
202

Аналитика и контроль.       2011.        Т. 15.        № 2.

Введение
Состояние окружающей среды, избыточное 

потребление синтетических лекарств, пищевых 
добавок и консервантов оказывают существенное 
влияние на биологическое производство свобод-
ных радикалов, лежащих в основе целого ряда 

заболеваний и патологических состояний, таких 
как атеросклероз, ишемическая болезнь сердца, 
онкологические заболевания и др. Для коррек-
ции указанных состояний и в профилактических 
целях все чаще применяют растительное сырье, 
содержащее большой набор антиоксидантов: ви-
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таминов, флавоноидов и дубильных веществ, 
обладающих мягким воздействием на организм 
и сравнительно низкой токсичностью. Однако не-
обходимо контролируемое потребление антиокси-
дантов, поскольку при большом содержании они 
становятся проантиоксидантами [1]. Рекомендуе-
мые уровни потребления антиоксидантов приняты 
в РФ в 2004 году [2] (350-1300 мг/сутки), а в других 
странах 800-1000 мг/сутки. Практическое исполь-
зование антиоксидантов растительного проис-
хождения для регуляции свободнорадикальных 
процессов в организме человека выдвигает на 
первый план проблему количественной оценки 
антиоксидантной эффективности комплексных 
препаратов на основе лекарственного раститель-
ного сырья. Методы исследования антиоксидант-
ной активности различаются по типу источника 
окисления, окисляемого соединения и способа 
измерения окисляющего соединения. Эти методы 
дают широкий набор результатов, которые нельзя 
использовать по отдельности, а результаты долж-
ны быть интерпретированы с осторожностью [3]. 
На наш взгляд, это является нарушением ФЗ «Об 
обеспечении единства измерений». 	

Цель данной работы – проведение сопо-
ставления используемых методов анализа рас-
тительного сырья, выбор и рекомендация к при-
менению наиболее достоверных. 

Экспериментальная часть
В качестве объекта исследования исполь-

зовали готовое сырье надземной части шести 
видов лекарственных растений: мята перечная 
(Mentha piperita L.), череда (Satureja hortensis L.), 
шалфей (Salvia officinalis L.), зверобой (Hyperi-
cum perforatum L.), мелисса (Melissa officinalis L.), 
тысячелистник (Achillea millefolium L.), выпускае-
мых ЗАО фирма «Здоровье» и приобретенных в 
аптечной сети.

Водное извлечение готовилось путем на-
гревания около 1,5 г сырья, измеренного на ана-
литических весах марки CAS CAUY имеющих I 
(специальный) класс точности по ГОСТ 24104-
2001 и дискретность 0,1 мг, со 100 мл воды на 
водяной бане с обратным холодильником в те-
чение 20 мин. 

В полученных экстрактах определяли со-
держание дубильных веществ, следующими ме-
тодами: 
- методом Левенталя, основанном на окислении 
дубильных веществ перманганатом калия с ис-
пользованием индигокармина в качестве инди-
катора  [4];
- методом Дейса - гравиметрического определе-
ния продуктов взаимодействия с избытком фор-
мальдегида [5];
- спектрофотометрическим методом, с приме-
нением раствора аммония молибденовокисло-
го [6]. 

В качестве стандартного образца исполь-
зовали ГСО танина.  Указанные три метода 
позволяют оценить лишь общее содержание 
дубильных веществ,  представляющих собой 
сложную смесь близких по составу фенольных 
соединений, делящихся на две большие груп-
пы: гидролизуемые и конденсированные. Для 
количественного определения отдельных групп 
танино-катехиновой смеси использовали по-
тенциометрический метод [7]. Количественное 
содержание флавоноидов определяли спектро-
фотометрически [8], а аскорбиновой кислоты - 
титриметрическим методом [4]. Относительная 
погрешность измерения не превышала 5 %, 
доверительный интервал вычисляли по стан-
дартной процедуре с использованием коэффи-
циента Стьюдента (доверительная вероятность 
составляет 0,95).

Для подвергнутых фитохимическому анали-
зу образцов исследуемых растений была опреде-
лена антиоксидантная активность, которую оце-
нивали с использованием нескольких методик. 
Согласно первой методике, об антиоксидантной 
активности фитопрепаратов судили по их способ-
ности ингибировать аутоокисление адреналина 
in vitro и тем самым предотвращать образование 
активных форм кислорода [9]. Для этого к 4 мл 
0,2 М натрий-карбонатного буфера, рН = 10,65 
(устанавливаемое добавлением к 0,2 М раство-
ру Na2CO3 сухого реактива NaHCO3) добавляли 
0,2 мл 0,1 % (5,46 мМ) аптечного раствора адре-
налина гидрохлорида, тщательно и быстро пере-
мешивали, помещали в спектрофотометр СФ-46 
и определяли оптическую плотность через 30 с в 
течение 10 мин при длине волны 347 нм в кювете 
толщиной 10 мм (D1). Далее к 4 мл буфера (рН = 
10,65) добавляли 0,06 мл исследуемого экстракта 
и 0,2 мл 0,1 % адреналина гидрохлорида, пере-
мешивали и измеряли оптическую плотность, как 
описано выше (D2). Антиоксидантную активность 
(АА) исследуемых препаратов выражали в про-
центах ингибирования аутоокисления адренали-
на и вычисляли по формуле:   
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экстракты имели собственную окраску, которая поглощает определенную

длину волны в видимой области спектра.
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ет о наличии антиоксидантной активности. При 
расчете антиоксидантной активности также учи-
тывали то, что экстракты имели собственную 
окраску, которая поглощает определенную дли-
ну волны в видимой области спектра.

Сообразно второй методике, для опреде-
ления антиоксидантной активности экстрактов 
растительного сырья использовали ампероме-
трический метод [10]. Измерения проводили на 
приборе «Цвет Яуза–01-АА» разработки НПО 
«Химавтоматика». Сущность метода заключа-
ется в измерении электрического тока, возни-
кающего при окислении групп –ОН природных 
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антиоксидантов фенольной природы на поверх-
ности рабочего электрода при определенном 
потенциале. Предварительно строили графи-
ческую зависимость сигнала образца сравне-
ния (кверцетина) от его концентрации и с по-
мощью полученной градуировки рассчитывали 
содержание фенолов в исследуемых образцах 
в единицах концентрации кверцетина. Антиок-
сидантную активность (АОА, мг/г) исследуемых 
экстрактов, определяемую амперометрическим 
методом,  вычисляли по формуле
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содержания биологически активных веществ в 
исследуемых образцах лекарственных расте-
ний представлены в таблице. Полученные дан-
ные показывают, что содержание биологически 
активных веществ в растениях варьируется в 
широких пределах. Так, например, массовая 
доля  дубильных веществ в растительном сы-
рье колеблется в довольно значительных пре-
делах от ~1,2 % у Mentha piperita L. до ~10 % у 
Hypericum perforatum L. Причем концентрации 
дубильных веществ, полученные для каждого 

образца разными способами, в большинстве 
случаев совпадают в пределах погрешности из-
мерений. Значительно отличается точность из-
мерения содержания танидов. 

Метод Дейса показал наибольшую по-
грешность в определении дубильных веществ, 
причем с уменьшением их концентрации наблю-
дается возрастание погрешности. Это связано, 
по-видимому, с наличием в растворе низкомоле-
кулярных продуктов, влияющих на результаты 
измерения. Кроме того, данный метод является 
небезопасным, т.к. для проведения реакции ис-
пользуются значительные количества токсично-
го формальдегида. 

Метод Левенталя, наиболее часто использу-
емый в фармакопее, показал сравнительно хоро-
шую воспроизводимость. Однако некоторая завы-
шенность результатов определений обусловлена:  
субъективностью определения конца титрования 
по появлению золотисто-желтой окраски; силь-
ной зависимостью результатов от интенсивности 
перемешивания титруемого раствора и освеще-
ния; зависимостью расхода перманганата калия 
от  скорости титрования; неприемлемостью при-
менения единого пересчетного коэффициента 
для растительного сырья, содержащего танино-
катехиновую смесь (показано, что в зависимости 
от исследуемых объектов он может составлять от 
0,00416  до 0,00735 [4]). 

Применение спектрофотометрического и 
потенциометрического методов выявило наи-
большую сходимость результатов определе-
ния дубильных веществ, причем с наименьшей 
погрешностью. На наш взгляд данные методы 
позволяют получать наиболее достоверные ре-
зультаты. В дальнейшем для анализа данных 

Таблица 
Состав и антиоксидантная активность водных экстрактов исследуемого растительного сырья 

Исследу-
емое рас-
тительное 

сырье

Содержание, % мас. АА, 
%

АОА,
мг/гтанидов 

флаво-
ноидов

аскорби-
новой 

кислоты 
методом 
Левента-

ля

методом
Дейса

спектро-
фотоме-

трическим 
методом

потенцио-
метри-
ческим 

методом
Mentha 
piperita L.

1,35 ± 0,03 1,18 ±0,32 1,22 ± 0,02 1,22 ± 0,01 2,21 ± 0,04 0,28 ± 0,01 21,7 16,548

Satureja 
hortensis L. 

5,10 ± 0,08 4,77 ±0,24 4,48 ± 0,02 4,46 ± 0,01 1,12 ± 0,02 0,07 ± 0,01 46,0 26,868

Salvia 
officinalis L.

5,80 ± 0,08 5,74 ±0,19 5,76 ± 0,04 5,77 ± 0,01 2,79 ± 0,03 0,08 ± 0,01 60,2 48,310

Hypericum 
perforatum L.

11,04 ±  0,05 … 10,58 ± 0,05 10,56 ± 0,04 4,32 ± 0,01 0,19 ± 0,01 65,3 52,503

Melissa 
officinalis L.

4,63 ± 0,04 4,58 ± 0,22 4,52 ± 0,02 4,51 ± 0,01 2,06 ± 0,05 0,25 ± 0,01 57,7 37,770

Achillea 
millefolium L.

3,32 ± 0,03 … 2,99 ± 0,02 2,84 ± 0,02 1,94 ± 0,01 0,10 ± 0,01 38,8 23,516

Примечание: «…»  – анализ не проводился. 
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были использованы значения концентрации та-
нидов, определенные потенциометрически.	

Сумма флавоноидов в образцах изучен-
ных растений варьирует от 1,12 до 4,32 % мас. 
Наибольшее содержание флавоноидов опреде-
лили в Hypericum perforatum L. и Salvia officina-
lis L. Наименьшее содержание этой группы ве-
ществ установили в  Satureja hortensis L.

Содержание аскорбиновой кислоты в сы-
рье изученных растений изменяется от  0,067 до 
0,283 % мас. Наименьшее содержание аскорби-
новой кислоты найдено в Satureja hortensis L., а 
наибольшее -  в Mentha piperita L.

Поскольку реальные объекты представ-
ляют собой довольно сложные по химическому 
составу системы, то проблемой практического 
использования антиоксидантов растительно-
го происхождения является количественная 
оценка их антиоксидантной активности, которая 
реализуется за счет суммарного содержания и 
действия восстановителей различной природы. 
Кроме того, при оценке антиоксидантной спо-
собности необходимо учитывать не только при-
роду и содержание восстановителей в исследу-
емом объекте, но и возможность их взаимного 
влияния (например, синергизм или антагонизм).

В данной работе нами использован усо-
вершенствованный метод оценки антиокисли-
тельной активности антиоксидантов на началь-
ных этапах свободнорадикального окисления 

по ингибированию супероксидрадикала в реак-
ции аутоокисления адреналина в адренохром в 
щелочной среде [9].     

На рис. 1. представлена динамика реакции 
аутоокисления адреналина имеющая сигмо-
идный вид. Форма начального участка кривой 
указывает на существование индукционного 
периода реакции. Введение в реакционную 
смесь растительных экстрактов, различающих-
ся концентрацией биологически активных ве-
ществ (БАВ), не оказывает влияние на форму 
кривой. Ингибирующее действие рассматри-
ваемых экстрактов проявляется в уменьшении 
значения оптической плотности (по сравнению 
с контрольной пробой) и во влиянии на индук-
ционный период,  продолжительность которого 
различна в зависимости от используемого рас-
тительного сырья. 

Согласно данной методике антиоксидант-
ная активность (АА) не может определяться 
прямым способом, а рассчитывается как отно-
сительная величина, и определяется соотно-
шением экстинкций при определенном времени 
протекания реакции, т.е. времени экспозиции. 
Поэтому проблемой в оценке АА является вы-
бор времени экспозиции, от которого зависят 
получаемые экспериментальные данные. В ка-
честве критерия оценки АА нами были выбраны 
два параметра: традиционный – время экспо-

 
 

 
 
 
 
 

 

D2 D1 

D2 

 

t  

Рис. 1. Зависимость оптической плотности D от времени реакции аутоокисления адреналина t в от-
сутствие и в присутствии экстрактов растений:○ – чистый адреналин; ■ - Mentha piperita L.; □ - Hyperi-
cum perforatum L.; ▲- Satureja hortensis L.; ♦ - Melissa officinalis L.; x - Achillea millefolium L.; ∆ - Salvia 
officinalis L. 
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зиции и, второй, предложенный нами, - период 
индукции. 

Для оценки влияния растительных экс-
трактов на процесс аутоокисления адреналина 
было выбрано время экспозиции равное 10 мин, 
поскольку интенсивность образования продукта 
окисления адреналина наиболее высока в этот 
промежуток времени. Расчет АА показал, что 
все исследуемые растительные экстракты об-
ладают высокой антиоксидантной активностью 
(таблица). Анализируя полученные данные мож-
но отметить, что прослеживается корреляция 
между показателем АА образцов лекарствен-
ных растений и суммарным содержанием в них 
всех БАВ: дубильных веществ, флавоноидов и 
аскорбиновой кислоты (рис. 2). Для аппроксима-
ции экспериментальных данных был использо-
ван метод наименьших квадратов. Наилучший 
результат аппроксимации был получен с ис-
пользованием полиноминальной зависимости. 
Наблюдающееся отклонение от линейной за-
висимости, при достижении определенной кон-
центрации (~7-8 % мас.) биологически активных 
веществ, на наш взгляд связано со сменой ан-
тиоксидантного действия прооксидантным. 

Для доказательства правильности вы-
бранного критерия, полученные данные были 
сопоставлены с результатами прямого опре-
деления антиоксидантной активности (АОА) 
амперометрическим методом, которые пред-
ставлены в таблице. Так же, как и в случае спек-
трофотометрического метода, наибольшая кор-
реляция прослеживается между показателем 
АОА и суммарным содержанием БАВ (рис. 3). 
К тому же эти зависимости удовлетворительно 
согласуются между собой (рис. 4).

В качестве второго критерия оценки АА 
мы предлагаем  рассмотреть период индукции, 
который имеется на всех кривых  аутоокисле-
ния адреналина в присутствии растительных 
экстрактов (рис. 1) и увеличивающийся с ро-
стом содержания БАВ в экстрактах. Скорее 
всего, именно в это время БАВ и проявляют 
свое антиоксидантное действие. При исто-
щении раствора (уменьшении концентрации 
БАВ) лимитирующей становится реакция 
окисления адреналина и на кривой наблю-
дается второй, более вертикальный, участок. 
Для определения индукционного периода (tинд, 
мин) рассчитывали точку пересечения прямых 
линий – горизонтальной, характеризующей 
длительность индукционного периода, и на-
клонной, характеризующей протекание самой 
реакции (рис. 1). Для расчета антиоксидант-
ной активности сначала определяли показа-
тель экстинкции (D2), отражающий скорость 
ингибирования аутоокисления адреналина в 
присутствии исследуемых экстрактов при tинд, 
а затем показатель экстинкции (D1), отражаю-

щий аутоокисление адреналина в данный мо-
мент времени. Если перестроить график рис. 
2  в координатах АА, рассчитанной по оптиче-
ской плотности растворов в момент времени, 
равный tинд от суммарного массового содержа-
ния биологически активных веществ (БАВ, %) 
(рис. 5) и  считать, что зависимость имеет тот 
же полиноминальный характер, то, во-первых, 
наблюдается возрастание коэффициента 
корреляции (R2 = 0,9935), а, во-вторых, схо-
димость между результатами двух методов 

Рис. 2. Зависимость антиоксидантной активно-
сти АА от массового содержания биологически 
активных веществ в растительных экстрактах: 
■ - Mentha piperita L.; □ - Hypericum perforatum L.; 
▲- Satureja hortensis L.; ♦ - Melissa officinalis L.; x - 
Achillea millefolium L.; ∆ - Salvia officinalis L.

Рис. 3. Зависимость антиоксидантной активно-
сти АОА от массового содержания биологически 
активных веществ в растительных экстрактах:  
■ - Mentha piperita L.; □ - Hypericum perforatum L.; 
▲- Satureja hortensis L.; ♦ - Melissa officinalis L.; x - 
Achillea millefolium L.; ∆ - Salvia officinalis L.
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становится практически удовлетворительной 
(рис. 4). Таким образом, период индукции мож-
но  считать величиной, определяющей АОА 
экстрактов.

На основании  проведенных исследова-
ний можно сделать вывод, что результаты обо-
их методов (амперометрического и спектрофо-
тометрического), с использованием в качестве 
критерия оценки антиоксидантной активности 
периода индукции, дают равноценные резуль-
таты и могут быть использованы для опреде-
ления антиоксидантной активности веществ. 
Однако в технике исполнения и экспрессности 
спектрофотометрический метод уступает ампе-
рометрическому. 

Выводы
Исследован состав водных извлечений 

шести распространенных лекарственных трав. 
Рассмотрены различные широко используемые 
методики количественного определения биоло-
гически активных веществ в растительном сы-
рье. Показано, что наиболее чувствительными 
и специфическими к таниносодержащим ком-
понентам растительных экстрактов являются 
спектрофотометрический и потенциометриче-
ский методы.

Определена антиоксидантная актив-
ность растительных экстрактов двумя аль-
тернативными методами: по реакции аутоо-
кисления адреналина и амперометрическим. 
В целом обе методики дают объективные ре-
зультаты, согласно которым все исследуемые 
лекарственные растения в той или иной сте-
пени обладают достаточно высокой антиокси-
дантной активностью.

Выявлена корреляционная связь между 
суммарным содержанием биологически ак-
тивных веществ в растительном сырье и анти-
оксидантной активностью. При достижении 
определенной массовой концентрации (~7-8 %) 
биологически активных веществ их антиокси-
дантное действия сменяется прооксидантным.

Предложен новый критерий в оценки ан-
тиоксидантной активности растительных экс-
трактов в анализе ингибирования реакции ау-
тоокисления адреналина. Доказано, что период 
индукции можно считать величиной, определя-
ющей антиоксидантную активность экстрактов.
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The composition of water extracts of herbs has been investigated. The concentration of tanides was de-
termined with the help of various methods. It is proved, that spectrohotometric and potentiometric methods are 
the most specific towards phenols of plant extracts. The autooxidation activity of plant extracts was found us-
ing two alternative methods: measuring the inhibition of superoxide radical in autooxidation reaction of adrena-
line, and using amperometric method. Both techniques give the objective results. The correlation between the 
total content of biological active compounds in plant raw materials and antioxidation activity was found.

Key words: plant raw materials, tanides, antioxidation activity, autooxidation adrenaline, amperometric 
method.


