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Вязель разноцветный семейства Бобовые относится к многолетним травянистым растениям, широко представ-
ленным в областях Центрального Черноземья, на Кавказе и в Сибири. Различные части растения применяются в народ-
ной медицине для лечения диатеза, диарей, опущения желудка, а также в качестве сердечного и диуретического сред-
ства. Химический состав травы вязеля разноцветного изучен недостаточно. К малоизученным классам биологически
активных веществ вязеля разноцветного травы относятся флавоноидные соединения.

Цель работы – разработка методик качественной идентификации и количественного определения флавоноидов
в вязеля разноцветного траве.

Объектом исследования выбрана трава вязеля разноцветного, которую заготавливали в 2020–2022 годах в Бел-
городской области, срезая надземную часть на уровне 30 см. Определены оптимальные условия для качественной иден-
тификации флавоноидов: экстракция сырья – 10 мин: экстрагент – спирт этиловый 96%, используемые пластинки:
«Sorbfil ПТСХ-АФ-А-УФ 10×20», система растворителей: бутанол–уксусная кислота–вода (4 : 1 : 2), объем наносимого
извлечения 10 мкл, время насыщения камеры – 30 мин, детектирующий агент – 5% алюминия хлорида раствор.

Количественный анализ флавоноидов осуществляли с использованием метода дифференциальной спектрофото-
метрии. Методику количественного определения разрабатывали по следующим направлениям: исследование парамет-
ров экстракции на выход флавоноидов из данного сырья, установление максимумов поглощения извлечения из сырья
с алюминия хлоридом, изучение условий спектрофотометрирования полученного комплекса, выбор стандартного ве-
щества. Степень измельченности сырья – 1 мм, экстрагент – этиловый спирт 70%, время экстрагирования – 60 мин,
соотношение сырье–экстрагент (1 : 100), стандартное вещество гиперозид.
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Введение

Растения рода Вязель (Coronilla L.), относятся к семейству Бобовые, которые представлены однолет-
ними и многолетними травянистыми растениями, а также кустарниками и полукустарниками [1]. Род Вязель
включает 55 видов, произрастающих в умеренно теплых и субтропических районах Европы, Африки, Азии,
наибольшая вариабельность видов представлена в странах Средиземноморья и тропической Африке. Во
флоре России произрастает один вид – вязель разноцветный [2]. Он распространен в Европейской части
России, на Кавказе, в Крыму, Западной Сибири [1, 3]. Места обитаний представителей данного рода самые
разнообразные: скалистые склоны, горные леса, лесные поляны, лесные опушки, заросли кустарников,
овраги, сухие луга, предпочтительно это горные местности [1, 3].

Представители рода вязель в основном используются в качестве кардиотонических средств, с этой це-
лью применяются семена растений. Так, в эксперименте настойка из семян вязеля завитого оказывает кардио-
тоническое действие [4]. Листья вязеля увенчаного и вязеля завитого обладают слабительным действием [4].

* Автор, с которым следует вести переписку.
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Фармакологические свойства растений рода вязель могут быть обусловлены различными классами
биологически активных веществ, такими как карденолиды (найдены в семенах вязеля Баланзы, в. увенча-
ного, в. восточного, в. завитого), кумаринами (найдены в семенах этих же видов, а также в корнях, листьях,
плодах вязеля завитого) [5].

Среди растений рода вязель перспективным объектом в областях Центрального Черноземья является
вязель разноцветный [6], широко распространенный в данном регионе, а также на Кавказе, Сибири. Вязель
разноцветный издавна применяется в народной медицине для лечения диатеза, диарей, опущения желудка,
а также в качестве сердечного средства [4]. Выделенный из семян вязеля разноцветного гликозид коронозид
по биологической активности близок к строфантину. Его также используют для лечения кровавого поноса.
По данным литературы, настой травы вязеля разноцветного проявляет диуретическую активность [7].

Однако химический состав вязеля разноцветного изучен незначительно. В семенах вязеля найдены
карденолиды (коронозид и корониллин), углевод стахиоза, жирное масло, мочевая кислота, жирные кис-
лоты. Трава содержит кардиотонический гликозид (корониллин), псевдокумарин, дубильные вещества, ас-
корбиновую кислоту (≈27.5%), каротиноиды (2.6–10.6 мг%) [7, 8]. До настоящего времени вязель разноцвет-
ный на территории России в качестве лекарственного растительного сырья не зарегистрирован. Это объяс-
няется недостаточной изученностью состава его биологически активных веществ, отсутствием нормативной
документации. Детальное исследование химического состава различных органов вязеля разноцветного мо-
жет послужить основанием для его дальнейшего использования в научной медицине.

К малоизученным классам биологически активных веществ травы вязеля разноцветного можно отне-
сти флавоноидные соединения. Флавоноиды – это класс природных соединений, характеризующийся низ-
кой токсичностью, многообразием структурных особенностей и широким спектром фармакологической ак-
тивности, включая антиоксидантное, желчегонное, гепатопротекторное, противовоспалительное, диурети-
ческое, гипогликемическое и многие другие виды фармакологической активности [9–12].

Цель настоящей работы – разработка методик качественной идентификации и количественного опре-
деления флавоноидов в вязеля разноцветного траве.

Экспериментальная часть

В качестве объекта исследования выступила трава вязеля разноцветного, которую заготавливали в
2020–2022 годах в Белгородской области. Заготовку сырья проводили в начале цветения, в солнечную по-
году, при этом срезали верхушки надземной части на уровне 30 см. Заготовленное сырье доставляли к месту
сушки, раскладывали тонким слоем и сушили, исключая попадания прямых солнечных лучей. Из высушен-
ного сырья отбирали пробы для анализов, формируя из них среднюю пробу и пробы для проведения анали-
зов [13]. Качественную идентификацию флавоноидов проводили методом тонкослойной хроматографии.
При разработке методики идентификации изучали следующие параметры: условия экстрагирования, выбор
стандартных веществ, выбор хроматографических пластинок, установление оптимальной системы раство-
рителей, определение объема аликвоты извлечения для оптимального разделения, установление детектиру-
ющего реактива [14]. Для количественного анализа использовали метод дифференциальной спектрофото-
метрии [13]. Разработка методики количественного определения проводилась по следующим направлениям:
исследование параметров экстракции на выход флавоноидов из данного сырья, установление максимумов
поглощения извлечения из сырья с алюминия хлоридом для проведения спектрофотометрирования, изуче-
ние условий спектрофотометрирования полученного комплекса, выбор стандартного вещества. Полученные
спектры регистрировали на спектрофотометре СФ 2000.

Обсуждение результатов

Способы экстрагирования для проведения качественной идентификации устанавливали после прове-
дения анализа методов, приведенных для этих целей в ГФ XIV изд. [13]. В результате, для извлечения ком-
плекса флавоноидов из сырья, за основу были взяты 4 методики, отличающиеся между собой концентрацией
спирта этилового, используемого для экстрагирования и временем экстракции. В первом случае применяли
метод, используемый и для количественного определения флавоноидов: к 1.0 г измельченного сырья при-
ливали спирт этиловый 70% в объеме 100 мл, экстрагировали на водяной бане с обратным холодильником
в течение 60 мин. Следующие методики отличались только концентрацией спирта этилового. Во втором
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случае к 1.0 г измельченного сырья приливали спирт этиловый 96% в объеме 10 мл, экстрагировали на во-
дяной бане с обратным холодильником 10 мин; в третьем и четвертом – экстрагирование проводили таким
же методом, только в третьем случае экстрагентом выступал спирт этиловый 70%, а в четвертом – спирт
этиловый 50%. После проведения экстракции извлечение охлаждали и подвергали фильтрованию [13, 14].

Для установления стандартных веществ использовали данные ранее проведенного нами хроматографи-
ческого исследования и данных литературы, в результате чего в качестве стандартных веществ нами исполь-
зованы фармакопейные стандартные образцы: рутина (Sigma-Aldrich), гиперозида (USP reference standard). На
хроматограмме обнаружено три основных зоны, две из которых соответствовали рутину и гиперозиду.

Разделение флавоноидов вязеля разноцветного проводили с использованием пластинок «Sorbfil
ПТСХ-АФ-А-УФ 10×20», на которых нанесен слой силикагеля и имеющих различные основы: алюминие-
вую и полимерную (полиэтилен-терефталат) и их различные серии. Для дальнейшего исследования были
предложены хроматографические пластинки «Sorbfil ПТСХ-АФ-А-УФ 10×20» со слоем силикагеля и алю-
миниевой подложкой. При выборе хроматографических систем для проведения анализа были применены
следующие системы растворителей: хлороформ – спирт этиловый 96% (2 : 1), бутанол-1 – уксусная кислота
– вода (4 : 1 : 2), этилацетат – бутанол-1 – муравьиная кислота – вода (30 : 10 : 5 : 5), этилацетат – метанол –
вода (77 : 12 : 11), этилацетат – муравьиная кислота – вода (65 : 15 : 20), муравьиная кислота – уксусная кис-
лота – вода – этилацетат (11 : 11 : 27 : 100), муравьиная кислота – вода – этилацетат (2,5 : 4 : 50). Проведен-
ные исследования показали, что наилучшее разделение содержащихся в исследуемом сырье флавоноидов
происходит при использовании системы растворителей: бутанол-1 – уксусная кислота – вода (4 : 1 : 2).

При выборе объема извлечения, наносимого на хроматографическую пластинку для оптимального
разделения содержащихся соединений, использовали различные объемы: 10, 20, 30, 50 мкл. В ходе иссле-
дования установлено, что оптимальным объемом является объем 10 мкл, при его использовании получаются
воспроизводимые и репрезентативные хроматограммы. Стандартные растворы наносили также в объеме
10 мкл. Нанесение проб извлечений и стандартных веществ осуществляли с помощью микрошприца. Сушку
пластин после проведения хроматографии производили на воздухе, затем хроматограммы обрабатывали
раствором алюминия хлорида 5% из пульверизатора. Хроматограмму высушивали на воздухе и просматри-
вали в УФ-свете, используя длину волны 365 нм. Исследуемая хроматограмма должна содержать три зоны
желтого цвета, две из них – на уровне рутина и гиперозида.

Разработанную методику идентификации флавоноидов подвергали валидации по параметрам: ро-
бастность, специфичность, воспроизводимость. При исследовании робастности изучали влияние насыщен-
ности камеры для хроматографии на воспроизводимость ТСХ-профиля и эффективность разделения флаво-
ноидных соединений вязеля разноцветного. Для этого хроматографические пластинки с насыщенными про-
бами из различных серий помещали в камеру содержащую систему растворителей: бутанол-1 – уксусная
кислота – вода (4 : 1 : 2), с насыщением в течение различного времени: 30, 60 мин и в ненасыщенную камеру.
Проведенные результаты показали, что в камере с насыщением происходит более четкое разделение по
сравнению с ненасыщенной камерой, а уже время насыщения на разделение флавоноидов не влияет, в связи
с этим в дальнейшем использовали время насыщения 30 мин.

При исследовании специфичности методики установлено, что разработанные условия позволяют
установить присутствие стандартных образцов флавоноидов: рутина и гиперозида, а расположение их зон
дает возможность описывать зоны адсорбции флавоноидных соединений вязеля относительно веществ-
стандартов.

При изучении воспроизводимости методики проводили сравнение хроматограмм, полученных с ис-
пользованием двух типов хроматографических пластин: с полимерной и алюминиевой подложкой, а также
хроматограмм, полученных разными аналитиками и в разные дни. Полученные хроматографические про-
фили с расположением зон, их объема, интенсивности окраски были идентичными.

Результаты проведенного анализа позволили предложить следующие условия для качественной иден-
тификации флавоноидов: экстракция сырья – 10 мин, экстрагент – спирт этиловый 96%, используемые пла-
стинки: «Sorbfil ПТСХ-АФ-А-УФ 10×20», система растворителей: бутанол-1 – уксусная кислота – вода
(4 : 1 : 2), объем наносимого извлечения – 10 мкл, объем стандартных образцов (2,5 мг в 10 мл спирта этило-
вого) – 10 мкл, время насыщения камеры – 30 мин, детектирующий реагент – 5% раствор хлорида алюминия.
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Разработка методики количественного определения флавоноидов в вязеле разноцветного траве
предусматривала изучение условий количественной экстракции флавоноидов, при этом исследованы: сте-
пень измельченности сырья, выбор соответствующего экстрагента, выбор времени экстракции, соотноше-
ние сырье–экстрагент [15–17]. Влияние степени измельченности сырья вязеля на выход флавоноидов пред-
ставлено в таблице 1.

Экстрагирование флавоноидов, по данным литературы, осуществляется с применением спирта раз-
личной концентрации [18]. Нами в качестве экстрагента были применены спирт этиловый различной кон-
центрации и вода. Результаты исследования показали, что оптимальным экстрагентом для извлечения фла-
воноидов из травы вязеля разноцветного является спирт этиловый 70% (табл. 2).

Установление продолжительности экстракции показало, что при экстрагировании на кипящей водя-
ной бане динамическое равновесие устанавливается через 60 мин (табл. 3). Увеличение времени экстракции
не приводит к увеличению содержания флавоноидов (табл. 3).

Оптимальное соотношение сырье–экстрагент установлено в диапазоне 1 : 100 (табл. 4).
В результате выявлены оптимальные условия экстрагирования флавоноидов: измельченность сырья –

1 мм, экстрагент – спирт этиловый 70%, экстрагирование на кипящей водяной бане – 60 мин, соотношение
сырье – спирт этиловый 70% – 1 : 100.

При разработке методики количественного определения флавоноидов необходимо установление мак-
симума поглощения, необходимого для проведения спектрофотометрирования и установления стандарт-
ного вещества для расчетов. Исследование водно-спиртового извлечения (70% спирт этиловый) из травы
вязеля разноцветного с алюминия хлоридом показало, что его максимум поглощения находится при длине
волны 398 нм, и кривые поглощения исследуемого извлечения коррелируют с кривыми поглощения стан-
дартного раствора гиперозида, максимум поглощения гиперозида с алюминия хлоридом находится при
длине волны 400 нм (рис.), что показывает возможность использовать длину волны 400 нм в качестве ана-
литической длины, а в качестве стандартного образца (СО) – гиперозид.

Таблица 1. Содержание флавоноидов в вязеле разноцветного траве в зависимости от степени
измельченности сырья

Размер частиц, мм Содержание суммы флавоноидов в пересчете на гиперозид, %
1 2.62±0.08
2 1.60±0.06
3 0.95±0.03

Таблица 2. Содержание флавоноидов в траве вязеля разноцветного в зависимости от используемого
экстрагента

Экстрагент Содержание суммы флавоноидов в пересчете на гиперозид, %
Вода 1.94±0.08

Спирт этиловый, 96% 2.47±0.09
Спирт этиловый, 70% 2.62±0.08
Спирт этиловый, 50% 2.04±0.07
Спирт этиловый, 30% 1.66±0.07

Таблица 3. Содержание флавоноидов в траве вязеля разноцветного в зависимости от времени
экстрагирования флавоноидов

Продолжительность  извлечения флавоноидов, мин Содержание суммы флавоноидов в пересчете на гиперозид, %
30 2.08±0.09
45 2.28±0.10
60 2.62±0.08
90 2.50±0.09

Таблица 4. Зависимость содержания флавоноидов в вязеля разноцветного траве от объема экстрагента
Соотношение сырье – спирт этиловый 70% Содержание суммы флавоноидов в пересчете на гиперозид, %

1 : 20 1.90±0.09
1 : 40 2.00±0.07
1 : 50 2.40±0.10
1 : 100 2.62±0.08
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УФ-спектр водно-спиртового
извлечения из вязеля разноцветного
травы с алюминия хлоридом (I) и
гиперозида с алюминия хлоридом (II)

Основу методики количественного определения флавоноидов составляет реакция комплексообразо-
вания с алюминия хлоридом, в связи с чем, было проведено изучение концентрации алюминия хлорида и
его объема на полноту образования комплексов алюминия хлорида с флавоноидами (табл. 5).

Результаты проведенного фрагмента экспериментального исследования позволили установить про-
центное содержание алюминия хлорида, необходимое для проведения реакции комплексообразования (3%)
и его объем (2 мм).

Устойчивость в окрашивании водно-спиртового извлечения из вязеля разноцветного сырья с алюми-
ния хлоридом устанавливается через 30 мин и далее сохраняется 120 мин, что является достаточным време-
нем для проведения анализа флавоноидов (табл. 6).

Установлены валидационные характеристики для предложенной методики определения флавоноидов:
линейность, специфичность, повторяемость, воспроизводимость, правильность [19, 20]. Линейность методики
была проведена для серии растворов гиперозида с алюминия хлоридом. Коэффициент корреляции составил
0.99923. Определение специфичности осуществляли соответствием максимумов поглощения суммы флавоно-
идов травы вязеля разноцветного с алюминия хлоридом и гиперозида с алюминия хлоридом (рис.).

Таблица 5. Содержание флавоноидов в траве вязеля разноцветного в зависимости от концентрации
и объема алюминия хлорида

Реакция комплексообразования Содержание суммы флавоноидов в пересчете на гиперозид, %
Процентное содержание алюминия хлорида, %

1 2.60±0.11
2 2.60±0.09
3 2.70±0.10
4 2.60±0.10
5 2.62±0.08

Объем 3% раствора алюминия хлорида, мл
1 2.58±0.09
2 2.70±0.13
3 2.62±0.12

Таблица 6. Устойчивость водно-спиртового извлечения травы вязеля разноцветного с алюминия хлорида
раствором 3%

Продолжительность, мин Оптическая плотность (λ – 400 нм)
15 0.296
30 0.315
45 0.313
60 0.315
90 0.315
120 0.314
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Повторяемость методики исследовали в шести повторностях, первоначально с одним образцом сы-
рья. Приемлемость методики устанавливается величиной относительности стандартного отклонения, кото-
рый не должен превышать 10%. В наших исследованиях он составил 2.69±0.10%.

Для определения воспроизводимости разработанной методики проводили два исследователя, каждый
по три образца, которые изучали в трех повторностях. Критерием приемлемости выступала величина стан-
дартного отклонения, которая не должна превышать 15%. В нашем случае она составила 2.71±0.13%.

При определении правильности методики использовали метод добавок, при этом к исследуемому из-
влечению прибавляли раствор гиперозида с известной концентрацией. Средний процент восстановления
находился в диапазоне от 99.07% до 100.93%, средняя величина которого составила 100.12%. Таким обра-
зом, разработанная методика спектрофотометрического определения флавоноидов в вязеля разноцветного
траве соответствует характеристикам валидации и ее можно использовать для оценки качества сырья «Вя-
зеля разноцветного травы».

Выводы

1. Разработана качественная идентификация флавоноидов методом тонкослойной хроматографии в
вязеля разноцветного траве.

2. Разработана методика определения суммы флавоноидов в вязеля разноцветного траве с использо-
ванием стандартного образца гиперозида при длине волны 400 нм методом дифференциальной спектрофо-
тометрии.

3. Содержание суммы флавоноидов в вязеля разноцветного траве колебалось от 2.14±0.10 до
3.55±0.15%.
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Sen T.V.1*, Bubenchikova V.N.2, Bubenchikova K.R.2 DEVELOPMENT OF METHODS FOR QUALITATIVE
IDENTIFICATION AND QUANTITATIVE DETERMINATION OF THE AMOUNT OF FLAVONOIDS IN THE HERB
CORONILLA VARIA L. (CORONILLA VARIA L.)

1 Belgorod State National Research University, Vokzalnaya st., 19, Belgorod, 308000, Russia
2 Kursk State Medical University, K. Marksa st., 3, Kursk, 305041, Russia, bubenhikova.ksmu@yandex.ru
Coronilla varia is a perennial herbaceous plant, widely represented in the regions of the Central Black Earth Region, the

Caucasus and Siberia. Various parts of the plant are used in folk medicine to treat diathesis, diarrhea, prolapse of the stomach,
and as a cardiac and diuretic. The chemical composition of the herb elm variegated is not sufficiently studied. The poorly studied
classes of biologically active substances of elm grass include flavonoid compounds.

The aim of the work is to develop methods of qualitative identification and quantitative determination of flavonoids in
the herb Coronilla varia.

The object of the study was selected Coronilla varia herb, which was harvested in 2020-2022 in the Belgorod region,
cutting the above-ground part at the level of 30 cm. Optimal conditions for qualitative identification of flavonoids were deter-
mined: extraction of raw materials – 10 minutes: extractant - ethyl alcohol 96%, plates used: "Sorbfil PTSH-AF-A-UF 10x20",
solvent system: butanol-acetic acid-water (4 : 1 : 2), volume of applied extraction 10 µl, chamber saturation time – 30 minutes,
detecting agent – 5% aluminum chloride solution.

Quantitative analysis of flavonoids was carried out using differential spectrophotometry. The method of quantitative
determination was developed in the following directions: study of extraction parameters on flavonoids yield from the given raw
material, determination of absorption maxima of extraction from raw material with aluminum chloride, study of spectrophoto-
metric conditions of obtained complex, choice of standard substance. Crushing degree of raw materials 1 mm, extractant – ethyl
alcohol 70%, extraction time 60 minutes, ratio raw material-extractant (1 : 100), the standard substance hyperoside.

Keywords: Coronilla varia, herb, qualitative identification of flavonoids, spectrophotometric determination of the sum
of flavonoids.
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