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Разработана методика спектрофотометрического определения флавоноидов в лекар-
ственном растительном сырье, включающая стадию экстракционного выделения флавоно-
идов с последующим их детектированием по реакции образования окрашенных комплексов 
с ионами алюминия в мицеллярных средах цетилпиридиния хлорида. Предел обнаружения 
составил 0.2 % мас. в пересчете на рутин при массе пробы 0.1 г, время анализа – 35 мин.
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Флавоноиды являются биологически активными 
веществами, которые способны повышать прочность 
стенок капилляров (Р-витаминная активность) за 
счет антиоксидантного действия, что важно при 
лечении хронической венозной недостаточности, 

гипертонии и других сердечно-сосудистых заболе-
ваний, связанных с увеличением проницаемости 
кровеносных капилляров. Они усиливают действие 
аскорбиновой кислоты, оказывают седативное, 
противовоспалительное, кровоостанавливаю-
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щие, противоязвенное действие; применяются 
при геморрое, служат хорошими желчегонными 
средствами [1-4]. Флавоноиды входят в состав 
многих препаратов растительного происхождения, 
к которым в настоящее время проявляется при-
стальное внимание, как к наиболее безопасным 
лекарственным средствам [5, 6].  В связи с этим 
актуальной задачей аналитической химии является 
разработка методик определения флавоноидов в 
растительном сырье. При этом для фармацевти-
ческих лабораторий наибольший интерес пред-
ставляют методики, основанные на принципах 
широкодоступных аналитических методов, таких 
как спектрофотомерия.

Известные спектрофотометрические ме-
тодики определения содержания флавоноидов, 
основанные на реакциях образования комплексов 
с ионами алюминия или железа (III), ограниченно 
пригодны для выполнения массовых анализов, 
так как лежащие в их основе фотометрические 
реакции являются кинетически замедленными [7]. 

Минимизировать кинетические ограничения 
при образовании аналитических форм можно за 

счет проведения фотометрических реакций в ми-
целлярных средах [8-10]. До настоящего времени 
эта возможность улучшения аналитических харак-
теристик методик определения флавоноидов еще 
не была изучена.

Цель работы – разработка экспрессной 
спектрофотометрической методики определения 
флавоноидов в лекарственном сырье по реакции 
образования их комплексов с ионами алюминия 
в мицеллярных средах ПАВ различной природы. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Растворы ПАВ (цетилпиридиния хлорида, 

додецилсульфата натрия и Triton X-100)  готовили 
растворением препаратов в дистиллированной воде.

Растворы алюминия хлорида 4-50 г/л гото-
вили растворением соответствующих навесок в 
70 % растворе этилового спирта в воде.

Исходные растворы рутина готовили рас-
творением его навесок в 70 % растворе этилового 
спирта при нагревании (50–60 °С). Рутин предва-
рительно прокаливали при температуре 130 °С в 
течение 3 час до постоянной массы.

Ацетатный буферный раствор (рН = 4) гото-
вили смешением 1 М раствора уксусной кислоты 
с 1 М раствором ацетата натрия в соотношении 
1:1. рН буферного раствора корректировали до-
бавлением 1 М HCl или 1 М NaOH.

Все используемые реактивы имели квали-
фикацию не ниже ч.д.а.

При изучении влияния концентраций цетил-
пиридиния хлорида (ЦПХ) и ионов алюминия на 
протекание фотометрической реакции 1 мл 0.5 г/л 
раствора рутина помещали в мерную колбу емко-
стью 25 мл, прибавляли 1 мл раствора алюминия 
хлорида с концентрацией от 4 до 50 г/л и 1 мл ЦПХ 
(его концентрацию изменяли от 0.001 до 1 г/л). 
Объем раствора доводили в колбе до метки 70 % 
раствором этилового спирта. В качестве раствора 
сравнения использовали 0.02 г/л раствор рутина. 
Оптические плотности  растворов измеряли через 
5 мин при λ = 413 нм.

При изучении влияния кислотности на про-
текание фотометрической реакции  в водной среде 
1 мл 0.5 г/л раствора рутина помещали в мерную 
колбу емкостью 25 мл, прибавляли 1 мл 10 г/л 
раствора алюминия хлорида и 1 мл 0,01 г/л ЦПХ. 
Объем раствора доводили в колбе до метки дис-
тиллированной водой. рН смешанного раствора 
корректировали добавлением 1 М HCl или 1 М NaOH 
и контролировали с помощью иономера И-500. 

Оптические плотности и спектры поглоще-
ния растворов измеряли на спектрофотометре  
Shimadzu (UVmini-1240) (l = 10 мм).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для фотометрического определения фла-

воноидов в растительном сырье использовали 

Таблица 1
Спектрофотометрические характеристики ком-
плекса рутина с ионами алюминия в присутствии 
различных ПАВ

ПАВ Длина 
волны, 

нм

Молярный коэф-
фициент светопо-
глощения, ε·104 л/

моль·см
Без добавле-
ния ПАВ

413 1.6

Додецилсуль-
фат натрия

413 1.7

Triton X-100 413 1.7
Цетилпири-
диния хлорид

413 1.9

Рис. 1. Результаты исследования влияния раз-
личных ПАВ на скорость образования комплекса 
рутина с ионами алюминия: 1 – без ПАВ; 2 – Triton 
X-100; 3 – додецилсульфат натрия; 4 – ЦПХ



360

Аналитика и контроль.       2012.        Т. 16.        № 4.

реакцию образования их комплексов с ионами 
алюминия, так как эта фотометрическая реакция 
обеспечивает максимальную контрастность [11, 12]. 

Результаты исследования влияния цетил-
пиридиния хлорида, додецилсульфата натрия и 
Triton X-100 на скорость образования аналитической 
формы рутина представлены на рис. 1. Согласно 
полученным данным, при прочих равных условиях 
добавления любого из ПАВ приводят к увеличению 
оптической плотности растворов. Максимальный 
эффект проявляется в присутствии ЦПХ (крив. 4). В 
этом случае скорость протекания фотометрической 
реакции значительно возрастает. Для достижения 
близкого к предельному значению оптической плот-
ности достаточно 5 мин. Кроме того, введение ЦПХ 
приводит к увеличению молярного коэффициента 
светопоглощения (табл. 1).

На основании полученных данных в каче-
стве наиболее предпочтительного реагента был 
выбран ЦПХ. 

В диапазоне концентраций ЦПХ 0.01 – 0.05 
г/л оптическая плотность раствора аналитической 
формы достигает максимума и далее существен-
но не меняется (табл. 2). Исходя из этих данных, 
концентрация ЦПХ, равная 0.01 г/л, была выбрана 
в качестве оптимальной для дальнейших экспе-
риментов.

Немаловажной особенностью является и тот 
факт, что в присутствии ЦПХ фотометрическая 
реакция эффективно протекает в среде дистилли-
рованной воды. В этом случае в отличие от условий, 
предлагаемых в [7], отпадает необходимость ис-
пользования этилового спирта для образования 
аналитической формы. При этом спектры поглоще-
ния комплекса рутина с алюминием в водной (рис. 
2 кривая 1) и спиртовой средах (рис. 2 кривая 2) в 
присутствии ЦПХ практически идентичны.

В работе было изучено влияние концентрации 
ионов алюминия на оптическую плотность раствора 
аналитической формы (табл. 3). Согласно полу-
ченным данным аналитический сигнал максимален 
при концентрации ионов алюминия равной 10 г/л. 

На следующем этапе было изучено влия-
ние кислотности на протекание фотометрической 
реакции в водной среде. Было установлено, что 
при  рН < 4 наблюдается значительное снижение 
оптической плотности фотометрируемого раствора, 
а при рН > 5 наблюдается образование коллоид-
ного раствора. Для дальнейших экспериментов 
в качестве оптимального значения кислотности 
было выбрано рН = 4, создаваемое добавлением 
ацетатного буферного раствора (рН = 4).

 Важным этапом при определении фла-
воноидов в лекарственном растительном сырье 
является пробоподготовка, включающая их извле-
чение. Была изучена эффективность извлечения 
флавоноидов из различного растительного сырья 
в водно-спиртовой раствор при нагревании. При 
проведении экспериментов варьировали время 

извлечения, объем этилового спирта и навески 
сырья.

Для всего исследованного сырья (травы 
зверобоя, цветков ромашки и ноготков) оптималь-
ными условиями извлечения флавоноидов с точки 
зрения минимизации временных затрат и затрат 
этилового спирта является кипячение 0.1 г пробы 
в 25 мл 70 % этилового спирта в течение 30 мин.

С учетом найденных условий выделения 
флавоноидов и образования их аналитических 
форм разработана методика их фотометрического 
определения в растительном лекарственном сырье.  

В соответствии с разработанной методикой 
0.1 г воздушно-сухой пробы сырья, измельченной 
и просеянной через сито с размером частиц 1-3 
мм, помещают в круглодонную колбу емк. 100 мл 
и добавляют 25 мл 70 % этилового спирта. Извле-
чение осуществляют при нагревании с обратным 
холодильником на водяной бане в течение 30 мин. 
Полученный раствор охлаждают и отфильтро-
вывают через бумажный фильтр (красная лента). 
Фильтрат доводят в мерной колбе до 25 мл 70 % 
этиловым спиртом (раствор А).

1 мл раствора А переносят в мерную колбу 
емкостью 25 мл, добавляют 1 мл 10 г/л раствора 
алюминия хлорида, 1 мл 0.01 г/л раствора ЦПХ, 5 
мл ацетатного буферного раствора и доводят рас-
твор в колбе до метки дистиллированной водой. 
Оптическую плотность измеряют через 5 мин при 
длине волны 413 нм. В качестве раствора сравнения 
используют раствор, приготовленный разбавлени-
ем раствора А дистиллированной водой в 25 раз. 

Содержание флавоноидов определяют по 
градуировочному графику, построенному по стан-
дартным растворам рутина. Градуировочный график 
линеен в диапазоне содержания флавоноидов от 
0.2 до 25 % (y = 0,8671x + 0.037).

 Разработанная методика была использова-
на для определения флавоноидов в различном 
лекарственном растительном сырье (табл. 4). Па-
раллельно определяли содержание флавоноидов 
в исследуемых объектах по известной методике 

Таблица 3
Результаты исследования влияния концентрации 
ионов алюминия на оптическую плотность раство-
ра аналитической формы рутина

c(Al3+), 
г/л

4 6 8 10 20 30 40 50

A 0.304 0.343 0.347      0.437   0.401 0.379   0.352 0.313

Таблица 2
 Результаты исследования влияния концентрации 
ЦПХ на оптическую плотность раствора аналити-
ческой формы рутина

с(ЦПХ), 
г/л

0.001 0.01 0.05 0.1 0.5 1

A 0.470 0.505 0.505 0.498 0.498 0.500
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[7]. Расчет содержания флавоноидов в анали-
зируемом растительном сырье осуществляли 
в пересчете на рутин, так как все максимумы в 
спектрах поглощения аналитических форм иссле-
дуемого растительного сырья практически совпали 
с максимумом поглощения аналитической формы 

рутина (рис. 2). Расчет проведен с учетом потери 
в массе при высушивании.

 Как видно из табл. 4, результаты, полученные 
по разработанной и стандартизованной методикам, 
отличаются незначимо, что подтверждает правиль-
ность получаемых результатов. 

В табл. 5 представлены аналитические ха-
рактеристики разработанной и известной методик 
[7]. Разработанная методика позволила сократить 
время проведения фотометрической реакции в 
8 раз и устранить необходимость применения 
этилового спирта для ее проведения.

Авторы выражают благодарность РФФИ (Грант 
10-03-00007-а) за финансовую поддержку.
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Таблица 4
Результаты определения флавоноидов в лекар-
ственном растительном сырье  (n = 3, Р = 0.98)

Лекарственное 
растительное 

сырье
(производитель)

Найденное содержание, % 
по разра-
ботанной 
методике

по методи-
ке ГФ XI 

Зверобоя трава
(ОАО «Красно-
горсклексред-
ства»)

5.84 ± 0.05 5.72 ± 0.05

Ромашки цветки
(ОАО «Красно-
горсклексред-
ства»)

2.60 ± 0.04 2.51 ± 0.05

Ноготков цветки
(ЗАО «Ст.-
Медифарм»)

1.00 ± 0.05 1.02 ± 0.05

Таблица 5
Сравнение аналитических характеристик разработанной методики и методики ГФ XI определения фла-
воноидов в растительном сырье

Характеристика Разработанная методика Методика ГФ XI
Время проведения фотометрической реак-
ции, мин.

5 40 

Масса пробы сырья, г 0.1 1.0 
Диапазон определяемых концентраций, % 0.6 – 25 0.6 – 25 
Предел обнаружения, % 0.2 0.2 
Необходимость проведения фотометриче-
ской реакции в среде этилового спирта

нет да

Рис. 2. Спектры поглощения комплекса рутина с 
алюминием в водной (1) и спиртовой (2) средах в 
присутствии ЦПХ и флавоноидов, выделенных 
из травы зверобоя (3); цветков ромашки (4)  и ка-
лендулы (5)
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SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF FLAVONOIDS IN 
PLANT MATERIAL
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The aim of this work was to develop a new spectrophotometric methodology for determination 
of flavonoids in medicinal raw material, including the stage of the extraction of flavonoids and their 
subsequent determination based on the reaction of obtaining their complexes with aluminum ions in 
micellar media of cetylpyridinium chloride. 

The detection limit was 0.2 %, which is sufficient for this type of samples (0.1 g), time of analysis 
is 35 min.  

Keywords: spectrophotometry, plant material, flavonoids, surfactants.


