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РАЗРАБОТКА МЕТОДИКИ  
КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ СУММЫ ФЛАВОНОИДОВ 

В ГОМЕОПАТИЧЕСКОЙ МАТРИЧНОЙ НАСТОЙКЕ ИЗ СВЕЖИХ 
ПОБЕГОВ ПИХТЫ СИБИРСКОЙ (ABIES SIBIRICA LEDEB.)

Т.Л. Киселева, А.В. Чаузова, А.А. Жогова
НИЦ НО «Профессиональная ассоциация натуротерапевтов» (г. Москва),
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РЕЗЮМЕ
Разработана спектрофотометрическая методика коли-

чественного определения суммы флавоноидов в пересчете 
на стандартный образец рутина в гомеопатической матрич-
ной настойке пихты сибирской. Относительная ошибка еди-
ничного определения с 95 % доверительной вероятностью 
составляет ± 3,2 %. Опыты с добавками стандартного об-
разца рутина доказали отсутствие систематической ошибки 
методики.

Ключевые слова: пихта сибирская, Abies sibirica Ledeb., 
гомеопатическая матричная настойка, сумма флавоноидов, 
спектрофотометрия.

RESUME
There was developed the method of the quantitative deter-

mination of the total flavonoids in the homoeopathic mother tinc-
ture оf Siberrian fir calculated on the rutin. The relative error of 
single determination with 95% confidence probability is ± 3,2%. 
Experiments with additions of a standard sample of rutin proved 
the absence of the systematic error.

Keywords: Siberrian fir, Abies sibirica Ledeb., homoeo-
pathic mother tincture, total flavonoid content, spectropho-
tometry.
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ВВЕДЕНИЕ
В соответствии с ФЗ №61 «Об обращении 

лекарственных средств» от 12.04.10 г. гомеопа-
тические препараты подлежат государствен-
ной регистрации при наличии нормативной до-
кументации (НД) на сырье, гомеопатическую 
матричную настойку (ГМН) и препарат) [6, 7] 
и внесению в Государственный реестр лекар-
ственных средств (ЛС) [7].

Гомеопатические монопрепараты из све-
жесобранного сырья пихты сибирской (Abies 
sibirica Ledeb.) были разрешены к примене-
нию в гомеопатической практике на терри-
тории РФ в соответствии с Приказом МЗ МП 
№ 335 от 29.11.95 г. [4], однако проведенный 
нами анализ отечественной НД показал, что в 
РФ отсутствуют фармакопейные статьи (ФС) 

на свежие молодые побеги пихты сибирской, 
являющиеся сырьем в гомеопатии, и ГМН из 
них.

Проведенный нами анализ гомеопатичес-
ких Фармакопей Германии [10], Франции [11] 
и Великобритании [9] позволили установить, 
что сырье пихты сибирской и ГМН из него не 
входит ни в одну из них. Поэтому актуаль-
ными являются исследования по разработке 
методов стандартизации свежесобранного сы-
рья пихты сибирской и ГМН из него, с уче-
том необходимости гармонизации требований  
к лекарственным средствам и исходному ЛРС, 
используемому в гомеопатии и аллопатии [2].

В результате проведенного информационно-
аналитического исследования нами было уста-
новлено, что в сырье пихты сибирской преоб-
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Рис. 1 Дифференциальные спектры поглощения продуктов реак-
ции комплексообразования суммы флавоноидов ГМН пихты си-
бирской и раствора СО рутина с 1 % спиртовым раствором АlCl

3.

ладающими группами биологически активных 
веществ (БАВ) являются флавоноиды и эфир-
ные масла. В результате предпринятой попыт-
ки выделения эфирного масла из ГМН фарма-
копейным методом перегонки с водяным паром 
были получены следовые количества эфир-
ного масла, недостаточные для достоверного 
определения его количественного содержа-
ния. Поэтому в качестве одного из критериев 
доброкачественности нами было предложено 
нормирование количественного содержания 
суммы флавоноидов в исследуемой ГМН.

Целью настоящего исследования являлась 
разработка методики количественного опре-
деления суммы флавоноидов в ГМН пихты 
сибирской.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Свежесобранные молодые побеги пихты си-

бирской для получения ГМН были заготовле-
ны на территории г. Москвы (в Ботаническом 
саду МГУ) в июне 2009 года. ГМН готовили  
в НИЦ НО «Профессиональная ассоциация 
натуротерапевтов» в соответствии с методом 
3 общей ФС «Настойки матричные гомеопа-
тические» [5] (сырье содержит эфирные масла 
и смолы, а потеря в массе при высушивании 
составляет менее 60 %).

Количественное содержание суммы флаво-
ноидов определяли с использованием метода 
дифференциальной спектрофотометрии. Из-
мерения проводили на спектрофотометре мо-
дели U-2800 фирмы Hitachi (Япония). В каче-
стве стандартного образца (СО) использовали 

рутин фирмы «Fluka» (каталожный № 84082; 
содержание основного вещества – 90 %). 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ  
И РЕЗУЛЬТАТЫ

При разработке методики использовали 
реакцию комплексообразования со спиртовым 
раствором алюминия хлорида. В результа-
те образования комплекса наблюдается ба-
тохромный сдвиг первой полосы поглощения 
основных флавоноидов от 330-350 до 390-410 
нм. Эта область достаточно удалена от спект-
ров поглощения других фенольных соедине-
ний (фенолкарбоновые кислоты, дубильные 
вещества и др.), что позволяет исключить их 
влияние на количественное определение фла-
воноидов. Кроме того, применение дифферен-
циального способа спектрофотометрирования 
позволяет проводить определения суммы фла-
воноидов непосредственно в ГМН, так как при 
этом исключается влияние сопутствующих 
окрашенных веществ растения (хлорофилла, 
каротиноидов, производных антрацена и др.) 
[3, 8].

При разработке методики были подобра-
ны оптимальные условия фотометрической 
реакции комплексообразования суммы фла-
воноидов матричной настойки со спиртовым 
раствором AlCl

3. 
Исследовались следующие 

параметры: область максимального поглоще-
ния света комплексом, количество настойки, 
взятой на анализ, концентрация и количе-
ство спиртового раствора AlCl

3
, необходимые 

для полного связывания суммы флавоноидов 
в комплексное соединение, зави-
симость светопоглощения фотоме-
трируемых соединений от времени 
[8]. При регистрации оптической 
плотности продуктов реакции ком-
плексообразования при различных 
длинах волн нами были получены 
УФ-спектры, представленные на 
рис. 1. 

Параллельно регистрировали 
оптическую плотность комплекса 
СО рутина со спиртовым раство-
ром AlCl

3. 
Область максимального 

светопоглощения рутина находит-
ся в пределах 410 ± 2 нм. На рис. 1 
показано, что область максималь-
ного светопоглощения комплекса 
суммы флавоноидов в матричной 
настойке (409 ± 2 нм) и максимум 
поглощения комплекса СО рути-
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Таблица 1

Влияние количества ГМН пихты сибирской  
на полноту протекания  

реакции комплексообразования  
(среднее из 5 определений)

Количество настойки, мл Оптическая плотность (D)

0,1 0,128

0,2 0,349

0,3 0,519

Таблица 2

Влияние концентрации спиртового раствора 
AlCl3 на полноту протекания реакции 

комплексообразования  
(среднее из 5 определений)

Концентрация раствора 
AlCl3, %

Оптическая плотность 
(D)

1 0,355
2 0,351
3 0,348

Таблица 3

Влияние количества спиртового раствора 
AlCl3 на полноту протекания реакции 

комплексообразования  
(среднее из 5 определений)

Количество раствора 
AlCl3, мл

Оптическая плотность 
(D)

1 0,368

2 0,349
3 0,358

Рис. 2 График зависимости оптической плотности от времени 
фотометрической реакции комплексообразования суммы флаво-
ноидов ГМН пихты сибирской с 1 % спиртовым раствором AlCl

3

на со спиртовым раствором AlCl
3
 

близки. Поэтому в методике коли-
чественного определения суммы 
флавоноидов в исследуемой ГМН 
оптическую плотность предложе-
но регистрировать при длине вол-
ны 410 нм, а расчет процентного 
содержания суммы флавоноидов 
проводить в пересчете на СО ру-
тина.

В дальнейших исследованиях 
было изучено влияние количества 
настойки, концентрации и коли-
чества раствора AlCl

3
 на полноту 

протекания реакции комплексо-
образования. Результаты иссле-
дования приведены в табл. 1–3 
(приведены средние значения 5 
определений). Аликвоту выбирали 
с таким расчетом, чтобы оптическая плотность 
принимала значение от 0,3 до 0,5.

На основании полученных данных были 
выбраны оптимальные условия проведения 
фотометрической реакции. Было решено ис-
пользовать 0,2 мл настойки и 1 мл 1% раствора 
AlCl

3
.

Для изучения зависимости светопоглоще-
ния от времени фотометрической реакции ре-
гистрировали оптическую плотность раствора 
через каждые 5 мин. На основании полученных 
данных построен график (рис. 2). 

Проведенное исследование позволило уста-
новить, что в течение 25–30 мин. идет процесс 
образования комплекса, при этом оптическая 
плотность растет. При дальнейшем наблюде-
нии какого-либо значительного роста опти-
ческой плотности не происходит, что соот-
ветствует на графике почти горизонтальному 
участку. Поэтому в методике количественного 
определения суммы флавоноидов регистра-
цию оптической плотности целесообразно осу-
ществлять через 30 мин. после добавления 
реактива. 

Методика количественного определения 
содержания суммы флавоноидов  

в ГМН пихты сибирской
0,2 мл отфильтрованной ГМН пихты си-

бирской помещают в мерную колбу вмести-
мостью 25 мл, прибавляют 1 мл 1 % раствора 
алюминия хлорида, доводят объем раствора 
до метки 95 % спиртом и перемешивают. Через 
30 мин. измеряют оптическую плотность рас-
твора на спектрофотометре при длине волны 
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Таблица 4

Метрологические характеристики методики 
количественного определения суммы флавоноидов 

ГМН пихты сибирской

c n f S c P (%) t (P;f) Δх ε, % ε
3
, %

0,186 7 6 0,0024 95 2,447 0,0059 ±3,2 ±1,9

Таблица 5

Результаты опытов с добавками СО рутина для ГМН пихты сибирской
Определено  

флавоноидов 
(в сумме) в образце 

настойки
(мг)

Добавлено
рутина

(мг)

Суммы флавоноидов (мг) Ошибка  
определения

должно быть определено абс.
(мг)

отн.
(%)

0,3720 0,0925 0,4645 0,4658 +0,0013 +0,3
0,3720 0,1850 0,5570 0,5749 +0,0179 +3,2
0,3720 0,2780 0,6500 0,6702 +0,0202 +3,1
0,3720 0,3700 0,7420 0,7240 -0,0180 -2,4

410 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм. 
В качестве раствора сравнения исполь-
зуют следующий состав: в мерную кол-
бу на 25 мл помещают 0,2 мл настойки, 
одну каплю кислоты уксусной, доводят 
объем раствора до метки 95 % спиртом и 
перемешивают. Параллельно измеряют 
оптическую плотность 0,05 % раствора 
СО рутина, приготовленного аналогично 
испытуемому раствору с одним уточне-
нием: в мерную колбу вместимостью 25 мл по-
мещают 1 мл раствора СО рутина. В качестве 
раствора сравнения используют следующий 
состав: в мерную колбу на 25 мл помещают  
1 мл 0,05 % спиртового раствора рутина, одну 
каплю кислоты уксусной разведенной, дово-
дят объем раствора до метки 95 % спиртом и 
перемешивают.

Примечание: Приготовление раствора СО 
рутина. Около 0,05 г (точная навеска) рутина 
(«Fluka», каталожный №84082), предвари-
тельно высушенного при температуре 130–
135 ºС в течение 3 ч, растворяют в 85 мл 95 % 
спирта в мерной колбе вместимостью 100 мл 
при нагревании на водяной бане. Охлажда-
ют, количественно переносят в мерную колбу 
вместимостью 100 мл, доводят 95 % спиртом до 
метки и перемешивают. Срок хранения рас-
твора – 1 месяц.

Содержание суммы флавоноидов (Х), в про-
центах в пересчете на СО рутина рассчитыва-
ют по формуле: 

 
, где:
 
 

D - оптическая плотность испытуемого раствора; 
D

0
 - оптическая плотность раствора СО рутина; 

V - объем настойки, взятой на анализ;
V

0 
- объем раствора СО рутина, взятого на ана-

лиз, мл;
m

0
 - масса навески СО рутина, г.

ОБСУЖДЕНИЕ И ВЫВОДЫ
Для проверки воспроизводимости разрабо-

танной методики были рассчитаны ее метроло-
гические характеристики. Определение суммы 
флавоноидов проводили в одном лабораторном 
образце ГМН в 7 независимых повторностях. 
Метрологические характеристики методики 
представлены в табл. 4.

Как видно из данных табл. 4, относительная 
ошибка единичного определения с 95 % дове-
рительной вероятностью составляет ±3,2 %,  
что свидетельствует о воспроизводимости ме-
тодики. Кроме того, относительная ошибка 
при проведении анализа в трех повторностях 
не превышает ±1,9 %, поэтому в методике ре-
комендуется проводить анализ в трех повтор-
ностях.

Отсутствие систематической ошибки мето-
дики доказано при помощи опытов с добавками 
СО рутина. Результаты представлены в табл. 5.

Данные табл. 5 указывают на отсутствие 
систематической ошибки методики, так как 
относительная ошибка опытов с добавками при 
проведении анализа в трех повторностях нахо-
дится в пределах ошибки единичного опреде-
ления и составляет не более ±3,2 %.

Таким образом, нами разработана методи-
ка количественного спектрофотометрического 
определения суммы флавоноидов в ГМН пихты 
сибирской, основанная на реакции комплексоо-
бразования суммы флавоноидов со спиртовым 
раствором AlCl

3
. Содержание суммы флаво-

ноидов в ГМН из сырья 
пихты сибирской, заго-
товленного в г. Москве, 
составляет 0,19 ± 0,01 %  
(в пересчете на СО ру-
тина). Полученные ре-
зультаты показывают 
возможность их ис-
пользования для стан-
дартизации ГМН из 
свежесобранного сырья 
пихты сибирской.
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