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Цель исследования – оптимизация методики количественного определения флавоноидов в листьях вахты трех-
листной. В официнальной медицине листья Menyanthidis trifoliatae используются при анорексии и диспепсических рас-
стройствах; при этом стимулируется секреция желудка и слюны. В исследованиях разных авторов показано, что экс-
тракты листьев и корневищ вахты обладают противовоспалительным, противоотечным, антирадикальным, цитотокси-
ческим действием, а также проявляют антимикробные эффекты и противоязвенные свойства.

В действующей нормативной документации (Государственная фармакопея РФ XIV издания) предложено оцени-
вать качество сырья по содержанию суммы флавоноидов в пересчете на рутин с использованием спектрофотометрии,
основанной на способности флавоноидов, содержащих свободные ароматические гидроксильные группы образовывать
с диазотированной сульфаниловой кислотой окрашенные продукты. Недостатком данной методики является длитель-
ный и трудоемкий этап очистки сырья от некоторых групп липофильных веществ, которые также могут вступать в ре-
акцию с диазотированной сульфаниловой кислотой с образованием окрашенных продуктов. Нами предложена избира-
тельная методика количественного определения флавоноидов в листьях вахты трехлистной методом спектрофотомет-
рии в пересчете на рутин, основанная на их способности образовывать устойчивые окрашенные комплексы с алюминия
хлоридом в кислой среде и разработаны оптимальные условия экстракции и реакции комплексообразования алюминия
хлорида с флавоноидами экстракта M. trifoliatae. Предложенная методика валидирована и пригодна для использования
в аналитической лаборатории.
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Введение

Вахта трехлистная (Menyanthes trifoliata L., сем. Menyanthaceae) растет в умеренных зонах Север-
ного полушария Европы, Азии, Северной Америки на болотах и прудах, на заиленных берегах озер, в мед-
ленно текущих водоемах, в канавах и на влажных лугах от равнин до альпийских высот [1–3].

В официнальной медицине надземная часть вахты трехлистной используется при анорексии и дис-
пепсических расстройствах; при этом стимулируется секреция желудка и слюны [1, 4].

В народной медицине разных стран листья M. trifoliatae с давних времен широко используются при
расстройствах желудка, запорах, вздутии живота, гастрите и изжоге, при ревматических заболеваниях, миг-
рени, кожных заболеваниях, цинге, гипертонии, астме и респираторных заболеваниях [1, 5, 6].

В экспериментах показано, что экстракты листьев и корневищ вахты обладают противовоспалитель-
ным, противоотечным, антирадикальным, противоязвенным и иммуностимулирующим действиями, был об-
наружен цитотоксический, антимикробные эффекты [7–16].

Химический состав вахты трехлистной достаточно разнообразен. Согласно литературным данным,
листья вахты содержат секоиридоиды, иридоиды, флавоноиды, кумарины, тритерпены, фенолокислоты и их
производные, полисахариды, алкалоиды, аскорбиновую кислоту и др. [1, 4].

* Автор, с которым следует вести переписку.
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Доминирующей группой биологически активных веществ вахты трехлистной, отвечающей за тера-
певтический эффект, являются секоиридоидные гликозиды: дигидрофолиаментин, фолиаментин, ментиафо-
лин, сверозид и др. [1, 4].

Другой важной группой являются фенольные соединения в листьях вахты, а именно флавоноиды,
представленные в надземной части M. trifoliatae гиперозидом, рутином, трифолином, изокверцетином, гес-
перидином, гесперитином, лютеолином [1, 4], ответственные за ряд терапевтических эффектов, показанных
в экспериментальных исследованиях.

В действующей нормативной документации (Государственная Фармакопея Российской Федерации
XIV издания (2018) ФС .2.5.0065.18 «Вахты трехлистной листья») предложено оценивать качество сырья по
содержанию суммы флавоноидов в пересчете на рутин с использованием спектрофотометрии [17]. Предло-
женная методика основана на способности флавоноидов, содержащих свободные ароматические гидрок-
сильные группы могут вступать в реакцию с диазотированной сульфаниловой кислотой окрашенные про-
дукты. Недостатком данной методики является длительный и трудоемкий этап очистки сырья от некоторых
групп липофильных биологически активных соединений, которые также могут реагировать с диазотирован-
ной сульфаниловой кислотой с образованием окрашенных продуктов. При этом существует избирательная
методика количественного определения флавоноидов, основанная на их способности образовывать устой-
чивые в кислой среде батохромные окрашенные комплексы с алюминия хлоридом, в образовании которых
принимают участие прежде всего свободные 3- и 5-гидроксильные группы и оксогруппа пиранового кольца
флавоноидов.

Цель нашего исследования – оптимизация методики количественного определения флавоноидов в
листьях вахты трехлистной.

Экспериментальная часть

Объектом исследования служили образцы листьев Menyanthes trifoliata L. (сем. Menyanthaceae), заго-
товленные в окрестностях села Тимирязевское Томской области в 2021 г. и в Кожевниковском районе Том-
ской области в 2022 г. после цветения и высушенные воздушно-теневой сушкой до воздушно-сухого состо-
яния, а также промышленные образцы «Листья вахты трехлистной» (компания «Хорст», 2021 г. и 2022°г.).

Определение содержания суммы флавоноидов в сырье вахты проводили методом дифференциальной
спектрофотометрии с использованием фармакопейной методики [17] и методики, разработанной нами в
ходе настоящего исследования. При разработке методики водно-спиртовые извлечения из надземной части
M. trifoliata получали методом экстракции на водяной бане с изменением параметров процесса. Электрон-
ные спектры поглощения водно-спиртовых извлечений измеряли на спектрофотометре СФ-2000 в кварце-
вых кюветах с толщиной поглощающего слоя 10 мм в диапазоне волн 200–400 нм. В качестве стандартного
образца (СО) использовали стандартный образец рутина фирмы «Sigma».

Валидационные испытания методики проводили методами математической статистики по следую-
щим показателям: прецизионность (повторяемость), правильность, воспроизводимость (лабораторная и
межлабораторная), и линейность [18]. Для статистической обработки результатов использовали пакет при-
кладных программ «Microsoft Excel 2007».

Результаты и обсуждение

При изучении спектральных характеристик извлечений из надземной части M. trifoliatae, полученных
различными экстрагентами (водно-спиртовые смеси различной концентрации), наблюдали основной макси-
мум поглощения в области 409±2 нм, характерный для рутина (рис. 1) [19]. Определено, что спектры погло-
щения при реакции водно-спиртовых извлечений M. trifoliatae и стандартного образца (СО) рутина с алю-
миния хлорида раствором 10% имеют сходные характеристики, причем наблюдается батохромный сдвиг
длинноволновой полосы флавоноидов в видимую область и максимум поглощения рутина находится в об-
ласти 409±2 нм (рис. 2), что дает возможность использовать данное вещество в качестве стандартного и
проводить пересчет суммы флавоноидов на рутин. Содержание рутина в надземной части M. trifoliatae было
также подтверждено методом тонкослойной хроматографии (ТСХ) в системе растворителей: н-бутанол –
кислота уксусная ледяная – вода (4 : 1 : 2).
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При разработке методики было изучено влияние на выход флавоноидов следующих факторов: сте-
пень измельченности сырья, природа экстрагента, соотношение сырье : экстрагент, длительность экстрак-
ции при температуре кипения (табл. 1).

В результате эксперимента в качестве оптимального экстрагента нами был выбран 70%  этиловый
спирт, так как выход действующих веществ из сырья при его использовании максимален. Далее нами был
изучен вопрос продолжительности экстракции на кипящей водяной бане, в таблице 1 представлена зависи-
мость выхода суммы флавоноидов листьев вахты трехлистной от времени экстракции, при этом было вы-
брано время экстракции 45 мин. Был сделан выбор в пользу одностадийного способа экстракции, так как
увеличение числа операций часто приводит к возрастанию ошибки.

Максимальный выход флавоноидов наблюдается при соотношении «сырье : экстрагент» 1 : 25, по
этой причине данное соотношение было выбрано нами в качестве оптимального.

При изучении влияния степени измельченности сырья на полноту экстракции из надземной части в.
трехлистной установлено, что максимальный выход действующих веществ наблюдается при размере частиц
1 мм в связи с этим была выбрана данная степень измельчения, что соответствует установленному значению
в фармакопейной статье [17].

Таким образом, было определено, что оптимальными параметрами экстракции являются: однократ-
ное извлечение 70% этиловым спиртом на кипящей водяной бане в течение 45 мин в соотношении «сы-
рье : экстрагент» – 1 : 25 и степенью измельчения частиц сырья 1 мм (табл. 1).

В процессе разработки методики количественного определения проведена серия опытов по варьиро-
ванию условий (количество 10% этанольного раствора алюминия хлорида и кислоты уксусной 30%, время
экспозиции) проведения реакции комплексообразования алюминия (III) хлорида с суммой флавоноидов
водно-спиртового-извлечения из листьев M. trifoliatae (табл. 2).

Таким образом, были установлены оптимальные условия проведения реакции комплексообразования
алюминия хлорида с суммой флавоноидов этанольного экстракта M. trifoliatae: объем 10% этанольного рас-
твора алюминия (III) хлорида – 1 мл; объем 30% кислоты уксусной раствора – 0.2 мл; время экспозиции
реакции комплексообразования – 20 мин.

Рис. 1. Электронный спектр стандартного
образца рутина с добавлением алюминия
хлорида раствора 5% (1) и извлечения из
надземной части M. trifoliatae с добавлением
алюминия хлорида раствора 10% (2)

Таблица 1. Влияние условий экстрагирования на содержание суммы флавоноидов в листьях вахты
трехлистной в пересчете на абсолютно сухое сырье и рутин

Концентрация
водно-спиртовых из-

влечений, %

Соотношение «сы-
рье : экстрагент»

Время экстракции
на кипящей водя-

ной бане, мин.

Измельчен-
ность, мм

Содержание суммы флав-
ноидов в пересчете на абс.

сухое сырье и рутин
Вода

1 : 50 60 1
0.66±0.04

40% этиловый спирт 0.44±0.03
70% этиловый спирт 0.98±0.03

70% этиловый спирт
1 : 10

60 1
0.43±0.01

1 : 25 0.99±0.04

70% этиловый спирт 1 : 25
30

1
0.84±0.02

45 1.08±0.03

70% этиловый спирт 1 : 25 45
3 0.94±0.03
5 0.77±0.02
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Таблица 2. Зависимость оптической плотности от объема прибавляемых реактивов и времени проведения
реакции

Условия проведения реакции
Объем 10% раствора

AlCl3, мл*
Объем 30% раствора кис-

лоты уксусной, мл**
Время реакции, мин***

0.5 1 2 3 0.1 0.2 0.3 10 20 30 40
Оптическая плотность (А) 0.31 0.38 0.37 0.37 0.22 0.38 0.37 0.35 0.38 0.38 0.38
Содержание суммы флавонои-
дов в пересчете на рутин, % 0.81 1.01 1.00 1.00 0.58 1.01 1.00 0.93 1.01 1.01 1.01

Примечание: * Объем 30% раствора кислоты уксусной – 0.2 мл; время реакции – 20 мин; ** Объем 10% алюминия (III)
хлорида этанольного раствора – 1 мл; время реакции – 20 мин; *** Объем 30% кислоты уксусной раствора – 0.2 мл;
10% алюминия (III) хлорида этанольного раствора– 1 мл.

Методика количественного определения содержания суммы флавоноидов в листьях вахты трех-
листной. Аналитическую пробу листьев вахты трехлистной измельчают до величины частиц, проходящих
сквозь сито с отверстиями размером 1 мм. Около 1.0 г (точная навеска) измельченной пробы помещают в
колбу со шлифом вместимостью 100 мл, прибавляют 25 мл 70% этилового спирта. Колбу присоединяют к
обратному холодильнику и нагревают на кипящей водяной бане в течение 45 мин. После охлаждения до
комнатной температуры содержимое колбы фильтруют через бумажный фильтр в мерную колбу вместимо-
стью 25 мл, доводят до метки (испытуемый раствор А).

Испытуемый раствор Б готовят следующим образом: 1 мл полученного извлечения помещают в мерную
колбу вместимостью 25 мл, добавляют 0.2 мл 30% кислоты уксусной раствора, 1 мл 10% спиртового раствора
алюминия хлорида и доводят объем раствора до метки 96% этиловым спиртом (испытуемый раствор Б).

Раствор сравнения готовят следующим образом: 1 мл полученного извлечения помещают в мерную
колбу на 25 мл, добавляют 0.2 мл 30% кислоты уксусной раствора, доводят объем раствора до метки 96%
этиловым спиртом (раствор сравнения).

Для расчета содержания суммы флавоноидов готовят раствор стандартного образца (СО) рутина, до-
бавляют к нему 10% спиртовой раствор алюминия хлорида, измеряют оптическую плотность окрашенного
комплекса при аналитической длине волны 409 нм и определенное значение оптической плотности исполь-
зуют в формуле расчета.

Приготовление раствора СО рутина: около 0.05 г (точная навеска) СО рутина, предварительно высу-
шенного до постоянной массы при температуре 130–135 °С, помещают в мерную колбу вместимостью 100
мл, растворяют в 85 мл спирта 96% при нагревании на водяной бане, охлаждают, доводят объем спиртом
96% до метки и перемешивают (раствор А СО рутина). Срок годности раствора – 30 сут.

1.0 мл раствора А СО рутина помещают в мерную колбу на 25 мл, прибавляют 0.5 мл кислоты уксус-
ной раствора 30%, 1 мл алюминия хлорида раствора 5% и доводят до метки спиртом 96% и перемешивают
(раствор Б СО рутина). Измерение оптической плотности проводят при длине волны 409 нм через 20 мин
после приготовления всех растворов.

Содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин и абсолютно сухое сырье рассчитывают по
формуле:

)100(
100100

6240

5310

WVVVmD
VVVmDX

-×××××
××××××

= ,

где х – содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин, %; D – оптическая плотность испытуемого
раствора; D0 – оптическая плотность раствора СО рутина; m – масса сырья, г; m0 – масса СО рутина, г; W –
потеря в массе при высушивании, %; V1 – объем экстрагента (70% спирт этиловый), мл; V2 – объем аликвоты
извлечения для получения иcпытуемого раствора Б, мл; V3 – объем испытуемого раствора Б, мл; V4 – объем
раствора А СО рутина, мл; V5 – объем аликвоты раствора А СО рутина для получения иcпытуемого раствора
Б СО рутина, мл; V6 – объем испытуемого раствора Б СО рутина, мл.

В случае отсутствия стандартного образца рутина целесообразно использовать теоретическое значе-
ние его удельного показателя поглощения, равное 248 [19]:

)100(248
100

2

31
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VVDX

-×××
×××
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где х – содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин, %; D – оптическая плотность испытуемого рас-
твора; m – масса сырья, г; 248 – удельный показатель поглощения стандартного образца рутина при 409 нм;
W – потеря в массе при высушивании, % ; V1 – объем экстрагента (70% спирт этиловый), мл; V2 – объем алик-
воты извлечения для получения иcпытуемого раствора Б, мл; V3 – объем испытуемого раствора Б, мл.

Валидационная оценка разработанной методики проводилась по показателям: повторяемость, пра-
вильность, линейность и воспроизводимость. Вычисленные значения величины относительного стандарт-
ного отклонения (RSD) – 0.02% и относительного доверительного интервала среднего значения – 1.73% не
превышают критериев приемлемости – 5%, что свидетельствует о прецизионности методики в условиях
повторяемости (табл. 3).

Воспроизводимость методики определяли в интервале концентраций 75–125% от принятого опор-
ного значения на идентичных образцах сырья, в двух различных лабораториях СибГМУ. Меры прецизион-
ности для данного метода измерений не превышают критериев приемлемости, как для внутрилабораторной
прецизионности 3.68%<10%, так и для межлабораторной прецизионности 5.25%<15%, что указывает на хо-
рошую воспроизводимость методики.

Линейность аналитической методики определяли на пяти уровнях концентрации. Образцы готовили
путем изменения аликвоты. Установлено, что график зависимости имеет линейный характер в области кон-
центрации суммы флавоноидов и описывается уравнением: y = 0.099x + 0.697. Коэффициент корреляции бли-
зок к единице – 0.9933, что свидетельствует об удовлетворительной линейной зависимости значения оптиче-
ской плотности от содержания действующих веществ. График зависимости представлен на рисунке 2.

Правильность методики устанавливали методом добавок на идентичных образцах вахты трехлистной
с добавлением известного количества СО рутина. Средняя величина процента восстановления при исполь-
зовании растворов заданных концентраций составила 99.94%.

Были также проанализированы образцы с использованием разработанной методики и методики ГФ
РФ XIV издания [17]. Результаты представлены в таблице 4.

Таблица 3. Результаты оценки повторяемости методики

№ опыта 1 2 3 4 5 6
Содержание флавоноидов в пе-
ресчете на рутин, % 1.08 1.02 0.99 1.00 1.01 1.01

Метрологические характеристики
Хср S² S Sх Sr P (%) t (P,f) ∆хср ɛ,%
1.02 0.004 0.02 0.008 0.02 95 2.57 ±0.02 ±1.73

Рис. 2. График линейной зависимости между
оптической плотностью и содержанием суммы
флавоноидов в листьях вахты трехлистной

Таблица 4. Содержание флавоноидов в листьях вахты трехлистной

Лекарственное растительное сырье Содержание флавоноидов, %
(разработанная методика)

Содержание флавоноидов, %
(ГФ РФ XIVизд.)

Промышленный образец «Листья вахты
трехлистной» (компания «Хорст», 2021 г.) 0.31±0.01 0.81±0.05

Промышленный образец «Листья вахты
трехлистной» (компания «Хорст», 2022 г.) 0.59±0.02 1.35±0.11

Листья вахты трехлистной (с.
Тимирязевское Томской области, 2021 г.) 1.08±0.03 1.83±0.09

Листья вахты трехлистной
(Кожевниковский район, 2022 г.) 0.88±0.02 1.67±0.12
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Сравнение результатов показало, что использование фармакопейного метода дает результат досто-
верно выше, чем по разработанной нами методике. Вероятно, это связано с тем, что в реакцию с диазотиро-
ванной сульфаниловой кислотой могут вступать и другие соединения, например, фенолокислоты, дубиль-
ные вещества и др., тогда как реакция комплексообразования флавоноидов с алюминия хлоридом в кислой
среде является избирательной.

Выводы

Разработана методика количественного определения суммы флавоноидов в листьях Menyanthidis
trifoliatae методом спектрофотометрии, основанная на образовании окрашенных комплексов с раствором
алюминия хлорида, в т.ч.:

– Предложены оптимальные условия экстракции суммы флавоноидов: экстрагент – 70% спирт эти-
ловый, однократная экстракция на кипящей водяной бане в течение 45 мин; соотношение сырья и экстра-
гента – 1 : 25, степень измельченности сырья – 1 мм.

– Установлены оптимальные условия проведения реакции комплексообразования алюминия хлорида
с суммой флавоноидов водно-спиртового извлечения из листьев вахты трехлистной: объем 10% этанольного
раствора алюминия хлорида – 1 мл; объем 30% кислоты уксусной раствора – 0.2 мл; время экспозиции ре-
акции комплексообразования – 20 мин.

– Проведена валидация предложенной методики по параметрам: повторяемость, правильность, ли-
нейность и воспроизводимость. На основании полученных данных установлено, что предложенная мето-
дика пригодна для использования в аналитической лаборатории для количественного определения суммы
флавоноидов в листьях Menyanthidis trifoliatae.
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QUANTITATIVE DEFINITIONS OF FLAVONOIDS IN THE RAW MATERIALS OF "MENYANTHIDIS TRIFOLIATAE
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The aim of the study is to optimize the methodology of quantitative determination of flavonoids in the leaves of Menyanthidis

trifoliatae. In official medicine, the leaves of Menyanthidis trifoliatae are used for anorexia and dyspeptic disorders.
In the current regulatory documentation (State Pharmacopoeia of the Russian Federation), it is proposed to evaluate the

quality of raw materials by the content of the amount of flavonoids in terms of rutin using spectrophotometry. This technique is
based on the ability of flavonoids containing free aromatic hydroxyl groups to form colored products with diazotized sulfanilic
acid. The disadvantage of this technique is the long and time-consuming stage of cleaning raw materials from certain groups of
lipophilic substances, which can also react with diazotized sulfanilic acid to form colored products.

We have proposed a selective method for the quantitative determination of flavonoids in the herb trifoliate by the method
of spectrophotometry in terms of rutin. The technique is based on the ability of flavonoids to form stable colored complexes with
aluminum chloride. We have selected the optimal conditions for extraction and complexation reaction of aluminum chloride with
flavonoids of M. trifoliatae extract. The proposed method has been validated and is suitable for use in an analytical laboratory.
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