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Ранее в работе [1] показаны проблемы, обнаружен-
ные при разработке монографии Государственной 

Фармакопеи Украины (ГФУ) на такой широко исполь-
зуемый вид лекарственного растительного сырья (ЛРС), 
как трава душицы. Поскольку в двух базовых докумен-
тах, используемых при разработке монографии ГФУ на 
ЛРС, а именно монографии Европейской Фармакопеи 
(ЕФ) (в данном случае это монография «Oregano» [2]) 
и статьи ГФ ХI («Трава душицы» [3]), описываются 
разные виды сырья (ЕФ описывает ЛРС Origanum on-
ites L. и Origanum vulgare L. subsp. hirtum (Link.) Ietsw., 
в то время как официнальным видом флоры Украины 
является Origanum vulgare L. В работе [1] показана не-
обходимость разработки национальной монографии на 
использующийся в Украине вид душицы – Origanum 
vulgare L. На основании исследований, проведенных 
группой отдела ГФУ, занимающейся созданием моно-
графий на ЛРС, разработана национальная монография 
«Материнки трава», которая включена в Дополнение 3 к 
ГФУ [4]. Данная монография содержит как требования 
статьи ГФ ХI (разделы «Макроскопия», «Микроскопия», 
«Посторонние примеси» и др.), так и новые, разработан-
ные с учетом подходов ЕФ, требования к идентификации 
сырья методом ТСХ.
В то же время, вопрос относительно объективной 

оценки количественного содержания биологически 
активных веществ (БАВ) сырья остался не до конца 
решенным, поскольку в монографии ГФУ оценивается 
только содержание эфирного масла с регламентацией ГФ 
ХI: не менее 0,1% для цельного сырья и не менее 0,08% 
для измельченного сырья. Очевидно, что данный подход 
к стандартизации сырья не позволяет объективно оце-
нить количественный состав БАВ сырья и не объясняет 

всего спектра фармакологического действия препаратов 
на основе данного вида ЛРС.
В работе [1] сообщалось о разнообразии химического 

состава БАВ травы душицы: это компоненты эфирного 
масла (его качественный и количественный состав в 
значительной мере зависит от хеморасы душицы [5]), 
тритерпеноиды, сапонины, алкалоиды, фенолкарбо-
новые кислоты, дубильные вещества и флавоноиды. 
Среди компонентов полифенольного комплекса душицы 
обыкновенной выделяют лютеолин и его гликозиды, кос-
мосиин (апигенин-7-глюкозид), хризин и его гликозиды 
[6,7], т.е. флавоноидная фракция ЛРС представлена, в 
основном, флавоновыми производными.
Препараты душицы используют при бронхитах как 

отхаркивающее, при гастритах – для усиления секреции 
желудка, при холецеститах и дискенезии желчевыводя-
щих путей, при бессоннице, нервных расстройствах [8]. 
Учитывая, что флавоны обладают бактерицидным, спаз-
молитическим, гипотензивным действием, представля-
ется перспективным вопрос об изучении возможности 
стандартизации душицы по данному классу БАВ.
Цель работы
Разработка методики количественного определения 

флавоноидных соединений душицы обыкновенной 
для включения в национальную монографию ДФУ на 
данный вид ЛРС.
Материалы и методы исследования
В качестве объектов исследований использовали 10 

образцов сырья травы душицы (Origanum vulgare L.), 
собранные в разных регионах Украины в 2007–2009 гг. 
(табл. 1).
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При використанні підходів Європейської Фармакопеї до стандартизації лікарської 
рослинної сировини, що містить флавоноїди, розроблено спектрофотометричну 
методику визначення кількісного вмісту суми флавоноїдів у траві материнки у 
перерахунку на лютеолін-7-глюкозид. Розроблену методику запропоновано для 
включення в національну монографію Державної Фармакопеї України на даний вид 
лікарської рослинної сировини.
При использовании подходов Европейской Фармакопеи к стандартизации ле-

карственного растительного сырья, содержащего флавоноиды, разработана спек-
трофотометрическая методика определения количественного содержания суммы 
флавоноидов в траве душицы в пересчете на лютеолин-7-глюкозид. Разработанная 
методика предложена для включения в национальную монографию Государственной 
Фармакопеи Украины на данный вид лекарственного растительного сырья.
Using EP approaches to the standardization of herbal drug containing fl avonoids, the 

spectrophotometric method for the assay of the sum of fl avonoids in the oregano herb, 
calculated as luteolin-7-glucoside, was developed. This method has been proposed for 
the inclusion to the SPU as monograph for this herbal drug.
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Исследования проводили методом абсорционной 
спектрофотометрии в ультрафиолетовой и видимой 
областях; качественный состав флавоноидной фракции 
серий травы душицы изучали методом тонкослойной 
хроматографии [2,4].
Результаты и их обсуждение
Спектрофотометрическая методика количественного 

определения флавоноидов в траве душицы включена 
в действующий до настоящего времени на территории 
России стандарт «Трава душицы» (ГОСТ 2103-93). 
Методика основана на широко используемой ранее 
стандартизаторами ЛРС цветной реакции с раствором 
алюминия хлорида, которая характерна практически для 
всех веществ флавоноидной природы. В качестве стан-
дарта, на который производится пересчет флавоноидов 
сырья, в методике используют стандарт лютеолина.
Ранее [9] мы сообщали, что ЕФ для близких классов 

БАВ, таких как флавоноиды, использует унифицирован-
ные методики количественного контроля в разных видах 
ЛРС, и данный подход принят как одно из основных тре-
бований при разработке фармакопейных монографий.
Учитывая это, изучена возможность определения 

содержания флавоноидов в траве душицы с использо-
ванием ЕФ-методики определения гликозидов флаво-
ноидов методом спекторофотометрии (СФ). Методика 
заключается в следующем: навеску измельченного сырья 
обрабатывают при нагревании спиртом (60% об/об); по-
лученный экстракт после охлаждения и фильтрования 
количественно переносят в мерную колбу; аликвоту 
полученного раствора выпаривают, после выпаривания 
остаток обрабатывают смесью кислота борная – кис-
лота щавелевая в среде кислота муравьиная – кислота 
уксусная [10–14]. Определяют оптическую плотность 
образующегося при этом окрашенного раствора при 
длине волны максимума поглощения (от 401 до 410 нм, 
в зависимости от того, какие конкретно соединения 
флавоноидной природы преобладают в исследуемом 
сырье). В работе [15] отмечено, что данная методика 
позволяет оценить общее содержание как флавонолов 
(гиперозид, рутин и др.), так и флавонов (гликозиды 
апигенина, лютеолина и др.).

Таблица 1
Результаты анализа исследуемых образцов травы душицы по разработанной методике

Образец
Содержание суммы 

флавоноидов в пересчете 
на лютеолин-7-глюкозид

Содержание суммы 
флавоноидов в пересчете 

на лютеолин
1 (трава душицы 2007 года сбора, НВФК «ЭЙМ») 2,7 % 1,65 %

2 (трава душицы 2007 года сбора, Харьковская область) 2,4 % 1,47 %
3 (трава душицы 2007 года сбора, Харьковская область) 2,4 % 1,47 %

4 (трава душицы 2007 года сбора, Сумская область) 2,0 % 1,2 %
5 (трава душицы 2007 года сбора, ЗАО «Лектравы») 2,16 % 1,32 %

6 (трава душицы 2009 года сбора, Харьковская область) 1,7 % 1,05 %
7 (трава душицы 2009 года сбора, Харьковская область) 2,0 % 1,2 %

8 (трава душицы 2009 года сбора, Сумская область) 1,75 % 1,07 %

9 (трава душицы 2009 года сбора, Харьковская область) 1,85 % 1,1 %
10 (трава душицы 2009 года сбора, Полтавская область) 1,95 % 1,2 %

Первоначально методом ТСХ изучен качественный 
состав флавоноидной фракции нескольких серий травы 
душицы, причем изучали как метанольные экстракты 
сырья для идентификации гликозидов флавоноидов (рис. 1), 
так и экстракты, подвергнутые кислотному гидролизу 
для обнаружения их агликонов (рис. 2). Проведенные 
исследования подтвердили наличие в анализируемом 
сырье флавонов, что согласовывалось с данными, при-
веденными в работе [7]. Это явилось основанием для 
разработки методики количественного определения 
гликозидов флавоноидов душицы в пересчете на стан-
дарт флавоновой природы.

Рис. 1. Хроматограммы метанольного экстракта душицы 
(1), раствора лютеолин-7-глюкозида (2), раствора рутина, 
гиперозида, кислоты кофейной (3).
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При выборе стандарта, на который будет производится 
пересчет содержания суммы флавоноидов, измерены 
спектры поглощения полученных по методике окра-
шенных комплексов стандартных образцов лютеолин-
7-глюкозида и лютеолина и сравнены со спектром 
поглощения испытуемого раствора душицы, также 
полученного в условиях методики.
Спектры поглощения приведены на рис. 3, из которо-

го видно, что все 3 спектра имеют четко выраженный 
максимум при длине волны 409±2 нм.
Таким образом, в качестве стандарта допустимо 

использование как агликона лютеолина, так и его 
гликозида. Разница при расчете содержания суммы 
флавоноидов душицы, в пересчете на лютеолин и 
лютеолин-7-глюкозид, составляла около 1,6 раза, что 
объяснялось разницей в значениях удельных показате-
лях поглощения их комплексов (для лютеолина – 1140, 
для лютеолин-7-глюкозида – 700, что связано с разни-
цей в их молекулярных массах). Выбор остановлен на 
лютеолин-7-глюкозиде, учитывая, что в сырье, заготов-
ленном надлежащим образом, содержатся, в основном, 
гликозиды флавоноидов.
При разработке методики использован ФСО ГФУ 

лютеолин-7-глюкозида. Не исключается использование 
лютеолина в качестве стандарта, на который произ-
водится пересчет содержания суммы флавоноидов, 
с соответствующим коэффициентом пересчета на 
лютеолин-7-глюкозид.

Рис. 2. Хроматограммы метанольного экстракта душицы 
после гидролиза (1), раствора апигенина (2), раствора лю-
теолина (3).

«#» «Name»                                   «Peaks(nm)»                       «Abs(AU)»
3.    «Oregano»                      410                0.762341

Рис. 3. УФ-спектры комплексов лютеолина (1), лютеолин-7-
глюкозида (2), испытуемого раствора сырья (3), полученные в 
условиях разработанной методики.

По разработанной методике проанализированы 10 
образцов сырья травы душицы (Origanum vulgare L.), 
собранные в разных регионах Украины в 2007–2009 гг. 
Результаты анализа приведены в табл. 1. Полученные 
результаты показали возможность регламентации содер-
жания суммы флавоноидов в траве душицы в пределах 
не менее 1,5%.

«#» «Name»                             «Peaks(nm)»                           «Abs(AU)»
1     «Luteolin                 410                0.663196

«#» «Name»                               «Peaks(nm)»                           «Abs(AU)»
2.     «Luteolin-7-glicozid»      409            0.46789

Введение методики количественного определения 
в национальную монографию ГФУ предусматривает 
целый комплекс валидационных исследований. При 
разработке методики в первую очередь проверяли 
полноту экстракции флавоноидов из сырья, для чего 
шрот после двукратной экстракции спиртом (60% об/об) 
дополнительно обрабатывали тем же растворителем в 
аналогичных условиях и проводили определение сум-
мы флавоноидов по описанной методике. Полученная 
при этом оптическая плотность испытуемых растворов 
(фоновое поглощение) имела значение не более -0,001. 
Таким образом, фоновое поглощение в условиях мето-
дики имело статистически незначимое значение, что, в 
свою очередь, свидетельствовало о достаточной полноте 
экстракции определяемых БАВ.
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Изучены следующие валидационные характеристики 
методики: линейность, диапазон использования, ста-
бильность, прецизионность и правильность.
Для проверки линейности методики приготовлены 

5 окрашенных растворов комплекса лютеолин-7-глю-
козида с реактивом с концентрацией от 0,1 мг до 0,6 мг 
лютеолин-7-глюкозида в растворе (25 мл), измерена их 
оптическая плотность при длине волны 409 нм и по-
строен график зависимости оптической плотности от 
концентрации флавоноида в растворе (рис. 4).

«#» «Name»
Abs<409 nm>
1 «Oregano  10 min» 0.2419
2 «20 min»                0.2473
3 «30 min»                0.2475
4 «40 min»                0.2545
5 «50 min»                0.2590
6 «60 min»                0.2667

«#» «Name»
Abs<409 nm>
1 «Lut.-7 gl. 10 min»    0.2408
2 «20 min»                  0.2416
3 «30 min»                  0.2421
4 «40 min»                  0.2558
5 «50 min»                  0.2611
6 «60 min»                  0.2668

Рис. 4. График зависимости оптической плотности растворов 
лютеолин-7-глюкозида от его концентрации.

Как видно из рис. 4, зависимость оптической плот-
ности (У) от концентрации лютеолин-7-глюкозида 
(Х) выражается уравнением: Y = A + B×X, где А = 
0,02404+0,01753, В = 2,5402+0,04721, коэффициент 
корреляции R = 0,99948, т.е. методика имеет линейный 
характер в диапазоне концентраций от 4 до 24 мкг/мл 
лютеолин-7-глюкозида.
Проверена стабильность испытуемых растворов травы 

душицы и растворов лютеолин-7-глюкозида во времени: 
установлено, что растворы стабильны в течение 20–30 
мин с момента приготовления, поэтому в методике четко 
оговорено время измерения оптической плотности – не 
позже 30 мин после приготовления раствора.

Для проверки диапазона использования методики 
проведен следующий эксперимент: получены спирто-
вые экстракты сырья разной концентрации, а именно 
0,1; 0,2; 0,3; 0,4 и 0,5% (при используемой по методике 
0,2% концентрации сырья в спиртовом растворе), т.е. в 

пределах от -50% до +250% от номинальной концентра-
ции, и в полученных экстрактах по методике проведено 
определение суммы флавоноидов (спектры полученных 
растворов приведены на рис. 5).

Рис. 5. УФ-спектры испытуемых растворов душицы, получен-
ные при определении диапазона использования методики.

Зависимость оптической плотности растворов (У) от 
концентрации сырья (Х) приведена на рис. 6 и выража-
ется уравнением: Y=A + B.X, где А= -0,00481, В=0,99921, 
коэффициент корреляции R=0,99837.
На основании полученных данных установлено, что 

в пределах измеряемых концентраций зависимость 
оптической плотности от концентрации носит линейный 
характер, т.е. данная методика линейна в диапазоне от 
-50% до + 250% от номинального содержания суммы 
флавоноидов в сырье.
Кроме того, найденное значение коэффициента А 

(-0,00481) свидетельствует о статистически не значимом 
вкладе остальных компонентов сырья в количественное 
определение суммы флавоноидов, что позволяет сделать 
вывод о достаточной специфичности методики

Рис. 6. График зависимости оптической плотности испытуе-
мых растворов душицы от концентрации растворов.

Правильность методики проверяли методом извест-
ных добавок лютеолин-7-глюкозида к аликвоте испы-
туемого раствора душицы, затем получали по методике 
окрашенные растворы и измеряли оптическую плот-
ность при длине волны 409 нм (УФ-спектры полученных 
растворов приведены на рис. 7).
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Результаты обработки полученных данных приведены 
в таблице 2.

Рис. 7. УФ-спектры испытуемых растворов душицы с до-
бавками лютеолин-7-глюкозида, полученные при проверке 
правильности методики.

Таблица 2
Метрологические характеристики методики, 

полученные методом введено-найдено

Введено 
лютеолин-

7-глюкозида

Найден 
лютеолин-

7-глюкозида

Найдено 
относительно 
введенного %

Статистические
характеристики

0,0755 мг 0,0758 мг 100,4 Хсреднее=100,2
S2=1,9533

Sr,%=1,3948
∆х=4,447
έ=4,438

0,0755 мг 0,0770 мг 101,90
0,0755 мг 0,0744 мг 98,5
0,0755 мг 0,0755 мг 100,0

Таблица 3
Метрологические характеристики методики определения суммы флавоноидов 

в пересчете на лютеолин-7-глюкозид
Хi, % f ⎯Хср. S2 S P,% t(P,f) ∆x ∆Х,% ε,%
2,15
1,99 4 2,066 4,33×10-3 6,58×10-2 95 2,776 1,823×10-3 8,17×10-2 3,954
2,01
2,08
2,10

Как видно из приведенных данных, в методике от-
сутствует систематическая ошибка, относительная 
неопределенность при доверительной вероятности 0,95 
не превышает 4,44%.
Проверена прецизионность результатов определения 

содержания суммы флавоноидов в сырье одной серии 
параллельно из 5 навесок сырья. Метрологические ха-
рактеристики приведены в таблице 3.

Выводы
1. При использовании подходов ЕФ к стандартизации 

ЛРС, содержащего флавоноиды, разработана и валиди-
рована спектрофотометрическая методика определения 
количественного содержания суммы флавоноидов в 
траве душицы, в пересчете на лютеолин-7-глюкозид.

2. Разработанная методика предложена для включения в 
национальную монографию ГФУ на данный вид ЛРС.
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