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Цель. Разработка методик количественного определения флавоноидов в препаратах коры ореха черного с помощью 
современных инструментальных методов анализа (спектрофотометрия, микроколоночная высокоэффективная жид-
костная хроматография).
Материалы и методы. Объектами исследования являлись настойка и сухой экстракт коры ореха черного (Juglans 
nigra L.), образцы которой были заготовлены в марте-апреле 2020 года на территории Ботанического сада ФГБОУ ВО 
СамГМУ Минздрава России (г. Самара); стандартные образцы мирицитрина, мирицетина. Регистрацию УФ-спектров 
проводили с помощью спектрофотометра «Specord®40» (Analytik Jena, Германия) методом дифференциальной спек-
трофотометрии. Хроматографический анализ осуществляли методом обращенно-фазовой ВЭЖХ на микроколоноч-
ном жидкостном хроматографе «Милихром-6» (НПАО «Научприбор», Россия).
Результаты. Разработана методика количественного определения суммы флавоноидов в пересчете на мирицитрин 
в настойке и сухом экстракте коры ореха черного (Juglans nigra L.) с помощью метода дифференциальной спектро-
фотометрии. Установлено, что содержание суммы флавоноидов в настойке и сухом экстракте коры ореха черного 
составляет 0,84±0,07% и 12,38±0,24% (в пересчете на мирицитрин) соответственно. Ошибка единичного определения 
суммы флавоноидов в пересчете на мирицитрин в настойке и сухом экстракте коры ореха черного с доверительной 
вероятностью 95% составляет ±8,34% и ±2,10% соответственно. 
Разработана методика количественного определения мирицитрина в настойке и сухом экстракте коры ореха черного 
(Juglans nigra L.) методом ВЭЖХ. Содержание доминирующего флавоноида – мирицитрина (мирицетин-3-O-α-L-рам-
нопиранозид) в настойке и сухом экстракте коры ореха черного составляет 0,42±0,03% и 8,45±0,24% соответственно. 
Ошибка единичного определения мирицитрина в настойке и сухом экстракте коры ореха черного с доверительной 
вероятностью 95% составляет ±7,14% и ±2,96% соответственно.
Заключение. Разработанные методики количественного определения флавоноидов в настойке и сухом экстракте 
коры ореха черного могут быть использованы для решения вопросов стандартизации препаратов указанного лекар-
ственного растительного сырья.
Ключевые слова: орех черный; Juglans nigra; кора; УФ-спектрофотометрия; ВЭЖХ; мирицитрин; флавоноиды
Список сокращений: ЛРС – лекарственное растительное сырье; ЛРП – лекарственный растительный препарат;  
ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография; СО – стандартный образец.
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The aim of the research is the development of quantification procedures of flavonoids in Juglans nigra L. barks preparations 
using modern instrumental analytical techniques (spectrophotometry, high performance liquid chromatography).
Materials and methods. The subjects of research were tincture and dry extract of Juglans nigra L. bark, the samples of which were 
prepared in March and April 2020 in the Botanical Garden of Samara State Medical University (Samara); the standard samples 
(SS) of myricitrin, myricetin. The registration of the electronic spectra was carried out with a spectrophotometer «Specord 40»  
(Analytik Jena, Germany). The chromatographic analysis was carried out by the method of reversed-phase HPLC on a micro-
column liquid chromatograph “Milichrom-6” (NPAO “Nauchpribor”, Russia).
Results. Using differential spectrophotometry, methods for the quantitative determination of the total amount of flavonoids 
in terms of myricitrin in the tincture and dry extract of Juglans nigra L. bark, has been developed. It has been determined 
that the content of the total amount of flavonoids in terms of myricitrin in the tincture and dry extract of Juglans nigra L., is 
0.84±0.07% and 12.38±0.24%, respectively. The error of a single determination of the total amount of flavonoids in terms of 
myricitrin in the tincture and dry extract of Juglans nigra L. bark with a confidence probability of 95%, is ± 8.91% and ± 2.10%, 
respectively. Methods for the quantitative determination of myricitrin in the tincture and dry extract of Juglans nigra L. bark 
by HPLC has been developed. The content of the dominant flavonoid – myricitrin (myricetin-3-O-α-L-rhamnopyranoside) – in 
the tincture and dry extract of Juglans nigra L., was 0.42±0.06% and 8.45±0.24%, respectively. The error of the single deter-
mination of myricitrin in the tincture and dry extract of Juglans nigra L. with a confidence probability of 95% is ± 15.04% and 
±2.96%, respectively.
Conclusion. The developed methods for the quantitative determination of flavonoids in the preparations of Juglans nigra L. 
barks L. can be used in solving the problems of standardization of Juglans nigra L. preparations.
Keywords: Juglans nigra L.; bark; UV spectrophotometry; HPLC; myricitrin; flavonoids
Abbreviations: MPRM – medicinal plant raw materials; HP – herbal preparation; HPLC – high-performance liquid chromato- 
graphy; SS – standard sample.

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время поиск новых лекарственных 

препаратов, в том числе и растительного происхож-
дения, обладающих высоким содержанием биоло-
гически активных соединений и достаточной фар-
макологической активностью, является актуальным 
направлением в фармации. Как известно, лекарствен-
ные растения видов рода Орех (Juglans L.) семейства 
Juglandaceae обладают указанными особенностями, 
и, следовательно, являются перспективными видами 
лекарственного растительного сырья для примене-
ния в медицинской практике. Представители рода 
Орех являются потенциальными источниками важно-
го класса биологически активных соединений – наф-
тохинонов [1–4]. В основном на территории Россий-
ской Федерации культивируется около восьми видов 
растений рода Juglans, но представляющими интерес 
являются орех черный (Juglans nigra L.), орех грецкий 
(Juglans regia L.) и орех серый (Juglans cinerea L.) [5].

Перспективным объектом лекарственного рас-
тительного сырья (ЛРС) для изготовления новых ле-
карственных растительных препаратов (ЛРП) может 
служить кора ореха черного (Juglans nigra L.) [6, 7]. 
В соответствии с проведенными ранее исследовани-
ями установлено, что кора ореха черного содержит, 
кроме различных производных нафтохинона, явля-
ющихся ведущей группой биологически активных 
соединений, другие химические вещества: азоти-
стые вещества, тритерпены и фенольные соедине-
ния, в том числе флавоноиды [8–13]. Разнообразие 
химического состава, в том числе наличие большого 
числа фенольных соединений обуславливают широ-
кий спектр фармакологической активности предста-
вителей рода Орех (ореха грецкого, ореха черного 
и ореха серого) [14–18]. Известная антимикробная, 

общеукрепляющая, противовоспалительная и анти-
оксидантная активность присутствующих на фарма-
цевтическом рынке препаратов ореха, на наш взгляд, 
может быть обусловлена веществами флавоноидной 
природы [19–23]. Данные сведения доказывают ак-
туальность изучения флавоноидов коры ореха чер-
ного, а также препаратов на основе данного ЛРС.

Несмотря на то, что стандартизация коры и 
препаратов коры ореха черного проводится по со-
держанию нафтохинонов (в пересчете на юглон), 
установлено, что доминирующим и диагностически 
значимым соединением является флавоноид мири-
цитрин (мирицетин-3-O-α-L-рамнопиранозид), для 
которого выявлены противовоспалительное, антино-
цицептивное и нейротропное действие [24–26]. Сле-
довательно, препараты коры ореха черного являются 
перспективными для дальнейшего изучения не толь-
ко в области фармакологии, но и в срезе контроля их 
качества [27–30].

ЦЕЛЬ. Применение методов УФ-спектрофото-
метрии и микроколоночной высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) для контроля 
содержания флавоноидов, а также анализ содержа-
ния суммы флавоноидов (УФ-спектрофотометрия) и 
мирицитрина (ВЭЖХ) в полученных настойке и сухом 
экстракте коры ореха черного. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования использовали 

настойку и сухой экстракт коры ореха черного, образ-
цы которой были заготовлены в марте-апреле 2020 
года на территории Ботанического сада Самарского 
государственного университета (г. Самара). Анализи-
ровали настойку и сухой экстракт коры ореха черного 
с использованием стандартных образцов (СО) мири-
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цитрина и мирицетина (рис. 1) методом УФ-спекто-
рофотометрии и ВЭЖХ. 

В работе использовали ацетонитрил для ВЭЖХ, 
уксусную кислоту х.ч. (ООО «Компонент-реактив», 
Россия), воду, полученную с использованием систе-
мы для получения воды очищенной с многоступен-
чатой системой очистки (адсорбция, обратный ос-
мос, мембранное фильтрование) и проверенную на 
чистоту в условиях хроматографического анализа. 

Регистрацию УФ-спектров проводили с помощью 
спектрофотометра «Specord 40» (Analytik Jena, Герма-
ния). Спектральные характеристики стандартных образ-
цов мирицитрина и мирицетина представлены ниже.

Мирицитрин (мирицетин-3-O-α-L-рамнопира-
нозид). Желтое с кремовым оттенком кристалличе-
ское вещество с т.пл. 203–205oС (водный спирт)1, УФ-
спектр (EtOH, λ max, нм): 212, 260, 358; + NaOAc 268, 
366; + NaOAc + H3BO3 260, 382; +АlСl3 278, 416; +АlСl3 
+ HCl 270, 406. 1Н-ЯМР-спектр (300 МГц, DMSO-d6, δ, 
м.д., J/Гц): 12.68 (1H, с, 5-ОН-группа), 9.23 (2Н, уш. с, 
7-ОН-группа и 4’-ОН-группа), 6.88 (2Н, с, Н-2’ и Н-6’), 
6.36 (1Н, д, 2.5 Гц, Н-8), 6.19 (1Н, д, 2.5 Гц, Н-6), 5.20 
(1Н, д, 1.5 Гц, Н-1’’ рамнозы), 3.1-5.0 (м, 4Н рамнозы), 
0.84 (3Н, д, 6 Гц, СН3 рамнозы). 

13С-ЯМР спектр (126.76 МГц, DMSO-d6, δС, м.д.): 
С-4 (177.85), С-7 (164.24), С-5 (161.37), С-4’(157.57), С-9 
(156.49), С-2 и C-3  (145.83), С-3’ и С-5’ (145.83),  С-1’ 
(119.70), С-2’ и C-6’ (108.00), С-10 (104.12), С-1’’ рам-
нозы (102.00), С-6 (98.41), С-8 (94.30), С-2’ (116.21), 
С-3’’ (71.03),  С-5’’ (70.62), С-4’’ (70.47),  С-2’’ (70.08), 
С-6’’ (СН3) (17.57).

Масс-спектр (HR-ESI-MS, 180оС, m/z): m/z 465.1016 
[M+H]+, m/z 487.0830 [M+Na]+, m/z 503.0560 [M+K]+. 

Мирицетин (3,5,7,3’,4’,5’-гексагидроксифлавон). 
Желтовато-зеленое кристаллическое вещество с 
т.пл. 357oС (водный спирт), УФ-спектр (EtOH, λmax, нм): 
254, 377; + NaOAc 275, 382; + NaOAc + H3BO3 258, 392; 
+А1С13 266, 440; +А1С13 + HCl 266, 440. 

1Н-ЯМР-спектр (399.78 МГц, DMSO-d6, δ, м.д.,  
J/Гц): 12.45 (1H, с, 5-ОН-группа), 10.73 (1Н с, 7-ОН-груп-
па), 9.28 (1Н, с, 4’-ОН-группа), 9.17 (2Н, с, 3’-ОН-группа и 
5’-ОН-группа), 8.75 (1Н, с, 3-ОН-группа), 7.20 (2Н, с, Н-2’ 
и Н-6’), 6.32 (1Н, д, 2.2 Гц, Н-8), 6.14 (1Н, д, 2.2 Гц, Н-6).

13С-ЯМР спектр (100.52 МГц, DМSО-d6, δС, м.д.): 
С-4 (176.29), С-7 (164.39), С-5 (161.25), С-9 (156.59), 
С-4’ (147.36), С-3’ и С-5’ (146.23), С-2 и C-3 (136.38), 
С-1’ (121.30), С-2’ иC-6’ (107.68), С-10 (103.49), С-8 
(93.71), С-6 (98.67).

Исходя из спектральных данных, поскольку до-
минирующий флавоноид мирицитрин имеет в длин-
новолновой области электронного спектра макси-
мум поглощения при 360±2 нм, нами была выбрана 
длина волны 360 нм для детекции анализируемых 
веществ при проведении ВЭЖХ-анализа.

1 USA National Library of Medicine National Institutes of Health. [Элек-
тронный ресурс]. – Режим доступа: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.
gov/compound/Myricitrin.

Приготовление рабочих растворов 
для анализа методом УФ-спектрофотометрии
Настойку коры ореха черного получали из коры 

ореха черного с помощью этилового спирта 70% в соот-
ношении «сырье-экстрагент» 1:5 с применением мето-
да дробной мацерации. Часть жидкого экстракта коры 
ореха черного 1:1 была использована для получения 
густого экстракта, а затем и анализируемого сухого экс-
тракта коры ореха черного. Путем удаления экстраген-
та из жидкого экстракта под вакуумом получали густой 
экстракт, который в дальнейшем высушивали в сушиль-
ном шкафу до получения сухого экстракта (выход 18%).

Пробоподготовка для настойки коры ореха чер-
ного. Настойку коры ореха черного в количестве 1 мл 
помещали в мерную колбу вместимостью 25 мл, до-
водили объем раствора до метки спиртом этиловым 
70% (испытуемый раствор А1). Затем 1 мл испытуе-
мого раствора А1 помещали в мерную колбу вмести-
мостью 50 мл, прибавляли 2 мл спиртового раствора 
алюминия хлорида 3% и доводили объем раствора 
до метки спиртом этиловым 96% (испытуемый рас-
твор Б1). В качестве раствора сравнения использова-
ли раствор, полученный по следующей методике: 1 
мл испытуемого раствора А помещали в мерную кол-
бу вместимостью 50 мл и доводили объем раствора 
спиртом этиловым 96% до метки.

Пробоподготовка для сухого экстракта коры оре-
ха черного. Около 0,2 г сухого экстракта коры ореха 
черного (точная навеска) помещали в мерную кол-
бу вместимостью 25 мл, растворяли в 15 мл спирта 
этилового 70% при нагревании на водяной бане и 
доводили объем раствора до метки тем же раство-
рителем (испытуемый раствор А2). Затем 1 мл ис-
пытуемого раствора А2 помещали в мерную колбу 
вместимостью 50 мл, прибавляли 2 мл спиртового 
раствора алюминия хлорида 3% и доводили объем 
раствора до метки спиртом этиловым 96% (испыту-
емый раствор Б2). В качестве раствора сравнения 
использовали раствор, полученный по следующей 
методике: 1 мл испытуемого раствора А2 помещали в 
мерную колбу вместимостью 50 мл и доводили объ-
ем раствора спиртом этиловым 96% до метки.

Приготовление стандартного раствора мирици-
трина для УФ-спектрофотометрии. Около 0,0025 г 
(точная навеска) предварительно высушенного ми-
рицитрина (содержание основного вещества ≥98%) 
помещали в мерную колбу вместимостью 25 мл, 
растворяли в 15 мл спирта этилового 80% при нагре-
вании на водяной бане. После охлаждения содер-
жимого колбы до комнатной температуры доводи-
ли объем раствора тем же растворителем до метки 
(раствор А3 мирицитрина). Затем 5 мл раствора А3 
мирицитрина помещали в мерную колбу вместимо-
стью 25 мл, прибавляли 2 мл спиртового раствора 
алюминия хлорида 3% и доводили объем раствора 
до метки спиртом этиловым 96% (испытуемый рас-
твор Б3 мирицитрина).

DOI: 10.19163/2307-9266-2022-10-1-31-43
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Методика количественного определения 
суммы флавоноидов 
в настойке коры ореха черного
Около 1,00 мл настойки коры ореха черного 

(точная навеска) помещали в мерную колбу вмести-
мостью 25 мл, доводили объем раствора до метки 
спиртом этиловым 70% (испытуемый раствор А1). 
Затем 1 мл испытуемого раствора А1 помещают в 
мерную колбу вместимостью 50 мл, прибавляли 2 
мл спиртового раствора алюминия хлорида 3% и до-
водили объем раствора до метки спиртом этиловым 
96% (испытуемый раствор Б1). В качестве раствора 
сравнения использовали раствор, полученный по 
следующей методике: 1 мл испытуемого раствора А1 
помещали в мерную колбу вместимостью 50 мл и до-
водили объем спиртом этиловым 96% до метки.

Содержание суммы флавоноидов в пересчете на 
мирицитрин и абсолютно сухое сырье в процентах 
(X) вычисляют по формуле:

где: A – оптическая плотность испытуемого раст- 
вора; Ao – оптическая плотность раствора СО мирици-
трина; V – объем настойки, взятой для анализа, мл; 
mо – масса СО мирицитрина, г.

В случае отсутствия стандартного образца мири-
цитрина целесообразно использовать теоретическое 
значение удельного показателя поглощения – 432 
при длине волны 416 нм.

где: A – оптическая плотность испытуемого рас-
твора; V – объем настойки, взятой для анализа, мл; 
432 – удельный показатель поглощения ( ) мири-
цитрина при 416 нм.

Методика количественного определения 
суммы флавоноидов в сухом экстракте 
коры ореха черного
Около 0,2 г сухого экстракта коры ореха черного 

(точная навеска) помещали в мерную колбу вмести-
мостью 25 мл, растворяли в 15 мл спирта этилового 
70% при нагревании на водяной бане и доводили 
объем раствора до метки тем же растворителем (ис-
пытуемый раствор А2). Затем 1 мл испытуемого рас-
твора А2 помещали в мерную колбу вместимостью 50 
мл, прибавляли 2 мл спиртового раствора алюминия 
хлорида 3% и доводили объем раствора до метки 
спиртом этиловым 96% (испытуемый раствор Б2). В 
качестве раствора сравнения использовали раствор, 
полученный следующим образом: 1 мл испытуемого 
раствора А2 помещают в мерную колбу вместимо-
стью 50 мл и доводят объем раствора спиртом этило-
вым 96% до метки.

Содержание суммы флавоноидов в пересчете на 

мирицитрин и абсолютно сухое сырье в процентах 
(X) вычисляют по формуле:

где: A – оптическая плотность испытуемого рас-
твора; Ao – оптическая плотность раствора СО мири-
цитрина; m – масса сухого экстракта, г; mо – масса СО 
мирицитрина, г.

В случае отсутствия стандартного образца мири-
цитрина целесообразно использовать теоретическое 
значение удельного показателя поглощения – 432 
при длине волны 416 нм.

где: A – оптическая плотность испытуемого рас-
твора; m – масса сухого экстракта, г; 432 – удельный 
показатель поглощения ( ) мирицитрина при 416 
нм.

Приготовление рабочих растворов 
для анализа методом ВЭЖХ
Пробоподготовка для настойки коры ореха чер-

ного. Настойку коры ореха черного в количестве 5 мл 
помещали в мерную колбу вместимостью 25 мл, до-
водили объем раствора до метки спиртом этиловым 
96% (испытуемый раствор А4). Испытуемый раствор 
А4 предварительно фильтровали через мембранный 
фильтр Milipore (0,45 мкм).

Пробоподготовка для сухого экстракта коры 
ореха черного. Около 0,2 г сухого экстракта коры 
ореха черного (точная навеска) помещали в мер-
ную колбу вместимостью 25 мл, растворяли в 15 мл 
спирта этилового 70% при нагревании на водяной 
бане и доводили объем раствора до метки тем же 
растворителем (испытуемый раствор А5). Затем 5 мл 
испытуемого раствора А5 помещали в мерную колбу 
вместимостью 25 мл, доводили объем раствора до 
метки спиртом этиловым 96% (испытуемый раствор 
Б5). Испытуемый раствор Б5 предварительно филь-
тровали через мембранный фильтр Milipore (0,45 
мкм).

Приготовление стандартного раствора мирици-
трина для ВЭЖХ. Около 0,02 г (точная навеска) пред-
варительно высушенного мирицитрина (содержание 
основного вещества ≥98%) переносили в мерную 
колбу вместимостью 50 мл, растворяли в спирте эти-
ловом 70% и доводили объем раствора до метки тем 
же растворителем.

Приготовление стандартного раствора мирице-
тина для ВЭЖХ. Около 0,02 г (точная навеска) пред-
варительно высушенного мирицетина (содержание 
основного вещества ≥98%) переносили в мерную 
колбу вместимостью 50 мл, растворяли в спирте эти-
ловом 70% и доводили объем раствора до метки тем 
же растворителем.
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Условия хроматографического разделения
Хроматографический анализ осуществляли ме-

тодом обращенно-фазовой ВЭЖХ на микроколоноч-
ном жидкостном хроматографе «Милихром-6» (НПАО  
«Научприбор», Россия) в следующих условиях: изокра-
тический режим; колонка стальная «КАХ-6-80-4» (№2; 
2 мм × 80 мм; Сепарон-C18 7 мкм); подвижная фаза 
ацетонитрил : раствор уксусной кислоты 1% в воде в со-
отношении 2:8; скорость элюирования – 100 мкл/мин; 
объем элюента – 2500 мкл. Детекцию веществ осущест-
вляли при длине волны 360 нм. Объемы инжектируе-
мых проб: 4 мкл (настойка и сухой экстракт коры ореха 
черного, мирицитрин, мирицетин).

Оценка пригодности 
хроматографической системы
Для оценки пригодности разработанной хрома-

тографической системы проводили 5-кратное хро-
матографирование испытуемого раствора настойки 
коры ореха черного. Далее рассчитывали показате-
ли: эффективность колонки, разрешение между пи-
ками, фактор асимметрии. На основании расчетов 
были получены следующие результаты (табл. 1).

Методика количественного определения 
мирицитрина в настойке коры ореха черного
Около 5,00 мл настойки коры ореха черного по-

мещали в мерную колбу вместимостью 25 мл, дово-
дили объем раствора до метки спиртом этиловым 
96% (испытуемый раствор А4). Испытуемый раствор 
А4 предварительно фильтровали через мембранный 
фильтр Milipore (0,45 мкм).

В жидкостной хроматограф «Милихром-6» (НПАО 
«Научприбор») с УФ-детектором вводили 4 мкл полу-
ченного раствора. Хроматографировали в условиях 
обращенно-фазовой хроматографии в изократиче-
ском режиме на стальной колонке «КАХ-6-80-4» (№2; 
2 мм × 80 мм; Сепарон-C18 7 мкм), элюентная система 
ацетонитрил – вода в соотношении 2:8 с добавлени-
ем 1% уксусной кислоты, скорость элюирования – 100 
мкл/мин, объем элюента – 2500 мкл. Рабочая длина 
волны 360 нм, диапазон чувствительности 0,5. 

Параллельно 4 мкл СО мирицитрина вводили в хро-
матограф и хроматографировали, как описано выше. 
Проводили не менее 3 параллельных определений для 
испытуемого раствора настойки и стандартного раство-
ров мирицитрина вводили в хроматограф и хромато-
графировали, как описано выше. Идентифицируют пик 
мирицитрина на хроматограммах испытуемого раство-
ра. Вычисляли среднюю площадь пика мирицитрина 
на хроматограммах раствора СО мирицитрина и испы-
туемого раствора по результатам 3 определений.

Содержание мирицитрина в настойке коры оре-
ха черного в пересчете на абсолютно сухое сырье в 
процентах (X) вычисляли по формуле:

где: S – среднее значение площади пика мири-
цитрина на хроматограмме испытуемого раствора; 
S0 – среднее значение площади пика мирицитрина 
на хроматограмме стандартного раствора; V – объем 
испытуемого образца, мл; V1 – объем вводимой про-
бы раствора испытуемого образца, мкл; V0 – объем 
раствора СО мирицитрина, мл; V2 – объем вводимой 
пробы раствора СО мирицитрина, мкл; Vн – объем 
настойки, взятой для анализа, мл; m0 – масса СО ми-
рицитрина, г; 0,98 – содержание основного вещества 
в 1,0 г СО мирицитрина.

Методика количественного определения 
мирицитрина в сухом экстракте 
коры ореха черного
Около 0,2 г (точная навеска) сухого экстракта 

коры ореха черного помещали в мерную колбу вмес- 
тимостью 25 мл, растворяли в 15 мл спирта этилово-
го 70% при нагревании на водяной бане и доводили 
объем раствора до метки тем же растворителем (ис-
пытуемый раствор А5). 5 мл испытуемого раствора А5 
помещали в мерную колбу вместимостью 25 мл, до-
водили объем раствора до метки спиртом этиловым 
96% (испытуемый раствор Б5). Испытуемый раствор 
Б5 предварительно фильтровали через мембранный 
фильтр Milipore (0,45 мкм). В жидкостной хромато-
граф «Милихром-6» (НПАО «Научприбор», Россия) с 
УФ-детектором вводили 4 мкл полученного раство-
ра. Хроматографируют в условиях обращенно-фа-
зовой хроматографии в изократическом режиме на 
стальной колонке «КАХ-6-80-4» (№2; 2 мм × 80 мм; 
Сепарон-C18 7 мкм), элюентная система ацетонитрил 
– вода в соотношении 2:8 с добавлением уксусной 
кислоты 1%, скорость элюирования – 100 мкл/мин, 
объем элюента – 2500 мкл. Рабочая длина волны 360 
нм, диапазон чувствительности 0,5. 

Параллельно 4 мкл СО мирицитрина вводили 
в хроматограф и хроматографировали как описано 
выше. Проводили не менее 3 параллельных опреде-
лений для испытуемого раствора сухого экстракта и 
стандартного растворов мирицитрина вводили в хро-
матограф и хроматографировали, как описано выше. 
Идентифицировали пик мирицитрина на хромато-
граммах испытуемого раствора. Вычисляли среднюю 
площадь пика мирицитрина на хроматограммах рас-
твора СО мирицитрина и испытуемого раствора по 
результатам 3 определений.

Содержание мирицитрина в сухом экстракте 
коры ореха черного в пересчете на абсолютно сухое 
сырье в процентах (X) вычисляли по формуле:

где: S – среднее значение площади пика мири-
цитрина на хроматограмме испытуемого раствора; 
S0 – среднее значение площади пика мирицитрина 
на хроматограмме стандартного раствора; V – объем 
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извлечения, мл; V1 – объем вводимой пробы раство-
ра испытуемого образца, мкл; V0 – объем раствора 
СО мирицитрина, мл; V2 – объем вводимой пробы 
раствора СО мирицитрина, мкл; mэ – масса сухого 
экстракта, г; m0 – масса СО мирицитрина, г; 0,98 – со-
держание основного вещества в 1,0 г СО мирицитри-
на.

Метрологическая характеристика 
разработанной методики
Для проведения процедуры градуировки серию 

разведений мирицитрина (250–2500 мкг/мл) хрома-
тографировали в описанных условиях. На основании 
полученных данных строили график в координатах 
«концентрация, мкг/мл – площадь пика» и рассчиты-
вали уравнение линейной регрессии (Y = aX + b), зна-
чение коэффициента детерминации (r2), стандартное 
отклонение с использованием Microsoft Excel 2013. 
Статистическую обработку экспериментальных дан-
ных промежуточной прецизионности разработанной 
методики при анализе 11 проб образцов испытуе-
мых растворов настойки и сухого экстракта (Р = 95%) 
проводили с использованием критерия Стьюдента 
для вычисления граничных значений доверитель-
ного интервала среднего результата и определения 
ошибки единичного определения (ГФ РФ XIV, ОФС 
1.1.0013.15)2. Стабильность методики определяли 
на образце настойки коры ореха черного, анализи-
руя его через 2, 4, 8, 12, 24, 48 и 72 ч после первого 
анализа. Правильность методики определяли на мо-
дельных смесях настойки коры ореха черного и СО 
мирицитрина в количестве от 25% до 75% от исход-
ного содержания с использованием метода добавок.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Опираясь на литературные данные, существует 

несколько подходов к стандартизации лекарственно-
го растительного сырья видов рода орех, в том числе 
и коры ореха черного. 

Коллегами из Пятигорского медико-фармацевтиче-
ского института – филиала Волгоградского государствен-
ного медицинского университета был предложен подход 
к стандартизации ЛРС и ЛРП рода орех, который заклю-
чался в использовании в качестве анализируемой группы 
БАС нафтохинонов (в частности, юглона) [4, 28, 29].

Для количественного определения суммы нафто-
хинонов в пересчёте на юглон в ЛРС видов рода Juglans 
использовали разработанную методику фотоколори-
метрического определения. При этом извлечение полу-
чали методом двухкратной экстракции спиртом этило-
вым 20% с последующим упариванием и трехкратной 
экстракцией диэтиловым эфиром [4, 28, 29].

Кроме того, в качестве анализируемой группы 
БАС для методик количественного определения мо-

2 Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV издание. 
Т. 4. Москва, 2018. – 1832 с. – [Электронный ресурс]. – Режим доступа: 
http://resource.rucml.ru/feml/pharmacopia/14_4/HTML/index.html.

гут также выступать полифенолы: фенилпропанои-
ды, флавоноиды и дубильные вещества, а также тер-
пеноиды. Анализ данных соединений осуществлялся 
методами спектрофотометрии, ВЭЖХ, жидкостной 
хроматографией – масс- спектрометрией с ионной 
ловушкой, ГХ-МС [29, 31].

Ранее исследованиями кафедры фармакогнозии 
с ботаникой и основами фитотерапии СамГМУ была 
показана возможность проведения количественно-
го определения суммы флавоноидов в коре ореха 
черного методом дифференциальной спектрофото-
метрии в пересчете на мирицитрин; аналитическая 
длина волны соответствовала 416 нм [7]. Опираясь 
на проведенные исследования, можно сделать вы-
вод о необходимости дальнейших исследований в 
части стандартизации лекарственных растительных 
препаратов коры ореха черного. 

Сравнительное изучение электронных спектров 
испытуемых растворов настойки и сухого экстракта 
позволило установить характерные для флавонои-
дов, в частности флавонолов, 2 максимума поглоще-
ния при 260 нм и 360 нм. Указанные данные подтвер-
ждаются батохромным сдвигом длинноволновой 
полосы в присутствии раствора AlCl3, а также данны-
ми дифференциальных спектров с максимумом по-
глощения 414–416 нм (рис. 2А-2Г).

Нами было выявлено, что содержащийся в коре 
ореха черного мирицитрин вносит значительный 
вклад в характер спектра поглощения водно-спир-
тового извлечения из коры ореха черного, следова-
тельно, является доминирующим и диагностически 
значимым веществом для данного вида сырья. При-
нимая во внимание тот факт, что максимумы погло-
щения раствора стандартного образца мирицитрина 
и водно-спиртового извлечения коры ореха черного 
находятся в области 416 нм (дифференциальный ва-
риант), целесообразным является определение со-
держания суммы флавоноидов в пересчете на мири-
цитрин при длине волны 416 нм (рис. 2Д и 2Е).

В ходе разработки методик количественного 
определения для настойки и сухого экстракта коры 
ореха черного нами определены оптимальные па-
раметры пробоподготовки, а также аналитическая 
длина волны для количественного анализа (416 нм).

Зависимость оптической плотности от концентра-
ции мирицитрина описывалась линейной регрессией 
в диапазоне концентраций от 10 до 50 мкг/мл (рис. 3).

Метрологические характеристики методик количе-
ственного определения содержания суммы флавонои-
дов в препаратах коры ореха черного представлены в 
таблице 2. Результаты оценки промежуточной преци-
зионности результатов проведенных опытов свидетель-
ствуют об удовлетворительной воспроизводимости ре-
зультатов анализа. Ошибка единичного определения 
суммы флавоноидов в настойке и сухом экстракте коры 
ореха черного с доверительной вероятностью 95% со-
ставляет ±8,34% и ±2,10% соответственно (табл. 2).
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1 2
Рисунок 1 – Структурные формулы мирицитрина (1) и мирицетина (2).

Таблица 1 – Определение пригодности разработанной хроматографической системы

Параметры хроматографической колонки Значение Нормативный показатель
Эффективность колонки 5115 Не менее 2000 теоретических тарелок
Разрешение между пиками 1,65 Не менее 1,5
Фактор асимметрии 1,35 Не более 1,5

Таблица 2 – Метрологические характеристики методик количественного определения  
суммы флавоноидов в препаратах коры ореха черного

Образец n f S P (%) T (P, t) ±ΔX E,%
Настойка коры ореха черного 11 10 0,84 0,03357 0,01012 95 2,23 ±0,07 ±8,34
Сухой экстракт коры ореха черного 11 10 12,38 0,10650 0,03211 95 2,23 ±0,24 ±2,10

Таблица 3 – Содержание суммы флавоноидов в настойке коры ореха черного  
в зависимости от добавления мирицитрина

Исходное 
содержание суммы 

флавоноидов,  
мг/мл настойки

Добавление 
мирицитрина,  

мг/мл

Содержание суммы флавоноидов, мг/мл Ошибка анализа

Введенное 
количество

Найденное 
количество

Абсолютная  
мг/мл Относительная,%

8,4 2,10 10,50 10,04 –0,46 –4,38
8,4 4,20 12,60 12,98 +0,38 +3,02
8,4 6,30 14,70 14,38 –0,32 –2,18

Таблица 4 – Содержание суммы флавоноидов в образцах препаратов коры ореха черного (Juglans nigra L.)

№ 
п/п Образец Оптическая 

плотность, A
Содержание суммы флавоноидов в пересчете на 

мирицитрин и абсолютно сухое сырье,%
1 Настойка коры ореха черного 0,29 0,84±0,07
2 Сухой экстракт коры ореха черного 0,86 12,38±0,24

Таблица 5 – Времена удерживания пиков флавоноидов коры ореха черного

Флавоноид
Время удерживания на хроматограмме, мин

Стандартный образец Настойка Сухой экстракт
Мирицитрин (1) 7,326 6,951 6,741
Мирицетин (2) 14,211 18,909 17,277

Таблица 6 – Результаты определения правильности методики 

Исходное 
содержание 

мирицитрина, 
мг/мл настойки

Добавлено 
мирицитрина, 

мг/мл

Содержание мирицитрина, мг/мл Ошибка анализа

Введеное 
количество

Найденное 
количество

Абсолютная, 
мг/мл Относительная,%

4,20 1,05 5,25 4,93 –0,32 –6,09
4,20 2,10 6,30 6,01 +0,29 +4,60
4,20 3,15 7,35 7,12 -0,23 –3,14
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Таблица 7 – Содержание мирицитрина в образцах  
препаратов коры ореха черного (Juglans nigra L.) методом ВЭЖХ

№ п/п Образец Содержание мирицитрина (%)
1 Настойка коры ореха черного 0,42±0,06
2 Сухой экстракт коры ореха черного 8,45±0,25

Таблица 8 – Оценка промежуточной прецизионности методики количественного определения  
мирицитрина в коре ореха черного

Образец f S2 S P,% t (P,f) Δ E,% F (P, f1, f2) 
(табл.) Fрасчит.

Настойка коры ореха 
черного («Милихром-61») 10 0,42 0,000436 0,02089 95 2,23 ±0,04 ±8,45

4,80 1,14Настойка коры ореха 
черного («Милихром-62») 10 0,36 0,000496 0,02228 95 2,23 ±0,05 ±13,87

Сухой экстракт коры ореха 
черного («Милихром-61») 10 8,45 0,00377 0,06139 95 2,23 ±0,21 ±2,06

4,80 2,74
Сухой экстракт коры ореха 
черного («Милихром-62») 10 8,31 0,01035 0,1017 95 2,23 ±0,23 ±2,73

Валидационная оценка разработанной методики 
проводилась по показателям: специфичность, линей-
ность, правильность. 

Специфичность методики определялась по соот-
ветствию максимумов поглощения комплекса флаво-
ноидов коры ореха черного и стандартного образца 
мирицитрина с алюминия хлоридом. Линейность ме-
тодики определяли для серии растворов мирицитри-
на (с концентрациями в диапазоне от 10 до 50 мкг/мл) 
(рис. 3). Коэффициент корреляции составил 0,99988. 

Правильность методики определяли методом 
добавок раствора стандартного образца мирицитри-
на с известной концентрацией (25%, 50% и 75%) к ис-
пытуемому раствору настойки. Относительная ошиб-
ка анализа составила ±3,19%. Опыты с добавками СО 
мирицитрина к навеске сырья показали, что ошибка 
анализа находится в пределах ошибки единично-
го определения, что свидетельствует об отсутствии 
систематической ошибки разработанной методики 
(табл. 3).

Содержание суммы флавоноидов в препаратах 
коры ореха черного, определенное методом диффе-
ренциальной спектрофотомерии при аналитической 
длине волны 416 нм, представлено в таблице 4.

Содержание суммы флавоноидов для исследуе-
мого образца настойки коры ореха черного состави-
ло 0,84±0,07%. Содержание суммы флавоноидов для 
исследуемого образца сухого экстракта коры ореха 
черного составило 12,38±0,24% (в пересчете на ми-
рицитрин).

При анализе методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии, определено, что в указан-
ных условиях хроматографирования при использо-
вании системы «ацетонитрил – вода» в соотношении 
2:8 в испытуемых растворах настойки и сухого экс-
тракта возможно идентифицировать анализируемый 
компонент – мирицитрин (рис. 3А, 3В, 3Г). Кроме 

того, выявлено, что в указанной системе возможно 
идентифицировать агликон мирицитрина – мирице-
тин (рис. 3Б, 3В, 3Г).

Время удерживания пиков мирицитрина и ми-
рицетина на хроматограмме стандартного образца 
мирицитрина, а также в испытуемых растворах на-
стойки и сухого экстракта коры ореха черного пред-
ставлены в таблице 5.

Добавление раствора мирицитрина (1) и мири-
цетина (2) в испытуемые растворы настойки и су-
хого экстракта коры ореха черного проявляется на 
хроматограмме увеличением интенсивности пика 
мирицитрина и пика мирицетина соответственно по 
сравнению с таковой мирицитрина и мирицетина в 
исходном испытуемом растворе (рис. 4А и 4Б).

Принимая во внимание невысокое содержание 
мирицетина в извлечении по сравнению с мирици-
трином, считаем целесообразным количественный 
анализ осуществлять только по мирицитрину. За-
висимость площади хроматографического пика от 
концентрации мирицитрина описывалась линейной 
регрессией в диапазоне концентраций от 250 до  
1500 мкг/мл (рис. 5). 

Правильность методики определяли методом 
добавок. Растворы цинарозида с известной кон-
центрацией (25%, 50% и 75%) добавляли к аликвоте 
испытуемого образца. Для каждой концентрации 
проводили по три определения (табл. 6). Относитель-
ная ошибка анализа составила 4,19%. Погрешность, 
определяемая для проб с добавками стандартных 
образцов, находилась в пределах погрешности еди-
ничного определения, что свидетельствует об отсут-
ствии систематической погрешности. 

Содержание мирицитрина в образцах препа-
ратов коры ореха черного, определенное методом 
обращенно-фазовой ВЭЖХ, представлено в табли-
це 7.
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Рисунок 2 – Электронные спектры испытуемых растворов препаратов коры ореха черного  
и стандартных образцов

Примечания: А – Электронные спектры спиртовых растворов мирицитрина; Б – Электронный спектр раствора мирицитрина (дифферен-
циальный вариант); В – Электронные спектры испытуемого раствора настойки коры ореха черного; Г – Электронный спектр раствора 
испытуемого раствора настойки коры ореха черного (дифференциальный вариант); Д – Электронные спектры испытуемого раствора 
сухого экстракта коры ореха черного; Е – Электронный спектр раствора испытуемого раствора сухого экстракта коры ореха черного (диф-
ференциальный вариант). 1 – исходный раствор; 2 – раствор с добавлением алюминия хлорида.

А Б

В Г

Д Е

DOI: 10.19163/2307-9266-2022-10-1-31-43



40

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

ISSN 2307-9266   e-ISSN 2413-2241

Том 10, Выпуск 1, 2022

Рисунок 4 – ВЭЖХ-хроматограммы испытуемых растворов препаратов коры ореха черного  
и стандартных образцов

Примечания: А – ВЭЖХ-хроматограмма мирицитрина; Б – ВЭЖХ-хроматограмма мирицетина; В – ВЭЖХ-хроматограмма испытуемого 
раствора настойки коры ореха черного; Г – ВЭЖХ-хроматограмма испытуемого раствора сухого экстракта коры ореха черного. 1 – мири-
цитрин; 2 – мирицетин.

Рисунок 3 – График зависимости оптической плотности от концентрации мирицитрина  
в пробе и уравнение линейной регрессии

А Б

В Г
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Рисунок 5 – ВЭЖХ-хроматограммы испытуемых растворов препаратов коры ореха черного  
с добавлением стандартного образца мирицитрина

Примечания: А – ВЭЖХ-хроматограмма испытуемого раствора настойки коры ореха черного с добавлением мирицитрина и мирицетина; 
Б – ВЭЖХ-хроматограмма испытуемого раствора сухого экстракта коры ореха черного с добавлением мирицитрина и мирицетина. 1 – 
мирицитрин; 2 – мирицетин.

Рисунок 6 – График зависимости площади пика от концентрации мирицитрина 
 в пробе и уравнение линейной регрессии.

А

Б
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Для оценки показателя промежуточной пре-
цизионности производился расчет относительного 
стандартного отклонения, дисперсии, критерия Стью-
дента и F-критерия Фишера (табл. 8). Оценку про-
межуточной прецизионности образцов настойки и 
сухого экстракта проводили на двух приборах марки 
«Милихром-6». Для каждого образца проводились 
исследования в количестве одиннадцати экспери-
ментов (табл. 8). Результаты расчета величины отно-
сительного стандартного отклонения не превышали 
2%, ошибка единичного определения содержания 
мирицитрина в образцах настойки на «Милихром-61» 
и «Милихром-62» составила 8,45% и 13,87% соответ-
ственно; ошибка единичного определения содержа-
ния мирицитрина в образцах сухого экстракта соста-
вила 2,06% и 2,73% соответственно (табл. 8). 

Расчет критерия Фишера позволяет утверждать, 
что средние результаты анализа образцов настойки и 
сухого экстракта на разных хроматографах статистиче-
ски достоверны (P=95%) и не отличаются друг от друга. 
Из таблицы 8 видно, что расчитанное значение F-кри-
терия Фишера при анализе настоек и сухого экстракта 
меньше табличной величины. Следовательно, диспер-
сии результатов анализа обоих химиков статистически 
эквивалентны (табл. 7). Таким образом, разработан-
ная методика соответствует требованиям валидации 
по показателю промежуточной прецизионности.

Результаты оценки промежуточной прецизион-
ности разработанной методики при анализе 11 проб 

образцов настойки и сухого экстракта свидетельству-
ют об удовлетворительной воспроизводимости ре-
зультатов анализа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, результаты проведенных спек-

тральных и хроматографических исследований сви-
детельствуют о целесообразности стандартизации 
препаратов коры ореха черного путем определения 
суммы флавоноидов в пересчете на мирицитрин 
с использованием метода УФ-спектрофотометрии 
при длине волны 416 нм; определения содержания 
доминирующего и диагностически значимого фла-
воноида – мирицитрина с использованием метода 
ВЭЖХ и детектированием на УФ-детекторе при дли-
не волны 360 нм. Содержание суммы флавоноидов 
в пересчете на мирицитрин в настойке и сухом экс-
тракте коры ореха черного составляет (0,84±0,07)% 
и (12,38±0,24)% соответственно. Ошибка единичного 
определения суммы флавоноидов в настойке и су-
хом экстракте коры ореха черного с доверительной 
вероятностью 95% составляет ±8,34% и ±2,10% со-
ответственно. Содержание мирицитрина в настойке 
и сухом экстракте коры ореха черного составляет 
(0,42±0,06)% и (8,45±0,25)% соответственно. Ошиб-
ка единичного определения суммы флавоноидов в 
настойке и сухом экстракте коры ореха черного с до-
верительной вероятностью 95% составляет ±7,14% и 
±2,96% соответственно.
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