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Протягом останніх років у світовій 
фітотерапії спостерігається тенденція 
до поширеного використання багато-
компонентних лікарських засобів рос-
линного походження (БЛЗРП). Зокре-
ма, на фармацевтичному ринку Украї-
ни зареєстровано та добре зарекоменду-
вали себе понад 200 полікомпонентних 
фітозасобів [1, 2]. Але існуючі сьогодні 
методики аналізу вищезазначених 
фітозасобів здебільшого не відповіда-
ють сучасним фармакопейним вимо-
гам, вони не є специфічними та не 
дають можливості ідентифікації та 
визначення кількісного вмісту окремих 
компонентів суміші.

Одним з перспективних напрямів 
подальшого удосконалення процедури 
стандартизації багатокомпонентних 
фітозасобів є використання так званих 
маркерних сполук, або маркерів – речо-
вин, присутність яких характерна 
лише для окремої лікарської сировини 
[3, 4]. Впровадження методик якісного 
та кількісного аналізу, заснованих на 
використанні маркерів, має не лише 
велике практичне значення, але й сут-
тєву наукову доцільність. 

Одними з найпоширеніших складо-
вих, що застосовуються для виготов-
лення БЛЗРП, є квітки нагідок лікар-
ських, що успішно використовуються в 
медичній практиці як у вигляді моно-
препаратів, так і у вигляді складових 
частин БЛЗРП [1, 2, 5, 6]. 

Фармакологічна активність квіток 
нагідок лікарських обумовлена наяв-
ністю в їхньому складі комплексу біо-

логічно активних речовин, зокрема, 
флавоноїдів [5–9]. Основним представ-
ником цього класу сполук у квітках 
нагідок лікарських є ізорамнетин-3-
рутинозид, який за даними літератури 
має широкий спектр біологічної актив-
ності [5–9]. Тому вважали за доцільне 
вивчити можливість використання 
ізорамнетин-3-рутинозиду як маркера 
нагідок лікарських при стандартизації 
рослинних сумішей. 

Мета дослідження – розробка під-
ходів до якісної та кількісної стандар-
тизації квіток нагідок лікарських у 
рослинних сумішах за вмістом ізо рам-
нетин-3-рутинозиду. 

Матеріали та методи. Об’єктами 
дослідження були квітки нагідок у пач-
ках по 50 г (виробники ЗАТ «Ліктра-
ви» (серії: 120508, 30310, 80310), КП 
«Фармацевтична фабрика» (серія 
20709), квітки нагідок у пачках по 25 г 
(виробник ЗАТ ФФ «Віола», серія 
020210), квітки нагідок, фільтр-пакети 
по 1,5 г (виробник ЗАТ «Ліктрави», 
серія 20210), суміш з вмістом квіток 
нагідок (квіток нагідок лікарських – 
1,00 г, плодів шипшини – 1,00 г, пло-
дів та квіток глоду колючого – 1,00 г, 
шишок хмелю – 1,00 г, листя м’яти 
перцевої – 1,00 г, листя подорожника 
великого – 1,00 г, квіток ромашки 
аптечної – 1,00 г) та аналогічна суміш 
без вмісту нагідок лікарських. 

Екстракцію біологічно активних 
речовин у досліджуваних об’єктах про-
водили наступним чином:

1,00 г (точна наважка) подрібненої 
сировини квіток нагідок лікарських 
або 5,00 г (точна наважка) рослинної 
суміші або полікомпонентного фітопре-
парату вносили в конічну колбу, облад-
нану зворотним холодильником, дода-
вали 50 мл 50 % етилового спирту та 
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витримували на киплячому водяному 
нагрівнику протягом 45 хв. Після цього 
екстракт охолоджували до кімнатної 
температури та фільтрували крізь 
фільтр «червона стрічка» у мірну колбу 
об’ємом 100 мл. Екстракцію проводили 
ще один раз та доводили об’єм витягів 
до 100 мл 50 % етиловим спиртом. До 
5,00 мл отриманого розчину додавали 
таку кількість води, щоб концентрація 
спирту становила 10 %, та пропускали 
отриманий зразок крізь попередньо 
активований (метанол 5 мл) та проми-
тий 10 мл води патрон для твердофаз-
ної екстракції «Superclean lс-18 SPE 
Tubes 2 ml» виробництва фірми Supelco 
(США). Патрон промивали 10 мл 10 % 
етилового спирту. Пробу із патрона 
вимивали 10 мл метилового спирту. 
Отриманий аналіт концентрували випа-
ровуванням до об’єму 5,00 мл та філь-
трували крізь фільтр з діаметром пор 
0,45 мкм. 

Для визначення ізорамнетин-3-
рутинозиду застосовували метод висо-
коефективної рідинної хроматографії 
(ВЕРХ).

Хроматографічне вивчення дослі-
джуваних екстрактів та розчинів стан-
дартних зразків проводили на хромато-
графі Shimadzu ser. 20, обладнаному 
діодно-матричним детектором, за таких 
умов: колонка С18 Symmetry, розміром 
250 мм × 4,6 мм, розмір частинок –  
5 мкм; температура колонки – 35 °С; 
довжина хвилі детектування – 350 нм; 
об’єм проби, що вводиться – 5 мкл; швид-
кість потоку рухомої фази – 1 мл / хв; 
рухома фаза: 0–25 хв: градієнтне елю-
ювання від 95,0 % до 92,5 % суміші 
ацетонітрил – 5 % розчин ортофосфор-
ної кислоти (10 : 90) (об/об) та від  
5,0 % до 7,5 % суміші ацетонітрил –  
5 % розчин ортофосфорної кислоти  
(90 : 10) (об/об); 25–45 хв: градієнтне 
елюювання від 92,5 % до 85,0 % сумі-
ші ацетонітрил – 5 % розчин ортофос-
форної кислоти (10 : 90) (об/об) та від 
7,5 % до 15,0 % суміші ацетонітрил – 
5 % розчин ортофосфорної кислоти  
(90 : 10) (об/об); 45–50 хв: градієнтне 
елюювання від 85 % до 0 % суміші 
ацетонітрил – 5 % розчин ортофосфор-
ної кислоти (10 : 90) (об/об) та від 15 % 
до 100 % суміші ацетонітрил – 5 % 

розчин ортофосфорної кислоти (90 : 10) 
(об/об); 50–55 хв: ізократичне елюю-
вання 100 % суміші ацетонітрил – 5 % 
розчин ортофосфорної кислоти (90 : 10) 
(об/об); 55,01–70,00 хв: ізократичне 
елюювання від 95 % суміші ацетоні-
трил – 5 % розчин ортофосфорної кис-
лоти (10 : 90) (об/об) та від 5 % суміші 
ацетонітрил – 5 % розчин ортофосфор-
ної кислоти (90 : 10) (об/об).

Уміст ізорамнетин-3-рутинозиду в 
досліджуваній суміші (у %) обчислюва-
ли за наступною формулою:

Х = ;
Sпр × Сст · 100 · 100 · 100

Sст · mпр · (100 – W)

де Sпр – площина піка ізорамнетин-3-
рутинозиду на хроматограмі багатоком-
понентної суміші;

Sст – площина піка ізорамнетин-3-
рутинозиду на хроматограмі розчину 
порівняння ізорамнетин-3-рутинозиду;

Сст – концентрація ізорамнетин-3-
рутинозиду в розчині порівняння 
ізорамнетин-3-рутинозиду, г/мл;

mпр – наважка досліджуваної рос-
линної суміші, г;

W – втрата маси при висушуванні в 
досліджуваній рослинній суміші.

При виконанні роботи використовува-
 ли реактиви: ацетонітрил для гра дієнт-
ного хроматографування («FLUKA», 
Німеччина); ортофосфорну кислоту 
(«FLUKA», Німеччина); спирт етило-
вий ректифікований фармакопейної 
якості; воду бідистильовану.

Статистичну обробку отриманих 
даних проводили, використовуючи 
t-критерій Стьюдента [10].

Результати та їх обговорення. З 
використанням методу ВЕРХ було роз-
роблено методику визначення 
ізорамнетин-3-рутинозиду в рослинній 
сировині квіток нагідок лікарських.

На рисунку представлені хроматогра-
ми розчину порівняння ізорамнетин-3-
рутинозиду (рисунок, А) та екстракту 
квіток нагідок лікарських (рисунок, Б).

Як можна бачити, час виходу піка 
ізорамнетин-3-рутинозиду в зазначених 
вище умовах складає близько 32,2 хв. 
Даний пік присутній як на хроматогра-
мі розчину порівняння ізорамнетин-3-
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рутинозиду, так і на хроматограмі екс-
тракту квіток нагідок лікарських. 

За розробленою методикою були про-
аналізовані препарати «Квітки нагідок 
лікарських» різних вітчизняних вироб-
ників. 

Уміст ізорамнетин-3-рутинозиду в 
квітках нагідок лікарських різних 
вітчизняних виробників надано в 
таблиці 1. 

Згідно з наведеними даними (табл. 1), 
у всіх пробах був ідентифікований та 
кількісно визначений флавоноїд 
ізорамнетин-3-рутинозид. Уміст зазна-
ченого флавоноїду в досліджуваній сиро-
вині складає від (0,2385 ± 0,0121) % до 
(0,3540±0,0167) % у перерахунку на 
суху сировину.

За тих самих умов був проведений 
аналіз рослинної сировини, що найчас-

тіше входить до складу багатокомпо-
нентних препаратів квіток нагідок 
лікарських, а саме: плодів шипшини, 
плодів та квіток глоду колючого, 
шишок хмелю, листя м’яти перцевої, 
листя подорожника великого та квіток 
ромашки аптечної. 

Результати проведених досліджень 
дозволяють зробити висновок, що за 
наявністю та кількісним вмістом 
ізорамнетин-3-рутинозиду можна стан-
дартизувати квітки нагідок у сумішах з 
усією наведеною вище сировиною.

Для підтвердження можливості 
стандартизації квіток нагідок лікар-
ських за наявністю та вмістом 
ізорамнетин-3-рутинозиду в присут-
ності зазначеної вище сировини була 
виготовлена суміш наступного складу: 
квіток нагідок лікарських – 1 г, пло-

Препарат квіток 
нагідок лікарських

Виробник, № серії
Уміст ізорамнетин-3-рутинозиду 
в перерахунку на висушену сиро-

вину, % (n = 6)

Квітки нагідок  
у пачках по 25 г

ЗАТ ФФ «Віола»,  
серія 020210

0,2688 ± 0,0123

Квітки нагідок  
у пачках по 50 г

КП «Фармфацевтична 
фабрика», серія 20709

0,3540 ± 0,0167

Квітки нагідок  
у пачках по 50 г

ЗАТ «Ліктрави»,  
серія 120508

0,3089 ± 0,0142

Квітки нагідок 
у пачках по 50 г

ЗАТ «Ліктрави»,  
серія 30310

0,2385 ± 0,0121

Квітки нагідок  
у пачках по 50 г

ЗАТ «Ліктрави»,  
серія 80310

0,3061 ± 0,0163

Квітки нагідок  
у пачках по 50 г

ВАТ «Лубнифарм»,  
серія 80410

0,3003 ± 0,0132

Квітки нагідок, фільтр-
пакети по 1,5 г

ЗАТ «Ліктрави»,  
серія 20210

0,2951 ± 0,0158

Таблиця 1

Уміст ізорамнетин-3-рутинозиду в досліджуваних препаратах  
квіток нагідок лікарських

Знайдено ізорамнетин-
3-рутинозиду, %

х– S Р t (P, f) DХср e%

0,0410
0,0439
0,0434
0,0430
0,0419

0,04264 0,00117 0,95 2,78 0,00146 3,43

Таблиця 2

Метрологічні характеристики кількісного визначення ізорамнетин-3-
рутинозиду в рослинній суміші, що містить квітки нагідок лікарських
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дів шипшини – 1 г, плодів та квіток 
глоду колючого – 1 г, шишок хмелю – 
1 г, листя м’яти перцевої – 1 г, листя 
подорожника великого – 1 г, квіток 
ромашки аптечної – 1 г. Також була 
виготовлена суміш, аналогічна за 
складом попередній, але без додавання 
квіток нагідок. 

Зазначені суміші були проаналізова-
ні за розробленою хроматографічною 
методикою. Хроматограми розчину 
порівняння ізорамнетин-3-рутинозиду, 
екстрактів зазначених сумішей та екс-

тракту квіток нагідок лікарських нада-
ні на рисунку. 

Як на хроматограмі екстракту кві-
ток нагідок лікарських (рисунок, Б) 
так і на хроматограмі рослинної сумі-
ші з вмістом нагідок (рисунок, В) 
присутній пік ізорамнетин-3-рутино-
зиду, тоді саме як на хроматограмі 
рослинної суміші без вмісту нагідок 
лікарських (рисунок, Г) даний пік 
відсутній. 

Таким чином, виходячи з отриманих 
даних, у рослинних сумішах, до складу 

Рисунок. ВЕРХ-хроматограми досліджуваних розчинів: А – розчин порівняння ізорамнетин-
3-рутинозиду; Б – екстракту квіток нагідок лікарських; В – екстракту модельної суміші 
з вмістом квіток нагідок; Г – екстракту модельної суміші без вмісту квіток нагідок 
лікарських
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яких входять квітки нагідок лікар-
ських, плоди шипшини, плоди та квіт-
ки глоду колючого, шишки хмелю, 
листя м’яти перцевої, листя подорож-
ника великого та квітки ромашки 
аптечної, квітки нагідок можна стан-
дартизувати за наявністю та вмістом 
ізорамнетин-3-рутинозиду. 

Метрологічні характеристики кіль-
кісного визначення ізорамнетин-3-
рутинозиду в рослинній суміші з вміс-
том нагідок лікарських, наведено в 
таблиці 2. Відносна похибка методу, 
розрахована методом математичної ста-
тистики для 5 паралельних визначень 
ізорамнетин-3-рутинозиду в вищезазна-
ченій суміші з надійністю Р = 0,95, 
становить 3,43 %.

Висновки
1. З використанням методу ВЕРХ 

розроблена методика визначення 

ізорамнетин-3-рутинозиду в моно- та 
багатокомпонентних фітопрепаратах 
квіток нагідок лікарських. 

2. За розробленою методикою були 
проаналізовані препарати «Квітки нагі-
док лікарських» різних вітчизняних 
виробників. У всіх пробах було іденти-
фіковано та кількісно визначено флаво-
ноїд ізорамнетин-3-рутинозид. Уміст 
зазначеного флавоноїду в досліджува-
ній сировині складає від (0,2385 ± 
0,0121) % до (0,3540 ± 0,0167) % у 
перерахунку на суху сировину.

3. Встановлено, що за наявністю та 
вмістом ізорамнетин-3-рутинозиду 
квітки нагідок лікарських можна стан-
дартизувати в сумішах з такою рослин-
ною сировиною: плодами шипшини, 
плодами та квітками глоду колючого, 
шишками хмелю, листям м’яти перце-
вої, листям подорожника великого та 
квітками ромашки аптечної. 
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А. В. Гудзенко
Розробка ВЕРХ методики визначення ізорамнетин-3-рутинозиду в лікарських 
засобах квіток нагідок лікарських (Calendula officinalis L.) 
Визначено маркер, з використанням якого можлива якісна та кількісна стандартизація квіток 

нагідок лікарських у рослинних сумішах. Як маркер нагідок лікарських може бути використано 
ізорамнетин-3-рутинозид. З використанням методу ВЕРХ розроблено методику аналізу 
ізорамнетин-3-рутинозиду в моно- і багатокомпонентних лікарських засобах рослинного походжен-
ня, до складу яких входять квітки нагідок лікарських. Методика включає попереднє очищення проб 
від баластних речовин за допомогою твердофазної екстракції з подальшим хроматографуванням 
зразків на рідинному хроматографі з діодно-матричним детектором. Дослідження проводили з 
використанням хроматографічної колонки С18 Symmetry (250 × 4.6 мм, діаметр часток 5 мкм), 
детектування за довжини хвилі 350 нм. 

З використанням розробленої методики проведено аналіз моно- і полікомпонентних 
фітопрепаратів, до складу яких входять квітки нагідок лікарських. У результаті проведеного аналізу 
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показано, що вміст ізорамнетин-3-рутинозиду в сировині рослини складає від (0,2385 ± 0,0121) % 
до (0,3540 ± 0,0167) % у перерахунку на суху сировину. Доведено, що за наявністю та вмістом 
ізорамнетин-3-рутинозиду квітки нагідок лікарських можна стандартизувати в сумішах з наступною 
рослинною сировиною: плодами шипшини, плодами та квітками глоду, шишками хмелю, листям 
м’яти перцевої, листям подорожника великого та квітками ромашки аптечної.

Ключові слова: квітки нагідок лікарських, ізорамнетин-3-рутинозид, багатокомпонентні 
рослинні суміші, стандартизація, високоефективна рідинна хроматографія (ВЕРХ)

А. В. Гудзенко
Разработка ВЭЖХ методики определения изорамнетин-3-рутинозида  
в лекарственных средствах цветков календулы лекарственной  
(Calendula officinalis L.) 
Определен маркер, по наличию и количественному содержанию которого возможна качествен-

ная и количественная стандартизация цветков календулы лекарственной в растительных смесях. В 
качестве маркера календулы лекарственной может использоваться изорамнетин-3-рутинозид. С 
использованием ВЭЖХ разработана методика анализа изорамнетин-3-рутинозида в моно- и мно-
гокомпонентных лекарственных средствах растительного происхождения, в состав которых входят 
цветки календулы лекарственной. Методика включает предварительною очистку проб от балласт-
ных веществ с помощью твердофазной экстракции с последующим хроматографированием образ-
цов на жидкостном хроматографе с диодно-матричным детектором. Исследования проводили с 
использованием хроматографической колонки С18 Symmetry (250 × 4,6 мм, диаметр частиц 5 мкм), 
детектирование при 350 нм.

С использованием разработанной методики произведен анализ моно- и поликомпонентных 
фитопрепаратов, в состав которых входят цветки календулы лекарственной. В результате прове-
денного анализа показано, что содержание изорамнетин-3-рутинозида в сырье растения состав-
ляет от (0,2385 ± 0,0121) % до (0,3540 ± 0,0167) % в пересчете на сухое сырье. Доказано, что по 
наличию и содержанию изорамнетин-3-рутинозида цветки календулы лекарственной можно стан-
дартизировать в смесях со следующим растительным сырьем: плодами шиповника, плодами и 
цветками боярышника, шишками хмеля, листьями мяты перечной, листьями подорожника большо-
го и цветками ромашки аптечной. 

Ключевые слова: цветки календулы лекарственной, изорамнетин-3-рутинозид, 
многокомпонентные растительные смеси, стандартизация, высокоэффективная жидкостная 
хроматография (ВЭЖХ)

A. V. Gudzenko
Development of HPLC method for determination of isorhamnetin-3-rutinoside in 
multicomponent herbal remedies of Calendula officinalis L. flowers
The marker for qualitative and quantitative standardization of Calendula officinalis L. flowers in the plant 

mixtures was established. Isorhamnetin-3-rutinoside can be used as a marker of Calendula officinalis L. 
flowers. The method for the analysis of isorhamnetin-3-rutinoside in monopreparations and multicompo-
nent herbal remedies of Calendula officinalis L. flowers using high-performance liquid chromatography 
(HPLC), was developed. An analytical method based on an optimized solid-phase extraction procedure 
and followed by high-performance liquid chromatography separation with diode array detection was 
developed. The chromatographic determination of isorhamnetin-3-rutinoside was carried out with a 
Waters С18 Symmetry (250× 4.6 mm i.d., 5 mm particle size), as stationary phase, with a flow rate of 1 ml/
min and detection at a wavelength of 350 nm. This methodology we used to analyze for monopreparations 
and multicomponent herbal remedies of Calendula officinalis L. flowers. The data obtained indicate, that 
the content of isorhamnetin-3-rutinoside in raw plant was between (0,2385 ± 0,0121) % and (0,3540 ± 
0,0167) % in terms of the dried materials. It has been shown, that the presence and content of 
isorhamnetin-3-rutinoside in Calendula officinalis L. flowers can be standardized in the mixtures with the 
following plant: fruits of Rosa canina L., leaves and fruits of genus Crataegus L., cones of Humulus lupulus 
L., leaves of Mentha piperita L., leaves of Plantago major L. and flowers of Matricaria chamomilla L.

Key words: Calendula officinalis L. Flowers, isorhamnetin-3-rutinoside, multicomponent plant com-
position, standardization, HPLC
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