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Гречихи красностебельной трава зарегистрирована на территории Российской Федерации в качестве биологиче-

ски активной добавки к пище как источника флавоноидов. Помимо флавоноидов в сырье гречихи содержатся гидрок-
сикоричные кислоты, которые вносят существенный вклад в ее фармакологическую активность. Экстракты гречихи 
и БАДы на их основе обладают антиоксидантным, кардиопротектиным, гипогликемическим, ноотропным действием. 
Однако в отечественной литературе недостаточно информации по стандартизации сырья гречихи красностебельной, 
в связи с этим целью настоящего исследования является идентификация, разработка и валидация методики количествен-
ного определения гидроксикоричных кислот, содержащихся в надземной части гречихи красностебельной. Согласно 
результатам качественной идентификации методом тонкослойной хроматографии, водно-спиртовые извлечения травы 
гречихи содержали гидроксикоричные кислоты. Максимумы поглощения экстрактов наблюдались при длине волны 
330 нм, что соответствовало максимуму поглощения раствора стандартного образца хлорогеновой кислоты. Исходя из 
полученных данных, количественное определение суммы гидроксикоричных кислот проводили в пересчете на хлоро-
геновую кислоту. Определены оптимальные параметры экстракции: экстрагент – 40% спирт этиловый, соотношение 
«сырье – экстрагент» – 1 : 50; время экстракции 30 мин, кратность экстракции – однократная. Проведена валидация ме-
тодики. С помощью разработанной методики были проанализированы четыре образца биологически активной добавки 
(БАД) к пище «Гречиха красностебельная. Кулясово & Мамадыш» производства ООО «Парафарм» серии: 0423; 1223; 
0324; 1124. Суммарное содержание гидроксикоричных кислот в пересчете на хлорогеновую кислоту варьировало от 
2.87±0.04 – 3.14±0.02%. Полученные результаты указывают на то, что данная методика может быть использована для 
стандартизации лекарственного сырья гречихи красностебельной. 
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Введение 

В последние десятилетия внимание исследователей обращено на растения, характеризующиеся вы-
сокой способностью к образованию вторичных метаболитов, относящихся к полифенольным соедине-
ниям [1–3]. Гречиха красностебельная (Fagopyrum rubricaulis), семейство гречишные (Polygonаceae) – это 
однолетнее культивируемое в промышленных масштабах на территории Российской Федерации растение, 
способное накапливать фенольные соединения. Надземная часть гречихи красностебельной содержит фла-
воноиды (рутин, кверцетин, изокверцетин, ориентин, витексин и другие [4]), гидроксикоричные (хлороге-
новая и кофейная кислоты) и фенолкарбоновые кислоты (протокатеховая, галловая) [5], органические кис-
лоты [6], витамины группы В и каротиноиды, белки [7]. Кроме того, в этом сорте гречихи обнаружены также 
катехины (флаванолы) и конденсированные дубильные вещества (проантоцианидины) [8]. Экстракты гре-
чихи оказывают ангио-, кардиопротективное, адаптогенное, противовоспалительное, антибактериальное, 
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гипогликемическое действие [9]. Для дальнейшей разработки лекарственных средств на основе гречихи 
необходимо изучить нормируемые показатели и разработать методы количественного определения биоло-
гически активных соединений. 

Основной трудностью количественного определения гидроксикоричных кислот в сырье гречихи 
красностебельной является то, что она содержит полифенольные соединения разных классов, имеющие ярко 
выраженные полосы поглощения практически в одной и той же области ультрафиолетового спектра, что 
затрудняет их определение методом прямой спектрофотометрии [10–12]. Для получения достоверного ре-
зультата необходимо использовать модификации спектрофотометрического метода. В отечественной лите-
ратуре описаны следующие специфические варианты: предварительная твердофазная экстракция [13], хро-
мато-спектрофотометрия [14], экстракционная спектрофотометрия [15], метод Фирордта в спектрофотомет-
рии [16] и спектрофотометрия с использованием реактива Арнова [17, 18]. При анализе известных модифи-
каций в научной литературе было обнаружено, что предварительная твердофазная экстракция является од-
ним из доступных, простых, быстрых и дешевых методов предварительной очистки суммарного извлечения. 
Поэтому при разработке метода количественного определения суммарного содержания гидроксикоричных 
кислот спектрофотометрическим методом для предварительной очистки была выбрана фильтрация через 
слой алюминия хлорида. Целью настоящего исследования является фармакогностическое изучение надзем-
ной части гречихи красностебельной. 

Экспериментальная часть 

Материалом для исследования служила собранная в фазу массового цветения и начала плодоношения 
гречихи красностебельной трава, собранная на территории Пензенской области в Камешкирском районе в 
период с 25 июля по 10 августа 2024 г. Траву гречихи красностебельной сушили в сушильных шкафах (ШС-
80-02 СПУ) при температуре не выше 40 °C, измельчение сырья проводили в лабораторных мельницах (ML-
08B, Китай). Определение влажности сырья проводили согласно ОФС.1.5.3.0007 «Определение влажности 
лекарственного растительного сырья и лекарственных средств растительного происхождения» Государ-
ственной фармакопее Российской Федерации XV изд. Извлечение из травы гречихи красностебельной про-
водилось с помощью экстрагентов: спирт этиловый различных концентраций 40, 70 и 95% с помощью ме-
тода мацерации при температуре 90 °C. Подтверждение наличия гидроксикоричных кислот в водно-спир-
товых экстрактах осуществляли методом тонкослойной хроматографии на пластинках марки «Sorbifil» 
ПТСХ-П-В-УФ (Россия). На линию старта наносили по 50 мкл исследуемого экстракта и растворов СО. 
В качестве СО использовали растворы хлорогеновой кислоты (98,5%, ООО «Геофарма»), кофейной кислоты 
(98.5%, ООО «Геофарма»). Элюирование проводили в системе н-бутанол (ч.д.а., 99.70%, Нева Реактив) – 
ледяная уксусная кислота (х.ч., 99.8%, Компонент-Реактив) – вода (4 : 1 : 2), после полного высушивания 
детекцию осуществляли с помощью 1% раствора железа хлорида (III) (ч.д.а., 98.00%, Нева Реактив).  

Для разработки методики количественного определения содержания суммы гидроксикоричных кис-
лот в гречихи красностебельной траве использовали метод спектрофотометрии с предварительной твердо-
фазной очисткой. Для твердофазной очистки использовали алюминия оксид (Al2O3) нейтральный. Опреде-
ление оптической плотности проводили на спектрофотометре СФ-102 (ЗАО «НПКФ Аквилон», Россия). Для 
расчета суммы гидроксикоричных кислот в пересчете на хлорогеновую кислоту в сырье гречихи красносте-
бельной использовали удельный показатель поглощения при 330±2 нм, равный 497 [19].  

Статистическая обработка результатов исследования и валидация методики проведены в соответ-
ствии с ОФС.1.1.0012 «Валидация аналитических методик» и ОФС.1.1.0013 «Статистическая обработка ре-
зультатов физических, физико-химических и химических испытаний» ГФ РФ XV издания [20] с использо-
ванием компьютерных программ Microsoft Office Excel 2019. 

Обсуждение результатов 

В извлечениях гречихи красностебельной методом тонкослойной хроматографии в системе раство-
рителей: н-бутанол-ледяная уксусная кислота-вода (4 : 1 : 2) было установлено наличие нескольких зон ад-
сорбции со значениями Rf 0.28–0.77. После высушивания зоны с Rf 0.28 и 0.77 при просмотре в УФ-свете 
имели голубую при 365 нм и светло-коричневую при 254 нм флюоресценцию характерную для гидроксико-
ричных кислот. После обработки пластины 1% раствором железа хлорида (III) пятно с Rf 0.28 окрашивалось  
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 в светло-зеленый, пятно с Rf 0.77 – в желто-коричневый 
цвет, что соответствовало величине Rf и окраске стан-
дартных образцов хлорегеновой и кофейной кислот. Учи-
тывая размер пятен на хроматограмме (рис. 1), можно 
сделать вывод о преимущественном содержании хлоро-
геновой кислоты в экстрактах, полученных с использова-
нием спирта этилового 40%.  

Анализ результатов, полученных прямой УФ-
спектрометрией извлечений гречихи красностебельной 
травы, показал наличие максимума поглощения в виде 
плеча при длине волны 330–350 нм (рис. 2). Учитывая, 
что максимум поглощения в диапазоне 330–350 нм 
имеют не только гидроксикоричные кислоты, но и другие 
фенольные соединения, в частности флавоноиды, необ-
ходима предварительная пробоподготовка извлечений. 
Для снижения влияния флавоноидов на спектральные ха-
рактеристики извлечений, проводили очистку через слой 
алюминия оксида. Как видно на рисунке 3, максимумы 
спектра поглощения очищенного извлечения совпадают 
с максимумом поглощения СО хлорогеновой кислоты. 
Поэтому при проведении количественного определения 
суммы гидроскикоричных кислот в экстрактах из гре-
чихи красностебельной травы пересчет выполняли на 
хлорогеновую кислоту. 

На начальном этапе разработки методики количе-
ственного определения гидроксикоричных кислот были определены оптимальные условия экстракции сы-
рья гречихи красностебельной. Результаты эксперимента представлены в таблице 1.  

Гречихи красностебельной траву с влажностью 8%, массой 1.0 (точная навеска), предварительно из-
мельченную до размера частиц, проходящих через сито с отверстиями 2 мм, помещали в колбу со шлифом 
на 100 мл, прибавляли 52 мл 40% спирта этилового. Колбу закрывали пробкой и взвешивали на весах с 
точностью ±10 мг. Колбу присоединяли к обратному холодильнику и нагревали на водяной бане (умеренное 
кипение) в течение 30 мин. Затем колбу охлаждали в течение 30 мин, закрывали той же пробкой, снова 
взвешивали и восполняли недостающий экстрагент до первоначальной массы колбы. Извлечения фильтро-
вали через бумажный беззольный фильтр (раствор А).  

 

 

Рис. 2. Электронные спектры стандартного образца хлорогеновой кислоты (4) и извлечений 
из надземной части Fagopyrum rubricaulis (1 – 40% спирт; 2 – 70% спирт; 3 – 95%) 

 

Рис. 1. Результаты анализа методом 
тонкослойной хроматографии спиртового 
извлечения из травы гречихи 
красностебельной: 1 – 40% спиртовое 
извлечение из травы гречихи 
красностебельной; растворы стандартных 
образцов: 2 – хлорогеновой кислоты 0.05%, 
3 – кофейной кислоты 0.05% 
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Рис. 3. Электронные спектры стандартного образца хлорогеновой кислоты (2) и 40% спиртового 
извлечения из надземной части Fagopyrum rubricaulis, после очистки через слой алюминия оксида (1) 

Таблица 1. Оптимальные параметры экстракции гречихи красностебельной травы 

Условия экстракции Содержание суммы гидроксикоричных кис-
лот в пересчете на хлорогеновую кислоту, % 

Степень измельчения, мм 
1 1.67±0.04 
2 1.80±0.05 
5 1.76±0.01 

Экстрагент 
Спирт этиловый 40% 2.88±0.02 
Спирт этиловый 70% 2.20±0.02 
Спирт этиловый 95% 1.69±0.04 

Соотношение «сырье-экстрагент» 
1 : 25 2.21±0.03 
1 : 50 2.45±0.05 

1 : 100 2.36±0.01 

Время экстракции, мин 
30 3.04±0.06 
60 2.78±0.02 
90 2.61±0.05 

10 мл излечения пропускали через слой Al2O3 высотой около 4 мм в стеклянном фильтре диаметром 
1.5 см (~3.0). Использование алюминия оксида в количестве 3.0 позволило достичь приемлемой чистоты 
экстракта. Один грамм Al2O3 удерживал 0,45 мл извлечения. Экстракт собирали в колбу вместимостью 
25 мл. Затем 500 мкл очищенного экстракта помещали в мерную колбу на 50 мл, доводили до метки 40% 
этиловым спиртом и перемешивали (раствор Б). Оптическую плотность раствора Б измеряли на спектрофо-
тометре при длине волны 330 нм. В качестве раствора сравнения использовали 40% этиловый спирт. 

Содержание суммы гидроксикоричных кислот в пересчете на хлорогеновую кислоту и абсолютно 
сухое сырье в процентах (Х) вычисляли по формуле 

)100(4975.0
10050

Wm
VAx

−⋅⋅⋅
⋅⋅⋅

= , 

где A – оптическая плотность испытуемого раствора; V – объем экстрагента, мл; m – масса сырья, г; 1 – 
объем аликвоты, мл; W – потеря в массе при высушивании сырья (влажность), %; 497 – удельный показатель 
поглощения хлорогеновой кислоты при 330 нм. 

Проведена метрологическая оценка предложенной методики. В результате семи параллельных опре-
делений установлено стандартное отклонение (S = 0.114), дисперсия (S2 = 0.013), полуширина доверитель-
ного интервала (ΔX = 0.084). Погрешность единичного определения (ε, %) суммы гидроксикоричных кислот 
с доверительной вероятностью (Р, %) 95% в сырье гречихи красностебельной составила ±3.733%.  

Валидацию методики проводили в соответствии с ОФС.1.1.0012 «Валидация аналитических методик» 
Государственной фармакопеи РФ XV издания по показателям: специфичность, линейность, прецизионность.  
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Специфичность методики оценивали по соответствию максимумов поглощения экстракта из гречихи 
красностебельной травы и раствора стандартного образца хлорогеновой кислоты (рис. 2). Линейность ме-
тодики определяли для серии аналитических проб с концентрацией суммы гидроксикоричных кислот от 16 
до 74 мг/мл. По полученным данным построили график зависимости значений оптической плотности рас-
твора извлечения от концентрации хлорогеновой кислоты, а затем рассчитали уравнение линейной регрес-
сии (рис. 4). Коэффициент корреляции составил 0.9849. 

Прецизионность методики (уровень повторяемости) оценивали путем анализа исследуемого образца 
гречихи красностебельной в 5-кратной повторности при одинаковых условиях. Согласно полученным ре-
зультатам среднее значение составило 2.840%, ошибка единичного определения с доверительной вероятно-
стью 95% составляет ±3.437%. 

Для оценки внутрилабораторной прецизионности количественный анализ спиртового экстракта про-
водился другим аналитиком в другие дни с использованием того же оборудования пятикратно (табл. 4). 
Выявлено, что ошибка единичного определения с доверительной вероятностью 95% составляет не более 
3.2% при определении суммы гидроксикоричных кислот методом спектрофотометрии в пересчете на хло-
рогеновую кислоту. Следовательно, дисперсии результатов анализа обоих химиков статистически эквива-
лентны и различия между полученными значениями являются случайными.  

 

Рис. 4. Зависимость значений оптической плотности проб от содержания суммы гидроксикоричных 
кислот в гречихи красностебельной траве 

Таблица 4. Валидацонная оценка внутрилабораторной прецизионности методики определения суммы 
гидроксикоричных кислот в гречихи красностебельной траве (Р=95; n=5) 

Аналитик 1 Аналитик 2 
С,% Метрологические характеристики С,% 
2.79 X,% = 2.830 X,% = 2.710 2.62 
2.72 S2 = 0.005 S2 = 0.004 2.68 
2.88 S = 0.071 S = 0.067 2.74 
2.85 ΔX,% = 0.062 ΔX,% = 0.059 2.80 
2.89 ε,% = 3.120  ε,% = 3.160 2.70 

Полученные данные свидетельствуют об отсутствии систематической ошибки разработанной нами 
методики и позволяют предложить ее для количественного определения суммарного содержания гидрокси-
коричных кислот в гречихи красностебельной траве в пересчете на хлорогеновую кислоту.  

С помощью разработанной методики были проанализированы четыре образца биологически актив-
ной добавки (БАД) к пище «Гречиха красностебельная. Кулясово & Мамадыш» производства ООО «Пара-
фарм» серии: 0423; 1223; 0324; 1124. Суммарное содержание гидроксикоричных кислот в пересчете на хло-
рогеновую кислоту варьировало от 2.87±0.04 – 3.14±0.02%.  

Заключение 

В результате проведенной тонкослойной хроматографии было доказано наличие гидроксикоричных 
кислот в экстрактах травы гречихи красностебельной. Разработана методика количественного определения 
суммы гидроксикоричных кислот в экстрактах гречихи методом спектрофотомерии после твердофазной 
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очистки с использованием удельного показателя (497) хлорогеновой кислоты при 330 нм. Определено со-
держание гидроксикоричных кислот в пересчете на хлорогеновую кислоту в водно-спиртовых экстрактах 
гречихи красностебельной травы, которое варьировало от 1.67±0.04 – 3.04±0.06. Установлены оптимальные 
параметры экстракции гидроксикоричных кислот из травы гречихи красностебельной: экстрагент-спирт 
этиловый 40%, соотношение «сырье-экстрагент» 1 : 50 и продолжительность 30 мин при температуре 90 °С.  

Проведена валидационная оценка разработанной методики. На основе результатов валидационной 
оценки эксперимента можно сделать вывод о возможности использования данной методики для количествен-
ного определения содержания гидроксикоричных кислот в пересчете на хлорогеновую кислоту в сырье гре-
чихи красностебельной. Полученные результаты имеют важное значение для дальнейших исследований гре-
чихи красностебельной в качестве потенциального источника биологически активных соединений. 
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QUANTITATIVE DETERMINATION OF THE AMOUNT OF HYDROXYCINNAMIC ACIDS IN BUCKWHEAT RED-
STEMMED GRASS 
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2 Lugansk State Medical University named after St. Luke, 50th Anniversary of the Defense of Lugansk, 1g, Lugansk, 
291045, Russia 
Red-stemmed buckwheat grass is registered in the territory of the Russian Federation as a biologically active food addi-

tive as a source of flavonoids. In addition to flavonoids, buckwheat raw materials contain hydroxycinnamic acids, which make a 
significant contribution to its pharmacological activity. Buckwheat extracts and dietary supplements based on them have antiox-
idant, cardioprotective, hypoglycemic, and nootropic effects. However, there is insufficient information in the domestic literature 
on the standardization of raw materials of red-stem buckwheat, in this regard, the purpose of this study is to identify, develop 
and validate a technique for the quantitative determination of hydroxycinnamic acids contained in the aboveground part of red-
stem buckwheat. According to the results of qualitative identification by thin-layer chromatography, water-alcohol extracts of 
buckwheat grass contained hydroxycinnamic acids. The maximum absorption of extracts was observed at a wavelength of 330 
nm, which corresponded to the maximum absorption of a solution of a standard sample of chlorogenic acid. Based on the data 
obtained, the quantitative determination of the amount of hydroxycinnamic acids was carried out in terms of chlorogenic acid. 
The optimal extraction parameters were determined: extractant – 40% ethyl alcohol, the ratio of "raw material - extractant" 1 : 50; 
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extraction time is 30 minutes, the multiplicity of extraction is single. Validation of the methodology has been carried out. Four 
samples of red-stem buckwheat grass produced by Parafarm LLC were analyzed using the developed methodology. The content 
of the sum of hydroxycinnamic acids in terms of chlorogenic acid varied from 2.87±0.14 – 3.14±0.22%. The results obtained 
indicate that this technique can be used to standardize medicinal raw materials of red-stem buckwheat. 

Keywords: red-stem buckwheat, quantitative determination, spectrophotometric method, hydroxycinnamic acids, chloro-
genic acid. 
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