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Разработаны методы количественного определения биологически активных соединений – флавоноидов и
витамина К1 в жидком экстракте «Экстрадент», полученного из надземной части горца перечного (Polygonum hidropiper
L.), пастушьей сумки (Bursa pastoris), цветков календулы (Calendulae officinalis) и листьев крапивы (Urtica dioica L.)
методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). В результате на хроматограмме экстракта были об-
наружены компоненты, соответствующие по времени удерживания стандартных образцов робинина, рутина и кверце-
тина. Выявлено, что содержание робинина составило 0.37%, рутина – 0.014%, кверцетина – 0.00045%, а витамина К1 –
0.005%. Таже методом масс-спектрометрии с индуктивно связанной плазмой (ИСП-МС) было определено
количественное содержание макро- и микроэлементов жидкого экстракта «Экстрадент». Самое большее содержание
макроэлементов приходится на долю калия (0.65%), фосфора (0.2%), а среди микроэлементов железа составляет
15.716 мг/л, селена – 0.046 мг/л. Содержание солей тяжелых металлов жидкого экстракта находится в пределах нормы
и составляет суммарно 1.155 мг/л. Из них основное большее содержание приходится на цинк и медь.
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Введение

Лекарственные средства подлежат обязательной сертификации, что подразумевает проведение испы-
таний (контроля качества). Обеспечение надлежащего качества ЛРС во многом зависит от правильной ор-
ганизации контроля, его действенности и эффективности, а также от уровня требований, заложенных в нор-
мативную документацию (НД), и используемых методов анализа [1].

В настоящее время актуальным направлением при исследовании лекарственного растительного сы-
рья является разработка новых подходов к стан-
дартизации и использование этих подходов при со-
ставлении нормативной документации. Одним из
основных вопросов является обоснование группы
биологически активных соединений (БАС), по ко-
торой будет осуществляться стандартизация [2–8].

Сырье растений горца перечного или перца
водяного (Polygonum hidropiper L.), пастушьей
сумки (Bursa pastoris), цветков календулы
(Calendulae officinalis) и листьев крапивы (Urtica
dioica L.) многие сотни лет применяется в научной
и народной медицине [9–18]. По литературным и
собственным данным, сырье представленных
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растений богато биологически активными веществами, такими как кверцетин, изорамнетин, рутин,
лютеолин, гиперозид, витамины В, С, К, полисахариды, терпеноиды, макро- и микроэлементы [9–21].

Изучен флавоноидный состав надземной части перца водяного, выделены и охарактеризованы с ис-
пользованием 1Н ЯМР-, УФ-спектроскопии и масс-спектрометрии доминирующих флавоноидов пиностро-
бина (5-гидрокси-7-метоксифлаванон) и нового природного соединения – 21,61-дигидрокси-41,51-диметок-
сихалкона [22]. По литературным данным в траве Polygonum hydropiper L содержатся кверцетин, кемпфе-
рол, лютеолин, мирицетин, изорамнетин, рамназин, кверцитрин, гиперозид, 7-метиловый эфир персикарина,
рутин [23–24]. По данным зарубежных ученых в траве данного растения наряду с кверцетином и кверцит-
рином содержатся таксифолин, кверцетин-3-сульфат, (+)-катехин [25–27].

В стоматологической практике чаще встречаются болезни десен и, учитывая неуклонный рост забо-
леваемости пародонтитом местного населения, важным является создание отечественных лекарственных
средств для лечения и профилактики этого заболевания среди населения Республики Узбекистан.

Исходя из вышеизложенного был разработан состав жидкого экстракта для профилактики и лечения
пародонтита из четырех растений: надземной части горца перечного (Polygonum hidropiper L.), пастушьей
сумки (Bursa pastoris), цветков календулы (Calendulae officinalis) и листьев крапивы (Urtica dioica L.). В
связи с этим задачей нашего исследования является качественное и количественное определение
флавоноидов, витамина К1 и макро- микроэлементного состава экстракта «Экстрадент», полученного из
надземной части горца перечного (Polygonum hidropiper L.), пастушьей сумки (Bursa pastoris), цветков
календулы (Calendulae officinalis) и листьев крапивы (Urtica dioica L.).

Экспериментальная часть

Объект исследования. Объектом исследования служил жидкий экстракт «Экстрадент», полученный
из надземной части горца перечного (Polygonum hidropiper L.), пастушьей сумки (Bursa pastoris), цветков
календулы (Calendulae officinalis) и листьев крапивы (Urtica dioica L.). Экстракт был получен методом
перколяции 70%-ным этанолом при одинаковом соотношении растительного сырья.

Определение флавоноидов жидкого экстракта. Для исследования флавоноидов экстракта был
проведен анализ методом ВЭЖХ с детектированием при длине волн 254 нм и 370 нм.

Условия хроматографирования флавоноидов: хроматограф – Agilent Technologies 1260, подвижная
фаза (градиентный режим) – ацетонитрил – буферный раствор pH=2.92 (4 : 96) 0–6 мин, (10 : 90) 6–9 мин,
(20 : 80) 9–15 мин, (4 : 96) 15–20 мин, объем инжекции – 5 мкл, скорость подвижной фазы – 0.75 мл/мин,
колонка – Eclipse XDB C18 5.0 мкм, 4.6×250 мм., диодно-матричный детектор, длина волны 254 и 370 нм.

Определение витамина К1. Определение подлинности и количественного содержания витамина К1

проводили методом высокоэффективной жидкостной хроматографии на приборе Agilent Technologies 1200
series, снабженного четырехканальным градиентным насосом высокого давления, диодно-матричным де-
тектором, дегазатором подвижной фазы, автосамплером и термостатом колонок [28].

Условия хроматографирования: колонка хроматографическая Poroshell EC C18, 100×4.6 мм, 2.7 мкм,
подвижная фаза – метанол, скорость потока 0.75 мл/мин, длина волны детектирования 248 нм, температура
термостата колонки – 40 °С, объем вводимой пробы – 10 мкл, время анализа – 20 мин.

Приготовление раствора РСО витамина К1. Около 0.50 г (точная навеска) витамина К1 переносят в
мерную колбу вместимостью 100 мл, растворяют в подвижной фазе и доводят объем раствора до метки
(раствор А). 2.5 мл раствора А переносят в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят объем раствора до
метки (раствор Б).

Приготовление испытуемого раствора (Витамин К1). 4 г измельченного и высушенного лекарствен-
ного растительного сырья помещали на 100 мл круглодонную колбу и дважды экстрагировали 50 мл гексана
на водяной бане с обратным холодильником в течение 30 мин. Затем экстракты фильтровали через бумаж-
ный фильтр в мерную колбу объемом 100 мл. Экстракт перегнали до сухого остатка на роторно-вакуумном
испарителе. Сухой остаток количественно переносили в мерную колбу. Метанольный раствор пропускали
через фильтр «Миллипор» с размером пор 0.45 мкм. Определение подлинности и количественного содер-
жания витамина К1 проводили методом высокоэффективной жидкостной хроматографии на приборе Agilent
Technologies 1200 series, снабженный четырехканальным градиентным насосом высокого давления, диодно-
матричным детектором, дегазатором подвижной фазы, автосамплером и термостатом колонок.

Расчеты проводились по формулам
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где А – количественное содержание витамина К1 в РИО, мг/мл; V – объем разведения образца, мл; m – масса
навески сбора, г.

Определение микро- и макроэлементов. Количественное содержание микро- и макроэлементов, солей
тяжелых металлов определено методом индуктивно связанной плазмы масс-спектрометрии (ИСП-МС), а
пробоподготовка – методом влажного озоления. 0.0500–0.5000 г – точную навеску исследуемого образца
взвешивают на аналитических весах и переносят в тефлоновые автоклавы. Затем на автоклавы заливают
соответствующее количество очищенных концентрированных минеральных кислот (азотной кислоты (х/ч)
и перекиса водорода (х/ч)). Автоклавы закрывают и ставят на прибор микроволнового разложения Berghof
c программным обеспечением MWS-3+ или аналогичного типа прибора микроволнового разложения. Опре-
деляют программу разложения исходя из типа исследуемого вещества, указывают степень разложения и
количество автоклавов (до 12 шт.). После разложения содержимое в автоклавах количественно переносят в
50 или 100 мл мерные колбы и доводят объем до метки с 0.2% азотной кислотой. Определение исследуемого
вещества проводят на приборе ИСП МС.

Условия масс-спектрометрии: ИСП МС NEXION-2000 масс-спектрометр, прибор микроволнового
разложения Berghof (Германия), автоклавы тефлоновые DAP60+, колбы мерные 100мл. Используемые ре-
активы: мультиэлементный стандарт №3 (на 29 элементов для МС), мультиэлементный стандарт №4 (на 13
элементов для МС), стандарт на – Hg (ртуть), азотная кислота (х/ч), перекись водорода (х/ч), вода бидистил-
лированная аргон (газ чистота 99.995%).

Условия хромато-масс-спектрометрии: Прибор масс-спектрометр 6420 Triple Quad LC/MS (Agilent
Technologies, USA). Условия ионизации, нагреваемой электронным ударом (HESI-II), были подобраны сле-
дующие: спрей напряжение (Spray voltage) (V) – 4000 для положительного ионного мониторинга, темпера-
тура испарителя (Vaporizer temperature) (°C) – 300, давление газа оболочки (Sheath gas pressure) (psi) – 35,
давление вспомогательного газа (Aux gas pressure) – 10, температура капилляра (Capillary temperature) (°C)
– 350, труба объектива смещения (Tube Lens Offset) – 80, давление столкновения (Collision pressure) (mTorr)
– 1.5, энергия столкновения (Collision energy) (еV) – 70. Анализы были проведены в режиме полного скани-
рования (РПС) (Full scan mode) при 50–900 m/z.

Обсуждение результатов

Методом ВЭЖХ была проведена идентификация флавоноидного состава жидкого экстракта (рис. 1).
На хроматограмме обнаружены пики, соответствующие времени удерживания стандартного образца роби-
нина (3.118 мин), рутина (3.487 мин) и кверцетина (17.909 мин).

Для подтверждения данных ВЭЖХ флавоноида робинина был проведен масс-спектрометрический
анализ данного экстракта (рис. 2). Брутто формула робинина – C33H40O19,  молекулярная масса –
740.66 г/моль.

Полученные данные масс показывают, что действительно в составе экстракта растений присутствует
флавоноид робинин. Молекулярный распад соответствующего пика МС анализом кроме основного молеку-
лярного иона были обнаружены следующие дочерние ионы: с m/z 574, соответствующий отщеплению одной
молекулы сахарного остатка, интенсивный ион с m/z 265, соответствующий флавоноидному (агликоновому)
остатку молекулы робинина (рис. 3). Также наблюдается остаток ароматического остатка с m/z 100 и другие
молекулярные ионы.
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Рис. 1. Хроматограмма жидкого экстракта «Экстрадент»

Рис. 2. Хромато-масс-спектр робинина

По вышеуказанному методу проведен анализ стандартного образца витамина К1. По литературным
данным анализ витамина К1 проводился на колонке Eclipse XDB C-8 [29], а в нашем случае использовали
данный метод, но только на колонке Poroshell EC-C18.

Анализ проводился 5-кратно и полученные данные усреднены. При этом относительная ошибка сред-
него результата составила 0.694%. Исходя из этого мы считаем, что метод пригоден для дальнейшего анализа.

Далее был проанализирован экстракт «Экстрадент», полученный из растений Polygonum hidropiper
L., Bursa pastoris, Calendulae officinalis и Urtica dioica L. Так как содержание витамина К1 в экстракте отно-
сительно мало, был применен метод добавок [29].

Полученные данные показывают, что содержание витамина К1 в составе экстракта колеблется в ин-
тервале 0.0045±0.0005%.

Количественное определение содержания микро-и макроэлементов методом ISP МС. Макро- и мик-
роэлементы обеспечивают нормальную работу иммунной, нервной, эндокринной, пищеварительной, сер-
дечно-сосудистой, мышечной (так как они участвуют в процессе сокращения мышц) систем живого орга-
низма и их нехватка может привести к серьезным заболеваниям. Поэтому методом ИСП МС было опреде-
лено количественное содержание солей тяжелых металлов в составе экстракта «Экстрадент».
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Рис. 3. Молекулярный распад робинина

Из данных, приведенных в таблице 1, видно, что содержание солей тяжелых металлов жидкого
экстракта находится в пределах нормы и составляет суммарно 1.155 мг/л. Из них относительно большее
содержание приходится на цинк и медь.

Количественное содержание макроэлементов в составе экстракта показано в виде диаграммы на
рисунке 4. Из диаграммы следует, что самое большее содержание макроэлементов приходится на долю
калия, общее содержание его составляет 0,65%. Калий является одним из важнейших внутриклеточных эле-
ментов, регулирующим кислотно-щелочное равновесие крови. Также калий обладает защитными свой-
ствами против нежелательного действия избытка натрия и нормализует давление крови. Кроме этого, он
необходим для нормальной деятельности мышц, в частности, сердца, участвуя в проведении нервных им-
пульсов к мышцам. Калий активирует ряд ферментов и участвует в важнейших обменных реакциях. Также
содержание фосфора в составе экстракта составляет 0.2%.

Элемент фосфор составляет 1% от общей массы тела человека. Приблизительно 16% фосфора в ка-
честве первичного, вторичного или третичного иона присутствует в жидкостях организма и 84% – в виде
компонента костей и зубов. Также он входит в состав нуклеиновых кислот, которые необходимы для синтеза
клеточного белка. Фосфор присутствует в фосфолипидах, ключевых компонентах в структуре клеточных
мембран, а также он важен для углеводного обмена. А другие макроэлементы в составе экстракта
лекарственного сбора, полученного на основе растений горца перечного (Polygonum hidropiper L.),
пастушьей сумки (Bursa pastoris), цветков календулы (Calendulae officinalis) и листьев крапивы (Urtica
dioica L.), составляют около 0.1%.

Таже методом ИСП МС было определено количественное содержание микроэлементов экстракта
«Экстрадент». Из данных таблицы 2 видно, что около 16 микроэлементов встречается в составе экстракта
лекарственного сбора, полученного на основе растений горца перечного (Polygonum hidropiper L.),
пастушьей сумки (Bursa pastoris), цветков календулы (Calendulae officinalis) и листьев крапивы (Urtica
dioica L.).

Таблица 1. Количественное содержание солей тяжелых металлов в составе экстракта «Экстрадент»

№ Элемент Количественное содержание мг/л
1 Мышьяк, As 0.005±0.002
2 Кадмий, Cd 0.002±0.002
3 Свинец, Pb 0.031±0.001
4 Ртуть, Hg 0.0001±0.00005
5 Мед, Cu 0.253±0.007
6 Цинк, Zn 0.864±0.050
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Рис. 4. Диаграмма макро и микроэлементного
соотношения экстракта «Экстрадент»

Таблица 2. Количественное содержание микроэлементов в составе экстракта «Экстрадент»

№ Элемент Количественное со-
держание, мг/л № Элемент Количественное со-

держание, мг/л
1 Ge 0.0001±0.00005 1 Ge 0.0001±0.00005
2 Se 0.046±0.005 2 Se 0.046±0.005
3 Rb – 3 Rb –
4 Sr 0.024±0.005 4 Sr 0.024±0.005
5 Zr – 5 Zr –
6 Nb – 6 Nb –
7 Мо 0.031±0.004 7 Мо 0.031±0.004
8 Аg 0.003±0.002 8 Аg 0.003±0.002
9 Fe 15.716±0.110 9 Fe 15.716±0.110
10 In – 10 In –
11 Sn 0.048±0.004 11 Sn 0.048±0.004
12 Ba 0.380±0.047 12 Ba 0.380±0.047
13 Та – 13 Та –
14 W 0.002±0.001 14 W 0.002±0.001
15 Re 0.0001 15 Re 0.0001
16 Tl 0.0001 16 Tl 0.0001
17 Ti 0.186±0.005 17 Ti 0.186±0.005
32 V 0.020±0.005 32 V 0.020±0.005
33 Cr 0.648±0.006 33 Cr 0.648±0.006
34 Мn 0.759±0.004 34 Мn 0.759±0.004
35 Ge 0.0001±0.00005 35 Ge 0.0001±0.00005
36 Rb – 36 Rb –
37 Sr 0.024±0.006 37 Sr 0.024±0.006
38 Zr – 38 Zr –
39 Nb – 39 Nb –

Особенно следует отметить содержание Se в составе экстракта в количестве 0.046 мг/л. Элемент се-
лен участвует в образовании антиоксидантных соединений в организме человека. Он помогает защищать
все клетки человеческого организма от отрицательного воздействия свободных радикалов. Поэтому живому
организму удается избежать преждевременного старения тканей, выпадения волос, зубов и сухости кожи.
Селен помогает предотвратить отравления, болезни сердца и сосудов, снижает риск развития инсульта и
болезни Альцгеймера. Добавки, которые в составе которых содержится селен, помогают бороться с гриппом
и туберкулезом.

Также важно отметить содержание железа – 15.716 мг/л. Железо является наиболее распространен-
ным универсальным биологическим микроэлементом, который обеспечивает нормальное функционирова-
ние клеток всех биологических систем человеческого организма. Одним из наиболее значимых функцией
железа является его участие в связывании, транспортировке и депонировании кислорода гемоглобином и
миоглобином.
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Выводы

Разработаны методы качественного и количественного определения флавоноидов и витамина К1 в
жидком экстракте «Экстрадент», полученного из местного растительного сырья методом ВЭЖХ. Выявлено,
что содержание робинина составляет 0.37%, рутина – 0.014%, кверцетина – 0.00045%, а витамина К1 –
0.005%.

Изучение элементного состава экстракта показало наибольшее содержание макроэлементов калия и
фосфора, а также микроэлемента железа и селена, содержание солей тяжелых металлов в жидком экстракте
находится в пределах допускаемой нормы.
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Yuldasheva Sh.S.1, Yunushodjaeva N.A.1, Esanov R.S.2, Abdulladjanova N.G.2*, Matchanov A.D.2 DETERMINATION
OF BIOLOGICALLY ACTIVE COMPOUNDS IN LIQUID EXTRACT OF PLANTS POLYGONUM HIDROPIPER L.,
BURSA PASTORIS, CALENDULAE OFFICINALIS AND URTICA DIOICA L.

1 Tashkent Pharmaceutical Institute, st. Aibek, 45, Tashkent, 100015 (Republic of Uzbekistan)
2 Institute of Bioorganic Chemistry named after. acad. A.S. Sadykova Academy of Sciences of the Republic of
Uzbekistan, ul. Mirzo Ulugbeka, 83, Tashkent, 100125 (Republic of Uzbekistan), e-mail: anodira73@rambler.ru
Methods have been developed for the quantitative determination of biologically active compounds - flavonoids and vit-

amin K1 in the liquid extract "Extradent" obtained from the aerial part of the knotweed (Polygonum hidropiper L.), shepherd's
purse (Bursa pastoris), calendula flowers (Calendulae officinalis) and nettle leaves (Urtica dioica). L.), by high performance
liquid chromatography (HPLC). As a result, components corresponding to the retention time of standard samples of robinin,
rutin, and quercetin were found on the chromatogram of the extract. It was revealed that the content of robinin was 0.37%, rutin
0.014%, quercetin 0.00045%, and vitamin K1 0.005%. The same method of mass spectrometry with inductively coupled plasma
(ICP-MS) was used to determine the quantitative content of macro- and microelements of the liquid extract "Extradent". The
highest content of macroelements is in the proportion of potassium (0.65%), phosphorus (0.2%), and among the microelements
of iron is 15.716 mg/l, selenium – 0.046 mg/l. The content of heavy metal salts in the liquid extract is within the normal range
and totals 1.155 mg/l. Of these, the main content is zinc and copper.

Keywords: medicinal plant raw material, knotweed, shepherd's purse, calendula officinalis, stinging nettle, quantitative
determination, flavonoids, vitamin K, maro- and microelements.
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