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Об’єктами дослiдження були лiофiлiзованi 
фiтосубстанцiї з листкiв бадану товсто-

листого, що володiють вираженими iнтерфе-
ронiндукуючими властивостями. За допомогою 
якiсних реакцiй, хроматографiчних та спект-
ральних методiв дослiдження виявлено 18 ре-
човин фенольної природи. Встановлено кiлькiс-
ний вмiст основних груп дiючих речовин, а саме 
суми полiфенольних сполук, дубильних речо-
вин, флавоноїдiв, суми гiдроксикоричних кис-
лот, арбутину та полiсахаридiв. Отриманi данi, 
а також опрацьованi методики дослiджень мо-
жуть бути використанi для стандартизацiї лис-
ткiв бадану товстолистого та їх фiтосубстанцiй. 

Ключовi слова: фiтосубстанцiя, бадан товстолис-
тий, бiологiчно активнi речовини, стандартизацiя.

ВСТУП
Актуальнiсть та широке використання рос-

линних засобiв у всьому свiтi невпинно зростає. 
На сьогоднi вони посiдають важливе мiсце у про-
фiлактицi та лiкуваннi численних захворювань. 
Оптимальний терапевтичний ефект виявляють 
природнi рослиннi комплекси, якi є одними з 
найбiльш бiологiчно активних засобiв. У сучаснiй 
технологiї розробки складних фiтокомпозицiй 
науковцi намагаються так гармонiзувати систему 
активних та допомiжних речовин, щоб їх фiзiоло-
гiчна дiя призводила до пiдвищення терапевтич-
ної ефективностi та зменшення проявiв побiчної 
дiї. На фармацевтичному ринку України до ме-
дичного використання дозволено бiля 31 фiтоекс-
тракту, що є недостатнiм через постiйно зростаю-
чий попит на них [4, 7, 10, 13]. 

З метою розширення асортименту фiтозасобiв 
нами отримано ряд комплексних фiтосубстанцiй 

iз листкiв бадану товстолистого, якi володiють iн-
терферонiндукуючими, гепатопротекторними та 
протимiкробними властивостями [2, 3, 12]. 

Метою дослiдження було розробити методи-
ки якiсного та кiлькiсного аналiзу фiтосубстан-
цiй листкiв бадану товстолистого, що є актуаль-
ним для створення стандартизованих фiтозасобiв 
[9, 11].

МАТЕРIАЛИ ТА МЕТОДИ 
ДОСЛIДЖЕННЯ

Об’єктами дослiдження були лiофiлiзованi 
субстанцiї листкiв бадану товстолистого, зiбраних 
у 2005-2008 рр. у Львiвськiй областi пiд час цвiтiн-
ня (ботанiчний сад ЛНМУ iм. Д.Галицького).

Хiмiчний скринiнг водних, водно-спиртових 
та водно-ацетонових фiтосубстанцiй проводи-
ли за загальноприйнятими методиками (якiснi 
реакцiї, порiвняння хроматографiчної поведiн-
ки з достовiрними стандартними зразками та ме-
тодiв спектроскопiї). Для цього 0,5 г лiофiлiзо-
ваних субстанцiй листкiв бадану розчиняли в 10 
мл 30% розчину етилового спирту при нагрiван-
нi на водяному огрiвнику. Проводили якiснi реак-
цiї на наявнiсть флавоноїдiв — цiанiдинову пробу, 
з розчинами лугiв, натрiю карбонату, залiза (III) 
хлоридом i борно-лимонним реактивом; дубиль-
них речовин — з розчинами желатину, алкалоїду, 
залiзо-амонiйного галуну та бромною водою; фе-
нологлiкозидiв — iз залiза (II) сульфатом та роз-
чином фосфорно-молiбденової кислоти.

Для бiльш точної якiсної характеристики 0,2 г 
лiофiлiзатiв розчиняли у 4 мл 30% розчину етано-
лу, нагрiвали на водянiй банi протягом 15 хв., охо-
лоджували та вiдфiльтровували через паперовий 
фiльтр. Одержанi розчини наносили на хроматог-
рафiчний папiр марки Filtrak FN-1, FN-2, FN-8, 
FN-12, FN-15 поряд iз достовiрними зразками та 
вивчали методом хроматографiї у системах роз-
чинникiв (понад 20), серед яких найбiльшою роз-
дiльною здатнiстю володiли: н-бутанол — оцто-
ва кислота — вода (4:1:2); 15%, 30% та 60% оцтова 



ОРИГIНАЛЬНЕ ДОСЛIДЖЕННЯ

38 Український журнал клiнiчної та лабораторної медицини • 2010, том 5, №2

кислота, н-бутанол — мурашина кислота — вода 
(10:1:4); етилацетат — мурашина кислота — вода 
(3:1:1). Пiсля проходження системи розчинни-
кiв хроматограми висушували та оглядали у ви-
димому та УФ-свiтлi до i пiсля їх обробки парами 
амiаку, дiазотованою сульфанiловою кислотою, 
розчинами залiза (III) хлориду, лугiв, калiю кар-
бонату, алюмiнiю хлориду, бромтимолового си-
нього чи бромкрезолового зеленого. Для видiлен-
ня та iдентифiкацiї бiологiчно активних речовин 
(БАР) у дослiджуваних субстанцiях використо-
вували препаративну хроматографiю на паперi iз 
подальшим спектральним аналiзом за допомогою 
спектрофотометрiв СФ-46, СФ-56, Cari 50 Scan 
в УФ- та видимiй областi спектра в порiвняннi зi 

стандартними зразками без додавання та з дода-
ванням деяких реактивiв.

Дослiдження складу фенольних сполук суб-
станцiй листкiв бадану товстолистого проводили 
за допомогою методу високоефективної рiдинної 
хроматографiї (ВЕРХ) на хроматографi AGILENT 
1200 3D LC System з фотодiодною матрицею, об-
ладнаному УФ-детектором, за таких умов: колон-
ка «XTerra C 18» (фiрми «Waters», Iрландiя) роз-
мiром 4,6*250 мм заповнена сорбентом з розмiром 
частинок 5 мкм; швидкiсть рухомої фази — 1,0 мл/
хв.; детектування за довжини хвилi 330 нм, 260 нм, 
210 нм; температура колонки — 25°С; час хрома-
тографування — 45 хв.; об’єм проби, що вводить-
ся, — 50 мкл. Рухома фаза А: 0,6 г натрiю дигiдро-
фосфату моногiдрату розчиняють у 1000 мл води 
для хроматографiї, доводять рН розчину кисло-
тою фосфорною до 2,5 (потенцiометрично, ДФУ, 
2.2.3); рухома фаза В: ацетонiтрил (табл. 1).

За тих самих умов були проаналiзованi усi 
фiтоекстракти. Iдентифiкацiю проводили шля-
хом порiвняння часiв утримування аналiзова-
ної речовини в дослiджуванiй пробi та розчинiв 
порiвняння. Кiлькiсний вмiст виявлених речовин 
розраховували за площею їх пiкiв на хроматогра-
мах (рис. 1, 2). 

Таблиця 1
Умови хроматографування  

у градiєнтному режимi

Стадiя Час, хв. Рухома фаза А, 
% об./об.

Рухома фаза В, % 
об./об.

1 0-5 90 10
2 5-30 90  70 10  30
3 30-40 70  60 30  40
4 40-45 60 40
5 45-50 60  90 40  10

Таблиця 2
Фiзико-хiмiчнi властивостi фенольних сполук, що мiстяться у лiофiлiзованих фiтосубстанцiях  

iз листкiв бадану товстолистого

Назва речовини
Флуоресценцiя в УФ-свiтлi  ���� �� ����max���  ���� в 96% 

етанолi, нм
Хроматографiчна 
рухливiсть (���Rf)Без обробки Пiсля обробки NH3

Галова кислота темна темна 535, 274 1-0,61; 2-0,51; 4-0,52; 5-0,62
Елагова кислота фiолетова жовта 255, 366 4-0,16; 5-0,10
Рутин темно-жовта жовто-оранжева 258, 362 1-0,45; 2-0,44
Кверцетин жовто-коричнева жовто-оранжева 255, 374 1-0,67; 2-0,04
Кемпферол жовта зеленувато-жовта 271, 368 1-0,87; 2-0,05
Апiгенiн коричнева жовта 336,270 1-0,87; 2-0,07
Лютеолiн коричнева жовто-коричнева 263, 351 1-0,82; 2-0,05; 4-0,90
Цинарозид темна жовто-коричнева 254, 350 1-0,38; 2-0,24
Гiперозид темна жовта 251, 352 4-0,31
Космосиїн коричнева жовто-зелена 268, 336 1-0,40; 3-0,32
Нiкотифлорин темна жовто-зелена 269, 350 1,048; 2-0,54; 3-0,77
Кемпферол-3-О- -D-
глюкопiранозид 

жовта жовто-оранжева 345, 265 1-0,36; 2-0,44; 3-0,45

Арбутин - - 220, 287 1-0,70; 2-0,41
Гiдрохiнон свiтло-фiолетова свiтло-фiолетова 285 4-0,83
Бергенiн - - 221, 275 1-0,55; 2-0,43
Бергенова кислота - - 220, 275 1-0,82; 2-0,06; 4-0,90
Кофейна кислота блакитна ясно-блакитна 236, 299, 325 1-0,76; 2-0,38; 4-0,77; 5-0,82
Хлорогенова кислота блакитна зелено-блакитна 242, 298, 325 1-0,67; 2-0,59; 5-0,64

Примiтки: системи розчинникiв: 1 — н-бутанол — оцтова кислота — вода (4:1:2); 2 — 15% оцтова кислота; 3 — 30% оцтова кисло-
та; 4 — н-бутанол — мурашина кислота — вода (10:1:4); 5 — етилацетат — мурашина кислота — вода (3:1:1).
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З метою бiльш повної характеристики лiофiлi-
зованих фiтоекстрактiв був встановлений кiль-
кiсний вмiст основних груп дiючих речовин у них. 
Кiлькiсне визначення дубильних речовин, арбу-
тину та суми полiсахаридiв проводили фармако-
пейними методами [5, 6], а суму полiфенольних 
сполук i флавоноїдiв — розробленими спектрофо-
тометричними методами на основi реакцiй iз ре-
активом Фолiна-Чокальте та розчином алюмiнiю 
хлориду вiдповiдно [1]. 

Кiлькiсне визначення вмiсту оксикоричних 
кислот проводили спектрофотометричним мето-
дом у перерахунку на хлорогенову кислоту при 
довжинi хвилi 327 нм. Для цього 0,05 г лiофiлi-
зату вносили в мiрну колбу мiсткiстю 25 мл, роз-
чиняли у 5 мл 50% розчину етилового спирту, 
доводили до мiтки та фiльтрували через паперо-
вий фiльтр. У мiрну колбу мiсткiстю 50 мл вно-

сили 5 мл розчину лiофiлiзату та доводили об’єм 
до мiтки тим самим розчинником. Оптичну гус-
тину одержаного розчину визначали на спектро-
фотометрi СФ-46 при довжинi хвилi 327 нм. Як 
розчин порiвняння використовували 50% розчин 
спирту етилового.

Вмiст суми гiдроксикоричних кислот у вiдсо-
тках у перерахунку на кислоту хлорогенову об-
числювали за формулою:

де А — оптична густина дослiджуваного роз-
чину; �������������������������    m — наважка сировини (г);  — питомий 
показник поглинання кислоти хлорогенової (531); 
V0 – загальний об’єм дослiджуваного розчину 
лiофiлiзату (мл); V1 – об’єм проби розчину 
лiофiлiзату, що береться для дослiдження (мл).

Рис. 1. Схеми хроматограм фенольних сполук лiофiлiзованих субстанцiй сухих листкiв бадану товстолистого (при 210 нм), одержа-
них екстрагуванням: 1 — водою, 2 — водно-спиртовою сумiшшю, 3 — водно-ацетоновою сумiшшю.

Рис. 2. Схеми хроматограм фенольних сполук лiофiлiзованих субстанцiй свiжих листкiв бадану товстолистого (при 210 нм), одер-
жаних екстрагуванням: 1 — водою, 2 — водно-спиртовою сумiшшю, 3 — водно-ацетоновою сумiшшю.
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Визначення вмiсту вищезгаданих речовин 
здiйснювали в п������������������������������   ’ятикратнiй повторностi iз на-
ступною статистичною обробкою отриманих ре-
зультатiв [8]. 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛIДЖЕННЯ  
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

У результатi фiтохiмiчного дослiдження суб-
станцiй листкiв бадану товстолистого за забарв-
ленням, значенням Rf та спектральними характе-
ристиками у порiвняннi з достовiрними зразками 
iдентифiкували 18 речовин, 11 з яких наявнi в 
усiх лiофiлiзатах. Кiлькiсний вмiст iнших 7 спо-
лук (кемпферол, апiгенiн, лютеолiн, цинарозид, 
космосиїн, нiкотифлорин, 3-О- -D-глюкопiра-
нозид кемпферолу) є не завжди достатнiм для їх 
iдентифiкацiї описаними методами. Хроматогра-
фiчнi та спектральнi характеристики виявлених 
речовин наведенi в табл. 2. 

Були виявленi 2 галоїльнi сполуки: галова та 
елагова кислоти; 2 С-глiкозиди галової кисло-
ти: бергенiн (лактон С-глюкопiранозил-4-О-ме-
тилгалової кислоти) та бергенова кислота (С-
глюкопiранозид-4-метоксигалової кислоти); 4 
флавоноїднi аглiкони: кверцетин (3,5,7,3’,4’-пен-
тагiдроксифлавон), кемпферол (3,5,7,4’-тетра-

гiдроксифлавон), апiгенiн (5,7,4’-тригiдроксифла-
вон) та лютеолiн (5,7,3’,4’-тетрагiдроксифлавон); 
4 флавоноїднi моноглiкозиди: гiперозид (квер-
цетин-3-О- -D-галактопiранозид), цинарозид 
(лютеолiн-7-О- -D-глюкопiранозид), космосиїн 
(апiгенiн-7-О- -D-глюкопiранозид) та кемпфе-
рол-3-О- -D-глюкопiранозид; 2 бiозиди: рутин 
(кверцетин-3-О- -D-рутинозид) та нiкотифло-
рин (кемпферол-3-О- -D-рутинозид); 2 оксико-
ричнi кислоти: кофейна (3,4-дигiдроксикорична 
кислота) i хлорогенова (5-О-кофеїл-D-хiнна кис-
лота), а також гiдрохiнон (1,4-дигiдроксибензол) 
та фенольний глiкозид арбутин (гiдрохiнон-О- -
D-глюкопiранозид).

Додатково на основi використання методу 
ВЕРХ була пiдтверджена наявнiсть та встановле-
ний кiлькiсний вмiст деяких БАР фенольної при-
роди. Результати дослiдження наведенi в табл. 2 
та на рис. 1 i 2.

Як видно з хроматограм (рис. 1, 2) та даних 
ВЕРХ аналiзу, наведених у табл. 2, вмiст окре-
мих виявлених сполук може значно змiнюватись 
залежно вiд умов екстракцiї та характеру сиро-
вини, що при цьому використовувалась. Варто 
вiдзначити значний вмiст вiльних елагової та га-
лової кислот, а також постiйну присутнiсть ру-
тину та цинарозиду в одержаних фiтоекстрактах. 
Крiм цього важливою є наявнiсть у кiлькостi 0,16-
0,91%, характерної для бадану товстолистого, спо-
луки бергенiну.

З метою вивчення пiдходiв до стандартизацiї 
лiофiлiзованих фiтосубстанцiй iз листкiв бадану 
товстолистого був встановлений кiлькiсний вмiст 
основних груп дiючих речовин у них, а саме: суми 
полiфенольних сполук, дубильних речовин, фла-
воноїдiв, суми гiдроксикоричних кислот, арбути-
ну та полiсахаридiв (табл. 3).

Як видно з даних, наведених у табл. 3, кiлькiс-
ний вмiст основних груп БАР у фiтосубстанцiях 
змiнюється залежно вiд способу одержання та си-
ровини, що при цьому використовувалась. Так, 
вмiст полiфенольних сполук у лiофiлiзатах iз су-
хої сировини є вищим i знаходиться в межах вiд 
77,40% до 81,25%, у той же час у фiтосубстанцiях 
iз свiжої сировини вiн становить 75,30-79,17%. За 
вмiстом дубильних речовин та флавоноїдiв та-
кож переважають фiтоекстракти iз сухої сирови-
ни (35,25-47,22% та 2,94-4,16% вiдповiдно), при 
екстрагуваннi iз свiжої сировини їх вмiст є дещо 
нижчим та перебуває в межах 39,87-45,91% та 
3,04-3,80% вiдповiдно. Кiлькiсть арбутину у фi-
тосубстанцiях залежить вiд виду сировини в не-
значнiй мiрi. Значно вiдчутнiший вплив на його 
вихiд мали умови екстрагування. Так, при вико-
ристаннi розчину спирту в якостi екстрагенту iз 
сухої сировини одержано фiтоекстракт iз вмiс-

Таблиця 2
Вмiст деяких сполук фенольної природи  

в субстанцiях iз сухих та свiжих листкiв бадану 
товстолистого, встановлений методом ВЕРХ

Назва речовини

Вмiст фенольних сполук у 
фiтосубстанцiях (%), отриманих 

при екстракцiї

водою розчином 
етанолу

розчином 
ацетону

Повiтряно-суха сировина
Галова кислота 2,97 2,72 1,31
Елагова кислота 5,36 14,18 9,46
Бергенiн 0,16 0,78 0,91
Рутин 0,76 0,32 0,33
Гiперозид 0,40 0,46 0,33
Апiгенiн-7-глiкозид 1,12 0,28 0,32
Кофейна кислота 0,46 0,45 0,40
Хлорогенова кислота 1,17 - -

Свiжа сировина
Галова кислота 1,95 2,83 3,95
Елагова кислота 2,84 11,59 4,29
Бергенiн 0,49 0,25 0,53
Рутин 0,95 0,32 0,05
Гiперозид 0,37 0,38 0,45
Апiгенiн-7-глiкозид - 0,13 -
Кофейна кислота 0,39 0,63 -
Хлорогенова кислота 0,49 - 1,01
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том арбутину 18,54%, свiжої сировини — 17,06%. 
У лiофiлiзатах iз водних та водно-ацетонових екс-
трактiв кiлькiсть арбутину знаходилась у межах 
15,01-16,31%. Вмiст гiдроксикоричних кислот та-
кож був вищим у лiофiлiзованих фiтосубстан-
цiях iз повiтряно-сухої сировини (3,70-6,09%), в 
екстрактах iз свiжої сировини вiн становив 2,95-
3,75%. При цьому найкращим екстрагентом ви-
явився розчин ацетону. Вмiст полiсахаридiв є 
бiльшим у сухих екстрактах iз свiжої сировини 
(12,11-13,49%) у порiвняннi iз сухою (6,00-8,73%), 
що може бути наслiдком часткового їх руйнуван-
ня при сушiннi рослин. Найкраще полiсахариди 
екстрагувалися водою. 

Наведенi данi свiдчать, що лiофiлiзованi фi-
тосубстанцiї, одержанi iз листкiв бадану товсто-
листого, мiстять широкий спектр БАР у значних 
кiлькостях та є перспективними для подальшого 
використання в медицинi та фармацевтичнiй про-
мисловостi, а методи якiсного та кiлькiсного виз-
начення — для їх стандартизацiї. 

ВИСНОВКИ
1. Проведено якiсний та кiлькiсний аналiз лiо-

фiлiзованих фiтосубстанцiй, одержаних iз сухих 
та свiжих листкiв бадану товстолистого, якi мож-
на використовувати для стандартизацiї останнiх у 
лiкарських засобах. 

2. За забарвленням, значенням Rf та спект-
ральними характеристиками в порiвняннi з до-
стовiрними зразками iдентифiкували 18 речовин 
фенольної природи.

Таблиця 3
Кiлькiсне визначення основних груп БАР у лiофiлiзованих субстанцiях, отриманих  

iз сухих та свiжих листкiв бадану товстолистого

Назва групи БАР

Вмiст БАР у фiтосубстанцiях  
(%,Х±Х), отриманих  

при екстракцiї
водою розчином етанолу розчином ацетону

Повiтряно-суха сировина
Полiфенольнi сполуки 77,40±1,55 81,25±1,62 79,05±1,41
Дубильнi речовини 35,25±0,58 47,22±0,85 45,41±0,41
Флавоноїди 2,94±0,19 4,16±0,13 3,91±0,17
Арбутин 15,87±0,25 18,54±0,32 16,31±0,27
Гiдроксикоричнi кислоти 3,70±0,21 5,18±0,19 6,09±0,23
Полiсахариди 8,73±0,27 6,97±0,31 6,00±0,22

Свiжа сировина
Полiфенольнi сполуки 76,43±1,39 79,17±2,47 75,30±1,51
Дубильнi речовини 43,93±0,72 45,91±0,89 39,87±0,56
Флавоноїди 3,04±0,09 3,80±0,17 3,77±0,19
Арбутин 15,01±0,23 17,06±0,31 15,33±0,29
Гiдроксикоричнi кислоти 2,95±0,08 3,33±0,11 3,75±0,07
Полiсахариди 13,49±0,32 12,62±0,29 12,11±0,38

3. Методом ВЕРХ розроблено умови якiсно-
го та кiлькiсного аналiзу сполук фенольної при-
роди субстанцiй листкiв бадану. Встановлено, що 
за вмiстом галової та елагової кислот можна стан-
дартизувати фенольний комплекс дослiджуваних 
фiтосубстанцiй.

4. Опрацьованi методики та визначено кiлькiс-
ний вмiст суми полiфенольних сполук, дубиль-
них речовин, флавоноїдiв, суми гiдроксикоричних 
кислот, арбутину та полiсахаридiв у дослiджува-
них фiтоекстрактах.
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Объектами исследования были лиофилизиро-
ванные фитосубстанции из листьев бадана тол-
столистного, которые обладают выраженными 
интерферониндуцирующими свойствами. С помо-
щью качественных реакций, хроматографических 
и спектральных методов исследования обнаруже-
но 18 веществ фенольной природы. Установлено 
количественное содержание основных групп дейс-
твующих веществ, а именно суммы полифеноль-
ных соединений, дубильных веществ, флавоноидов, 
суммы гидроксикоричных кислот, арбутина и по-
лисахаридов. Полученные данные, а также разра-
ботанные методики исследований могут быть ис-
пользованы для стандартизации листьев бадана 
толстолистного и их фитосубстанций.

I.L.Benzel. Approaches to development of stan-
dardization of phytosubstances obtained from 
Bergeia crassifolia (L.) Fritsch. leaves. Lviv, 
Ukraine.

Key words: phytosubstance, Bergenia crassifolia 
(L.) Fritsch., biologically active substances, standard-
ization.

Frozen-dried phytosubstances from Bergenia 
crassifolia (L.) Fritsch. leaves, which own the potent 
interferon-inducing action, were the object of our 
study. Using qualitative reactions, chromatograph-
ic and spectral methods of research 18 substances of 
phenolic nature have been found. Quantitative content 
of polyphenols totality, tannin, flavonoids, hydroxy-
cinnamic acids, arbutin and polysaccharides has been 
determined. Finding results and methods of researches 
can be used for standardization of Bergenia crassifolia 
(L.) Fritsch. leaves and phytosubstances.
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