с водой,1 ч)  

ВЭЖХ-ДМД [91]  

ЖЭ (0.8 г, 200 мл воды, 100°C, 10 мин) 

ФК 
МТФД (0.5 г, 1 мл n-гексана;  

метанол-вода) 
ВЭЖХ-ДМД [92] 

ФК, ФД ЖЭ (10 г/л воды, 15 мин) ВЭЖХ-ДМД [93] 

 

ФК – фенольные кислоты, ФД – флавоноиды, ТП – терпены, ЖЭ – жидкостная экстракция (экстракция растворителем),  

ПЭ – перколяция, МВЭ – микроволновая экстракция, ЖЭД – жидкостная экстракция под давлением, МЭ – мацерация,  

УЗЭ – ультразвуковая экстракция, УЭР – ускоренная экстракция растворителями, СЭ – Сокслет-экстракция,  

СФЭ – сверхкритическая флюидная экстракция, ЖЖЭ – жидкостно-жидкостная экстракция, ФЭ – ферментативная экстракция, 

МТФД – матричная твердофазная дисперсия, КХ – колоночная хроматография, ЖХ – жидкостная хроматография,  

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография, ПЖХ – препаративная жидкостная хроматография,  

ТСХ – тонкослойная хроматография, ВЭТСХ – высокоэффективная тонкослойная хроматография;  

ПВЭЖХ – препаративная высокоэффективная жидкостная хроматография; ДМД – диодно-матричный детектор;  

УФ-vis – спектроскопия в ультрафиолетовой и видимой областях спектра; ЯМР – спектроскопия ядерного-магнитного резонанса; 

МС – масс-спектрометрия;  ИК – спектроскопия в инфракрасной области спектра. 
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в то время как большинство исследований в последние десятилетия 

посвящены именно извлечению компонентов фенольной группы [78, 80]. 

Фенольные соединения извлекают из трав семейства Яснотковые 

экстрагентами с различным соотношением воды и спирта, чаще всего 

метанола [47, 77, 82, 83, 85, 86], а также ацетоном [79, 80, 89], этанолом 

[72, 81, 87] и реже диэтиловым эфиром [84]. Встречаются статьи, в которых 

авторы сравнивают эффективность, например, метанола и смеси метанола с 

водой (8:2) [70]. Показано, что эффективность метанола и этанола как 

экстрагентов для извлечения фенольных компонентов из трав семейства 

Яснотковые сопоставима [78]. Для извлечения фенольных кислот и 

флавоноидов возможно применение воды, например, из образцов мелиссы 

лекарственной [90, 93]. Однако, водная экстракция компонентов, например, 

из шалфея лекарственного может иметь низкую эффективность при 

извлечении карнозоловой кислоты ввиду ее липофильных свойств [9]. 

Возможность применения микроволнового или ультразвукового 

воздействия для повышения выхода экстрагируемых компонентов из 

растительной матрицы [49, 94–96] также распространяется и на процесс 

извлечения БАВ из образцов рассматриваемых нами семейств [97, 98]. 

В работе [99] сообщается о возможности использования МВЭ для извлечения 

БАВ из лекарственных трав, в том числе и принадлежащих семейству 

Яснотковых. Исследования, посвященные УЗЭ активных компонентов из 

матрицы шалфея (Salvia officinalis L.), к сожалению, фокусируют свое 

внимание на извлечении соединений эфирного масла [100], как и в случае 

МВЭ компонентов чабреца (Thymus vulgaris L) [101, 102]. Перспективной 

является разработка схем УЗЭ основных БАВ мелиссы лекарственной [103] и 

чабреца ползучего [104] с целью извлечения веществ различных физико-

химических и фармацевтических свойств. Особенно с учетом частого 

использования суммарных показателей оценки эффективности 

экстракционных процессов [104], что исключает получение информации об 

экстракции индивидуальных компонентов из растительных материалов. 



22 
 

Также ограниченным является подход, при котором экстракционная 

эффективность системы, например, ультразвуковой, оценивается на основе 

определения только нескольких компонентов растения, не принимая во 

внимание многообразие форм содержащихся в нем соединений [105]. 

Перспективной является разработка способов экстракции фенольных 

веществ из лекарственного сырья при повышенных температуре и давлении 

[47, 70, 73]. Однако повышение температуры до 200°С может приводить к 

уменьшению концентраций определяемых компонентов в экстрактах трав 

Яснотковых вследствие их возможной деструкции [47]. Проведена работа по 

сравнительной оценке экстракционной эффективности различных видов 

экстракции на примере шалфея Salvia officinalis L. [106]. В качестве 

экстрагента использовали воду, нагретую до 100°С. Параллельно готовили 

экстракты с применением метода мацерации, ультразвукового воздействия и 

гидродистилляции. Субкритическая вода показала большую эффективность 

по сравнению с метанолом и 70% этанолом, а также гидродистилляцией. 

Причем на получение экстракта было затрачено меньшее количество 

времени, чем с применением традиционных способов извлечения. Введение 

математической обработки данных по экстракции БАВ из растений 

рассматриваемого семейства позволяет получить более полную информацию 

о параметрах, влияющих на эффективность экстрагирования сырья [107]. 

Перед непосредственной процедурой извлечения веществ фенольного 

ряда из лекарственных трав, например, с применением экстракции 

растворителем при повышенных температуре и давлении или Сокслет-

экстракции, вводят стадию обработки сырья гексаном для предварительного 

удаления хлорофилла из растительного материала [70, 71]. 

Сверхкритическая флюидная экстракция часто используется для 

экстракции эфирных масел из представителей семейства Яснотковых [43]. 

Так, в работе [108] выполнен подбор условий экстракции летучих 

компонентов эфирного масла: температура, давление, скорость подачи CO2-

экстрагента и другие. 
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Интерес представляет сравнительный анализ различных способов 

экстракции соединений фенольной природы из ЛРС. В работах [47, 78]  

проводится сопоставительный анализ и оптимизация условий извлечения 

БАВ фенольного состава из различных растений семейства Яснотковых, 

однако, процесс контролируют методами суммарного определения 

фенольных веществ. Поэтому корректное сопоставление различных 

процедур экстракции БАВ из лекарственных трав семейства Яснотковые, 

также как и семейства Зверобойные, разного территориального 

происхождения или отличной видовой принадлежности на сегодняшний день 

является актуальной задачей [109, 110]. 

Колоночная хроматография как способ выделения целевых 

компонентов из сырья является практически единственно возможным 

приемом, когда речь идет об идентификации фенольных соединений 

методами ЯМР- и ИК-спектроскопии [80,81]. 

 

1.3 Кинетика процесса экстракции БАВ из ЛРС 

 

Пониманию основных принципов экстракции и разработке 

унифицированных подходов к извлечению БАВ из растительных материалов 

может способствовать анализ кинетических параметров этих процессов. 

Извлечение компонентов из растительного сырья является комплексным и 

включает в себя несколько основных стадий: проникновение экстрагента в 

сырье, смачивание веществ, находящихся внутри сырья, растворение 

веществ, присутствующих на клеточных стенках, массоперенос веществ 

через пористые клеточные стенки путем молекулярной диффузии, 

массоотдачу веществ от поверхности растительного материала в 

раствор [111]. Каждую из этих стадий можно описать с использованием 

математического аппарата, получив на его основе некоторые кинетические 

характеристики экстракции компонентов из растительного материала, 

и в результате более полную информацию о процессе извлечения с 
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использованием математических моделей [112–116]. Среди них уравнения 

первого или второго порядка, модель Пелега, модель Минчева и Минкова и 

др., использованные для описания кинетики извлечения компонентов из 

различных наименований растительного сырья [114, 117–125] (таблица 3).  
 

Таблица 3 – Методы исследования кинетических характеристик  

различных растительных материалов 

Растительный 

образец 

Определяемые 

компоненты 

Параметры, 

влияющие  

на процесс 

экстракции 

Кинетическая 

модель 
Ссылка 

Бурые 

водоросли 

(Ascophyllum 

nodosum) 

Уроновая 

кислота, фукоза, 

фенольные 

соединения 

Состав 

экстрагента 
Модель Пелега [114] 

 

Хмель 

(Humulus 

lupulus L.) 

Фенольные 

соединения и 

антиоксиданты 

Соотношение 

массы сырья  

и экстрагента, 

pH, состав 

экстрагента 

Эмпирическое 

уравнение 

Пономарева 
[117] 

Сизигиум 

ямболан 

(Syzygium 

cumini L.) 

Полифенолы 

Температура, 

соотношение 

сырья и 

экстрагента 

Уравнение 

первого  

и второго 

порядков, 

модель Пелега, 

модель 

Минчева 

[118] 

Шалфей 

(Salvia 

officinalis L., 

(Salvia 

glutinosa L.) 

Экстрактивные 

вещества 

Полярность 

экстрагента, 

различные 

условия 

экстракции 

Теория 

тонкого слоя, 

теория 

непрерывной 

диффузии, 

эмпирическое 

уравнение 

Пономарева 

[119] 

Мелисса 

лекарственная 

(Melissa 

officinalis L.) 

Карнозловая, 

урсоловая, 

олеаноловая 

кислоты 

Температура, 

размер частиц, 

соотношение 

массы сырья и 

объема 

экстрагента 

Уравнение 

первого 

порядка 
[120] 
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Продолжение таблицы 3 

Растительный 

образец 

Определяемые 

компоненты 

Параметры, 

влияющие  

на процесс 

экстракции 

Кинетическая 

модель 
Ссылка 

Прутьевик 

(Rabdosia 

rubescens) 

Олеаноловая и 

урсоловая 

кислоты, 

оридонин. 

Состав 

экстрагента, 

время, 

температура  

и др. 

Константа 

скорости 

экстракции 

второго 

порядка 

[121] 

Гранатовые 

выжимки 
Антиоксиданты 

Размер частиц, 

сушка сырья, 

температура, 

соотношение 

сырья и воды 

Константа 

скорости 

экстракции 

второго 

порядка 

[122] 

Сизигиум 

ароматный 

(Syzygium 

aromaticum) 

Эфирные масла 
Температура, 

давление и др. 

Уравнение 

экстракции 

второго 

порядка 

[123] 

Олденландия 

диффузная 

(Hedyotis 

diffusa) 

Олеаноловая и 

урсоловая 

кислоты 

Размер частиц, 

температура, 

время, состав 

экстрагента, 

соотношение 

массы сырья  

и объема 

экстрагента  

и др. 

Уравнение 

второго 

порядка 
[124] 

Гранатовая 

кожура 
Антиоксиданты 

Время, состав 

экстрагента, 

частота 

импульсов и др. 

Уравнение 

второго 

порядка 
[125] 

 

Следует обратить внимание на тот факт, что при изучении кинетики 

экстракции активных компонентов из растительной матрицы используют, в 

основном, суммарное количество экстрагированных соединений 

определенного класса (сумма флавоноидов, сумма фенольных компонентов и 

т.д.) [114, 115]. Такой подход во многих случаях является ограниченным, т.к. 

не дает полного представления об особенностях протекающих процессов, 

связанных с условиями поведения индивидуальных компонентов при их 

извлечении. Выход одних веществ может повышаться с увеличением 
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температуры, а других, в тех же условиях, снижаться ввиду их 

неустойчивости [121]. Существенный вклад в извлечение активных веществ 

также может вносить наличие доступа света в экстракционную систему или 

кислорода воздуха, как, например, в работе [76]. Получение информации 

о кинетике процессов в условиях различных вариантов экстракции БАВ 

фенольной природы из лекарственных растительных образцов может 

способствовать получению новых знаний о процессах экстракционного 

извлечения компонентов из исходного сырья в различных условиях. 

Так, D.T. Velickovic [119] с соавторами изучали процесс экстракции 

компонентов из двух видов шалфея (Salvia officinalis L. и Salvia glutinosa L.) 

с использованием нескольких кинетических моделей для математического 

описания процесса перехода веществ из матрицы образцов в экстрагент. 

Однако авторы фиксировали зависимости выхода экстрактивных веществ и 

компонентов эфирного масла, что подчеркивает актуальность исследований 

кинетических процессов извлечения веществ фенольной природы из трав 

семейства Яснотковые. Изысканий, касающихся установления кинетических 

характеристик экстракции БАВ из сырья зверобоя (Hypericum perforatum L.) 

на сегодняшний момент недостаточно для выявления закономерностей их 

извлечения с учетом влияния различных условий процесса [126]. 

 

1.4 Методы определения и идентификации БАВ в ЛРС 

 

Определение ФС в растительных образцах возможно либо с 

применением методов суммарного определения (например, 

спектрофотометрическое определение флавоноидов [10, 127]), либо 

индивидуального определения компонентов лекарственных 

трав [33, 128, 129]. С развитием хроматографических методов актуальность 

спектрофотометрических методик определения БАВ в лекарственном 

растительном сырье начала снижаться [128, 129], так как обеспечить этими 

методиками определение отдельных веществ на фоне других представителей 
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класса весьма затруднительно [130]. Для определения индивидуальных 

компонентов и установления качественного состава лекарственных трав 

используют методы УФ-, ИК- или ЯМР-спектроскопии [33]. Фенольные 

соединения в образцах ЛРС идентифицируют, как правило, после 

предварительного их разделения методами хроматографии [ТСХ, КХ, 

ВЭЖХ, газовая хроматография (ГХ)], однако наиболее эффективным 

остается высокоэффективная жидкостная хроматография [33, 128]. 

Разнообразие подходов к идентификации компонентов растительного 

происхождения после предварительного разделения позволяет накопить 

большой массив данных по качественному составу образцов ЛРС [131]. 

Так совокупность нескольких способов детектирования при определении 

БАВ в лекарственных травах позволяет повысить достоверность 

идентификации [128]. Для этих целей применительно к семействам 

Зверобойных и Яснотковых используют, как правило, методы жидкостной 

хроматографии в сочетании с несколькими методами детектирования 

(УФ, ИК, ЯМР, МС), повышающими надежность идентификации аналитов 

[52, 68, 71, 72, 74, 81]. Для экономии времени и повышения эффективности 

данной процедуры возможно проводить качественный анализ образцов в 

пределах одного семейства, однако, таких работ встречается крайне мало, и 

они носят противоречивый характер. Так в 74 образцах трав семейства 

Зверобойные определяли основные компоненты, характерные для данного 

таксономического ряда [55], используя только времена удерживания и 

спектры стандартных образцов для идентификации целевых компонентов в 

анализируемых растительных объектах. А в [29, 47, 78] проводится 

сопоставительный анализ условий определения фенольных соединений 

различных растений семейства Яснотковых, однако, для этих целей 

используют или методы суммарного определения фенольных кислот и 

флавоноидов, или метод жидкостной хроматографии с детектированием в 

УФ и видимой области без привлечения других способов детальной их 

идентификации. 
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1.4.1 Идентификация БАВ в лекарственных травах семейства 

Зверобойные 

 

Развитие аналитических методов позволило значительно расширить 

круг определяемых соединений и повысить надежность процедуры 

идентификации БАВ в растительных образцах [128, 132, 133]. 

С расширением аналитических возможностей появляются сложности, 

связанные с сопоставлением и накоплением новых и полученных ранее 

данных. Так, применение нескольких вариантов детектирования аналитов 

позволяет не только обнаруживать десятки веществ в одном образце, но и 

ставит практически нерешаемые, даже с помощью методов масс-

спектрометрии, задачи их идентификации. Например, один и тот же 

молекулярный ион может соответствовать различным компонентам. Данная 

проблема частично может решаться с применением тандемной масс-

спектрометрии, хотя и в этой области еще остается много нерешенных задач. 

Идентификация ФС лекарственных трав семейства Зверобойные, как и 

семейства Яснотковые, должна начинаться с рассмотрения качественного 

состава родов этих семейств. Причем основные представители семейства 

Яснотковые, а именно различные виды шалфея, чабреца, душицы, мелиссы и 

др. относятся к используемым в фитотерапии и рекомендуемым 

фармакопеями разных стран травам [10, 11]. В случае же с семейством 

Зверобойных, удается выделить только один род, а именно Hypericum L., 

который получил повсеместное распространение и признание, причем 

лидирующие позиции в фармакологии занимает зверобой продырявленный 

Hypericum perforatum L. [10, 11]. Другие представители этого семейства мало 

изучены, для установления состава входящих в них ФС используются 

суммарные методы определения [134], и данная проблема в ближайшее 

время, по-видимому, станет объектом внимания исследователей. Поэтому в 

данной работе мы рассматриваем основных представителей семейства 

Зверобойные в пределах одного рода (Hypericum L.) с учетом разнообразия 
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биологических видов. В этом случае наблюдается сходство качественного 

состава образцов трав рода Hypericum L.: их объединяет наличие 

производных флавоноидов, флороглюцинолов и нафтодиантронов [54, 135–

 137].  Обобщенный материал по идентификации основных компонентов трав 

семейства Зверобойные отражен в таблице 4. 

Положительный режим ионизации часто используется для получения 

МС-спектров фенольных кислот и флавоноидов, а также нафтодиантронов и 

флороглюцинолов [52, 54], однако для таких соединений, как 

псевдогиперицин и гиперицин предпочтительней использовать ионизацию в 

режиме «negative». Использование метода ВЭЖХ-МС исключает наличие в 

составе подвижной фазы фосфатного буфера, что требует замены данного 

компонента фазы на фосфорную, муравьиную, трифторуксусную кислоты и 

др. [48]. 

С использованием тандемной масс-спектрометрии (МС/МС) удалось 

выделить спиртовым раствором из зверобоя (Hypericum perforatum L.) и 

идентифицировать в полученном экстракте 22 фенольных соединения 

различной структуры [138]. Ионно-захватный масс-спектрометр имел 

следующие параметры: нагрев капилляра до 350°С и напряжение 4 кВ. Сбор 

информации проходил в режиме «positive» и «negative». Среди 

идентифицированных веществ 5-О-кофеилхинная и 3-О-кофеилхинная 

кислоты, рутин, гиперозид, изокверцетрин, кверцетин, кемпферол, 

псевдогиперицин, гиперфорин и другие. 

Индийская группа ученых [139] провела работу по выделению и 

идентификации с применением ВЭЖХ-УФ-ЭСИ-МС нафтодиантронов из 

травы зверобоя (Hypericum perforatum L.). Получены масс-спектры с 

молекулярными ионами m/z 502.8 и 518.8, которые соответствуют 

псевдогиперицину и гиперицину. Группа белорусских ученых [140] также 

проводила определение гиперицинов в экстрактах различных сортов 

зверобоя с применением жидкостной хромато-масс-спектрометрии. 



30 
 

Таблица 4 – Идентификация БАВ лекарственных трав семейства Зверобойные 

Соединение Hypericum perforatum L. 
H. maculatum 

Crantz 

H. tetrapterum 

Fries 

Протокатеховая кислота н.д. н.д. н.д. 

Изомер хлорогеновой кислоты + [52] н.д. н.д. 

5-О-кофеилхинная кислота н.д. н.д. н.д. 

3-О-кофеилхинная кислота + [50, 52, 69] н.д. н.д. 

3-О-р-кумароилхинная кислота + [52] н.д. н.д. 

3,3',4',5,7-пентагидроксифлаванон 

7-O-рамнопиранозид 
+ [52] 

н.д. н.д. 

(-)-Эпикатехин н.д. н.д. н.д. 

Рутин + [42, 50, 52–56, 68, 69 ] + [141] н.д. 

Гиперозид + [50, 52–55, 68, 69 ] + [54, 141] + [54, 135] 

Изокверцитрин + [50, 52, 53, 55, 56, 68, 69 ] н.д. н.д. 

Кверцитрин + [50, 52–56, 68, 69] + [54] + [54, 135] 

Кверцетин + [42, 50, 52, 53, 55, 56, 68, 69] + [141] н.д. 

I3,II8-Биапигенин + [48, 50, 52, 53, 55] н.д. н.д. 

Производные гиперфорина + [52, 68] н.д. н.д. 

Гиперфорин + [44, 45, 50, 52–55, 57, 68, 69 ] + [54] + [54, 135] 

Адгиперфорин + [44, 50, 52, 53, 57, 68 ] н.д. н.д. 

Псевдогиперицин + [46, 50, 52–55, 57, 58, 68, 69] + [54] + [54] 

Гиперицин + [45, 46, 50, 52–58, 68, 69] + [54] + [54, 135] 

Протогиперицин + [57, 58] н.д. н.д. 

Протопсевдогиперицин + [57, 58] н.д. н.д. 

н.д.⃰ – нет данных 
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Метод масс-спектрометрии в сочетании с жидкостной хроматографией 

используется для определения метаболитов нафтодиантронов и 

флороглюцинолов и для ряда других видов зверобоя, например, Hypericum 

empetrifolium и Hypericum sinaicum [137]. Сканирование в режиме TIC 

проводилось в диапазоне 50–1000 m/z в режиме положительной и 

отрицательной ионизации, а также в режиме SIM при напряжении на 

капилляре в 4кВ. Анализ метанольных экстрактов сырья позволил 

идентифицировать гиперфорин с m/z 535.6 для [М-Н]
–
 в H. Sinaicum и 

гиперицин с m/z 503.2 для [М-Н]
–
 в обоих видах Hypericum empetrifolium и 

Hypericum sinaicum наряду с другими соединениями. По мнению авторов, 

впервые гиперицин, фотогиперицин, псевдогиперицин, 

фотопсевдогиперицин и гиперфорин обнаружены в H. Sinaicum и 

адгиперфирин в H. empetrifolium. 

Исходя из данных таблицы 4, хроматографический профиль 

Зверобойных носит ряд отличительных признаков, по сравнению с профилем 

Яснотковых, так как включает в себя многообразие производных кверцетина 

(рутин, гиперозид, изокверцитрин, кверцитрин) с учетом видового 

разнообразия зверобоя. Особенностью данного лекарственного сырья 

является присутствие в его составе производных нафтодиантронов и 

флороглюцинолов, которые и обеспечивают его андидепрессантную 

активность [14–16]. Чаще всего в поле зрения исследователей оказываются 

гиперфорин, адгиперфорин и гиперицин, псевдогиперицин, в то время как 

протогиперицин и протопсевдогирицин идентифицируют в образцах 

семейства Зверобойных намного реже, а данные об обнаружении 

фурогиперфорина совместно с другими соединениями практически 

единичны [57, 58]. 
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1.4.2 Определение БАВ в лекарственных травах семейства 

Зверобойные 

 

Аналитические методы определения БАВ фенольного состава в 

лекарственных травах семейства Зверобойные, использующиеся в последние 

десятилетия [128], преимущественно включают предварительное разделение 

веществ растительной матрицы. Наиболее часто применяется метод 

обращенно-фазовой ВЭЖХ с различными вариантами детектирования [33, 

38, 128, 129]. При использовании методов газовой хроматографии появляется 

необходимость предварительной дериватизации фенольных компонентов 

пробы, что значительно усложняет процедуру пробоподготовки при анализе 

лекарственных образцов [133, 142]. 

Общие приемы хроматографирования БАВ фенольной природы в 

растительных материалах близки и применимы для лекарственных трав 

семейств Зверобойные и Яснотковые (таблица 1, 2). В настоящий момент 

имеется большое число работ по хроматографическому определению БАВ в 

зверобое [48, 52, 68, 69]. Покомпонентный состав образцов данного сырья 

зачастую проводят методом жидкостной хроматографии с использованием 

как спектрофотометрического, так и масс-спектрометрического 

детектирования. Состав растительных образцов трав Зверобойных 

достаточно подробно изучен и характеризуется наличием хлорогеновой 

кислоты и различных производных кверцетина (таблица 4). 

Хроматографическое разделение данных соединений, как правило, 

осуществляют подвижной фазой с различным сочетанием ацетонитрила, 

метанола и воды с добавлением кислот на колонках с привитой фазой С18 

[50, 52, 54]. Для хроматографического разделения гиперицина и 

гиперфорина, а также их производных необходимо использовать подвижную 

фазу с большой долей ацетонитрила [69, 143]. Однако имеется ряд 

нерешенных проблем, когда речь идет об определении нафтодиантронов, 

которые проявляют специфическое сродство к неподвижным фазам с 
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одинаковыми формальными характеристиками [144], что требует разработки 

новых подходов к определению соединений этого класса. 

В работе [69] авторы успешно применили метод ВЭЖХ-ЭСИ-МС для 

идентификации и количественного определения компонентов растительного 

сырья зверобоя (Hypericum perforatum L.) и готовых лекарственных 

препаратов на его основе. Эксперимент подразумевал хроматографическое 

разделение флавоноидов и их гликозидов в одних условиях (в качестве 

подвижной фазы использовали ацетонитрил и муравьиную кислоту), а более 

липофильных соединений, гиперицинов и гиперфорина, – в других 

(в качестве подвижной фазы использовали ацетонитрил, муравьиную 

кислоту, метанол). В первом случае для масс-спектрометра были 

установлены следующие параметры: напряжение 3.5 кВ, напряжение на 

скимере 1.5 В, температура ионного источника 180°С, в качестве газа-

распылителя был использован азот. Анализ осуществлялся в режиме 

отрицательной ионизации. Во втором варианте температуру ионного 

источника понизили до 150°С. Сканирование проводили в диапазоне от 100 

до 1000 а.е.м.. В результате определены 9 фенольных соединений в 

экстрактах зверобоя, и оценена эффективность лекарственных средств с 

учетом количественного компонентного состава. 

Несмотря на массивный блок литературных данных в области 

хроматографического определения компонентов сырья рода зверобой 

(Hyperici herba), стоит учесть разнообразие классов фенольных соединений, 

входящих его состав, что усложняет процедуру идентификации и разделения 

его компонентов и требует дальнейших исследований. 
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1.4.3 Идентификация БАВ в лекарственных травах семейства 

Яснотковые 

 

Анализ опубликованных работ показывает наличие данных о 

качественном составе трав семейства Яснотковые, которые не согласуются 

между собой. Так, использование только детектирования в УФ и видимой 

области спектра приводит к накоплению информации о составе 

лекарственных трав, которая имеют низкую достоверность. Например, 

относительно основных компонентов зверобоя имеется ряд работ с 

идентичными данными [52, 55, 68], а в случае с представителями семейства 

Яснотковые обнаружился ряд несоответствий относительно качественного 

состава образцов. А именно, в некоторых работах [78, 79, 82, 145], 

проводилась идентификация БАВ в шалфее путем сравнения УФ-спектров и 

времен удерживаний аналитов и стандартных веществ. Данный подход 

указывал на наличие в нем галловой, ванилиновой, феруловой и других 

гидроксикарбоновых и коричных кислот. Однако, после привлечения для 

этих целей идентификации методов МС и ЯМР [71, 74, 81], большинство 

этих фенольных кислот в шалфее лекарственном не идентифицировано, что 

вносит неясность в установление подлинности качественного состава и 

стандартизации данного лекарственного сырья. Подобные проблемы 

обнаружения компонентов лекарственных трав наблюдаются и для душицы 

обыкновенной [72, 87–89] и мелиссы лекарственной [73, 90, 91]. 

Работ, содержащих МС-анализ основных компонентов представителей 

семейства Яснотковых немного. V. G. Kontogianni с соавторами [71] провели 

анализ экстрактов розмарина и шалфея с использованием ЖХ-МС
n
. Ион-

прекурсор и ионы-продукты сканировали в диапазоне 50–1000 m/z. 

Параметры источника ионизации были следующими: напряжение капилляра 

3.5 кВ, температура 350°C, поток азота и давление 12 л/мин и 12 psi. При 

этом были идентифицированы розмариновая кислота и производные 

розманола, а также производные карнозола и другие соединения. Несмотря 
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на использование возможностей МС
2
 и МС

3
, в исследовании не были 

установлены структуры основных изомеров розманола, что подтверждает 

актуальность разработки новых подходов к идентификации основных 

компонентов сырья данного семейства. 

Возможно использование полупрепаративной хроматографии 

соединений экстрактов шалфея и последующего анализа полученных 

фракций МС-, ИК- и ЯМР-спектроскопией. В работе [74] сочетанием 

нескольких вариантов спектроскопии исследовались соединения, 

относящиеся к терпеновому ряду. В данном случае достоверность данных 

повышается за счет получения нескольких видов спектров исследуемых 

соединений, что на сегодняшний день является пока единственно возможным 

вариантом, когда речь идет об идентификации близких по свойствам 

веществ. 

Исследования состава основных трав семейства Яснотковых также 

проводятся с привлечением масс-спектрометрии [73, 83, 85, 88, 90], однако, 

наличие идентификационных совпадений только по «мажорным» 

соединениям свидетельствует о необходимости дальнейших исследований в 

этой области. 

Обобщенный материал по идентификации компонентов трав семейства 

Яснотковые отражен в таблице 5. Стоит отметить, что при подготовке 

данного литературного обзора акцент был сделан на соединениях, 

являющихся основными компонентами лекарственных трав или находящихся 

в поле зрения большинства исследователей. 
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Таблица 5 – Идентификация БАВ лекарственных трав семейства Яснотковые 

Соединение 

Шалфей 

лекарственный  

(Salvia officinalis L.) 

Чабрец ползучий  

(Thymus serpyllum L.) 

Душица обыкновенная 

(Origanum vulgare L.) 

Мелисса лекарственная  

(Melissa officinalis L.) 

3,4-дигидроксифенил-

молочная кислота 

(Danshensu) 

+ [77] н.д. н.д. + [73, 90] 

Галловая кислота + [78, 79] + [83] +[47] + [91] 

4-гидроксибензойная 

кислота 
н.д. н.д. н.д. + [73, 91] 

3,5-дикофеилхинная 

кислота 
н.д. н.д. н.д. н.д. 

3-О-кофеилхинная 

кислота 
+ [77–79] + [83] + [88] н.д. 

5-О-кофеилхинная 

кислота 
н.д. н.д. +[88] н.д. 

4-О-кофеилхинная 

кислота 
н.д. н.д. н.д. н.д. 

Производное 

хлорогеновой кислоты 
+ [78, 79] н.д. н.д. н.д. 

Кафтаровая кислота н.д. н.д. н.д. + [73] 

Кафтаровой кислоты 

гексозид 
н.д. н.д. н.д. + [90] 

Коричная кислота + [70, 78] н.д. н.д. н.д. 

Кофейная кислота + [70, 77–79] + [83, 85, 86] + [47, 87] + [73, 92] 

Кумаровая кислота + [70, 78, 82] + [85] + [87] н.д. 
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Продолжение таблицы 5 

Соединение 

Шалфей 

лекарственный  

(Salvia officinalis L.) 

Чабрец ползучий  

(Thymus serpyllum L.) 

Душица обыкновенная 

(Origanum vulgare L.) 

Мелисса лекарственная  

(Melissa officinalis L.) 

Литоспермовая 

кислота и ее 

производные 
+ [77] + [86] + [88] + [73, 90] 

Протокатеховая 

кислота 
+[77] + [83] + [87, 88] + [73, 91, 92] 

Протокатеховый 

альдегид 
+[77] н.д. н.д. н.д. 

Протокатеховой 

кислоты гексозид 
н.д. + [83] н.д. н.д. 

Розмариновая кислота 

и ее производные 
+ [71, 77–79, 81] + [83, 85, 86] + [47, 87, 88] + [73, 90, 92, 93] 

Розмариновой 

кислоты глюкозид 
н.д. + [83] н.д. н.д. 

Сальвианоловая 

кислота и ее 

производные 

+ [77] н.д. н.д. + [73, 90]  

Шалфейная кислота н.д. н.д. н.д. + [73, 90] 

Сиринговая кислота + [82] н.д. н.д. + [91] 

Синаповая кислота + [82] н.д. н.д. н.д. 

Феруловая кислота + [70, 78, 82] + [83, 85] н.д. н.д. 

Хинная кислота + [78] н.д. н.д. н.д. 

Цикориевая кислота н.д. н.д. н.д. н.д. 

Ванилиновая кислота н.д. н.д. н.д. + [91] 
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Продолжение таблицы 5 

Соединение 

Шалфей 

лекарственный  

(Salvia officinalis L.) 

Чабрец ползучий  

(Thymus serpyllum L.) 

Душица обыкновенная 

(Origanum vulgare L.) 

Мелисса лекарственная  

(Melissa officinalis L.) 

Юннаниевая кислота 

(Yunnaneic acid F) 
н.д. н.д. н.д. + [90] 

Апигенин-7- глюкозид + [70, 71] + [85] + [47] н.д. 

Апигенин 7-

глюкуронид 
н.д. + [83] + [88] н.д. 

Апигенин 6,8-ди-C-

глюкозид 
н.д. + [83] + [88] н.д. 

Апигенин-

ацетилглюкозид 
+ [71] н.д. н.д. н.д. 

Апигенин 7-O-

рутинозид 
н.д. н.д. + [88] н.д. 

Метилапигенин O-

глюкуронид 
н.д. н.д. + [88] н.д. 

Изорамнетина 

производные 
+ [71] н.д. н.д. н.д. 

Кемпферол O- 

глюкуронид 
н.д. + [83] н.д. н.д. 

Кемпферола 

производные 
н.д. н.д. + [88] н.д. 

Метилкемпферол O- 

рутинозид 
н.д. + [83] н.д. н.д. 

Лютеолин-7-O-бета-D-

рутинозид 
+ [78] + [86] н.д. н.д. 
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Продолжение таблицы 5 

Соединение 

Шалфей 

лекарственный  

(Salvia officinalis L.) 

Чабрец ползучий  

(Thymus serpyllum L.) 

Душица обыкновенная 

(Origanum vulgare L.) 

Мелисса лекарственная  

(Melissa officinalis L.) 

Лютеолин 7-O-

глюкозид 
+ [80] + [83] + [47, 88] + [93] 

Лютеолин -3'-O- 

глюкуронид 
н.д. н.д. н.д. + [90] 

Лютеолин-7-O-бета-D-

глюкуронид 
+ [80] + [83, 86] + [88] + [73] 

Лютеолин -O- 

диглюкуронид 
н.д. + [83] н.д. н.д. 

Мирицетин-3-O- 

глюкозид 
н.д. н.д. + [88] н.д. 

Рутин + [70] + [83, 85] н.д. н.д. 

Крисоериол н.д. н.д. + [89] н.д. 

Диосмин н.д. н.д. + [89] н.д. 

Дигидрокверцетин н.д. + [85] н.д. н.д. 

Эпикатехин н.д. + [85] н.д. н.д. 

Эриодиктиол н.д. + [85, 86] + [88] н.д. 

Эриоцитрин н.д. + [86] н.д. н.д. 

Гиперозид + [70] н.д. н.д. н.д. 

Лютеолин + [82] + [83, 86] + [89] н.д. 

Апигенин + [70, 71, 78, 82] + [85] + [89]  н.д. 

Гиспидулин + [71, 79] н.д. н.д. н.д. 

Нарингенин н.д. + [85] + [88] н.д. 

Нирингин + [78] + [83] н.д. н.д. 



40 
 

Продолжение таблицы 5 

Соединение 

Шалфей 

лекарственный  

(Salvia officinalis L.) 

Чабрец ползучий  

(Thymus serpyllum L.) 

Душица обыкновенная 

(Origanum vulgare L.) 

Мелисса лекарственная  

(Melissa officinalis L.) 

Мирицетин + [70] н.д. н.д. н.д. 

Кемпферол + [70] н.д. н.д. н.д. 

Гесперетин + [79] + [85] н.д. н.д. 

Генкванин + [71, 79] н.д. н.д. н.д. 

Гомоплантагинин + [71, 81] н.д. н.д. н.д. 

Кверцетин н.д. + [85] н.д. н.д. 

Кверцетин -7-О-

глюкозид 
+ [78] н.д. н.д. н.д. 

Кверцетин и его 

производные 
н.д. н.д. + [87, 88] н.д. 

Таксифолин н.д. н.д. + [88] н.д. 

Карнозол + [71, 74, 76, 79] н.д. + [47] н.д. 

Карнозоловая кислота + [71, 74, 76, 78, 79] н.д. + [47] н.д. 

Метилкарнозат + [71, 74, 79] н.д. н.д. н.д. 

Розманол и его 

производные 
+ [71, 74, 78, 79] н.д. н.д. н.д. 

н.д.⃰ – нет данных 
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1.4.4 Определение БАВ в лекарственных травах семейства Яснотковые 

 

Обобщив данные литературного обзора, можно сделать вывод о том, 

что условия определения БАВ фенольного ряда семейства Яснотковых могут 

быть аналогичны условиям хроматографирования и детектирования 

компонентов трав семейства Зверобойные. Сорбенты с привитой 

октадецильной фазой, а также водно-органические смеси растворителей 

вполне годятся для успешного разделения десятков веществ растительной 

матрицы шалфея лекарственного (Salvia officinalis L.), чабреца ползучего 

(Thymus serpyllum L.), душицы обыкновенной (Origanum vulgare L.) и 

мелиссы лекарственной (Melissa officinalis L.) [73, 77, 85, 88]. 

При установлении условий элюирования БАВ трав семейства Яснотковых 

необходимо учитывать наличие веществ терпенового ряда, которые 

элюируются при относительно высоких содержаниях органической фазы, 

а также их неустойчивость при экстракции и хроматографировании, 

что влияет на результаты качественной и количественной оценки их 

содержаний [76, 146]. 

В качестве основных количественных характеристик при проведении 

валидации методик определения ФС в лекарственных растительных образцах 

трав обоих семейств используют общеизвестные подходы, включающие 

расчет пределов их детектирования и определения, а также относительного 

стандартного отклонения аналитического сигнала или связанной с ним 

концентрации в условиях повторяемости или воспроизводимости и прочих 

параметров [147]. Пределы определения ФС для разработанных методик 

анализа лекарственных трав находятся на уровне десятков и сотен нг/мл для 

семейства Яснотковые [77, 85, 86, 89, 91, 145] и для семейства Зверобойные 

[42, 68, 69, 143]. 
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1.5 Выводы к аналитическому обзору и постановка задач исследования 

 

Разнообразие подходов к идентификации компонентов растительного 

происхождения после предварительного разделения позволяет сформировать 

более достоверное представление по качественному компонентному составу 

ЛРС, а совокупность нескольких способов детектирования при определении 

БАВ позволяет повысить достоверность их идентификации. Наиболее часто 

для этих целей используют методы жидкостной хроматографии в 

совокупности с несколькими методами детектирования (УФ, ИК, ЯМР, МС), 

однако таких работ встречается крайне мало, и они носят противоречивый 

характер. Сложившаяся на сегодняшний день ситуация такова, что для 

определения фенольных соединений различных растений семейств 

Яснотковых и Зверобойных часто используют или методы суммарного 

определения фенольных кислот и флавоноидов, или метод жидкостной 

хроматографии с детектированием в УФ и видимой области без привлечения 

других способов детальной их идентификации. 

Вариативность способов идентификации активных веществ в 

лекарственном растительном сырье (ЛРС), к сожалению, не облегчает задачу 

распознавания и установления структур новых и уже известных соединений, 

а только усложняет ее, внося дополнительную неясность в установление 

подлинного состава лекарственных растительных объектов. Требуется 

построение надежных схем идентификации БАВ в объектах растительного 

происхождения, причем даже без привязки к морфологии и метаболическим 

процессам индивидуального растения, что актуально и для представителей 

семейств Зверобойные и Яснотковые.  

Многообразие способов экстракции соединений фенольного ряда в 

растениях обоих семейств требует разработки унифицированного подхода, 

который обеспечит одновременно контроль качества сырья, а также 

фармпрепаратов на всех этапах производства. К тому же, невозможно 

сравнение эффективностей экстракционных способов применительно к БАВ 
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растительного происхождения, так как имеющиеся работы основаны на 

сырье различных мест произрастания и видовой принадлежности. 

Важной проблемой являются процессы деградации компонентов 

лекарственных трав, которые неустойчивы в процессе хранения и/или их 

извлечения из растительных образцов под влиянием различных факторов, 

что сказывается на дальнейших фармакологических свойствах препаратов на 

основе ЛРС. Данная проблема мало изучена, но она крайне актуальна, т.к. это 

связано с качеством растительного материала. 

На основе проведенного литературного обзора по определению и 

идентификации БАВ в лекарственном сырье антидепрессантного и 

противовоспалительного действия сформирована цель настоящего 

исследования – обоснование и разработка аналитических схем 

идентификации и определения биологически активных веществ в 

лекарственных растениях антидепрессантного и противовоспалительного 

действия. 

Для достижения поставленной цели решались следующие задачи: 

1. Изучение и оптимизация процессов экстракции БАВ из ЛРС 

в условиях различных способов их извлечения. 

2. Идентификации БАВ фенольного происхождения в ЛРС. 

3. Разработка методик определения БАВ с учетом их структурного 

и химического разнообразия в ЛРС. 

4. Оптимизация аналитических схем идентификации и определения 

биологически активных веществ в исследуемых образцах. 

5. Анализ лекарственных растений антидепрессантного 

и противовоспалительного действия, а также препаратов на их основе 

с применением разработанных аналитических схем идентификации 

и определения аналитов. 
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2 Экспериментальная часть и обсуждение результатов 

2.1 Ресурсы, методы и аппаратура 

2.1.1 Реактивы, материалы и оборудование 

 

- хроматограф «LC 20 Prominence» (Shimadzu, Япония), состоящий из 

дегазатора DGU-20A5, насоса LC20AD, автоматического дозатора SIL-20A, 

термостата колонок CTO-20AC, спектрофотометрического детектора на 

основе диодной матрицы SPD-M20A; 

- хроматограф «LC 20 Prominence» (Shimadzu, Япония), состоящий из 

дегазатора DGU-20A5, насоса LC20AD, автоматического дозатора SIL-20A, 

термостата колонок CTO-20AC, спектрофотометрического детектора на 

основе диодной матрицы SPD-M20A, квадрупольного масс-детектора 

LCMS2010EV (газ-распылитель и газ-осушитель – азот); 

- колонка Zorbax SB C18 1502.1 мм, 5 мкм (Agilent, США) с 

предколонкой Zorbax SB C8 20×2.1 мм, 5 мкм (Agilent, США); 

- колонка Luna C18 100A, 250×2.0 мм, 5 мкм (Phenomenex, США) с 

предколонкой C18 4x2.0 мм, 5 мкм (Phenomenex, США); 

- колонка Onyx Monolithic C18, 502.0 мм (Phenomenex, США) c 

предколонкой Onyx C18 (52.0 мм, Phenomenex, США);  

- газовый хроматограф с масс-спектрометрическим детектором 

Shimadzu GCMS-QP2010 Plus (Япония) (газ-носитель – гелий); 

- капиллярная колонка HP-Ultra 2 (25 м х 0.32 мм, толщина 0.52 мкм; 

Agilent, США); 

- перемешивающее устройство «Laboratory Shaker Type 358S» (Elpan, 

Польша); 

- УЗ-ванна УЗВ -4,0/1 ТТЦ, рабочая частота 35 кГц ("Сапфир", Россия); 

- микроволновая установка ETHOS EX ("Milestone", Италия); 

- центрифуга MiniSpin, Eppendorf (Германия); 
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- установка Milli-Q-UV (Millipore, Франция) для получения 

деионизованной воды с удельным сопротивлением 18.2 МОм*см (при 25°С); 

- рН-метр, «Leki», Финляндия; 

- весы лабораторные «Adventurer» AR2140, OHAUS, Швейцария; 

- весы лабораторные ЗЛГ «ВСР-210g» №П357, 1991; 

- электроплитка бытовая «Искорка», Вятка; 

- сушильный шкаф, «Memmert», Германия; 

- одноканальные механические дозаторы с варьируемым объемом 

дозирования 5-50, 20-200, 100-1000 мкл; 1000-5000 мкл; «Biohit proline», 

Финляндия; 

- шприц для газовой хроматографии 10 мкл; «SGE Analytical Science», 

США; 

- магнитная мешалка, «Leki», Финляндия; 

- баня водяная, Россия; 

- патроны Диапак С18, «БиоХимМак», Россия; 

- колбы мерные вместимостью 5, 10, 25, 50, 250, 1000 мл по 

ГОСТ 1770-74, Россия; 

- стаканы химические вместимостью 50, 100, 500 мл по ГОСТ 1770-74, 

Россия; 

- воронки стеклянные по ГОСТ 25336-82, Россия;  

- обратный холодильник, Россия; 

- сита по ГОСТ 214-77 с отверстиями различного диаметром; 

- виалы на 1.5 мл Screw-cap, темного и прозрачного стекла («Chromacol 

LTD», Великобритания); 

- фильтры 0.2 мкм («Millipore», США); 

- фильтры 0.45 мкм («Millipore», США); 

- фильтры, 0.22 мкм, («Whatman»); 

- фильтр Corning SFCA 0.45 мкм («Corning», Германия); 

- ацетонитрил (осч, «Криохром», Россия); 

- метанол (хч, «Вектон», Россия); 
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- дигидрофосфат калия по ГОСТ 4198-75 («НеваРеактив», Россия); 

- ортофосфорная кислота по ГОСТ 6552-80 («Реактив», Россия); 

- спирт этиловый (ректификованный, высшей очистки, 95–96%); 

- муравьиная кислота (85%, «ЛенРеактив», Россия); 

- соляная кислота (осч, «ХимМед», Россия) по ГОСТ 14261–77; 

- вата медицинская по ГОСТ 5556-75, Россия; 

- вода дистиллированная по ГОСТ 6709-72; 

- N,O-бистриметилсилилтрифторацетамид 99.9% («Macherey-Nagel», 

Duren, Германия); 

- рутин (чистота ≥97%), кверцетин (чистота ≥99%), протокатеховая 

кислота (чистота ≥99%), 4-гидроксибензойная кислота (чистота ≥97%), 

ванилиновая кислота (чистота ≥99.7%), сиринговая кислота (чистота ≥99%), р-

кумаровая кислота (чистота ≥99.5%), галловая кислота (чистота ≥99%), 

коричная кислота (чистота ≥99.7%) («Сигмабиосинтез», Георгиевск, Россия); 

 - транс-кофейная кислота (чистота ≥99%) («Panreac Sintesis», Испания); 

- 3,5-дикофеилхинная кислота (чистота ≥95%), 3,4-дикофеилхинная 

кислота (чистота ≥90%), транс-феруловая кислота (чистота ≥99%), 3,4-

дигидроксибензойная (протокатеховая) кислота [чистота ≥97% (HPLC)], 5-О-

кофеилхинная (неохлорогеновая) кислота (чистота ≥98%), 3-О-кофеилхинная 

(хлорогеновая) кислота (чистота ≥95%), (-)-эпикатехин (чистота ≥97% 

(HPLC)), рутин [чистота ≥95% (HPLC)], гиперозид [чистота 93.51% (LC)], 

изокверцитрин [чистота 96.84% (LC)], кверцитрин [чистота 91.7% (LC)], 

кверцетин [чистота ≥95% (HPLC)], I3,II8-биапигенин [чистота ≥95% (HPLC)], 

гиперицин (чистота ≥89.76), гиперфорин (чистота ≥85), розмариновая 

кислота (чистота ≥96%), кофейная кислота [чистота ≥98% (HPLC)], 

карнозоловая кислота [чистота ≥97% (HPLC)], лютеолин-7-O-гликозид 

(чистота ≥98% (HPLC)), карнозол [чистота ≥98.7% (HPLC)] («Sigma-Aldrich», 

Steinheim, Germany);  

- лютеолин-7-O-бета-D-глюкуронид (чистота 95.12% (LC)) («HWI 

ANALYTIK GmbH», Ruelzheim, Germany);  
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- таблетки «Деприм», Словения, дата производства 03.2014; 

- эликсир «Доппельгерц. Нервотоник», Германия, дата производства 

11.2012; 

- трава зверобоя продырявленного (Hypericum perforatum L.), цветки 

календулы аптечной (Calendula officinalis L.), листья подорожника большого 

(Plantago major L.), кора дуба черешчатого (Quercus robur L.) («Фитофарм», 

Анапа, производства 2011–2013 гг.); 

- трава зверобоя продырявленного (Hypericum perforatum L.) торговых 

марок "Травы Кавказа" (Краснодарский край, г. Горячий Ключ), 

ОАО "Красногорсклексредства" (Московская обл., г. Красногорск), 

ПКФ ООО "ФитоФарм" (Краснодарский край, г. Анапа), ООО "Валерия" 

(Ростовская обл., ст. Обливская), ЗАО "Иван-чай" (г. Москва, пос. Горки-

Ленинские), ООО "Фарос-21" (Краснодарский край, г. Краснодар) 

производства 2014–2015 гг.; 

- трава шалфея лекарственного (Salvia officinalis L.) торговых марок 

ООО "Травы Кавказа" (Краснодарский край, г. Горячий Ключ), ПКФ ООО 

"ФитоФарм" (Краснодарский край, г. Анапа), ЗАО «Здоровье» (Московская 

область, п. Нахабино), ООО «Алтай-Фарм» (Алтайский край, г. Барнаул), 

ООО "Фарос-21" (Краснодарский край, г. Краснодар) производства 

2014 года; 

- трава чабреца ползучего (Thymus serpyllum L.), трава душицы 

обыкновенной (Origanum vulgare L.), трава мелиссы лекарственной (Melissa 

officinalis L.) торговой марки «Травы Кавказа» (Краснодарский край, 

г. Горячий Ключ) производства 2014 - 2015 года; 

- "Бруснивер" (Московская область, г. Красногорск) производства 

2014 года; "Зверобой с травами" (Алтайский край, г. Барнаул) производства 

2015 года; "Сбор тибетский омолаживающий" (Краснодарский край, г. 

Горячий Ключ) производства 2015 года; "Сбор при колите и гастрите с 

нормальной кислотностью" (Краснодарский край, г. Горячий Ключ) 

производства 2016 года. 
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Перед проведением процедуры экстракции БАВ исходное сырье 

предварительно измельчалось до размеров 0,5–1 мм. 

 

2.1.2 Приготовление используемых растворов 

 

Приготовление фосфатного буфера (элюента В для ВЭЖХ-ДМД). 

Для приготовления 0,04 М раствора дигидрофосфата калия на аналитических 

весах взвешивают 2,7000 г дигидрофосфата калия, переносят в колбу 

вместимостью 500 мл, растворяют в дистиллированной воде и доводят 

ортофосфорной кислотой до рН 2.80±0, 01. Раствор фильтруют через фильтр 

«Millipore» 0.2 мкм и перемешивают. 

Приготовление раствора 0.1% муравьиной кислоты (элюента В для 

ВЭЖХ-ДМД-МС). Для приготовления 0.1% муравьиной кислоты в колбу на 

500 мл приливают бидистиллированную воду и 500 мкл муравьиной 

кислоты, раствор доводят до метки. 

Приготовление головного раствора БАВ с концентрацией 0.01 г/л. 

Навеску 2 мг сухого БАВ помещают в колбу объемом 200 мл, приливают 

ацетонитрил и доводят до метки. Затем раствор помещают в емкость для 

хранения. Затем готовят градуировочные растворы БАВ нужных 

концентраций в 70% этиловом спирте в воде. 

Приготовление головного раствора БАВ с концентрацией 0.02 г/л. 

Навеску 4 мг сухого БАВ помещают в колбу объемом 200 мл, приливают 

ацетонитрил и доводят до метки. Затем раствор помещают в емкость для 

хранения. Затем готовят градуировочные растворы БАВ нужных 

концентраций в 70% этиловом спирте в воде. 

Приготовление головного раствора БАВ с концентрацией 0.025 г/л. 

Навеску 5 мг сухого БАВ помещают в колбу объемом 200 мл, приливают 

ацетонитрил и доводят до метки. Затем раствор помещают в емкость для 

хранения. Затем готовят градуировочные растворы БАВ нужных 

концентраций в 70% этиловом спирте в воде. 
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Приготовление головного раствора БАВ с концентрацией 0.05 г/л. 

Навеску 5 мг сухого БАВ помещают в колбу объемом 100 мл, приливают 

ацетонитрил и доводят до метки. Затем раствор помещают в емкость для 

хранения. Затем готовят градуировочные растворы БАВ нужных 

концентраций в 70% этиловом спирте в воде. 

Приготовление головного раствора БАВ с концентрацией 0.1 г/л. 

Навеску 5 мг сухого БАВ помещают в колбу объемом 50 мл, приливают 

ацетонитрил и доводят до метки. Затем раствор помещают в емкость для 

хранения. Затем готовят градуировочные растворы БАВ нужных 

концентраций в 70% этиловом спирте в воде. 

Приготовление головного раствора БАВ с концентрацией 0.2 г/л. 

Навеску 10 мг сухого БАВ помещают в колбу объемом 50 мл, приливают 

ацетонитрил и доводят до метки. Затем раствор помещают в емкость для 

хранения. Затем готовят градуировочные растворы БАВ нужных 

концентраций в 70% этиловом спирте в воде. 

При необходимости получения модельного раствора БАВ для ТФЭ 

ацетонитрил заменяли на очищенную дистиллированную воду 

(с сопротивлением 18.2 МОм*см при 25°С).  

Приготовление спиртовых растворов проводили согласно 

алкоголеметрическим таблицам, приведенным в Приложении Фармакопеи 

РФ [10]. 

 

2.1.3 Определение БАВ в экстрактах ЛРС методом ВЭЖХ-ДМД 

 

Условия проведения анализа были подобраны ранее [148]  . С помощью 

программного обеспечения LC Shimadzu для хроматографа устанавливали 

параметры инструмента для градиентного элюирования: подвижная фаза А – 

ацетонитрил, подвижная фаза В – фосфатный буфер; система элюирования 

имеет следующий вид: 

1 ступень – 3 минуты ацетонитрил 3%; 
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2 ступень – 1 минута ацетонитрил 3–10%, 4 минуты 10% ацетонитрил; 

3 ступень – 2 минута ацетонитрил 10–20%, 3 минуты 20% ацетонитрил; 

4 ступень – 1 минута ацетонитрил 20–40%, 11 минут 40% ацетонитрил. 

Скорость потока составляла 0.25 мл/мин, термостатирование колонки 

осуществлялась при 30°С, объем инжектируемой пробы – 1 мкл. Сбор 

данных на диодно-матричном детекторе (ДМД) проводили в диапазоне 190–

800 нм. Сбор и последующую обработку данных осуществляли в 

программной среде LCMS Solution (Shimadzu, Япония). В системе ВЭЖХ-

ДМД строили градуировные кривые с использованием следующих 

стандартных веществ: протокатеховая кислота, 5-О-кофеилхинная 

(неохлорогеновая) кислота, (-)-эпикатехин, рутин, кверцетин. 

 

2.1.4 Определение БАВ в экстрактах ЛРС методом ВЭЖХ-ДМД-МС 

 

Параметры ВЭЖХ-ДМД-МС определения БАВ в экстрактах трав 

семейства Зверобойные. Хроматографирование осуществлялось в двух 

системах. "Система 1" позволяла определять фенолкарбоновые кислоты и 

флавоноиды, а "система 2" – нафтодиантроны и флороглюцинолы.  

Условия определения фенолкарбоновых кислот и флавоноидов – 

"система 1". Компонентами подвижной фазы являлись ацетонитрил (А) и 

вода, содержащая 0.1 % муравьиной кислоты (В). Устанавливали следующий 

градиентный режим элюирования: 0–2 мин  от 95 до 90% В, 2–2.01 мин 90% 

В,  2.01–10 от 90 до 80% В, 10–18 мин от 80 до 70% В, 18–25 мин от 70 до 

10% В, 25.05–30 мин 95% В. Скорость потока составляла 0.4 мл/мин, 

термостатирование колонки осуществлялась при 40°С, объем инжектируемой 

пробы – 5 мкл. Сбор данных на диодно-матричном детекторе (ДМД) 

проводили в диапазоне 190–800 нм. Параметры масс-спектрометрического 

(МС) детектора: напряжение интерфейса – -3.5 кВ, напряжение детектора – 

2.0 кВ, температура линии десольватации – 200°C, скорость потока азота – 

1.5 л/мин. МС-детектирование веществ осуществляли методом ионизации 
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электрораспылением в режиме "negative". Спектры получали в режиме 

регистрации отрицательных ионов в диапазоне 120–650 m/z с частотой 

сканирования 2000 а.е.м./с. Сбор и последующую обработку данных 

осуществляли в программной среде LCMS Solution (Shimadzu, Япония) 

(рисунок 1 Приложения 1). 

Для "системы 2" (определение нафтодиантронов и флороглюцинолов) 

компонентами подвижной фазы также являлись ацетонитрил (А) и вода, 

содержащая 0.1% муравьиной кислоты (В). Устанавливали следующий 

градиентный режим элюирования: 0–10 мин  от 20 до 0% В, 10–20 мин 0% В,  

20–21 от 0 до 20% В, 21–25 мин 20% В. Скорость потока – 0.6 мл/мин; 

температура термостатирования колонки – 40°С, объем инжектируемой 

пробы – 5 мкл. Сбор данных на диодно-матричном детекторе (ДМД) 

проводили в диапазоне 190–800 нм. МС-детектирование веществ 

осуществляли методом ионизации электрораспылением. Спектры получали в 

режиме регистрации отрицательных и положительных ионов по следующей 

схеме: 0.00–1.00 мин режим "negative", 1.00–2.00 мин режим 

"negative+positive", 2.00–25.00 мин режим "negative". Для режима "negative" 

напряжение интерфейса составляло – -3.5 кВ, температура линии 

десольватации – 200°C, для "positive" напряжение интерфейса – 4.5 кВ, 

температура линии десольватации – 250°C, в обоих режимах напряжение 

детектора – 2.0 кВ, скорость потока азота-распылителя – 1.5 л/мин. 

Для режима "negative"  регистрацию ионов проводили в диапазоне 120–650 

m/z с частотой сканирования 2000 а.е.м./с, а при одновременном 

сканировании "negative+positive"  – в диапазоне 120–650 m/z с частотой 

сканирования 1000 а.е.м./с. Сбор и последующую обработку данных 

осуществляли с помощью программного обеспечения LCMS Solution 

(Shimadzu, Япония) (рисунок 2 Приложения 1). 

Градуировочные характеристики в системе ВЭЖХ-ДМД были 

получены для протокатеховой, 5-О-кофеилхинной, 3-О-кофеилхинной 

кислот, (-)-эпикатехина, рутина, гиперозида, изокверцитрина, кверцитрина, 
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кверцетина, I3,II8-биапигенина, гиперицина и гиперфорина с использованием 

соответствующих стандартных веществ. Линейность отклика сигнала 

определялась для 8 уровней концентраций всех соединений, а для рутина – 

12 уровней концентраций растворов основного вещества в 70%-ом этиловом 

спирте, в каждом случае проводили не менее 3 параллельных измерений 

одной концентрации раствора, все градуировочные кривые были построены в 

6 параллелях.  Для рутина линейность градуировки соблюдается в пределах 

от 1 до 200 мкг/мл, для гиперицина – от 0.2 до 20 мкг/мл, для гиперфорина – 

от 1.25 до 125 мкг/мл, для всех остальных соединений – от 1 до 100 мкг/мл. 

Коэффициенты корреляции составили ≥0.998. Идентификация компонентов 

зверобоя проводилась с использованием УФ-спектров, масс-спектров, 

а также времен удерживания стандартных веществ (таблица 6). 

 

Таблица 6 – Параметры идентификации, полученные для стандартных 

веществ в системе ВЭЖХ-ДМД-МС 

Соединение  λmax, нм 
Характеристический 

ион, m/z 

Протокатеховая кислота 259, 294 152.9 

5-О-кофеилхинная кислота 221, 327 352.9 

3-О-кофеилхинная кислота 238, 327 352.9 

(-)-Эпикатехин 227, 279 288.9 

Рутин 255, 354 609.0 

Гиперозид 255, 354 462.9 

Изокверцитрин 255, 354 463.0 

Кверцитрин 255, 349 446.9 

Кверцетин 255, 370 300.9 

I3,II8-биапигенин 268, 331 536.9 

Гиперфорин 272 535.4 

Гиперицин 548, 593 502.9 

 

Описанный ниже подход использовался для расчета содержаний БАВ в 

образцах трав при СКФЭ и субкритической экстракции компонентов из 

сырья. Для этого определение протокатеховой и 5-О-кофеилхинной кислот, 

(-)-эпикатехина, рутина и кверцетина проводили в системе ВЭЖХ-ДМД, 
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получив градуировочные характеристики. Другие компоненты экстрактов 

ЛРС определяли по их относительным коэффициентам чувствительности по 

рутину при спектрофотометрическом детектировании на длине волны 

270 нм, согласно исследованиям [52] (таблица 7). 

 

Таблица 7 – Относительные коэффициенты чувствительности 

спектрофотометрического детектора для различных соединений [52]   

Соединение 

Относительный коэффициент 

чувствительности детектора 

(λ = 270 нм) 

Рутин 1.000 

Гиперозид 1.283 

Изокверцитрин 1.275 

Кверцитрин 1.368 

I3,II8-Биапигенин 2.469 

Гиперфорин 0.570 

Адгиперфорин 0.570 

 

Параметры ВЭЖХ-ДМД-МС определения БАВ в экстрактах трав 

семейства Яснотковые. Хроматографирование и детектирование 

компонентов проводились аналогично условиям, подобранным для 

определения БАВ в экстрактах трав Зверобойные. Отличием являлись 

условия градиентного режима элюирования, учитывающего специфику 

анализируемых растительных образцов: 0–2 мин от 95 до 90% В, 2–2.01 мин 

90% В, 2.01–10 от 90 до 80% В, 10–18 мин от 80 до 70% В, 18–28 мин от 70 

до 10% В, 28–30 мин 10% В, 30–31 мин 10–95% В, 31–35 мин 95% В. 

Скорость потока составляла 0.4 мл/мин, термостатирование колонки 

осуществлялась при 40°С, объем инжектируемой пробы – 5 мкл. 

Сбор данных на диодно-матричном детекторе (ДМД) проводили в диапазоне 

190–800 нм. Параметры масс-спектрометрического (МС) детектора: 

напряжение интерфейса – -3.5 кВ, напряжение детектора – 2.0 кВ, 

температура линии десольватации – 200°C, скорость потока азота – 1.5 л/мин. 

МС-детектирование веществ осуществляли методом ионизации 
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электрораспылением. Спектры получали в режиме регистрации 

отрицательных ионов в диапазоне 120–720 m/z с частотой сканирования 

2000 а.е.м./с. Обработку данных осуществляли в программной среде LCMS 

Solution (Shimadzu, Япония) (рисунки 3–6 Приложения 1). 

Идентификация компонентов зверобоя проводилась с использованием 

УФ-спектров, масс-спектров, а также времен удерживания стандартных 

веществ (таблица 8). 

 

Таблица 8 – Параметры идентификации, полученные для стандартных 

веществ в системе ВЭЖХ-ДМД-МС 

Соединение  λmax, нм 
Характеристический 

ион, m/z 

Лютеолин-7-O-бета-D-

глюкуронид 
255, 347 461.0 

Лютеолин 7-O-бета-D-

глюкозид 
255, 347 446.9 

Карнозоловая кислота 234, 285 331.0 

Карнозол 231, 284 329.0 

Кофейная кислота 323 178.9 

Розмариновая кислота 329 358.9 

 

Градуировочные характеристики в системе ВЭЖХ-ДМД получены для 

протокатеховой, хлорогеновой, неохлорогеновой, розмариновой, кофейной и 

карнозоловой кислот, лютеолина-7-O-гликозида, лютеолина-7-O-бета-D-

глюкуронид с применением образцов стандартных веществ. Линейность 

отклика сигнала определялась для 10–11 уровней концентраций 

протокатеховой, хлорогеновой, неохлорогеновой, кофейной и карнозоловой 

кислот, лютеолина-7-O-гликозида, а для розмариновой кислоты и лютеолина-

7-O-бета-D-глюкуронида – 15 уровней концентраций растворов основного 

вещества в 70%-ом этиловом спирте, в каждом случае проводили не менее 

3 параллельных измерений одной концентрации раствора, все 

градуировочные кривые были построены в 6 параллелях, коэффициенты их 

корреляции составили ≥0,999. 
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2.1.5 Определение БАВ в экстрактах ЛРС методом ГХ-МС 

 

Температурная программа: изотерма 100°С в течение 3 мин, подъем до 

150°С со скоростью 10.5°С/мин, изотерма 2 мин, подъем до 300°С со 

скоростью 10.0°С/мин, изотерма 8 мин [149]. Температура инжектора: 280°С, 

интерфейса: 280°С, ионного источника детектора: 200°С. Поток газа в 

колонке 2.41 мл/мин, время анализа 32 мин, режим ввода – Split 1:20. 

Задержка на выход растворителя составляла 7 мин. Экстракт после 

центрифугирования и фильтрования упаривали в токе азота. Сухой остаток 

растворяли в 1 мл ацетонитрила; для дериватизации к 100 мкл раствора 

пробы добавляли 100 мкл N,O-бис-(триметилсилил)-трифторацетамида и 

выдерживали при 40°С в течение 30 мин. Отбирали 1 мкл раствора и вводили 

в инжектор газового хроматографа. Идентификацию веществ проводили по 

параметрам удерживания и масс-спектрам библиотек NIST07, WILEY8. 

Диапазон сканирования m/z = 34–900, скорость сканирования 2000 скан/с. 

Обработка первичных данных и расчеты проводили в среде программы 

GC-MS Solution. 

 

2.1.6 Экстракция БАВ из ЛРС и препаратов на его основе 

 

Экстракция растворителем БАВ из ЛРС при нагревании 

в статическом режиме по фармакопейным статьям (Iа) [10]. Экстракция 

растворителем БАВ из зверобоя продырявленного (Hypericum perforatum L.). 

Около 1.0 г (точная навеска) измельченного сырья помещают в колбу со 

шлифом вместимостью 100 мл, прибавляют 30 мл 50%-ного спирта. Колбу 

присоединяют к обратному холодильнику и нагревают на кипящей водяной 

бане в течение 30 мин, периодически встряхивая для смывания частиц сырья 

со стенок. Горячее извлечение фильтруют через бумажный фильтр в мерную 

колбу вместимостью 100 мл так, чтобы частицы сырья не попадали на 

фильтр. В колбу для экстрагирования прибавляют 30 мл 50%-ного спирта. 
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Экстракцию проводят еще дважды в описанных выше условиях, фильтруют 

извлечение в ту же мерную колбу. После охлаждения объем извлечения 

доводят 50%-ным спиртом до метки и перемешивают.  

Экстракция растворителем БАВ из шалфея лекарственного (Salvia 

officinalis L.). Около 0.5 г (точная навеска) измельченного сырья помещают в 

колбу со шлифом вместимостью 100 мл, прибавляют 25 мл 70%-ного спирта 

и взвешивают с погрешностью ± 0.01 г. Колбу присоединяют к обратному 

холодильнику, нагревают на кипящей водяной бане в течение 45 мин, 

периодически встряхивая для смывания частиц сырья со стенок. Затем колбу 

с содержимым охлаждают до комнатной температуры, взвешивают и при 

необходимости доводят до первоначальной массы 70%-ным спиртом. 

Извлечение фильтруют через фильтр, смоченный тем же спиртом. 

Экстракция растворителем БАВ из чабреца ползучего (Thymus 

serpyllum L.). Около 1.0 г (точная навеска) измельченного сырья помещают в 

колбу со шлифом вместимостью 250 мл, прибавляют 100 мл 70%-ного спирта 

и взвешивают с погрешностью ± 0.01 г. Колбу присоединяют к обратному 

холодильнику, нагревают на кипящей водяной бане в течение 60 мин, 

периодически встряхивая для смывания частиц сырья со стенок. Затем колбу 

с содержимым охлаждают до комнатной температуры, взвешивают и при 

необходимости доводят до первоначальной массы 70%-ным спиртом. 

Извлечение фильтруют через фильтр, смоченный тем же спиртом. 

Экстракция растворителем БАВ из душицы обыкновенной (Origanum 

vulgare L.). Около 0.80 г (точная навеска) измельченного сырья помещают в 

колбу со шлифом вместимостью 250 мл, прибавляют 50 мл 60%-ного спирта, 

колбу взвешивают с погрешностью ± 0.01 г, присоединяют к обратному 

холодильнику и нагревают на кипящей водяной бане в течение 1.5 ч. Затем 

колбу охлаждают до комнатной температуры и взвешивают, при 

необходимости доводят содержимое колбы 60%-ным спиртом до 

первоначальной массы. Содержимое колбы фильтруют через фильтр, 

отбрасывая первые 25 мл фильтрата. 
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Экстракция растворителем БАВ из мелиссы лекарственной (Melissa 

officinalis L.). Проводили с использованием водяной бани с обратным 

холодильником по методике, описанной для шалфея лекарственного (Salvia 

officinalis L). 

 

Экстракция растворителем БАВ из ЛРС при нагревании в 

статическом режиме (Iб). Экстракцию проводили по той же схеме, что и в 

варианте Iа, но в качестве экстрагента использовали 70%-й этиловый спирт, 

масса навески и объем экстрагента составляли 0.5 г и 25 мл соответственно. 

Соотношение масса образца/объем экстрагента – 1/50. 

 

Экстракция растворителем БАВ из ЛРС при механическом 

перемешивании. Навеску сырья массой 0.5000 г помещали в коническую 

колбу со шлифом вместимостью 100 мл, приливали 25 мл 70%-ного 

этилового спирта и помещали на механический встряхиватель на 30 мин. 

После этого полученный экстракт фильтровали через вату в мерную колбу 

вместимостью 25 мл. Остаток в колбе промывали несколько раз 

экстрагентом, полученный раствор доводили до метки. 

 

Ультразвуковая экстракция растворителем БАВ из ЛРС (IIа). Навеску 

сырья массой 0.5000 г помещали в коническую колбу со шлифом 

вместимостью 100 мл, приливали 25 мл 70%-ного этилового спирта и 

помещали в УЗ-ванну на 30 мин. После этого полученный экстракт 

фильтровали через вату в мерную колбу вместимостью 25 мл. Остаток в 

колбе промывали несколько раз экстрагентом, полученный раствор доводили 

до метки. Соотношение масса образца/объем экстрагента составляло 1/50. 

 

Ультразвуковая экстракция растворителем БАВ из ЛРС (IIб). Навеску 

сырья массой 0.5000 г помещали в коническую колбу со шлифом 

вместимостью 100 мл, приливали 12.5 мл 70%-ного этилового спирта и 
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помещали в УЗ-ванну на 15 мин. После этого полученный экстракт 

фильтровали через вату в мерную колбу вместимостью 25 мл. Затем 

экстракцию повторяли еще раз 12.5 мл 70%-ного этилового спирта. После 

этого полученный экстракт также фильтровали через вату в мерную колбу 

вместимостью 25 мл. Остаток в колбе промывали несколько раз 

экстрагентом, полученный раствор доводили до метки. Соотношение масса 

образца/объем экстрагента составляло 1/50. 

 

Микроволновая экстракция растворителем БАВ из ЛРС (III). Навеску 

сырья массой 0.5000 г помещали в экстрактор, приливали 25 мл 70%-ного 

этилового спирта и проводили экстракцию в течение 10 мин при 

первоначальной мощности микроволнового излучения (МВИ) 400 Вт, при 

этом происходило нагревание системы до 75°С, затем в течение 30 мин при 

мощности микроволнового излучения примерно 300 Вт и 75°С. После этого 

полученный экстракт фильтровали через вату в мерную колбу вместимостью 

25 мл. Остаток в колбе промывали несколько раз экстрагентом, полученный 

раствор доводили до метки. Соотношение масса образца/объем экстрагента 

составляло 1/50. 

 

Экстракция растворителем БАВ из ЛРС при повышенных 

температуре и давлении в динамическом режиме. Для динамического 

экстрагирования БАВ при повышенных температуре и давлении 

использовали установку, собранную в лаборатории из узлов серийно 

выпускаемых приборов (рисунок 2). Использовали корпус печи с 

принудительной конвекцией от газового хроматографа ЛХМ-80 (НПО 

«Хроматограф», СССР). Взамен штатного нагревателя (нихромовой спирали) 

устанавливали трубчатый электронагреватель мощностью 500 Вт. 

Температуру печи поддерживали с помощью электронного термостата 

ТРМ-101 и термопары ДТПL (ЗАО «Овен», Москва, Россия).  
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1 – емкость с экстрагентом; 2 – ВЭЖХ насос для подачи экстрагента;  

3 – печь-термостат; 4 – капилляр для предварительного нагрева экстрагента; 

5 – ячейка для экстрагирования (корпус ВЭЖХ колонки); 6 – растительное сырье;  

7 – капилляр для охлаждения экстракта; 8 – ограничитель противодавления;  

9 – емкость для сбора экстракта 

 

Рисунок 2 – Схема установки для проведения динамической 

экстракции при повышенных температуре и давлении  

 

Для подачи экстрагента использовали насос от жидкостного 

хроматографа LC20AD (Shimadzu, Япония). В качестве ячейки-экстрактора 

использовали стальной корпус хроматографической колонки размерами 

150×4.6 мм. Ячейку-экстрактор подключали к установке с помощью двух 

стальных капилляров длиной 1.5 м каждый, внутренний диаметр 0.7 мм. 

Для предотвращения закипания экстрагента и поддержания требуемого 

давления в системе использовали ограничитель противодавления в системе 

P-455 (Upchurch Scientific, США). Номинальное противодавление 

ограничителя составляет 69 бар при пропускании воды со скоростью 

1 мл/мин. На выходе из системы собирали экстракт в стеклянные емкости 

по 25 мл. 

При выполнении динамического экстрагирования сырья при 

нагревании под давлением навеску воздушно-сухой пробы 0.2000 г 

помещали в ячейку-экстрактор в печи-термостата и подключали входной и 

выходной капилляры (рисунок 2). Далее экстрагент предварительно 
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продували азотом для удаления растворенного кислорода и с помощью 

насоса заполняли систему экстрагентом, после чего останавливали поток 

экстрагента и включали нагрев термостата. По достижении термостатом 

заданной температуры, выдерживали систему 10 минут при постоянной 

температуре и остановленном потоке экстрагента, после чего в систему 

подавали экстрагент со скоростью 1 мл/мин. Противодавление в системе 

создавалось колонкой с образцом растительного сырья и специальным 

ограничителем давления. Типичная величина давления в системе, по 

показаниям манометра насоса, составляла 80–150 атм. На выходе из системы 

собирали 25 мл экстракта, центрифугировали. 

 

Сверхкритическая флюидная экстракция БАВ из ЛРС. 

Экстрагирование сверхкритическим флюидом (CO2) при повышенном 

давлении выполняли в лаборатории ООО «Компания Караван», (Краснодар, 

Россия). Экстрагирование проводили сверхкритическим СО2 под давлением в 

62–68 атм. и температуре 25°С из 200 г лекарственного сырья. По истечении 

времени экстракции проводили сброс давления в системе. После 

улетучивания СО2, собирали экстракт. Перед ВЭЖХ анализом 150 мг СКФ 

экстракта растворяли в 1 мл ацетонитрила или метанола, обрабатывали 

ультразвуком, центрифугировали и фильтровали через полипропиленовый 

фильтр Whatman, диаметр пор ~ 0.2 мкм. Из шрота после СФЭ извлекали 

БАВ, проводя экстрагирование 70%-ным метанолом c УЗ-воздействием, как 

было описано выше. 

 

Твердофазная экстракция БАВ из извлечений ЛРС. В качестве 

концентрирующих материалов использовали патроны Диапак С18 

(«Биохиммак», Россия), заполненные сорбентом на основе октадецилсилана 

(размер частиц 40–63 мкм, диаметр пор 60 Å). Подготовку патрона 

осуществляли путем его последовательного промывания ацетонитрилом и 

дистиллированной водой. 
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Для получения динамических кривых водный раствор 

соответствующего фенольного соединения пропускали через патрон с 

заданной скоростью, для чего использовали насос LC20AD от хроматографа 

«LC 20 Prominence» (Shimadzu, Япония). Концентрацию аналита в каждой 

порции элюата контролировали методом ВЭЖХ-ДМД. 

Для оптимизации условий извлечения определяемых компонентов 

концентрирующими патронами изучали десорбцию фенольных веществ при 

минимальном объеме элюента. Для этого предварительно через патрон 

пропускали по 1 мл водных или ацетонитрильных растворов галловой и 

кофейной кислот с концентрацией 100 мкг/мл и рутина с концентрацией 

50 мкг/мл с заданным значением рН, которое варьировали в пределах от 2.0 

до 4.0 с шагом 0.5. Вещества элюировали с сорбента ацетонитрилом с 

заданной скоростью. Содержание определяемого компонента 

контролировали в каждой фракции десорбата методом ВЭЖХ-ДМД. 

 

Экстракция водой БАВ из ЛРС по фармакопейной статье [10]. 

Для приготовления водных экстрактов навеску ЛРС массой 2.0000 г 

помещали в коническую колбу (500 мл) с обратным холодильником, 

заливали горячей дистиллированной водой, нагревали на кипящей водяной 

бане в течение 30 мин. После охлаждения до комнатной температуры раствор 

фильтровали через вату в мерную колбу на 250 мл, сырье промывали водой 

несколько раз, доводили водой до метки. 

 

Статическая экстракция БАВ из препарата "Деприм" этиловым 

спиртом [11]. Таблетку препарата "Деприм" измельчали и растворяли в 

метаноле или этаноле с использованием ультразвуковой ванны в течение 

30 мин. 
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Построение кинетических кривых экстракции БАВ из ЛРС. 

Для контроля экстракционного процесса в каждом варианте экстракции Iа-IIб 

отбирали аликвоты экстракта объемом 0.5 мл через равные промежутки 

времени. В случае динамического экстрагирования сырья под давлением 

получали фракции с 1 по 6 мл с интервалом 1 мл и с 6 по 30 мл с интервалом 

2 мл. Для микроволнового экстрагирования получали экстракты при 

продолжительности МВИ 5-30 мин с шагом 5 мин. 

Во всех вариантах экстракции БАВ из ЛРС полученные извлечения 

фильтровали через мембранный фильтр с диаметром пор 0.45 или 0.20 мкм. 

При оптимизации условий извлечения БАВ из ЛРС варьировали массу 

сырья, состав экстрагента, соотношение массы сырья к объему экстрагента, 

а также продолжительность экстракции. 

 

2.2 Оптимизация условий экстракции БАВ из ЛРС 

 

Экстракция растворителем – наиболее распространённый способ 

приготовления извелечений лекарственного растительного сырья [49,128]. 

Полярные и слабополярные компоненты растительной матрицы, такие как 

фенольные кислоты и гликозиды флавоноидов, экстрагируются водой, 

спиртом или водно-спиртовой смесью [38, 133]. Известно, что выход БАВ в 

результате экстракционного процесса зависит от физико-химических 

параметров растворителя, времени и температуры экстракции, соотношения 

объема растворителя к массе образца и других параметров [35]. 

 

Экстракция БАВ из ЛРС при нагревании в статическом режиме. 

При постановке задачи анализа лекарственных растений для дальнейшей 

разработки фармацевтических вариантов их использования, а также 

установления их качества необходимо перевести БАВ фенольного ряда в 

удобную для этих целей форму, т.е. провести процедуру экстракции БАВ из 

растительной матрицы. В этом случае чаще всего используют методики, 
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прописанные в Фармакопейных статьях, где основу извлечения составляет 

экстракция на водяной бане при нагревании, когда речь идет о фенольных 

компонентах, например, флавоноидах [10]. Причем, в травах семейства 

Яснотковые зачастую устанавливают нормы по содержанию эфирного масла, 

а содержание фенольных кислот и флавоноидов нормируется крайне редко 

[11]. В траве зверобоя определяют содержание суммы флавоноидов по 

Фармакопее РФ [10], а Европейская фармакопея устанавливает пределы по 

содержанию суммы гиперицинов в этом сырье [11]. В своих исследованиях 

мы брали за образец процедуру экстракции, прописанную в Фармакопее РФ 

и использующуюся при количественном определении суммы флавоноидов в 

пересчете на рутин в сырье зверобоя продырявленного. Что же касается трав 

семейства Яснотковые, то для шалфея, душицы и чабреца рекомендации по 

экстракции также брались из того же нормативного документа, а для 

мелиссы процедура по экстрагированию была аналогична таковой для 

шалфея, так как фармстатья для этого вида растения не прописана в 

Фармакопее РФ. Определенные трудности при поиске методики, которая 

действовала бы в рамках рассмотрения трав одного Семейства, а также 

отсутствие фармстатей для некоторых трав приводит к необходимости 

разработки единого и унифицированного подхода к экстракции БАВ 

фенольного ряда из ЛРС. 

 

2.2.1 Экстракция при механическом перемешивании БАВ из ЛРС в 

статическом режиме 

 

Как известно, перемешивание растительного образца в процессе 

экстрагирования зачастую приводит к более полному извлечению 

компонентов сырья. 

Для подбора условий экстракции мы использовали траву зверобоя 

торгового наименования "Фитофарм" (г. Анапа). Условия статической 

экстракции при механическом перемешивании оптимизировали, используя в 
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качестве экстрагента смеси метанол-вода. Варьировали объем экстрагента 

(10, 25 и 50 мл), соотношение масса ЛРС (г) / объем экстрагента (мл) 

(1:5, 1:10, 1:20, 1:50) и время извлечения. В экстрактах с помощью ВЭЖХ-

ДМД определяли протокатеховую кислоту, 5-О-кофеилхинную кислоту, 

(-)-эпикатехин, рутин и кверцетин. Основным компонентом экстрактов до 

75% был рутин.  

Установлено, что соотношение массы сухого ЛРС/объем экстрагента 

равное 1:5 приводит к уменьшению извлечения целевых компонентов из 

растительного сырья. В данном случае малый объем растворителя 

оказывается сорбированным мелко измельченной массой ЛРС, что не 

способствует выходу целевых компонентов в экстракт. В дальнейшем 

использовали соотношения массы ЛРС/объем экстрагента 1:10, 1:20 или 1:50. 

Из рисунка 3 видно, что оптимальное время экстракции при механическом 

перемешивании – 45 мин. Наибольшее количество рутина извлекается при 

использовании 70%-ного метанола, аналогичный результат был получен и 

для остальных БАВ за исключением кверцетина, для которого наилучшим 

экстрагентом оказался 30%-й метанол (рисунок 4).  

 

 

1 – 30 мин; 2 – 45 мин 

Рисунок 3 – Содержание рутина (мг/г сухого сырья)  

при экстракции в статических условиях (n = 3)  
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1 – (-)-эпикатехин; 2 – 5-О-кофеилхинная кислота, 3 – кверцетин;  

4 – протокатеховая кислота; время экстрагирования 45 мин; n = 3 

 

Рисунок 4 – Содержание БАВ (мг/г сухого сырья)  

при экстракции в статических условиях 

 

Таким образом, для статической экстракции БАВ из зверобоя 

целесообразно использовать 70%-ый метанол в течение 45 минут. 

 

2.2.2 Ультразвуковая экстракция БАВ из ЛРС в статическом режиме 

 

Интенсификация процесса извлечения БАВ из лекарственных 

растений также возможна с использованием ультразвукового или 

микроволнового излучений [49]. 

Для подбора условий экстракции мы использовали траву зверобоя 

торгового наименования "Фитофарм" (г. Анапа). Условия извлечения при 

УЗ-обработке оптимизировали на основе результатов определения рутина, 

как основного компонента экстрактов зверобоя, его количество составило от 

57 до 81% от общей массы БАВ. На рисунке 5 представлена зависимость 

концентрации рутина от состава экстрагента и времени экстракции. При 
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увеличении времени извлечения от 15 до 45 минут не наблюдали 

существенного изменения концентрации рутина в экстрактах, аналогичные 

данные были получены и для других БАВ. Дальнейшие эксперименты 

проводили при продолжительности извлечения не более 30 мин. 

 

 

Время экстракции, мин: 1 – 15, 2 – 30, 3 – 45;  

объем экстрагента – 10 мл; n = 3 

 

Рисунок 5 – Влияние УЗ обработки на экстракцию рутина из зверобоя 

 

На рисунке 6 представлены зависимости содержания БАВ в 

экстрактах от доли метанола в экстрагенте. Аналогично результатам, 

полученным при проведении экстракции с перемешиванием, оптимальным 

оказалось содержание метанола в 70% об. – при этом достигалось 

наибольшее содержание БАВ в экстракте, за исключением кверцетина, для 

которого максимум извлечения достигался при 30% об. метанола. Замена 

метанола на этанол не приводила к существенному изменению количества 

извлекаемых из зверобоя БАВ. 
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1 – (-)-эпикатехин; 2 – 5-О-кофеилхинная кислота, 3 – кверцетин;  

4 – протокатеховая кислота, время экстрагирования 15 мин, n = 3 

 

Рисунок 6 – Содержание БАВ при экстракции из зверобоя  

в статических условиях с УЗ обработкой 

 

Таким образом, при извлечении БАВ из растительного сырья в 

статических условиях с УЗ обработкой, целесообразно использовать 

70%-ный метанол (этанол), оптимальная продолжительность экстракции 

составляла не более 30 мин при комнатной температуре. 

 

2.2.3 Микроволновая экстракция БАВ из ЛРС в статическом режиме 

 

В последнее время все больше внимания уделяется микроволновому 

способу экстракции, как быстрому варианту извлечения аналитов из твердого 

образца, к тому же эффективность которого сравнима с традиционными 

способами [150]. 

Существуют исследования, в которых показаны изменения структуры 

растительной ткани после микроволнового вскрытия образца наравне с 

другими способами экстракции. Микроволновое излучение приводит к 

деградации целлюлозы и уменьшению ее механической прочности и 
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обеспечивает лучшее проникновение растворителя в клеточные каналы 

растительных образцов. С помощью сканирующего электронного 

микроскопа установлено, что ультразвук, вызывающий эффект кавитации, 

недостаточно деструктивен по отношению к растительной матрице и 

действует лишь на поверхностный клеточный слой [151, 152]. 

В настоящем исследовании изучены условия микроволновой 

экстракции БАВ из сырья. На основе данных полученных для статической 

экстракции при механическом перемешивании и статической экстракции при 

обработке ультразвуком экстрагент с содержанием спирта в воде на уровне 

70% был выбран для дальнейшей оптимизации условий статической 

микроволновой экстракции по времени (рисунок 7). Для подбора условий 

микроволновой экстракции использовали траву зверобоя торгового 

наименования "Травы Кавказа" (г. Горячий Ключ). 

   

   
 

Мощность микроволнового излучения – 300 W,  

m = 0.5 г, V (70%-ный этанол) = 25 мл 

Рисунок 7 – Зависимость выхода БАВ от времени  

при микроволновой экстракции из зверобоя 
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Как видно из представленных на рисунке данных, выход 

большинства БАВ в диапазоне от 10 до 40 мин меняется незначительно. 

С увеличением времени воздействия микроволновых волн, выход 

гиперфорина повышается, но одновременно растет концентрация его 

производного фурогиперфорина в экстракте, что свидетельствует 

о процессах трансформации первого. 

Для кверцетина более приемлемым оказалось увеличение 

продолжительности извлечения до 30–40 мин. Исходя из полученных кривых 

зависимостей выхода компонентов от времени, в дальнейшем статическую 

микроволновую экстракцию компонентов ЛРС проводили в течение 30 мин. 

Введение в экстракционную систему соляной кислоты на уровне 0.1% 

в 70%-ном этиловом спирте для снижения pH и перевода соединений в 

недиссоциированную форму не влияет на экстракционную активность 

большинства соединений, а для таких веществ, как кверцетин, 

псевдогиперицин и гиперицин происходит снижение эффективности их 

экстракции из сырья зверобоя. 

Для шалфея лекарственного как основного представителя семейства 

Яснотковых ("Травы Кавказа", г. Горячий Ключ) также проводили изучение 

выхода БАВ от времени МВЭ. Установлено, что для большинства 

компонентов, увеличение времени микроволнового воздействия не приводит 

к значительному повышению их концентрации в экстрактах. Только для 

лютеолин-7-O-бета-D-глюкозида при переходе от 5 мин МВЭ к 30 мин 

наблюдалось повышение концентрации до 50%, а для кофейной кислоты и 

апигенина-7-глюкозида до 17%. 

В дальнейших экспериментах при проведении МВЭ БАВ из ЛРС 

использовали продолжительность извлечения в 30 мин. 
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2.2.4 Экстракция при повышенных температуре и давлении БАВ из ЛРС в 

динамическом режиме 

 

Режим экстракции БАВ из растительных материалов при повышенных 

температуре и давлении становится все более популярным [64–67].  

Субкритическая экстракция – эффективный метод извлечения 

активных компонентов из ЛРС. При этом растворитель можно нагреть выше 

его температуры кипения, что позволяет ускорить процесс экстрагирования 

сырья. С другой стороны, повышенное давление может приводить к 

механическому разрушению клеточных стенок растительного материала и 

позволяет растворителю проникать в мелкие поры, что повышает 

эффективность экстрагирования сырья [111]. Однако извлечение при 

повышенной температуре может приводить к деградации термически 

нестабильных БАВ, в том числе за счет реакции с растворенным кислородом 

воздуха – по этой причине, температура процесса является не менее важным 

параметром эксперимента, чем состав экстрагента.  

В настоящей работе исследовали извлечение БАВ из травы зверобоя 

("Травы Кавказа", г. Горячий Ключ) в динамических условиях в диапазоне 

температур 30–150°C (рисунок 2), в качестве экстрагентов использовали 

воду, этанол и 70%-ный раствор этанола в воде. Зависимость концентрации 

извлекаемых БАВ в экстрактах представлена на рисунке 8. Из рисунка 8 

видно, что экстрагирование большинства БАВ увеличивается с ростом 

температуры до 120°C, а далее снижается. Снижение концентрации БАВ в 

экстрактах при 150°C скорее всего связано с их разложением под действием 

растворенного кислорода воздуха [58]. Исключение составляют эпикатехин 

(рисунок 8, л) и протокатеховая кислота (рисунок 8, и); для этих веществ 

вероятно дальнейшее увеличение концентрации в экстрактах с ростом 

температуры, однако при температурах выше 150°C исследований не 

проводили – в связи со снижением концентрации остальных БАВ в 

экстрактах. 
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а – адгиперфорин, б – I3, II8-биапигенин, в – гиперозид, г – гиперфорин,  

д – изокверцитрин, е – кверцетин, ж – кверцитрин, з – 5-О-кофеилхинная кислота,  

и – протокатеховая кислота, к – рутин, л – (-)-эпикатехин. Экстрагент: 1 – 70%-ный 

этанол (серые столбцы), 2 – этанол (белые столбцы), 3 – вода (черные столбцы) 

 

Рисунок 8 – Экстракция БАВ из зверобоя в динамических условиях  

при повышенных температуре и давлении (n = 3)  

 

Наиболее эффективным экстрагентом при температуре 120°C 

оказался 70%-ный этанол; для флавоноидов – гиперозида (рисунок 8, в), 

изокверцитрина (рисунок 8, д), кверцитрина (рисунок 8, ж) и рутина 

(рисунок 8, к), а также для кофеилхинной кислоты (рисунок 8, з), 

сопоставимая концентрация в экстрактах также может быть достигнута при 

использовали этанола или даже воды без добавок органических 

растворителей. Для кверцетина (рисунок 8, е) и биапигенина (рисунок 8, б), 

а также для флороглюцинолов – гиперфорина (рисунок 8, г) и адгиперфорина 

(рисунок 8, а), эффективное извлечение водой невозможно даже при 

повышенных температуре и давлении. Вода при повышенной температуре 

оказалась наиболее эффективным экстрагентом только для протокатеховой 
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кислоты (рисунок 8, и) – в 2–3 раза лучше 70%-ного этанола. Таким образом, 

динамическое экстрагирование сырья при повышенных давлении и 

температуре предпочтительно осуществлять 70%-ным этанолом при 

температуре 120°C для извлечения основных БАВ фенольного ряда. 

Для образцов трав семейства Яснотковых также были подобраны 

оптимальные условия субкритического извлечения БАВ из сырья. 

На примере травы шалфея лекарственного установлено, что для экстракции 

БАВ фенольного ряда, а именного апигенина-7-глюкуронида, лютеолина-7-

O-бета-D-глюкуронида, лютеолин-7-O-бета-D-глюкозид, карнозоловой 

кислоты, карнозола и розмариновой кислоты наблюдается максимум 

извлечения также при 120°C. Исключение составили кофейная кислота и 

лютеолин, для этих веществ наблюдается дальнейшее увеличение 

концентрации в экстрактах с ростом температуры, однако при температурах 

выше 180 °C исследований не проводили в связи со снижением 

концентрации остальных БАВ в экстрактах (рисунок 9). 

 

 

Рисунок 9 – Зависимость выхода кофейной кислоты и лютеолина  

от температуры субкритической экстракции из травы шалфея 
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2.2.5 Сравнение эффективности различных способов извлечения БАВ из ЛРС 

 

Сравнение эффективности различных способов извлечения БАВ из 

трав семейства Зверобойные. Оптимизация условий экстракции БАВ из 

лекарственного сырья, описанных в литературе, весьма проблематична ввиду 

использования различных параметров экстракции: температура, давление, 

состав экстрагента, соотношение масса сырья/объем экстрагента и т.д. [139, 

153, 154]. Для получения корректных и сопоставимых результатов процедур 

экстракции БАВ в данных экспериментальных исследованиях мы 

использовали одинаковый состав экстрагента и соблюдали одинаковое 

соотношение массы сырья к объему экстрагента (таблица 9). Отличными 

являются условия по способу Iа, прописанному в Фармакопейной статье [10], 

в остальных случаях состав экстрагента и соотношение массы сырья к 

объему экстрагента был одинаков, менялись только дополнительные 

факторы воздействия на процесс экстракции (ультразвуковое и 

микроволновое воздействия и экстракция в динамических условиях под 

давлением). Способ Iб являлся переходным между фармакопейным 

вариантом извлечения и способами (IIа-IV). 
 

Таблица 9 – Параметры различных способов извлечения БАВ 

Параметр 
Способ извлечения БАВ из зверобоя 

Iа Iб IIа IIб III IV 

Масса образца 

зверобоя, г 
1.0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.2 

Объем экстрагента, мл 100 25 25 25 25 10 

Соотношение масса 

образца/объем 

экстрагента 

1/100 1/50 1/50 1/50 1/50 1/50 

Состав экстрагента 
50% 

этанол 

70% 

этанол 

70% 

этанол 

70% 

этанол 

70% 

этанол 

70% 

этанол 

Время 

экстрагирования, мин 
90 90 30 30 30 20 

Температура 

экстрагирования, °C 

Tкип 

экстрагента 

Tкип 

экстрагента 
25 25 75 120 
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В динамическом варианте (способ IV) температура извлечения 

(120°С) выбрана на основе полученных нами ранее экспериментальных 

данных. Все эксперименты проводили с использование травы зверобоя 

торгового наименования "Травы Кавказа" (г. Горячий Ключ). Для каждого 

варианта извлечения пробы сырья готовили в 5 параллелях и анализировали 

в хроматографических "системах 1 и 2", осуществляемых с помощью ВЭЖХ-

ДМД-МС. Результаты измерений приведены в таблице 10. 

При переходе от способа Iа к Iб наблюдается уменьшение выхода 

аналитов за счет уменьшения объема экстрагента в 4 раза и изменения 

соотношения массы образца к объему экстрагента от 1/100 до 1/50. 

Для большинства компонентов зверобоя наблюдалось уменьшение их выхода 

при экстракции, например, для адгиперфорина и (-)-эпикатехина на 23 и 25% 

соответственно. 

Экстракция БАВ при комнатной температуре способами IIа и IIб с 

использованием ультразвукового воздействия не дает повышения выхода 

компонентов. Эти способы являются менее эффективными по сравнению с 

вариантом Iа, прописанным в Фармакопее, который проводится при 

нагревании. Более значимым параметром, увеличивающим эффективность 

извлечения большинства БАВ из зверобоя, является повышение температуры 

при статическом микроволновом извлечении БАВ (способ III). 

При сравнении со способами Iа и IV данный вариант извлечения не 

повышает выход веществ групп флавоноидов и фенолкарбоновых кислот. 

Для флороглюцинолов и нафтодиантронов эффективность микроволновой 

экстракции также сопоставима с таковой для способов Iа и IV. Увеличение 

содержания фурогиперфорина по сравнению с фармакопейным и 

субкритическим способами извлечения может свидетельствовать о 

трансформации гиперфорина в процессе микроволнового воздействия. 
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Таблица 10 – Содержание БАВ в зверобое продырявленном (Hypericum perforatum L.)  

при различных вариантах их извлечения 

Соединение 

Способ извлечения БАВ из зверобоя 

Iа Iб IIа IIб III IV 

Содержание БАВ, мг/г СС* (n=5, p=0,95) 

Фурогиперфорин 0.64±0.05 0.58±0.07 0.48±0.03 0.43±0.04 0.95±0.20 0.71±0.10 

Гиперфорин 12±1 11±3 8±2 9±1 11±1 13±1 

Адгиперфорин 1.9±0.8 1.5±0.3 1.3±0.3 1.5±0.1 1.50±0.03 1.97±0.04 

Псевдогиперицин 0.51±0.02 0.42±0.08 0.26±0.02 0.24±0.04 0.45±0.05 0.50±0.03 

Гиперицин 0.24±0.03 0.23±0.05 0.10±0.01 0.09±0.02 0.25±0.03 0.25±0.03 

Протокатеховая 

кислота 
0.22±0.02 0.17±0.03 0.133±0.008 0.130±0.005 0.21±0.02 0.208±0.004 

5-О-кофеилхинная 

кислота 
2.3±0.1 1.9±0.3 1.63±0.08 1.6±0.2 2.0±0.1 2.2±0.2 

3-О-кофеилхинная 

кислота 
1.15±0.07 1.0±0.2 0.85±0.03 0.8±0.1 0.97±0.06 1.1±0.1 

(-)-Эпикатехин 0.71±0.07 0.53±0.06 0.50±0.06 0.50±0.08 0.7±0.1 0.88±0.08 

Рутин 14±1 12±1 9.9±0.3 10±1 13±1 14±1 
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Продолжение таблицы 10 

Соединение 

Способ извлечения БАВ из зверобоя 

Iа Iб IIа IIб III IV 

Содержание БАВ, мг/г СС* (n = 5, p = 0,95) 

Гиперозид 7.3±0.4 6.2±0.6 5.4±0.1 5.4±0.6 6.8±0.4 7.3±0.5 

Изокверцитрин 2.6±0.1 2.1±0.2 1.9±0.1 1.9±0.2 2.38±0.04 2.6±0.1 

Кверцитрин 1.48±0.08 1.4±0.1 1.15±0.04 1.1±0.2 1.4±0.2 1.4±0.1 

Кверцетин 2.9±0.2 2.3±0.4 1.2±0.2 1.1±0.1 2.8±0.3 3.3±0.3 

I3,II8-биапигенин 0.095±0.002 0.09±0.03 0.089±0.009 0.085±0.003 0.09±0.02 0.10±0.03 

*масса представлена в пересчёте на сухое сырье (СС) [10]  
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Динамическое извлечение БАВ под давлением (способ IV) было 

сопоставимо с фармакопейным вариантом Iа по эффективности экстракции, 

но для таких компонентов как гиперфорин, (-)-эпикатехин и кверцетин 

одновременное воздействие температуры и давления позволило увеличить их 

выход. Стоит отметить, что для извлечения БАВ из сырья зверобоя в 

варианте IV требуется не более 20 мин, из которых 10 мин уходят на 

достижение заданной температуры и 10 мин на получение экстракта, что 

значительно сокращает время пробоподготовки. При увеличении 

продолжительности последней стадии до 35 мин выход активных 

компонентов возрастает не более чем на 5%, исключением является только 

протокатеховая кислота, для которой эта величина находится на уровне 20%. 

Таким образом, воздействие температуры, МВИ, а также сочетания 

температуры и давления позволяют достичь наибольших выходов при 

извлечении БАВ из зверобоя (таблица 10). Из всех описанных способов 

следует отметить преимущества их экстракции в динамических условиях под 

давлением, который предполагает уменьшение навески сырья в 5, расхода 

растворителя в 10, а также сокращения времени извлечения в 4.5 раза по 

сравнению с Фармакопейным вариантом экстракции. 

 

Сравнение эффективности различных способов извлечения БАВ из 

трав семейства Яснотковые. Для оценки содержания БАВ фенольного ряда 

в лекарственных растениях в условиях их экстракционного извлечения 

проводился анализ ЛРС на примере шалфея различными способами: 

фармакопейный способ, ультразвуковое извлечение, микроволновая и 

субкритическая экстракции при фиксированных значениях соотношения 

массы сырья и объема экстрагента (1:50) и постоянном составе экстрагента 

(70%-ный этиловый спирт (v/v)) согласно условиям, приведенным в 

таблице 9. Полученные экстракты анализировали в системе ВЭЖХ-ДМД-МС 

(таблица 11). 
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Таблица 11 – Результаты определения БАВ в шалфее лекарственном (Salvia 

оfficinalis L.) в условиях различных способов их извлечения, мг/г (n = 5, P = 0.95) 

Соединение 
I II III IV 

мг/г CC* Sr** мг/г CC Sr мг/г CC Sr мг/г CC Sr 

Кофейная 

кислота 
0.41±0.02 0.020 0.27±0.02 0.047 0.49±0.03 0.023 0.52±0.05 0.042 

Лютеолин 7-

O-глюкозид 
0.43±0.03 0.032 0.40±0.04 0.080 0.75±0.07 0.035 0.55±0.05 0.037 

Лютеолин-7-

O-бета-D-

глюкуронид 

5.86±0.12 0.008 3.36±0.29 0.070 5.78±0.18 0.013 6.00±0.39 0.026 

Розмарино-

вая кислота 
6.18±0.14 0.009 5.10±0.30 0.047 5.87±0.52 0.036 6.51±0.10 0.006 

Карнозоло-

вая кислота 
3.35±1.24 0.149 3.66±0.56 0.122 3.41±0.70 0.082 4.39±1.63 0.041 

*масса представлена в пересчете на сухое сырье (СС) [10] 

**относительное стандартное отклонение рассчитано согласно [155] 

 

Сравнительно большие значения относительного стандартного 

отклонения (Sr) карнозоловой кислоты можно объяснить неустойчивостью 

данного вещества при воздействии различных физических факторов (свет, 

кислород воздуха и т.д.) [9, 74, 76]. 

Способ ультразвуковой экстракции БАВ из шалфея показал меньшую 

эффективность в сравнении со способами I, III, IV, что сопоставимо 

с данными, полученными для образцов зверобоя (таблица 10). 

 

2.2.6 Кинетические характеристики различных способов извлечения БАВ из 

ЛРС 

 

Получение кинетических кривых извлечения БАВ из зверобоя 

(Hypericum perforatum L.) и шалфея (Salvia officinalis L.).С учетом множества 

факторов, влияющих на процесс извлечения БАВ из ЛРС (температура, 

давление, интенсификация экстракции ультразвуком или микроволновым 

излучением, а также режим экстрагирования – однократный, многократный 

или непрерывный) можно предположить, что в каждом случае протекание 

процесса экстракции во времени будет проходить с учетом влияющих на 
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него параметров. Поэтому нами были исследованы несколько вариантов 

экстракции БАВ из лекарственного растительного сырья (Ia, IIa, IV), на 

основе которых получены зависимости извлечения активных компонентов от 

времени экстракции (рисунки 10–13). Контроль выхода аналитов 

осуществляли хроматографически, анализируя полученные экстракты. 

С целью получить корректные результаты по кинетике экстракции активных 

компонентов из зверобоя и шалфея, длительность их извлечения была 

увеличена до момента выхода кривой "на плато". 

В случае извлечения БАВ из ЛРС в статическом режиме при 

нагревании (способ Ia) установлено, что для одних веществ наблюдается рост 

их концентрации в получаемых экстрактах с увеличением 

продолжительности температурного воздействия, а для других это не 

приводит к существенному увеличению выхода. Увеличение длительности 

нагрева более 45 мин приводит не более чем к 20%-ному повышению 

концентрации компонента в полученных экстрактах зверобоя и шалфея, за 

исключением, например, кофейной кислоты, для которой возможно 

повышение выхода в среднем на 35% при трехкратном увеличении времени 

извлечения. По фармакопейной методике экстракции БАВ из зверобоя 

проводится смена растворителя через каждые 30 мин (3 стадии), что 

приводит к выраженному ступенчатому характеру накопления БАВ в 

экстракте (рисунок 10). 

Способ II отличает наличие ультразвукового излучения в качестве 

интенсифицирующего фактора процессов проникновения растворителя в 

поры сырья, растворения активных компонентов и диффузии активных 

веществ к поверхности раздела фаз «сырье-экстрагент» и далее в объем 

экстракта. 
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НХК – неохлорогеновая кислота; ИКВ – изокверцитрин;  

КВН – кверцитрин; ЭК – (-)-эпикатехин 

 

Рисунок 10 – Кривые извлечения БАВ из зверобоя (способ Iа)  

 

 
 

ЛГЛ – лютеолин-7-О-глюкозид; КофК – кофейная кислота 

 

Рисунок 11 – Кривые извлечения БАВ из шалфея (способ Iа) 

 

Полученные кривые извлечения БАВ из ЛРС при постоянном 

воздействии ультразвуковых волн (рисунки 12 и 13), показывают 

постепенный рост концентрации активных веществ в экстракте во времени 

как для компонентов зверобоя продырявленного, так и шалфея 

лекарственного. 
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НХК – неохлорогеновая кислота; ИКВ – изокверцитрин;  

КВ – кверцетин; КВН – кверцитрин; ХК – хлорогеновая кислота 

 

Рисунок 12 – Кривые извлечения БАВ из зверобоя (способ IIа) 

 

 
 

ЛГЛ – лютеолин-7-О-глюкозид; КофК – кофейная кислота 

 

Рисунок 13 – Кривые извлечения БАВ из шалфея (способ IIа)  

 

Проведение микроволновой экстракции (III) БАВ из ЛРС в статических 

условиях осуществляли на протяжении 30 мин с шагом 5 мин. Выяснилось, 

что при воздействии микроволновых волн выход БАВ не меняется 

значительно во времени и находится в пределах доверительного интервала 

концентрации каждого соединения в экстракте. Стоит отметить, что 

конструкция устройства в данном случае не дает возможности 

непосредственного отбора аликвот экстракта на протяжении всего времени 
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экстрагирования сырья, а позволяет лишь проводить процесс извлечения 

фиксированной длительности. Поэтому результаты данного эксперимента не 

использовались для расчета констант скорости процесса экстрагирования 

ЛРС.  

Динамический режим субкритической экстракции БАВ из зверобоя 

продырявленного и шалфея лекарственного при одновременном воздействии 

повышенной температуры и давления позволил получить кривые извлечения 

исследуемых аналитов с большей частотой отбора аликвот экстракта. 

На экстракцию БАВ в данном случае влияли и давление в ячейке 

экстрактора, и постоянно поддерживаемая повышенная температура, и 

поступление свежих порций растворителя. Кривые извлечения веществ из 

растительных образцов при динамической экстракции имеют вид, 

представленный на рисунках 14 и 15. 

 

 

НХК – неохлорогеновая кислота; ИКВ – изокверцитрин;  

КВ – кверцетин; КВН – кверцитрин; ХК – хлорогеновая кислота 

 

Рисунок 14 – Кривые извлечения БАВ из зверобоя (способ IV) 
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ЛГРД – лютеолин-7-О-глюкозид; КК – карнозоловая кислота;  

РК – розмариновая кислота 

 

Рисунок 15 – Кривые извлечения БАВ из шалфея (способ IV) 

 

Установлено, что максимум экстракции БАВ из зверобоя наблюдается 

на 3-й минуте процесса извлечения для большинства соединений, затем 

происходит снижение их выхода. При этом после 30 мин извлечения, 

концентрации всех аналитов в экстракте находятся ниже пределов их 

определения. Максимальное количество БАВ в экстракте шалфея 

лекарственного наблюдается на 2 минуте динамического извлечения, 

а основное количество компонентов извлекается в первые 10 минут процесса. 

Дальнейшее увеличение времени экстракции не приводит к значительному 

увеличению концентрации БАВ в полученных экстрактах. 

Оценка кинетических характеристик процесса экстракции БАВ из 

зверобоя (Hypericum perforatum L.) и шалфея (Salvia officinalis L.). Процесс 

извлечения БАВ из растительной матрицы можно описать с помощью 

математического аппарата, причем увеличение сложности математической 

модели повышает точность описания процесса извлечения БАВ из ЛРС, но 

для этих целей необходим более объемный эксперимент [156]. Зачастую 

можно ограничиться наиболее простым и широко применяемым для 

описания как экстрагирования, так и сорбции, уравнением кинетики 
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псевдопервого порядка [157]. Для обработки полученных 

экспериментальных данных мы использовали уравнение гомогенной реакции 

первого порядка, которое имеет вид: A→B, где А – аналит, содержащийся в 

твердой фазе, B – аналит, содержащийся в экстракте. При этом считали, что 

скорость сорбции извлеченного аналита твердой фазой в наших условиях 

пренебрежимо мала. В этом случае зависимость концентрации А от времени t 

имеет вид A = A0exp(-kt), где A0 – исходная концентрация аналита в образце 

и k – константа скорости. Тогда можно предположить, что концентрация 

B = A0-A = A0(1-exp(-kt)). В этом случае также необходимо было учесть тот 

факт, что исходная концентрация аналита в образце априори не может быть 

установлена. Поэтому, основываясь на полученном уравнении, обработку 

кинетических кривых проводили, оптимизируя параметры A0 и k для 

наилучшего описания кривой, т.е. для минимизации суммы квадратов 

разностей между экспериментальными и теоретическими значениями 

концентраций. В результате обработки данных были рассчитаны константы 

скорости экстракции БАВ из травы зверобоя и шалфея в различных условиях 

их извлечения (таблица 12). Константы скорости экстракции активных 

компонентов из трав семейств Зверобойные и Яснотковые были получены 

для следующих вариантов извлечения: Iа – статический способ экстракции 

растворителем при нагревании; IIа – статическая ультразвуковая экстракция; 

IV – динамический способ при нагревании под давлением, а также при 

добавлении аскорбиновой кислоты (АК) на уровне 5% для стабилизации 

склонных к деградации компонентов (гиперфорин, адгиперфорин, 

карнозоловая кислота и др.. 

Полученные значения констант варьировались от 0.02 до 0.67 для 

фенольных соединений в различных условиях их извлечения из 

лекарственных трав семейств Зверобойные и Яснотковые. 
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Таблица 12 – Константы скорости экстракции БАВ из лекарственного 

растительного сырья для различных способов извлечения (Sr≤0,15) 

Способ 

экстракции IV Iа 

Iа 

с добавлением 

АК 5% 

IIа 

IIа 

с добавлением 

АК 5% Соединение 

Зверобой продырявленный (Hypericum perforatum L.) 

Производные коричной кислоты 

3-О-КХК 0.26 0.08 0.09 0.05 0.04 

5-О-КХК 0.26 0.08 0.08 0.06 0.04 

Флавоноиды 

КВ 0.23 0.05 0.05 0.05 0.06 

ЭК 0.25 0.06 0.04 0.06 0.06 

Гликозиды флавоноидов 

ГЗД 0.25 0.08 0.08 0.05 0.04 

ИКВ 0.25 0.08 0.08 0.05 0.04 

КВН 0.26 0.08 0.09 0.06 0.05 

РТ 0.25 0.08 0.08 0.04 0.03 

Флороглюцинолы 

АГФ 0.23 0.04 0.02 0.11 0.09 

ГФ 0.31 0.04 0.02 0.09 0.09 

Нафтодиантроны 

ГП 0.24 0.05 0.03 0.04 0.05 

ПГП 0.36 0.05 0.01 0.04 0.05 

Бифлавоноиды 

БиАП 0.60 0.08 0.08 0.22 0.22 

Фенолкарбоновые кислоты 

ПК 0.24 0.05 0.08 0.07 0.07 

Шалфей лекарственный (Salvia officinalis L.) 

Производные коричной кислоты 

КофК 0.33 0.04 0.05 0.06 0.06 

РК 0.51 0.11 0.10 0.05 0.04 

Гликозиды флавоноидов 

ЛГЛ 0.46 0.06 0.14 0.03 0.03 

Дигликозиды флавоноидов 

ЛГРД 0.43 0.09 0.06 0.02 0.02 

Дитерпены 

КК 0.67 –* 0.13 –* 0.20 
*отсутствует возможность обсчета k из полученных данных ввиду 

деструкции компонента 
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Обозначения к таблице: 3-О-КХК – 3-О-кофеилхинная кислота; 5-О-КХК – 

5-О-кофеилхинная кислота; КВ – кверцетин; ЭК – (-)-эпикатехин; ГЗД – гиперозид; 

ИКВ – изокверцитрин; КВН – кверцитрин; РТ – рутин; АГФ – адгиперфорин;      

ГФ – гиперфорин; ГП- гиперицин; ПГП – псевдогиперицин; БиАП – I3,II8-

биапигенин; ПК – протокатеховая кислота; КофК – кофейная кислота;                   

РК – розмариновая кислота; ЛГЛ – лютеолин-7-О-глюкозид; ЛГРД – Лютеолин-7-

O-бета-D-глюкуронид; КК – карнозоловая кислота. 

 

Полученные данные значений констант скорости экстракции 

компонентов из растительных образцов косвенно позволяют решить 

следующие задачи: 

1. Подтвердить корректность выбранной математической модели в 

виде уравнения первого порядка применимо к полученным кинетическим 

кривым. 

2. Сравнить эффективность процессов извлечения фенольных 

компонентов из растительного сырья. 

3. Оценить устойчивость соединений при экстракции из ЛРС. 

Корректность выбранной модели оценивали близостью 

экспериментальных и теоретических кривых извлечения БАВ из ЛРС. 

Так, в некоторых случаях уравнение первого порядка некорректно 

использовать для описания экстракции фенольных компонентов и их 

производных из растительного сырья. Например, при ультразвуковой 

экстракции I3,II8-биапигенина из зверобоя продырявленного (таблица 12). 

Установлено, что вещества, относящиеся к одному классу фенольных 

соединений и присутствующие в одном ЛРС, дают близкие по значениям 

константы скорости их экстракции. Данная закономерность наблюдалась для 

эфиров хинной и кофейной кислот, флавоноидов и их гликозидов в зверобое 

продырявленном. Исключением являлись данные, полученные для 

представителей нафтодиантронов и флороглюцинолов в условиях 

субкритической экстракции. Производные коричной кислоты в шалфее 

лекарственном представлены кофейной кислотой и эфиром кофейной и 
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сальвианоловой А (3,4-дигидроксифенилмолочной) кислот, для которых 

наблюдались отличия не только в результатах для варианта экстракции IV, 

но и примерно в 2 раза для способа I. Отличающиеся данные в этом случае 

могут быть обусловлены не только физико-химическими свойствами 

экстрагируемых веществ, но и разницей их содержаний в сырье. 

Так количество розмариновой кислоты в несколько раз больше, чем 

кофейной в шалфее лекарственном в пересчете на исходную массу сырья. 

Для всех компонентов зверобоя и шалфея константы скоростей экстракции 

были максимальны при использовании субкритической экстракции (способ 

IV), что свидетельствует о ее относительно большей эффективности. Вариант 

статического извлечения при нагревании показал большую скорость 

перехода активных компонентов из фазы сырья в фазу экстракта по 

сравнению с ультразвуковой экстракцией. 

Особенности извлечения карнозоловой кислоты, а именно, 

трансформация в получаемом экстракте под действием света и кислорода 

воздуха, приводит к искажению значений констант скорости экстракции 

данного соединения, поэтому не удалось получить корректные результаты 

для способов I и II. Такой же эффект наблюдался и для гиперфорина и 

адгиперфорина. Поэтому продолжительность экстракции была увеличена и 

превысила 30 мин, благодаря чему эффект деструкции данных компонентов 

на начальной стадии экстракции нивелировался. Однако стоит сказать, что в 

промежутках между сменой растворителя каждые 30 мин, изменение 

концентрации гиперфорина и адгиперфорина не происходит значительно, что 

может свидетельствовать о двух одновременно проходящих процессах: 

деструкции компонента и его переходом из твердой фазы в жидкую. 

Введение аскорбиновой кислоты в качестве стабилизатора неустойчивых во 

времени компонентов привело к снижению констант скоростей их 

экстракции способом I из зверобоя, однако, количество извлекаемых 

флороглюцинолов практически не изменилось. В этом случае снижение 

констант скоростей экстракции при введении аскорбиновой кислоты 
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наблюдалось и для нафтодиантронов. Введение стабилизатора в 

экстракционную систему позволило получить константы скорости 

экстракции карнозоловой кислоты из ЛРС, что свидетельствует о 

целесообразности использования АК в процессе излечения дитерпенов из 

представителей семейства Яснотковых. 

 

2.3 Оценка эффективности сверхкритической флюидной экстракции БАВ из 

ЛРС 

 

Сверхкритическая флюидная экстракция (СФЭ) БАВ из растительного 

сырья интенсивно применяется в последние годы [64]. Данный вид 

извлечения БАВ позволяет уменьшить время экстракции до 30 мин, резко 

сократить или исключить использование токсичных растворителей, так как 

чаще всего используют диоксид углерода в качестве экстрагента. Отсутствие 

повышенных температур и воздействия атмосферного кислорода позволяют 

избежать деградации компонентов пробы, что является весьма важным 

аспектом данного вида пробоподготовки ЛРС [158]. Отличительной 

особенностью СО2-экстракта является отсутствие хлорофилла и других 

неполярных соединений, которые не растворяются в сверхкритическом 

диоксиде углерода [32]. 

В работах [42–45] отмечена возможность извлечения БАВ из трав 

семейств Зверобойные и Яснотковые с помощью сверхкритического флюида 

диоксида углерода. Однако, для шалфея, чабреца, душицы и мелиссы этот 

вариант экстракции используется исключительно для извлечения эфирных 

масел. В случае с травой зверобоя можно рассчитывать только на извлечение 

слабо полярных соединений, например, гиперфорина сверхкритическим 

флюидом. 
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Нами были проанализированы образцы СКФ-экстракта зверобоя 

(«Фитофарм», г. Анапа) и шрот, оставшийся после экстракции, 

предоставленные ООО «Компания Караван», (Краснодар, Россия) 

(таблица 13).  

 

Таблица 13 – Содержание активных компонентов  

в СКФ-СО2-экстракте и шроте зверобоя  

Название 

соединения 

Содержание веществ, мг/г СС 

СКФ-СО2-

экстракт 

Экстракт из 

шрота (УЗЭ) 

Экстракт, полученный 

из исходного образца 

зверобоя (УЗЭ) 

5-О-

Кофеилхинная 

кислота 

–* 0.6 ± 0.1 0.9 ± 0.2 

Рутин (5±1)×10
-4

 2.6 ± 0.5 3.0 ± 0.5 

Гиперозид – 2.4 ± 0.5 2.4 ± 0.5 

Изокверцитрин – 0.8 ± 0.3 0.8 ± 0.3 

Кверцитрин – 0.56 ± 0.07 0.51 ± 0.07 

Кверцетин (6±1)×10
-4

 0.30 ± 0.03 0.22 ± 0.02 

Гиперфорин (1.0±0.2)×10
-3

 0.15 ± 0.04 0.15 ± 0.04 

Адгиперфорин (9.0±1.4)×10
-4

 0.018 ± 0.005 0.016 ± 0.004 

*компонент не обнаружен 

 

Как видно из данных таблицы 13, в СO2-экстракт переходят лишь 

незначительные количества гиперфоринов, рутина и кверцетина. 

Дополнительным подтверждением правильности этих результатов могут 

служить данные об извлечении с помощью 70%-ного метанола БАВ из 

шрота, оставшегося после проведения СКФ экстрагирования: данные по 

содержанию большинства БАВ в экстрактах из шрота и из исходного образца 

близки между собой. Следовательно, использование диоксида углерода в 

сверхкритическом состоянии без добавок полярных органических 

растворителей не позволяет добиться эффективного извлечения большинства 

БАВ из зверобоя. 

Имеется работа [159], в которой авторы утверждают о 

неприемлемости сверхкритической экстракции для извлечения 
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высокополярных соединений даже с использованием модифицирующего 

агента (5% метанола). 

 

2.4 Выбор условий твердофазной экстракции БАВ из извлечений ЛРС 

 

В качестве способа концентрирования и выделения активных 

компонентов фенольного состава часто используют ТФЭ, особенно, в случае 

со сложной многокомпонентной матрицей растительного происхождения. 

Для оценки возможности концентрирования БАВ на сорбентах с 

октадецильной фазой необходимо было установить «объемы до проскока» на 

основе кривых сорбции и минимального объема для элюирования веществ с 

поверхности сорбента на основе кривых десорбции. Все эксперименты 

проводили на модельных водных растворах галловой, кофейной кислот и 

рутина, как основных представителях гидрокискарбоновых, коричных кислот 

и флавоноидов с использованием сорбента Диапак С18 (размер частиц 40–

60 мкм, 60 Å). В качестве растворителя данных БАВ фенольного ряда 

использовалась вода во избежание десорбции компонентов еще на стадии 

сорбции на патроне С18. 

На процесс сорбции компонентов в динамическом режиме влияют 

следующие параметры: рН среды, скорость подачи растворителя, уровень 

содержания определяемого компонента в образце. Для установления 

оптимальных условий процедуры ТФЭ нами варьировался каждый из 

указанных показателей в системе сорбент – целевой компонент при 

постоянстве значений других. 

Предварительно были получены динамические кривые сорбции на 

модельных водных растворах галловой и кофейной кислот с концентрацией 

100 мкг/мл и рутина с концентрацией 50 мкг/мл (рисунок 16), по которым 

установлены объемы «до проскока» на уровне 5% для галловой и кофейной 

кислот и рутина, которые составляют 0.25, 0.75 и 28.00 мл соответственно.  
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а 

 

б 

 

в 

а – галловой кислоты (С = 100 мкг/мл); b – кофейной кислоты  

с концентрацией  (С = 100 мкг/мл); c – рутина (С = 50 мкг/мл).  

Скорость подачи раствора 1 мл/мин, патрон Диапак С18, n = 2 

 

Рисунок 16 – Динамические кривые сорбции БАВ  
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Также были получены динамические кривые при различных 

концентрациях БАВ, сравнительный анализ которых показал, что 

сорбционная форма кривой при переходе к растворам с концентрацией 

веществ, соответствующей уровню их содержаний в реальных образцах, 

остается неизменной. 

Известно, что форма фенольных веществ (молекулярная или ионная) 

может существенно влиять на их поведение на октадецилсилане [160], 

поэтому изучалось влияние рН на степень извлечения фенольных 

компонентов. Согласно полученным данным (таблица 14), для извлечения 

галловой, кофейной кислот и рутина оптимальным значением является 

рН = 3.0, при котором наблюдаются максимальные степени извлечения: 

100 ± 6%, 106 ± 7%, 103 ± 7% для всех трех веществ соответственно. 

 

Таблица 14 – Степени извлечения БАВ при различных значениях рН  

(V=1 мл/мин; Сгалл. кисл. = 10 мкг/мл, Скоф. кисл. = 20 мкг/мл, Срутин = 25 мкг/мл) 

(n = 4, P = 0.95) 

R,% 

Аналит 

Значение рН 

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 

Галловая 

кислота 
87±7 84±8 100±6 80±7 63±8 

Кофейная 

кислота 
68±5 82±9 106±7 64±7 52±9 

Рутин 68±12 80±7 103±7 70±8 43±8 

 

Высокие значения степеней извлечения аналитов при низких рН 

свидетельствуют о подавлении диссоциации БАВ, что повышает их сродство 

к неполярному сорбенту. Однако при рН<2.5 наблюдается снижение 

количества извлекаемого аналита, что объясняется, по-видимому, малой 

химической стойкостью силикагеля при пониженных рН [161]. В области 

нейтральных и щелочных рН происходит диссоциация молекул фенольных 

соединений, что отрицательно сказывается на значениях степеней 

извлечения.  
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На основании анализа кривых десорбции БАВ с концентрирующего 

патрона (m = 2 г.), установили, что для извлечения каждого компонента 

требуется сравнительно малые количества элюента (ацетонитрила) – 3–4 мл, 

что является безусловным преимуществом применяемого подхода. 

В процессе ТФЭ компонентов ЛРС возможно их концентрирование. 

Анализ полученных динамических кривых сорбции фенольных соединений 

показал, что в этих условиях (V = 1 мл/мин; рН = 3; Сгалл. кисл. = 100 мкг/мл, 

Скоф. кисл.= 100 мкг/мл, Срутин = 50 мкг/мл) концентрируется только рутин 

(объем «до проскока» составляет 28 мл) (рисунок 16).  

Возможность повышения степени концентрирования других 

фенольных веществ на сорбенте С18 оценивалась путем варьирования 

скорости подачи модельных растворов с низкими концентрациями галловой 

кислоты (10 мкг/мл) и кофейной кислоты (20 мкг/мл) в пределах от 0.5 

до 2.0 мл/мин с шагом 0.5 через патрон (рисунки 17–18).  

 

 

1 – 0.5 мл/мин, 2 – 1 мл/мин, 3 – 1.5 мл/мин, 4 – 2 мл/мин 

 

Рисунок 17 – Динамические кривые сорбции галловой кислоты  

на патроне Диапак С18 при различных скоростях потока 
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Нижняя граница значения скорости подачи раствора ограничена 

аппаратными возможностями. Увеличение скорости подачи растворителя 

более 2.0 мл/мин приводит к уменьшению «объема до проскока». 

С увеличением скорости пропускания раствора этот эффект, 

по-видимому, нивелируется. Низкие значения объемов «до проскока» 

значительно затрудняют концентрирование гидрофильной галловой кислоты 

из водных растворов с применением сорбента С18, а концентрирование 

кофейной кислоты при пропускании раствора со скоростью 2.0 мл/мин 

возможно из объема не более 4.0 мл. 

 

 

1 – 0.5 мл/мин, 2 – 1 мл/мин, 3 – 1.5 мл/мин, 4 – 2 мл/мин 

 

Рисунок 18 – Динамические кривые сорбции кофейной кислоты  

на патроне Диапак С18 при различных скоростях потока  
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дуба черешчатого происходит потеря целевого аналита на стадии сорбции. 

Кофейная кислота в составе календулы аптечной не подвергается 

концентрированию в условиях анализа реального объекта из-за слабого 
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удерживания на сорбенте, а также влияния на сорбционную емкость 

многочисленных компонентов матрицы растительного образца. Рутин, 

который содержит гидрофобные А и Б кольца, связанные трехчленным 

углеродным фрагментом, характерным для данной группы веществ, 

эффективно концентрируется на октадецилсилане. Гидрофобность рутина 

обеспечивает наличие неспецифических взаимодействий с неполярной 

углеводородной фазой сорбента, в результате, структурные особенности 

позволяют молекуле рутина в большей степени удерживаться на поверхности 

силикагеля, что определяет возможность его концентрирования примерно в 

19 раз. Это видно из хроматограммы водного отвара листьев подорожника 

большого до и после концентрирования на патроне С18 (рисунок 19). 

 

 

до (---) и после (–) концентрирования на патроне Диапак С18 

 

Рисунок 19 – Хроматограммы водного отвара листьев  

подорожника большого  

 

Изучалась возможность концентрирования (-)-эпикатехина из 

водного отвара травы зверобоя продырявленного (рисунок 20). 

Концентрирование низких содержаний (-)-эпикатехина примерно в 12 раз 

обеспечивается его сравнительно высоким сродством к поверхности 

модифицированного силикагеля и возможностью образования 

внутримолекулярных водородных связей между гидроксильными группами 



97 
 

заместителей во втором и третьем положениях, а также ослабеванием 

неспецифического взаимодействия между (-)-эпикатехином и подвижной 

фазой, и, как следствие, увеличением дисперсионных взаимодействий 

аналита с неполярной неподвижной фазой [162]. 

 

 

до (---) и после (–) концентрирования на патроне Диапак С18 

 

Рисунок 20 – Хроматограммы водного отвара травы  

зверобоя продырявленного  

 

Таким образом, применение сорбента с привитой фазой С18 для 

экстракции БАВ фенольного ряда из жидких сред является приемлемым и 

может быть реализовано в рамках ВЭЖХ-анализа. К тому же, ТФЭ, наряду с 

концентрированием аналита, обеспечивает снижение содержания матричных 

компонентов в пробе, что особенно актуально для ЛРС, в составе которого, 

наряду с фенольными кислотами и флавоноидами содержатся сахара, 

хлорофилл, липиды, терпены, алкалоиды, сапонины, смолы, каротиноиды, 

воски и другие продукты метаболизма [38, 49]. В ходе исследований методом 

ГХ-МС оценивали эффективность использования сорбента С18 для очистки 

водных экстрактов лекарственных растений от матричных компонентов на 

примере тысячелистника обыкновенного (рисунок 21). 
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Обозначения: 1 – глюконовая кислота, 2 – шикимовая кислота,  

3 – D-галактоза, 4 – инозитол, 5 – кофейная кислота, 6 – D-фруктоза,  

7 – 6,7-дигидроксикумарин, 8 – 5-О-кофеилхинная кислота,  

9 – 4-О-кофеилхинная кислота, 10 – 3-О-кофеилхинная кислота,  

11 – глюкопиранозид гидрохинона, TIC – total ion current (полный ионный ток) 
 

Рисунок 21 – Хроматограммы водного отвара травы тысячелистника 

обыкновенного до и после очистки на Диапак С18 

 

После пропускания водного отвара травы тысячелистника 

обыкновенного через сорбенты С18 на хроматограмме отсутствуют сахара 

(D-галактозы, D-глюкозы, β-L-галактопиранозы, гексапиранозы и др.), 

которые элюируются водой на стадии сорбции компонентов из извлечений 

растительного материала. Отсутствие в экстракте сопутствующих 

компонентов матрицы позволяет получить хроматограмму с меньшим 

количеством пиков, что обеспечивает лучшее разрешение и селективность 

определения. В оптимизированных условиях пробоподготовки фенольные 

соединения практически количественно извлекаются в экстракт, и 

представляется возможным идентификация и определение исследуемых 

аналитов методом ГХ-МС. 
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2.5 Идентификация БАВ в экстрактах ЛРС 

 

2.5.1 Идентификация БАВ в экстрактах трав семейства Зверобойные 

 

Для идентификации основных компонентов ЛРС применяют 

различные варианты детектирования, которые требуют предварительного 

выделения индивидуального компонента из сложной растительной матрицы 

или разделения смеси соединений, содержащихся в ней, что возможно 

осуществить хроматографическими методами [128, 132]. С расширением 

возможностей качественного анализа растительного сырья возникают 

вопросы, ставящие под сомнение накопленные ранее данные и усложняющие 

процесс получения новых данных, характеризующихся высокой степенью 

достоверности. Это связано с многообразием БАВ натурального 

происхождения и требует систематизации разработанных ранее подходов и 

установлению новых принципов идентификации фитокомпонентов. 

Снизить риски, связанные с ошибочной интерпретацией результатов 

возможно, проведя анализ состава лекарственных трав, относящих к 

определенному семейству или роду растения. Поэтому нами были выбраны 

несколько основных представителей семейства Яснотковые, а именно 

различные виды шалфея, чабреца, душицы, мелиссы, которые относятся к 

используемым в фитотерапии и рекомендуемым фармакопеями травам [10, 

11]. В случае же с семейством Зверобойных, удается выделить только один 

род, а именно Hypericum L., который получил повсеместное распространение 

и признание, причем на сегодняшний день официально признанным с точки 

зрения фармакологии является только зверобой продырявленный Hypericum 

perforatum L. [10, 11]. 

Согласно УФ- и МС-спектрам, полученным на основе данных для 

стандартных веществ БАВ, были установлены необходимые для их 

идентификации параметры. Так, эфиры кофейной и хинной кислот имеют 

максимум поглощения при 327 нм, как и другие производные коричных 
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кислот [163]. Протокатеховая кислота, в структуре которой находятся два 

гидроксильных заместителя, поглощает при 260 нм. Спектры поглощения 

катехинов (флаванолов-3) подобны спектрам полиоксифенолов, у которых 

отсутствует сопряжение с карбонильной группой, а максимум поглощения 

находится при 280 нм [164]. Таковым является диастереоизомер катехина – 

эпикатехин в составе экстракта зверобоя с максимумом поглощения в 

УФ-области при 280 нм. Производные кверцетина (рутин, гиперозид, 

изокверцитрин, кверцитрин) содержат два выраженных максимума при 

255 и 349–354 нм. Кверцетин (флавонол) имеет полосу поглощения I при 

340–370 нм, второй максимум имеет два выраженных выступа в силу 

присутствия заместителей в молекуле в положениях 3' и 4' [164]. Это 

подтверждается спектральными характеристиками идентифицированного 

соединения (таблица 15). Биапигенин, представляющий собой бифлавоноид, 

характеризуется двумя максимумами поглощения в ультрафиолетовой 

области спектра – 268 и 331 нм. Производные нафтодиантронов имеют резко 

выраженную область поглощения около 590 нм, а производные 

флороглюцинолов – около 270 нм. 

Все масс-спектры компонентов зверобоя характеризовались наличием 

молекулярного иона [М-Н]
–
. Только сигнал молекулярного иона 

фурогиперфорина снимали в режиме "positive", регистрируя [М+Н]
+
 

(Приложение 2). 

Для протогиперицина получен МС-спектр с молекулярным ионом m/z 

504.9 (Приложение 2), а УФ-спектр не удалось получить ввиду низкой 

концентрации определяемого компонента в экстракте. Обобщенный 

материал по идентификации основных компонентов травы Hypericum 

perforatum L. семейства Зверобойные отражен в таблице 16. 
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Таблица 15 – Параметры идентификации БАВ зверобоя (Hypericum 

perforatum L.) по спектрам поглощения в УФ и видимой области  

и масс-спектрам 

Соединение λmax, нм 
Характеристический 

ион, m/z 

Протокатеховая кислота 259, 291 152.9 

5-О-кофеилхинная 

кислота 
219, 326 352.9 

3-О-кофеилхинная 

кислота 
238, 327 352.9 

(-)-Эпикатехин 229, 279 288.9 

Рутин 256, 354 609.0 

Гиперозид 255, 354 462.9 

Изокверцитрин 255, 354 463.0 

Кверцитрин 255, 347 446.9 

Кверцетин 230, 255, 370 300.9 

I3,II8-биапигенин 268, 331 536.9 

Фурогиперфорин 274 553.0 

Гиперфорин 272 535.4 

Адгиперфорин 272 549.3 

Псевдогиперицин 548, 591 519.0 

Протогиперицин – 504.9 

Гиперицин 548, 593 502.9 
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Таблица 16 – Идентификация БАВ в лекарственных травах семейства Зверобойные 

Соединение Hypericum perforatum L. 

Протокатеховая кислота + 

5-О-кофеилхинная кислота + 

3-О-кофеилхинная кислота + [50, 52, 69] 

(-)-Эпикатехин + 

Рутин + [42, 50, 52–56, 68, 69] 

Гиперозид + [50, 52–55, 68, 69] 

Изокверцитрин + [50, 52, 53, 55, 56, 68, 69] 

Кверцитрин + [50, 52–56, 68, 69] 

Кверцетин + [42, 50, 52, 53, 55, 56, 68, 69] 

I3,II8-Биапигенин + [48, 50, 52, 53, 55] 

Производные гиперфорина + [52, 68] 

Гиперфорин + [44, 45, 50, 52–55, 57, 68, 69] 

Адгиперфорин + [44, 50, 52, 53, 57, 68] 

Псевдогиперицин + [46, 50, 52–55, 57, 58, 68, 69] 

Гиперицин + [45, 46, 50, 52–58, 68, 69] 

Протогиперицин + [57, 58] 

* Ссылка на аналогичные данные, найденные в литературных источниках 
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Исходя из данных таблицы 16, хроматографический профиль зверобоя 

продырявленного носит ряд отличительных признаков по сравнению с 

профилем Яснотковых, так как включает в себя, в основном, производные 

кверцетина (рутин, гиперозид, изокверцитрин, кверцитрин), которые 

представляют собой различные гликозиды флавонола. Подтверждено, 

присутствие в его составе производных нафтодиантронов и 

флороглюцинолов, которые и обеспечивают его андидепрессантную 

активность [14–16]. Чаще всего в поле зрения исследователей оказываются 

гиперфорин, адгиперфорин и гиперицин, псевдогиперицин, в то время как 

протогиперицин и протопсевдогирицин идентифицируют в образцах 

семейства Зверобойных намного реже [57, 58]. Только в двух источниках 

сообщается о наличии производных гиперфорина в сырье данного вида [52, 

68]. Нами идентифицированы гиперфорин, адгиперфорин, гиперицин, 

псевдогиперицин, протогиперицин, а также фурогиперфорин как продукт 

деградации флороглюцинола на фоне других классов соединений 

(фенолкарбоновых кислот, флавоноидов, гликозидов флавоноидов и др.). 

Адгиперфорин и фурогиперфорин проявляют те же максимумы поглощения 

в УФ-области, что и гиперфорин, при 272±2 нм. Основные молекулярные 

ионы имели значения m/z 549.3 и 553.0 m/z соответственно. Производные 

гиперицина – псевдогиперицин и протогиперицин поглощают в УФ-области, 

соответствующей 590±2нм, при этом регистрируются молекулярные ионы 

m/z 519.0 и m/z 504.9. 

 

2.5.2 Идентификация БАВ в экстрактах трав семейства Яснотковые 

 

Представители семейства Яснотковых характеризуются наличием 

различных по свойствам и структуре органических соединений [31, 110]. 

Причем многообразие полученных в процессе идентификации данных имеет 

ряд противоречий. Так, в ряде работ [78, 79, 82, 145] авторами проводилась 

идентификация БАВ в шалфее лекарственном путем сравнения УФ-спектров 



104 
 

и времен удерживаний аналитов и стандартных веществ. Данный подход 

использован для установления качественного состава экстрактов шалфея 

лекарственного и наличия в нем БАВ фенольного состава, таких, как 

галловая, ванилиновая, феруловая, и других фенолкарбоновых и коричных 

кислоты. Однако, авторы исследований [71, 74, 81], которые привлекли для 

этих целей методы МС и ЯМР, не идентифицировали большинство этих 

фенольных кислот в шалфее лекарственном, что вносит неясность в 

установление подлинности качественного состава и затрудняет выработку 

общих подходов к стандартизации данного сырья. Проблемы идентификации 

данного характера наблюдаются и для душицы обыкновенной [72, 87–89] и 

мелиссы лекарственной [73, 90, 91]. Поэтому, несмотря на пристальное 

внимание исследователей к растительным материалам семейства 

Яснотковых, данные о качественном составе шалфея лекарственного, 

чабреца ползучего, душицы обыкновенной и мелиссы лекарственной весьма 

противоречивы и требуют уточнения. 

В настоящем исследовании идентификация БАВ фенольного ряда в 

образцах проводилась на основе сопоставления времен удерживания и УФ- и 

МС-спектров соединений, обнаруженных в экстрактах ЛРС (Приложение 2), 

и времен удерживания и УФ- и МС-спектров образцов стандартных 

соединений (таблица 8). В остальных случаях использовали литературные 

данные. Анализировали испытуемые экстракты лекарственных растений, в 

которых идентифицировались различные фенолкарбоновые и коричные 

кислоты, флавоноиды и дитерпены.  

На основе спектральных характеристик стандартных веществ БАВ, 

а также найденных в литературных источниках, составлена таблица 17, 

в которой указаны максимумы поглощения веществ в УФ-области спектра и 

характеристические молекулярные ионы, а также времена удерживания. 

Выраженные максимумы поглощения коричных кислот и их производных 

(кафтаровая, цикориевая, кофейная, кофеилхинные кислоты) находятся 

области 327±2 нм [163].  
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Таблица 17 – Параметры идентификации БАВ трав семейства Яснотковые 

по спектрам поглощения в УФ и видимой области и масс-спектрам 

№ Соединение λ, нм 
Характеристический 

ион, m/z 

1 Хинная кислота 270 190.8 

2 
3,4-дигидроксифенил-

молочная кислота 
216, 278 196.9 

3 Протокатеховая кислота 259 152.9 

4 
5-О-кофеилхинная 

кислота 
327 352.9 

5 Цикориевая кислота 259, 327 472.9 

6 
Протокатеховый 

альдегид 
280 136.9 

7 Кафтаровая кислота 327 311.0 

8 
3-О-кофеилхинная 

кислота 
327 352.9 

9 
4-О-кофеилхинная 

кислота 
327 352.9 

10 Кофейная кислота 323 178.8 

11 
Лютеолин-7-O-бета-D-

рутинозид 
271,327 592.9 

12 
Производное 

сальвианоловой кислоты 
275 537.0 

13 Рутин 253, 325 609.1 

14 Лютеолин 7-O-глюкозид 252, 344 447.1 

15 
Лютеолин-7-O-бета-D-

глюкуронид 
254, 346 460.9 

16 
Дикофеилхинная 

кислота 
244, 327 515.0 

17 Апигенин-7- глюкозид 268, 333 431.0 

18 Розмариновая кислота 329 358.9 

19 Апигенин 7-глюкуронид 267, 335 444.9 

20 Литоспермовая кислота 297, 327 537.0 

21 Лютеолин 244, 285, 336 284.9 

22 Апигенин 268,327 268.9 

23 Гиспидулин 248, 333 298.9 

24 Карнозол 236, 284 329.0 

25 Карнозоловая кислота 234, 285 331.0 

26 Метилкарнозат 238, 283 345.0 
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Эфир кофейной и 3,4-дигидроксифенилмолочной (сальвианоловой А) 

кислот – розмариновая кислота также поглощает при 329 нм. Для флавонов 

полоса I состоит из хорошо выраженного максимума при 320–350 нм, и 

полоса II имеет один выраженный максимум, если они содержат заместитель 

только в положении 4' [164]. Это наблюдается для апигенина, полосы 

поглощения которого соответствуют 268 и 327 нм. Для лютеолина, 

содержащего два заместителя в положениях 3' и 4', характерны два 

максимума при 244 и 285 нм полосы поглощения II. Наличие максимумов 

поглощения производных лютеолина и апигенина определяется типом и 

положением заместителя. Производные дитерпенов, такие как карнозоловая 

кислота, карнозол и метилкарнозат, поглощают при 285±2 нм. 

В литературе имеются данные об идентичности некоторых 

производных сальвианоловой и литоспермовой кислот [165], однако согласно 

таблице 17, а также данным статей [73, 90] они имеют разный порядок 

выхода на колонке С18. Также литоспермовая кислота как олигомер 

кофейной кислоты имеет максимум УФ-поглощения при 327 нм. 

Все масс-спектры компонентов трав семейства Яснотковые 

характеризовались наличием соответствующего молекулярного иона [М-Н]
–
. 

Основные результаты идентификации БАВ в экстрактах шалфея 

лекарственного (Salvia officinalis L.), чабреца ползучего (Thymus serpyllum 

L.), душицы обыкновенной (Origanum vulgare L.) и мелиссы лекарственной 

(Melissa officinalis L.) представлены в таблице 18, в которой также 

приводятся ссылки на данные, взятые из литературных источников. 



107 
 

Таблица 18 – Идентификация БАВ в лекарственных травах семейства Яснотковые 

Соединение 

Шалфей 

лекарственный  

(Salvia officinalis L.) 

Чабрец ползучий  

(Thymus serpyllum L.) 

Душица обыкновенная 

(Origanum vulgare L.) 

Мелисса лекарственная  

(Melissa officinalis L.) 

Хинная кислота + [78]* + + + 

3,4-дигидроксифенил-

молочная кислота 

(Danshensu) 

+ [77] +  +  + [73, 90] 

Протокатеховая 

кислота 
+ [77] + [83] + [87, 88] + [73, 91, 92] 

5-О-кофеилхинная 

кислота 
–** +  – – 

Цикориевая кислота +  – – – 

Протокатеховый 

альдегид 
+ [77] +  +  +  

Кафтаровая кислота – – – + [73] 

3-О-кофеилхинная 

кислота 
– + [83, 85] + [88] – 

4-О-кофеилхинная 

кислота 
– +  – – 

Кофейная кислота + [70, 77–79] + [83, 85, 86] + [47, 87] + [73, 92] 

Лютеолин-7-O-бета-D-

рутинозид 
+ [78] +[86] н.д. н.д. 

Производное 

сальвианоловой 

кислоты 

– – – + [73, 90] 

Рутин – + [83, 85] – – 
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Продолжение таблицы 18 

Лютеолин 7-O-

глюкозид 
+ [80] + [83] – + [93] 

Лютеолин-7-O-бета-D-

глюкуронид 
+ [80] + [83, 86] + [88] – 

3,5-дикофеилхинная 

кислота 
– +  – – 

Апигенин-7- глюкозид + [70, 71] – – + 

Розмариновая кислота + [71, 77–79, 81] + [83, 85, 86] + [47, 87, 88] + [73, 90, 92, 93] 

Апигенин 7-

глюкуронид 
+ + [83] + [88] – 

Литоспермовая 

кислота и ее 

производные 
– – – + [73, 90] 

Лютеолин + [82] + [83, 86] + [89] + 

Апигенин + [70, 71, 78, 82] + [85] + [89] – 

Гиспидулин + [71, 79] – – – 

Карнозол + [71, 74, 76, 79] + – – 

Карнозоловая кислота + [71, 74, 76, 78, 79] + – – 

Метилкарнозат + [71, 74, 79] + – – 

* Ссылка на аналогичные данные, найденные в литературных источниках 

** Компонент не обнаружен 
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Как видно из таблицы 18, для качественного состава шалфея 

лекарственного (Salvia officinalis L.), чабреца ползучего (Thymus serpyllum L.), 

душицы обыкновенной (Origanum vulgare L.) и мелиссы лекарственной (Melissa 

officinalis L.) характерны фенолкарбоновые и коричные кислоты, производные 

лютеолина и апигенина, а также разнообразные агликоны флавоноидов и 

производные терпенов. 

Так, в образцах шалфея лекарственного и чабреца ползучего обнаружены 

карнозол и карнозоловая кислота, в то же время их нахождение в образцах 

душицы обыкновенной и мелиссы лекарственной не установлено. Исходя из 

литературных данных, наиболее часто встречаются производные терпенов в траве 

шалфея лекарственного [71, 74, 76, 78, 79]. Для данного представителя семейства 

Яснотковых также наблюдается обнаружение кофейной и розмариной кислот, а 

также апигенина и лютеолина. В литературе имеются единичные данные об 

идентификации в шалфее таких флавоноидов, как нарингин [78], мирицетин [70], 

кемпферол [70], гесперетин [79], однако вероятность их обнаружения вносит 

дополнительные трудности в установление "качественного образа" 

рассматриваемого растительного образца. В образцах шалфея, исследуемых нами, 

было установлено содержание только гиспидулина. При этом обнаружены 

несколько производных флавонов лютеолина и апигенина. При сопоставлении 

литературных данных, очевидно, что наличие галловой [78, 79], кумаровой [70, 

78, 82], коричной [70, 78], сиреневой и синаповой [82] в образцах шалфея 

лекарственного устанавливалось только с применением УФ-детектирования, а 

привлечение метода, например, масс-спектрометрии не подтверждает данного 

факта. Для установления возможного содержания галловой, транс-феруловой, 

ванилиновой, p-кумаровой, 4-гидроксибензойной и коричной кислот в экстрактах 

растений проводили хроматографирование экстрактов в системе ВЭЖХ-ДМД-МС 

с использованием стандартных образцов этих соединений: в градиентном режиме 

с увеличением доли ацетонитрила от 5 до 90% в элюенте, а также с содержанием 

водной фазы 100% на первой ступени градиентного режима элюирования. Поиск 

данных соединений по УФ- и масс-спектрам, а также привлечение результатов 
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анализа стандартных веществ, имеющихся в лаборатории, показал отсутствие 

данных компонентов в составе образцов трав семейства Яснотковых. 

Для чабреца ползучего характерно наличие производных лютеолина и 

апигенина, а также производных коричной кислоты (таблица 18). Так, 

обнаружены производные хлорогеновой кислоты, кофейная и розмариновая 

кислоты, а также лютеолин-7-O-бета-D-глюкуронид, лютеолин-7-O-глюкозид, 

лютеолин-7-O-бета-D-рутинозид, рутин и апигенин-7-глюкуронид в составе 

чабреца. Использование МС-детектирования при идентификации основных 

компонентов чабреца ползучего сужает круг обнаруженных фенолкарбоновых 

кислот до протокатеховой, что подтверждается литературными данными [83]. 

Качественный состав агликонов флавоноидов представлен дигидрокверцетином, 

гесперитином, эпикатехином, эриодиктиолом, нарингином, нарингенином, 

кверцетином, но данные об их наличии в чабреце единичны [83, 85, 86]. 

В представленном исследовании на основе масс-спектров соединений были 

обнаружены только апигенин и лютеолин как флавоноиды, не содержащие 

сахаридных фрагментов. 

В качестве основных компонентов душицы обыкновенной можно выделить 

протокатеховую, кофейную и розмариновую кислоты, лютеолин-7-O-бета-D-

глюкуронид, апигенин-7-глюкуронид, а также флавоноиды – апигенин и 

лютеолин. Информация о присутствии в душице таких агликонов флавоноидов, 

как крисоериол, диосметин, эриодиктиол, нарингенин, таксифолин [88, 89] не 

обнаруживает перекрестного подтверждения, исходя из данных таблицы 18. 

В душице обыкновенной, как и в шалфее лекарственном и чабреце ползучем, 

идентифицированы карнозол и карнозоловая кислота согласно изысканиям в 

работе [47], которые могут быть объединяющим звеном представителей 

семейства Яснотковых, за исключением травы мелиссы лекарственной, в которой 

производные терпенов не обнаружены (таблица 18). В анализируемых нами 

образцах душицы наличие карнозола и карнозоловой кислоты не подтвердилось, 

что может свидетельствовать о различиях в процессах метаболизма внутри одного 

вида и требует дальнейших изысканий. Однако мы идентифицировали 
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хлорогеновую кислоту, достоверность обнаружения которой подтверждается 

масс-спектром и совпадением времени удерживания данного соединения и 

стандартного вещества. 

Как видно, из таблицы 18, в мелиссе лекарственной основными 

компонентами могут считаться протокатеховая, 3,4-дигидроксифенил-молочная 

(Danshensu), а также кофейная кислоты. Отличительной особенностью данного 

представителя семейства Яснотковых является большое разнообразие 

производных не только розмариновой кислоты [73, 90, 92, 93], но и 

сальвианоловой и литоспермовой кислот [73, 90], что подтверждается и на основе 

идентификационного анализа исследованных нами образцов. Помимо этого, в 

мелиссе содержатся глюкозиды апигенина и лютеолина, а также примечательно 

наличие кафтаровой кислоты в ее составе [73] в сравнении с шалфеем 

лекарственным, чабрецом ползучим, душицей обыкновенной. В свою очередь, три 

последних лекарственных растения объединяет присутствие производных 

кофеилхинных кислот. 

Во всех образцах ЛРС Яснотковых идентифицируются хинная, 

3,4-дигидроксифенилмолочная, протокатеховая, кофейная и розмариновая 

кислоты, последняя из которых является характерным «маркером» данного 

семейства растений [166]. В чабреце ползучем были также идентифицированы 

3-О-, 4-О- и 5-О-кофеилхинные кислоты, а в душице обыкновенной – только 3-О-

кофеилхинная кислота. 

Наличие протокатеховой кислоты и производных кофейной и хинной 

кислот (кофеилхинные кислоты) в образцах обоих семейств является 

единственным объединяющим звеном трав Зверобойных и Яснотковых 

(таблицы 16, 18). 
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2.6 Хроматографическое определение БАВ в экстрактах ЛРС 

 

Аналитические методы определения БАВ в лекарственных растениях [128] 

применяются и для образцов трав отдельных семейств, например, семейства 

Зверобойные и Яснотоквые. Наиболее часто используется метод обращенно-

фазовой ВЭЖХ для разделения компонентов растительной матрицы 

с регистрацией их УФ- или МС- спектров [33, 38, 128, 129]. 

 

2.6.1 Хроматографическое определение БАВ в экстрактах трав Зверобойных 

 

В современной литературе имеется большое число работ по 

хроматографическому определению БАВ в зверобое [48, 52, 68, 69]. В настоящем 

исследовании эффективное разделение и определение фенолкарбоновых кислот и 

флавоноидов экстрактов сырья зверобоя осуществляли на колонке, содержащей 

силикагель с привитой октадецильной фазой. Для этих целей нами 

использовалась колонка Luna C18 100A (Phenomenex, США), которая 

обеспечивала удовлетворительные условия хроматографирования, разделение 10 

веществ достигалось за 30 минут в градиентном режиме. Однако в экстрактах 

зверобоя помимо фенолкарбоновых кислот и флавоноидов содержатся 

нафтодиантроны (гиперицин, псевдогиперицин и др.), пики которых не удавалось 

зарегистрировать при использовании данной колонки. С одной стороны, в 

литературе неоднократно цитируется работа [52], в которой разделение 

компонентов зверобоя, в том числе гиперицинов и гиперфоринов, достигается на 

аналогичной колонке (RP-18,Vydac Separation Group Hesperia, CA, USA). С другой 

стороны, опубликована также работа [144], в которой авторы обращают особое 

внимание на невозможность определения гиперицинов на большинстве 

протестированных ими колонках с привитой фазой С18 и объясняют этот факт 

наличием необратимой сорбции данных компонентов на неподвижной фазе. Для 

решения этой проблемы мы предлагаем использовать монолитный сорбент с 

привитой фазой С18, который обеспечивает ускорение массообмена на 
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поверхности сорбента и позволяет увеличить скорость потока для сокращения 

времени элюирования данных аналитов. Эти условия в совокупности позволяют 

разделить такие соединения, как гиперицин и псевдогиперицин, в течение 10 мин. 

Причем эффективное разделение нафтодиантронов возможно достичь при 

использовании подвижной фазы с большим содержанием ацетонитрила и 

относительно высокой скорости потока, что принципиально отражено и в работе 

[69]. 

Анализ литературных данных и результатов наших экспериментальных 

исследований позволил заключить о целесообразности определения компонентов 

в зверобое по двум различным схемам: первая обеспечивает определение 

фенолкарбоновых кислот и флавоноидов и осуществляется на колонке с привитой 

октадецильной фазой (колонка Luna C18 100A, Phenomenex, США), вторая – 

определение гиперицинов и гиперфоринов с использованием подвижной фазы с 

большим содержанием ацетонитрила (80%-100%) и относительно высокой 

скоростью потока (0.6 мл/мин) на колонке с монолитной структурой сорбента 

(Onyx Monolithic C18, Phenomenex, США). Идентификация компонентов зверобоя 

проводилась с использованием УФ-спектров, полученных на диодно-матричном 

детекторе, и масс-спектров (таблица 15), а также по временам удерживания, 

соотнесенным со временами удерживания стандартных веществ. Количественные 

данные в двух выбранных хроматографических системах получали на основе 

градуировочных кривых соединений. 

Важно отметить, что предложенная нами методика определения 

гиперицинов в зверобое методом ВЭЖХ-ДМД-МС включает использование 

монолитного сорбента и градиентного режима элюирования с большой долей 

ацетонитрила (80% и выше) в подвижной фазе и характеризуется 

воспроизводимостью измерений (0.2 мкг/мл – 6%, 10 мкг/мл –1.2%, 20 мкг/мл – 

0.6%). 
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2.6.2 Хроматографическое определение БАВ в экстрактах трав Яснотковых 

 

Условия определения БАВ семейства Яснотковых могут быть аналогичны 

условиям хроматографирования и детектирования компонентов трав семейства 

Зверобойные. В нашей работе отличием является градиентный режим 

элюирования, учитывающий специфику анализируемых растительных образцов: 

программа градиентного элюирования удлиняется на 5 мин ввиду необходимости 

разделения карнозоловой кислоты и ее производных (карнозола, метилкарнозата 

и других). Причем, элюирование данных компонентов происходит при снижении 

объемной доли водной фазы до 10%. 

 

2.6.3 Метрологические характеристики методики определения БАВ в 

лекарственных растениях семейств Зверобойные и Яснотковые 

 

С учетом оптимизированных условий хроматографирования и 

детектирования БАВ, в системе ВЭЖХ-ДМД с использованием образцов 

стандартных веществ устанавливались основные метрологические 

характеристики методики их определения (таблица 19). Расчет пределов 

детектирования и определения, а также установление градуировочных 

зависимостей проводили согласно рекомендациям в [147, 155]. 

Линейность градуировочной кривой рутина соблюдается в пределах 

от 1 до 200 мкг/мл, для гиперицина – от 0.2 до 20 мкг/мл, для гиперфорина – от 

1.25 до 125 мкг/мл. Линейность градуировочной кривой для розмариновой 

кислоты и лютеолина-7-O-бета-D-глюкуронида соблюдается до 200 мкг/мл, 

для протокатеховой, хлорогеновой, неохлорогеновой, кофейной и карнозоловой 

кислот, а также лютеолина-7-O-глюкозида и других соединений до 100 мкг/мл. 
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Таблица 19 – Метрологические характеристики методики определения  

БАВ в ЛРС  

Соединение 

Диапазон 

определяемых 

концентраций, 

мкг/мл 

Уравнение 

градуировочной 

зависимости 

Сd, 

мкг/мл 

Сmin, 

мкг/мл 

Протокатеховая 

кислота 
0.8–100 у=(45.2±0.7)×10

3
х 0.78 0.13 

5-О-

кофеилхинная 

кислота 

0.5–100 у=(29.7±0.5)×10
3
х 0.49 0.10 

3-О-

кофеилхинная 

кислота 

0.6–100 у=(31.1±0.6)×10
3
х 0.60 0.10 

Кофейная кислота 0.2–100 у=(59.6±0.6)×10
3
х 0.24 0.12 

(-)-Эпикатехин 0.5–100 у=(9.19±0.13)×10
3
х 0.49 0.07 

Рутин 0.4–200 у=(25.37±0.19)×10
3
х 0.43 0.10 

Гиперозид 0.7–100 у=(27.11±0.25)×10
3
х 0.73 0.10 

Изокверцитрин 0.3–100 у=(31.0±0.8)×10
3
х 0.34 0.07 

Кверцитрин 0.3–100 у=(36.5±0.4)×10
3
х 0.32 0.10 

Лютеолин 7-O-

глюкозид 
0.4–100 у=(36.2±0.4)×10

3
х 0.36 0.19 

Лютеолин-7-O-β-

D-глюкуронид 
0.5–200 y=(27.9±0.7)×10

3
х 0.48 0.30 

Кверцетин 1.2–100 у=(40.1±0.7)×10
3
х 1.2 0.20 

Розмариновая 

кислота 
0.3–200 у=(34.8±0.5)×10

3
х 0.25 0.16 

I3,II8-Биапигенин 0.3–100 у=(53.6±0.9)×10
3
х 0.29 0.05 

Карнозоловая 

кислота 
0.8–100 у=(6.4±0.1)×10

3
х 0.75 0.28 

Гиперфорин 0.2–125 у=(6.97±0.10)×10
3
х 0.24 0.16 

Гиперицин 0.3–20 у=(19.0±0.5)×10
3
х 0.30 0.10 

 

По результатам проведенных исследований нами предложена комплексная 

схема идентификации и хроматографического определения БАВ в ЛРС и 

препаратах на основе ЛРС, представленная на рисунке 22. 
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Рисунок 22 – Комплексная схема идентификации и хроматографического 

определения БАВ в ЛРС и препаратах на основе ЛРС 

 

Основным этапом анализа ЛРС и препаратов является предварительная 

жидкостная экстракция компонентов. ВЭЖХ-УФ-МС-анализ полученных 

извлечений целесообразно проводить с учетом специфики компонентного состава 

растительных образцов. Этап концентрирования аналитов необходим, например, 

при значительных потерях на стадии извлечения или с целью поиска новых, ранее 

неидентифицированных соединений. Выбранная схема позволяет не только 

идентифицировать, но и устанавливать содержания БАВ в составе ЛРС и 

препаратов на его основе. 

 

Экстракция БАВ из ЛРС или препарата 

ВЭЖХ-УФ-МС- 

анализ 
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2.7 Анализ различных образцов лекарственных трав семейств Зверобойные и 

Яснотковые 

 

Наряду с качественным составом ЛРС не менее важным показателем 

является его количественный состав. Причем, данные о содержании «мажорных» 

и «минорных» компонентах сырья, а также их соотношения формируют 

индивидуальный образ лекарственного растения, на основе которого можно 

устанавливать подлинность и качество лекарственных трав. Следует отметить, 

что место произрастания и климатические условия напрямую влияют на 

метаболизм веществ и, как следствие, накопление БАВ различных классов в 

растении. Содержание активных компонентов в ЛРС заметно зависит и от фазы 

вегетации, в ходе которой растение было собрано. Условия сушки и хранения 

сырья также могут отразиться на количестве биологически активных веществ в 

растительном объекте и, как следствие, качестве ЛРС [167–169]. 

Ввиду максимальной относительной эффективности способ IV был 

применен для экстракции фенольных веществ из исследуемых образцов зверобоя 

продырявленного (Hypericum perforatum L.), шалфея лекарственного (Salvia 

officinalis L.), чабреца ползучего (Thymus serpyllum L.), душицы обыкновенной 

(Origanum vulgare L.) и мелиссы лекарственной (Melissa officinalis L.) с целью 

установления их количественного состава (таблица 20). 

Основными компонентами трав семейства Яснотковые являются 

розмариновая кислота и лютеолин-7-O-бета-D-глюкуронид за исключением 

мелиссы лекарственной (Melissa officinalis L.), в экстракте которой последний не 

был обнаружен. Наибольшее содержание розмариновой кислоты и лютеолин-7-O-

бета-D-глюкуронида определили в душице обыкновенной (Origanum vulgare L.), а 

наименьшее – чабреце ползучем (Thymus serpyllum L.). Исходя из полученных 

данных, основными компонентами зверобоя продырявленного (Hypericum 

perforatum L.) являются производное кверцетина – рутин, а также представитель 

флороглюцинолов – гиперфорин. 
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Таблица 20 – Содержания БАВ в ЛРС, извлеченных по способу IV,  

мг/г СС (n = 5, P = 0.95) 
 

Соединение 

Зверобой 

продырявле

нный 

(Hypericum 

perforatum 

L.) 

Шалфей 

лекарстве

нный 

(Salvia 

officinalis 

L.) 

Чабрец 

ползучий 

(Thymus 

serpyllum 

L.) 

Душица 

обыкнове

нная 

(Origanum 

vulgare L.) 

Мелисса 

лекарстве

нная 

(Melissa 

officinalis 

L.) 

Протокатехо-

вая кислота 
0.208±0.004 н.о.٭ н.о. 0.68±0.06 0.10±0.01 

5-О-

кофеилхинная 

кислота 

2.20±0.15 н.о. 0.10±0.02 н.о. н.о. 

3-О-

кофеилхинная 

кислота 

1.1±0.1 н.о. 0.69±0.20 0.3±0.1 н.о. 

Кофейная 

кислота 
н.о. 0.52±0.05 0.19±0.01 0.62±0.01 0.5±0.1 

(-)-

Эпикатехин 
0.88±0.08 н.о. н.о. н.о. н.о. 

Рутин 13±1 н.о. н.о. н.о. н.о. 
Гиперозид 7.3±0.5 н.о. н.о. н.о. н.о. 

Изокверцит-

рин 
2.6±0.1 н.о. н.о. н.о. н.о. 

Кверцитрин 1.4±0.1 н.о. н.о. н.о. н.о. 
Лютеолин 7-

O-глюкозид 
н.о. 0.55±0.05 0.20±0.03 н.о. 0.31±0.02 

Лютеолин-7-

O-бета-D-

глюкуронид 

н.о. 6.0±0.4 4.0±0.7 19±1 н.о. 

Кверцетин 3.3±0.3 н.о. н.о. н.о. н.о. 

Розмариновая 

кислота 
н.о. 6.5±0.1 4.0±0.7 23±2 14±2 

Карнозоловая 

кислота 
н.о. 4±2 0.07±0.04 н.о. н.о. 

Гиперфорин 13±1 н.о. н.о. н.о. н.о. 

 н.о. – компонент не обнаружен٭
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2.7.1 Определение БАВ в образцах ЛРС различных торговых наименований 

 

Для оценки содержания биологически активных компонентов ЛРС 

различного места произрастания мы исследовали образцы травы зверобоя 

6 торговых марок. С учетом полученных выше результатов по способам 

экстракции, изучали экстракты зверобоя, полученные способами Iа и IV. ВЭЖХ-

ДМД-МС идентификацию и количественное определение компонентов в каждом 

образце проводили по 15 соединениям, приведенным в таблице 15. Суммарные 

содержания фенольных кислот и флавоноидов, а также нафтодиантронов и 

флороглюцинолов в испытуемых образцах зверобоя приведены в таблице 21. 

 

Таблица 21 – Содержание БАВ в образцах зверобоя (Hypericum perforatum L.) 

различных торговых марок 

Фирма 

производитель 

Содержание 

фенольных кислот 

и флавоноидов, 

мг/г 

Выход٭, 

% 

Содержание 

нафтодиантронов и 

флороглюцинолов, 

мг/г 

Выход٭, 

% 

Ia IV Ia IV 

ООО "Травы 

Кавказа" 
32.6 34.1 105 14.2 16.6 117 

ОАО 

"Красногорсклек 

средства" 

30.9 32.9 106 8.5 9.6 112 

ПКФ ООО 

"ФитоФарм" 
35.9 38.2 107 13.4 15.4 115 

ООО "Валерия" 21.6 23.0 107 12.7 13.4 106 

ЗАО "Иван-чай" 13.7 14.9 109 4.6 5.4 118 

ООО "Фарос-21" 22.4 23.8 106 6.9 8.3 120 

 Относительный выход двух экстракционных вариантов Ia и IV٭

 

Как видно, образец травы зверобоя, произведенный ПКФ ООО 

"ФитоФарм",  содержит наибольшее количество как фенольных кислот и 

флавоноидов, так и нафтодиантронов и флороглюцинолов по сравнению с 

другими образцами трав. Наименьшие содержания этих веществ наблюдались в 

образце зверобоя производства ЗАО "Иван-чай". В образце травы производства 

ОАО "Красногорсклексредства" на фоне значительного содержания фенольных 
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кислот и флавоноидов концентрации нафтодиантронов и флороглюцинолов в 

среднем в 2 раза меньше, чем для образцов ПКФ ООО "ФитоФарм" 

и ООО "Травы Кавказа". 

Климатические условия и антропогенные факторы влияют на накопление 

БАВ в лекарственном растительном сырье, в том числе и в шалфее [170, 171]. 

В работе были изучены образцы шалфея лекарственного (Salvia officinalis L.) пяти 

торговых марок: OOO «Травы Кавказа» (Краснодарский край, г. Горячий Ключ), 

ПКФ ООО "ФитоФарм" (Краснодарский край, г. Анапа), ООО "Фарос-21" 

(Краснодарский край, г. Краснодар), ЗАО «Здоровье» (Московская область, 

п. Нахабино), ООО «Алтай-Фарм» (Алтайский край, г. Барнаул). Для проведения 

испытаний полученных образцов использовали субкритический способ 

экстракции IV и методы высокоэффективной жидкостной хроматографии с 

диодно-матричным и масс-спектрометрическим детектированием. Для 

идентификации и количественной оценки содержания компонентов использовали 

образцы стандартных веществ ряда биологически активных соединений 

(таблица 22).  

 

Таблица 22 – Содержание БАВ (мг/г СС) в образцах шалфея лекарственного 

(Salvia officinalis L.) различных торговых марок 

Фирма 

производитель 
КофК ЛГЛ ЛГРД РК КК 

ООО "Травы 

Кавказа" 
0.52±0.05 0.55±0.05 6.0±0.4 6.5±0.1 4.4±1.6 

ПКФ ООО 

"ФитоФарм" 
0.54±0.04 0.60±0.13 7.4±0.6 7.6±0.6 5.4±0.7 

ЗАО «Здоровье» 0.55±0.09 1.5±0.8 7.2±1.1 6.1±0.5 5.2±1.0 

ООО «Алтай-

Фарм» 
0.55±0.04 1.78±0.1 7.2±0.3 5.3±1.3 5.24±0.19 

ООО "Фарос-21" 0.50±0.05 0.75±0.08 2.82±0.23 7.0±0.6 1.6±0.3 

 

Обозначения к таблице: КофК – кофейная кислота; РК – розмариновая кислота;       

ЛГЛ – лютеолин-7-О-глюкозид; ЛГРД – Лютеолин-7-O-бета-D-глюкуронид;                 

КК – карнозоловая кислота. 

Во всех образцах наблюдалось наибольшее содержание розмариновой 

кислоты и лютеолина-7-O-бета-D-глюкуронида, кроме образца "Фарос-21", 
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в котором содержание лютеолина-7-O-бета-D-глюкуронида оказалось примерно в 

2 раза меньше. Также образец "Фарос-21" отличался низким содержанием 

карнозоловой кислоты. Принимая во внимание нестабильность данного 

соединения [9, 74, 76], можно предположить, что условия хранения или условия 

сбора и сушки данного сырья не соответствовали нормам. Интересным является 

тот факт, что практически во всех образцах шалфея содержания ЛГРД и РК 

находятся на одном уровне. 

 

2.7.2 Установление соотношений содержаний БАВ в ЛРС 

 

Помимо производных коричной кислоты и кверцетина в зверобое 

продырявленном также содержатся флороглюцинолы и нафтодиантроны, что 

является отличительной особенностью представителей семейства лекарственных 

растений Зверобойные [172–174]. Получив данные о количественном составе 

образцов зверобоя различных торговых наименований, мы выявили 

закономерность, которая показывает, что содержание гиперфорина напрямую 

связано с содержанием рутина и соотношение данных соединений в сырье 

колеблется в пределах единицы (таблица 23). 

Исключение составил образец травы зверобоя с истекшим сроком годности. 

Это подтверждает, что данное соотношение содержаний рутина и гиперфорина 

можно использовать для подтверждения качества сырья. 
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Таблица 23 – Содержание биологически активных веществ и их соотношения  

в зверобое продырявленном (Hypericum perforatum L.) различных торговых 

наименований (Sr≤0.07) 

Торговая марка 
Адрес 

производства 

Содержание 

рутина, 

ммоль/кг 

Содержание 

гиперфорина, 

ммоль/кг 

Отношение 

содержаний 

рутин/ 

гиперфорин 

ООО "Травы Кавказа" 

Краснодарский 

край, 

г. Горячий Ключ 

22.7 21.5 1.1 

ОАО 

"Красногорсклексредства" 

Московская обл., 

г. Красногорск 
13.2 13.3 1.0 

ПКФ ООО "ФитоФарм" 
Краснодарский 

край, г. Анапа 
25.6 21.7 1.2 

ЗАО "Иван-чай" 

г. Москва, 

пос. Горки-

Ленинские 

5.6 6.8 0.8 

ООО "Фарос-21" 

Краснодарский 

край, 

г. Краснодар 

9.7 10.3 0.9 

Самостоятельный сбор 

Краснодарский 

край 

п. Молькино 

18.7 21.1 0.9 

ООО "Травы Кавказа"* 

Краснодарский 

край, 

г. Горячий Ключ 

31.2 10.0 3.1 

*С истекшим сроком годности  

 

Также были проанализированы сборы лекарственных трав, содержащие в 

своем составе траву зверобоя (таблица 24). На основе полученных 

хроматографических данных, рассчитаны содержания БАВ, которые не 

соответствуют установленному нами ранее значению. Рассчитанные данные 

свидетельствуют о возможности использования соотношения содержаний рутина 

и гиперфорина для установления подлинности сырья зверобоя. 

Таким образом, соотношение содержаний БАВ (рутин/гиперфорин) можно 

использовать для установления подлинности и качества сырья зверобоя 

продырявленного [175]. 
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Таблица 24 – Отношение содержаний биологически активных веществ  

в лекарственных сборах, содержащих зверобой (Sr≤0.07) 

Название сбора Адрес производства 

Количество 

трав 

в сборе 

Отношение 

содержаний 

рутин/ 

гиперфорин 

"Зверобой 

с травами" 

Алтайский край, 

г. Барнаул 
3 0.2 

"Бруснивер" 
Московская область, 

г. Красногорск 
4 1.5 

"Сбор тибетский 

омолаживающий" 

Краснодарский край, 

г. Горячий Ключ 
7 2.8 

"Сбор при колите и 

гастрите с нормальной 

кислотностью" 

Краснодарский край, 

г. Горячий Ключ 
14 3.5 

 

2.7.3 Установление соотношений содержаний нестабильных БАВ в ЛРС 

 

Интерес представляет анализ сырья зверобоя с целью выявления продуктов 

деградации активных веществ, в частности, гиперфорина, который не устойчив на 

свету и под воздействием кислорода воздуха переходит в окисленное производное 

– фурогиперфорин, образующийся в результате внутримолекулярного 

нуклеофильного раскрытия фенольного эпоксида. Данный процесс не только 

стабилизирует флороглюцинольное ядро в процессе окислительной модификации, 

но и значительно снижает антидепрессантную активность гиперфорина в образце 

[172–174].  При этом процессы деградации, которые протекают при переработке 

сырья зверобоя и приготовлении препаратов на его основе, приводят к снижению 

их фармакологической активности. Учитывая факт трансформации гиперфорина, 

проводились исследования его устойчивости в различных условиях. Экстракты 

травы зверобоя готовили в 70%-ном этиловом спирте при ультразвуковом 

воздействии. Один экстракт оставляли на свету, другой сохраняли в темноте. 

Параллельно готовили экстракты с содержанием 5% аскорбиновой кислоты в 

экстрагенте и также подвергали действию света. Испытуемые экстракты 
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хроматографировали в динамике: сразу после приготовления, а затем через 

определенные промежутки времени (рисунок 23). 

 

 

Рисунок 23 – Изменение аналитического сигнала гиперфорина  

экстрактов зверобоя в процессе их хранения в различных условиях  

 

Выявлено, что через 48 часов воздействия светом происходит деградация 

около 98% гиперфорина с увеличением концентрации фурогиперфорина 

(m/z 553.0), а также окисленной формы гиперфорин+2[O] (m/z 567.2) в экстракте 

зверобоя (приложение 2). При этом экстракты в темноте и с аскорбиновой 

кислотой на свету оказались примерно одинаково устойчивы. Концентрация 

гиперфорина в них уменьшилась на 30% по истечении 387 часов хранения. 

Далее для установления качественных характеристик фитоматериала мы 

изучали соотношения гиперфорин/фурогиперфорин в образцах зверобоя разных 

производителей (таблица 25). При этом наблюдается разброс значений данного 

соотношения от 18 у образца зверобоя производителя ООО "Травы Кавказа" к 5 – 

у производителя ООО "Фарос-21". Экстракцию проводили по способам Ia и IV. 
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Таблица 25 – Соотношение содержаний гиперфорина и фурогиперфорина 

в образцах зверобоя различных производителей (Sr≤0.11) 

Торговая марка 
Местонахождение 

производства 

Соотношение 

содержаний 

гиперфорина и 

фурогиперфорина 

ООО "Травы Кавказа" 
Краснодарский край, г. 

Горячий Ключ 
18 

ОАО 

"Красногорсклексредства" 

Московская обл., г. 

Красногорск 
14 

ПКФ ООО "ФитоФарм" 
Краснодарский край, г. 

Анапа 
12 

ООО "Валерия" 
Ростовская обл., ст. 

Обливская 
10 

ЗАО "Иван-чай" 
г. Москва, пос. Горки-

Ленинские 
7 

ООО "Фарос-21" 
Краснодарский край, г. 

Краснодар 
5 

 

При дальнейших исследованиях этого параметра в зависимости от условий 

экстракции БАВ и хранения экстракта возможно обоснование фармактивности 

зверобоя с учетом региональной принадлежности исходного лекарственного 

растительного сырья. Также данное соотношение содержаний гиперфорина и 

фурогиперфорина можно использовать и для готовых фармпрепаратов на основе 

лекарственного сырья как показатель их качества или актуальности срока 

годности [175]. 

 

2.8 Анализ лекарственных препаратов на основе ЛРС 

 

В выбранных хроматографических условиях ВЭЖХ-ДМД-МС нами был 

проанализирован этанольный экстракт препарата "Деприм" с содержанием 

по данным производителя в 1 таблетке 60 мг сухого стандартизированного 

экстракта зверобоя продырявленного (Hypericum perforatum L.). В полученном 

экстракте были обнаружены фурогиперфорин, гиперфорин, адгиперфорин, 

псевдогиперицин, гиперицин, протогиперицин, а также протокатеховая кислота, 
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5-О-кофеилхинная кислота, 3-О-кофеилхинная кислота, (-)-эпикатехин, рутин, 

гиперозид, изокверцитрин, кверцитрин, кверцетин и I3,II8-биапигенин. 

Содержание нафтодиантронов, а именно псевдогиперицина, гиперицина 

и протогиперицина, по сумме составило 0,29 мг в 1 таблетке, что соответствовало 

заявленному производителем значению общего гиперицина – 0,30 мг в 1 таблетке. 

Содержание гиперфорина в таблетках "Деприм" не было указано производителем, 

но, с учетом рассчитанного относительного коэффициента содержаний 

гиперфорина и фурогиперфорина, который составил 1.4, можно заключить, 

что большая часть гиперфорина подверглась деградации в фармпрепарате на 

момент, когда его срок годности еще не истек. 

Также нами анализировался эликсир "Доппельгерц Нервотоник", в 100 мл 

которого содержится 2.084 г жидкого экстракта травы зверобоя (по данным 

производителя). Установлено, что эликсир содержит фенолкарбоновые кислоты 

и флавоноиды, но флороглюцинолы и нафтодиантроны в его составе не были 

обнаружены (таблица 26), исходя из чего, можно предположить, что гиперфорины 

на момент анализа подверглись разложению, несмотря на актуальность срока 

годности. 

 

Таблица 26 – Содержания БАВ в эликсире "Доппельгерц Нервотоник" 

Соединение 
Концентрация в эликсире, мкг/мл  

(n=3, p=0,95) 

Протокатеховая кислота 8.5±0.4 

5-О-кофеилхинная кислота 26.5±1.3 

3-О-кофеилхинная кислота 19.1±1.0 

(-)-Эпикатехин 10.0±0.5 

Рутин 12.1±0.6 

Гиперозид 51.3±2.6 

Изокверцитрин 17.7±0.9 

Кверцитрин 12.5±0.6 

Кверцетин 33.8±1.7 

I3,II8-биапигенин 8.6±0.4 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Изучены и оптимизированы способы экстракции БАВ из ЛРС в условиях 

различных способов их извлечения для целей их идентификации и определения 

методами хроматографии. Наибольшая эффективность извлечения БАВ из 

растительных объектов достигается с учетом химического «сродства» экстрагента 

и извлекаемого компонента, а также экстрагировании ЛРС при повышенных 

температуре и давлении в динамических условиях. 

2. Проведен скрининг БАВ фенольного происхождения в ЛРС в условиях 

различных способов их извлечения, идентифицированы 17 соединений в составе 

образцов трав семейств Зверобойные и 26 соединений в образцах трав семейства 

Яснотковые. 

3. Изучены способы жидкофазного и твердофазного концентрирования 

аналитов. Показано, что при сверхкритической флюидной экстракции БАВ из 

сырья зверобоя в СO2-экстракт переходят лишь незначительные количества 

гиперфорина, рутина и кверцетина. При твердофазной экстракции с 

использованием патронов на основе октадецилсилана происходит 

концентрирование фитокомпонентов из экстрактов ЛРС, а также очистка 

извлечений от соэкстрактивных веществ. 

4. Проведены кинетические исследования процессов извлечения БАВ из 

сырья на основе анализа кривых выхода компонентов от времени. Показана 

возможность дифференциации веществ по классам фенольных соединений на 

основе анализа их констант скоростей экстракции. Показано, что для получения 

констант скорости экстракции нестабильных БАВ из ЛРС требуется введение 

стабилизатора в экстракционную систему. 

5. Разработаны хроматографические методики определения БАВ в 

экстрактах трав Зверобойные и Яснотковые с учетом их структурного и 

химического разнообразия. На основе этих методик разработаны аналитические 

схемы идентификации и определения биологически активных веществ в 

исследуемых образцах. Показано, что для анализа травы зверобоя оптимально 
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определение БАВ по двум различным схемам: первая обеспечивает определение 

фенолкарбоновых кислот и флавоноидов и проводится на колонке с привитой 

октадецильной фазой, вторая – гиперицинов и гиперфоринов на колонке с 

монолитной структурой сорбента. Установлены метрологические характеристики 

разработанных методик определения БАВ в лекарственных растениях и 

препаратах на их основе. 

6. Проведен анализ лекарственных растений антидепрессантного и 

противовоспалительного действия, а также препаратов на их основе с 

применением разработанных аналитических схем идентификации и определения 

аналитов, установлены их содержания и соотношения. Показана возможность 

использования соотношений содержаний рутин/гиперфорин и 

гиперфорин/фурогиперфорин для установления качества и подлинности ЛРС. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

АГФ – адгиперфорин 

БАВ – биологически активные вещества 

БиАП – I3,II8-биапигенин 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография 

ВЭТСХ – высокоэффективная тонкослойная хроматография 

ГЦ – гиперицин и его производные 

ГФ – гиперфорин и его производные 

ГХ – газовая хроматография 

ГЗД – гиперозид 

ДМД – диодно-матричный детектор 

ЖЭД – жидкостная экстракция под давлением 

ЖЭ – жидкостная экстракция (экстракция растворителем) 

ЖЖЭ – жидкостно-жидкостная экстракция 

ЖХ – жидкостная хроматография 

ИКВ – изокверцитрин 

ИК – спектроскопия в инфракрасной области спектра 

КХ – колоночная хроматография 

КВН – кверцитрин 

КофК – кофейная кислота 

КВ – кверцетин 

КК – карнозоловая кислота 

ЛРС – лекарственное растительное сырье  

ЛГЛ – лютеолин-7-О-глюкозид 

ЛГРД – Лютеолин-7-O-бета-D-глюкуронид 

МС – масс- спектрометрия 

МВЭ – микроволновая экстракция 

МЭ – мацерация 

МТФД – матричная твердофазная дисперсия 

НХК – неохлорогеновая кислота  
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ПК – протокатеховая кислота; 

ПЭ – перколяция 

ПЖХ – препаративная жидкостная хроматография 

ПГП – псевдогиперицин 

ПВЭЖХ – препаративная высокоэффективная жидкостная хроматография  

РК – розмариновая кислота 

РТ – рутин 

СЭВ – субкритическая экстракция водой  

СЭ – Сокслет-экстракция 

СФЭ – сверхкритическая флюидная экстракция 

СКФ – сверхкритический флюид 

СС – сухое сырье 

ТФЭ – твердофазная экстракция  

ТП – терпены 

ТСХ – тонкослойная хроматография 

УЗЭ – ультразвуковая экстракция 

УЭР – ускоренная экстракция растворителями 

УФ-vis – спектроскопия в ультрафиолетовой и видимой областях спектра 

ФС – фенольные соединения 

ФК – фенольные кислоты 

ФД – флавоноиды 

ФМД – фотодиодный матричный детектор 

ФЭ – ферментативная экстракция 

ХК – хлорогеновая кислота 

ЭК – (-)-эпикатехин 

ЭСИ – электроспрей- ионизация  

ЯМР – спектроскопия ядерного магнитного резонанса 

3-О-КХК – 3-О-кофеилхинная кислота 

5-О-КХК – 5-О-кофеилхинная кислота 

TIC – total ion current (полный ионный ток) 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1 

 

 

Рисунок 1 – Хроматограмма экстракта зверобоя (Hypericum perforatum L.), полученная методом ВЭЖХ-ДМД ("Система 

1") 
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Рисунок 2 – Хроматограмма экстракта зверобоя (Hypericum perforatum L.), полученная методом ВЭЖХ-ДМД ("Система 

2") 
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Рисунок 3 – Хроматограмма экстракта шалфея лекарственного (Salvia officinalis L.), полученная методом ВЭЖХ-ДМД 
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Рисунок 4 – Хроматограмма экстракта чабреца ползучего (Thymus serpyllum L.), полученная методом ВЭЖХ-ДМД 
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Рисунок 5 – Хроматограмма экстракта душицы обыкновенной (Origanum vulgare L.), полученная методом ВЭЖХ-ДМД 
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Рисунок 6 – Хроматограмма экстракта мелиссы лекарственной (Melissa officinalis L.), полученная методом ВЭЖХ-ДМД 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2 

МС-спектры идентифицированных соединений в экстрактах трав семейства Зверобойные 

 

 

а – производное гиперфорина (ГФ + 2[O]), б – фурогиперфорин, в – гиперфорин, г – адгиперфорин,  

д – псевдогиперицин, е – протогиперицин, ж – гиперицин, з – протокатеховая кислота, и – неохлорогеновая кислота,  

к – хлорогеновая кислота, л – (–)-эпикатехин, м – рутин 
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МС-спектры идентифицированных соединений в экстрактах трав семейства Зверобойные 

 

 

н – гиперозид, о – изокверцитрин, п – кверцитрин, р – кверцетин,  

с – I3,II8-биапигенин  
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МС-спектры идентифицированных соединений в экстрактах трав семейства Яснотковые 

 

 

 

а – хинная кислота, б – 3,4-дигидроксифенил-молочная кислота, в – протокатеховая кислота, г – 5-О-кофеилхинная 

кислота, д – цикориевая кислота, е – протокатеховый альдегид, ж – кафтаровая кислота, з – 3-О-кофеилхинная кислота,  

и – 4-О-кофеилхинная кислота, к – кофейная кислота, л – лютеолин-7-O-бета-D-рутинозид,  

м – производное сальвианоловой кислоты 

 

200 300 400 500 600m/z
0.0

0.5

1.0

1.5

Inten. (x1,000,000)

190.8

200 300 400 500 600m/z
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00
Inten. (x100,000)

196.8

250 500 m/z
0.0

0.5

1.0

1.5

Inten. (x100,000)

152.9

200 300 400 500 m/z
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

Inten. (x100,000)

352.9

200 300 400 500 600m/z
0.0

2.5

5.0

Inten. (x10,000)

472.9

200 300 400 500 m/z
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00
Inten. (x100,000)

136.9

200 300 400 500 m/z
0.0

1.0

2.0

3.0

Inten. (x100,000)

310.9

200 300 400 500 m/z
0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0
Inten. (x100,000)

352.9

200 300 400 500 m/z
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

Inten. (x100,000)

352.9

200 300 400 500 m/z
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Inten. (x100,000)

178.8

200 300 400 500 m/z
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
Inten. (x100,000)

593.0

200 300 400 500 m/z
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00
Inten. (x1,000,000)

537.0

a б в г 

д е ж з 

и к л м 



159 
 

МС-спектры идентифицированных соединений в экстрактах трав семейства Яснотковые 

 

 

 

 

н – рутин, о – лютеолин-7-O-глюкозид, п – лютеолин-7-O-бета-D-глюкуронид, р – 3,5-дикофеилхинная кислота, 

с – апигенин-7- глюкозид, т – розмариновая кислота, у – апигенин-7-глюкуронид, ф – производное литоспермовой 

кислоты, х – лютеолин , ц – апигенин, ч – гиспидулин, ш – карнозол 
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МС-спектры идентифицированных соединений в экстрактах трав семейства Яснотковые 

  

 

 щ – карнозоловая кислота, э – метилкарнозат 
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