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В статье представлены результаты оптимизации условий экстракции антрацен-
производных сенны листьев, разработки, валидации и апробации методики их количе-
ственного определения методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

Экстракцию антраценпроизводных проводят водой очищенной в течение 45 минут 
на водяной бане при температуре 80 °С при соотношении сырья и экстрагента 1 : 50. 
Хроматографический анализ осуществляют на обращенно-фазовой колонке Zorbax SB-
C18 (4,6 × 250 мм, 5 мкм) в градиентном режиме элюирования подвижной фазы, со-
стоящей из ацетонитрила и воды высокоочищенной, доведенной кислотой фосфорной 
до рН 2. 

Разработана специфичная методика количественного определения антраценпро-
изводных сенны листьев, которая валидирована по параметрам специфичности, линей-
ности, правильности, точности, робастности, а также установлена стабильность 
раствора стандартного образца сеннозида В и полученного экстракта. 
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время не утратило акту-
альности применение в медицине лекар-
ственного растительного сырья и лекар-
ственных растительных препаратов на его 
основе для лечения и профилактики забо-
леваний [1]. 

Несомненный интерес представля-
ют сенна александрийская (кассия остро-
листная) (Senna alexandrina Mill., Cassia 
acutifolia Del.) и кассия узколистная 
(Cassia angustifolia Vahl.), являющиеся 
кустарниками семейства бобовых (Faba-
ceae), которые произрастают в Африке на 
побережье Красного моря и культивиру-
ются в странах Средней Азии [2]. 

Ранее мы проанализировали ассорти-
мент зарегистрированного в Республике 
Беларусь, Российской Федерации и Респу-
блике Казахстан лекарственного расти-
тельного сырья  – сенны листьев, а также 
лекарственных растительных препаратов 
на его основе (таблетки, сборы и фито-
чай) и установили, что большинство из 
них применяются в качестве слабительных 
лекарственных средств [3]. 

Слабительные свойства обусловлены 
наличием в сенны листьях антраценпроиз-
водных, по которым проводят стандартиза-
цию лекарственного растительного сырья. 
В ряде случаев в нормативной документа-
ции для их количественного определения 
используются спектрофотометрические 
методики, отличающиеся трудоемкой про-
боподготовкой и недостаточно высокой 
специфичностью и точностью [4, 5]. 

Наиболее достоверным для опреде-
ления биологически активных веществ 
сенны листьев является метод высоко-
эффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ). Однако в методике ВЭЖХ, при-
веденной в Японской фармакопее, опре-
деляются не все антраценпроизводные, 
а только доминирующие (сеннозид А и 
B), а в Европейской фармакопее описана 
весьма продолжительная по времени ме-
тодика [6, 7]. 

Цель настоящего исследования – опти-
мизировать условия экстракции антрацен-
производных сенны листьев, разработать и 
валидировать методику их количественно-
го определения с использованием метода 
ВЭЖХ. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования являлись пять 
серий сенны листьев разных производи-
телей (АО «Красногорсклексредства», се-
рия 201218, ООО «Фармгрупп», серия 04 
и серия 09, ООО Фирма «Здоровье», се-
рия 064020, ООО «Фарм-продукт», серия 
10.21).

Работу выполняли с помощью жид-
костного хроматографа Agilent  1100 
(«Agilent Technologies», США) в комплек-
те с системой подачи и дегазации на четы-
ре растворителя G1311A, диодно-матрич-
ным детектором G1315B, термостатом 
колонок G1316A, устройством для авто-
матического ввода образцов G1313A. Для 
сбора данных, обработки хроматограмм, а 
также спектров поглощения использовали 
программу Agilent ChemStation for LC 3D. 

Определение проводили на хрома-
тографической колонке Zorbax SB-C18 
(4,6 × 250 мм, 5 мкм, «Agilent Technologies», 
США). В качестве подвижной фазы исполь-
зовали ацетонитрил для жидкостной хрома-
тографии, воду высокоочищенную и кисло-
ту ортофосфорную. Хроматографирование 
проводили в градиентном режиме элюиро-
вания подвижной фазы, скорость которой 
составляла 1,0 мл/мин. Температура колон-
ки – 40 °С. Детектирование осуществляли 
при длинах волн 270 нм и 360 нм. 

Для исследования использовали стан-
дартные образцы антраценпроизводных: 

сеннозид  B (CAS [128-57-4], «Phytolab», 
Германия, batch #16070), сеннозид А (CAS 
[81-27-6], «Sigma-Aldrich», США, batch 
#BCCD1720), алоэ-эмодин (CAS [481-
72-1], «Cayman Chemical», США, batch 
#0516923-5), реин (CAS [478-43-3], «Carl 
Roth», Германия, batch #198154100).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате хроматографического 
анализа при сравнении времен удержи-
вания и спектральных характеристик ис-
следуемых пиков и пиков стандартных 
образцов в извлечении из сенны листьев 
идентифицированы антраценпроизводные 
сеннозид B, сеннозид А, алоэ-эмодин и 
реин. При этом сеннозид B и сеннозид А 
являются гликозидами антраценпроизвод-
ных, алоэ-эмодин и реин – их агликонами. 
На рисунке 1 представлена хроматограмма 
извлечения из сенны листьев и хромато-
грамма смеси растворов стандартных об-
разцов идентифицированных веществ. Их 
спектры поглощения в ультрафиолетовой 
области представлены на рисунке 2.

Установлено, что доминирующим ан-
траценпроизводным сенны листьев явля-
ется сеннозид B.

Вещества, соответствующие хро-
матографическим пикам 2–6, согласно 
спектральным характеристикам, отнесе-
ны к гидроксиантраценовым гликозидам, 
остальные вещества на хроматограмме по 

1 – сеннозид B, 2–6 – гидроксиантраценовые гликозиды, 
7 – сеннозид А, 8 – алоэ-эмодин, 9 – реин

Рисунок 1. – Хроматограмма извлечения из сенны листьев (а) и хроматограмма смеси 
растворов стандартных образцов (б) при длине волны 360 нм 
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спектрам в ультрафиолетовой области в 
соответствии с данными литературы – к 
флавоноидам и производным нафталина 
[8–12].

Слабительный эффект сенны листьев 
связан с гликозидами антраценпроизвод-
ных. Однако в методике Японской фар-
макопеи определяют количество только 
сеннозида B и сеннозида А [6]. Нами пред-
лагается для количественного определе-
ния учитывать пики 1–7, соответствующие 
гликозидам антраценпроизводных. 

В методиках Государственной фарма-
копеи Республики Беларусь, Государствен-
ной фармакопеи Российской Федерации и 
Европейской фармакопеи при пробопод-
готовке используют для окисления восста-
новленных форм антраценпроизводных 
раствор хлорида железа (III) и раствор на-
трия гидрокарбоната [4, 5, 7]. Нами прове-
ден сравнительный хроматографический 
анализ извлечения до добавления дан-
ных реактивов и после, в результате чего 
установлено, что качественный и количе-

ственный состав антраценпроизводных 
при этом остается одинаковым. Это связа-
но, вероятно, с тем, что восстановленные 
формы антраценпроизводных весьма не-
стабильны и окисляются уже на этапе экс-
тракции в условиях нагревания, поэтому 
при дальнейшей разработке методики дан-
ные реактивы не использовали.  

При разработке методики количествен-
ного определения биологически активных 
веществ в лекарственном растительном 
сырье методом ВЭЖХ важным этапом яв-
ляется оптимизация хроматографического 
определения. Ранее нами установлено, что 
для оптимального разделения пиков антра-
ценпроизводных сенны листьев целесоо-
бразно использовать градиентный режим 
элюирования подвижной фазы [13]. По-
мимо этого, подобран ее оптимальный со-
став: подвижная фаза А – вода высокоочи-
щенная, доведенная кислотой фосфорной 
до рН 2; подвижная фаза В – ацетонитрил. 
В таблице 1 приведен профиль градиента 
подвижной фазы.  

1 – сеннозид B, 7 – сеннозид А, 8 – алоэ-эмодин, 9 – реин
Рисунок 2. – Спектры поглощения в ультрафиолетовой области идентифицированных 

антраценпроизводных 

Таблица 1. – Профиль градиента подвижной фазы при определении 
антраценпроизводных сенны листьев

Время 
(мин)

Подвижная фаза А 
(%, об/об)

Подвижная фаза В 
(%, об/об)

0 90 10
10 80 20
20 60 40
30 35 65
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Разделение веществ осуществляется за 
30 минут, что меньше, чем время разделения 
в методике количественного определения 
антраценпроизводных, представленной в 
Европейской фармакопее [7]. Температура 
колонки составляет 40 °С. Скорость пото-
ка подвижной фазы – 1 мл/мин.

В методике Европейской фармакопеи 
детектирование проводят при длине волны 
270  нм [7]. Однако нами выявлено, что в 
случае детектирования при длине волны 
360 нм на хроматограмме испытуемого 
раствора наблюдается меньшее количе-
ство примесей, поэтому предлагается ис-
пользовать данное значение длины волны, 
которое является более избирательным. 

В нормативной документации для экс-
тракции биологически активных веществ 
сенны листьев используют различные 
условия. Например, в методиках количе-
ственного определения Государственной 
фармакопеи Республики Беларусь и Го-
сударственной фармакопеи Российской 

Федерации для извлечения антраценпро-
изводных применяют воду очищенную, 
а в методиках Европейской фармакопеи 
и Японской фармакопеи – метанол [4–7]. 
Поэтому нами определены условиия, при 
которых наблюдается наибольший выход 
антраценпроизводных. 

На первом этапе подбора оптимальных 
условий экстракции изучена зависимость 
полноты экстракции антраценпроизвод-
ных сенны листьев от степени измельчен-
ности лекарственного растительного сы-
рья. Для этого его измельчали до размера 
частиц, проходящих сквозь сита с разме-
ром отверстий 125 мкм, 250 мкм, 500 мкм 
и 1000 мкм, и экстрагировали антрацен-
производные в течение 30 минут спиртом 
этиловым 20% при комнатной температу-
ре (соотношение сырья и экстрагента – 1 : 
25). Зависимость полноты экстракции ан-
траценпроизводных сенны листьев от из-
мельченности лекарственного раститель-
ного сырья представлена на рисунке 3. 

Рисунок 3. – Зависимость полноты экстракции антраценпроизводных сенны листьев от 
измельченности лекарственного растительного сырья (n = 3, P = 95%)

Из рисунка 3 видно, что наибольшая 
экстракция антраценпроизводных сенны 
листьев достигается при измельченности 
сырья 500 мкм, поэтому данное значение 
использовано в дальнейших исследова-
ниях. 

На втором этапе подбора оптимальных 
условий экстракции определено влияние 
природы экстрагента на полноту экстрак-
ции антраценпроизводных сенны листьев. 
Для этого проводили серию опытов с во-

дно-спиртовыми смесями с шагом 10%, 
результаты которых представлены на ри-
сунке 4. 

Таким образом, наиболее оптималь-
ным экстрагентом для извлечения антра-
ценпроизводных сенны листьев является 
вода очищенная. 

Далее подбран оптимальный темпера-
турный режим экстракции антраценпроиз-
водных сенны листьев. При этом экстрак-
цию проводили при температурах 20 °С,  
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40 °С, 60 °С, 80 °С, 100 °С, в результате 
чего определено, что максимальная экс-
тракция действующих веществ сенны 
листьев наблюдается при 80 °С. Влияние 
продолжительности экстракции оценива-
ли при данной температуре. При изучении 
полноты высвобождения действующих ве-
ществ сенны листьев при экстракции в те-

чение 15 минут, 30 минут, 45 минут, 60 ми-
нут, 90 минут и 120 минут установлено, 
что оптимальная продолжительность экс-
тракции составляет 45 минут.

На следующем этапе исследований 
определено оптимальное соотношение 
массы сырья и объема экстрагента. Резуль-
таты представлены на рисунке 5. 

Рисунок 4. – Зависимость полноты экстракции антраценпроизводных сенны листьев от 
концентрации спирта этилового (n = 3, P = 95%)

Рисунок 5. – Зависимость полноты экстракции антраценпроизводных сенны листьев 
от соотношения сырья и экстрагента (n = 3, P = 95%)

Как видно из рисунка 5, наибольшая 
экстракция антраценпроизводных из сен-
ны листьев достигается при соотношении 
сырья и экстрагента 1 : 50. 

Установлено, что в условиях пробо-
подготовки по Европейской фармакопее 

полнота экстракции антраценпроизвод-
ных меньше, чем в определенных нами 
условиях экстракции. Поэтому ультразвук, 
применяемый для экстракции в методике 
Европейской фармакопеи, на наш взгляд, 
использовать нецелесообразно. Также пре-
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имуществом разработанной нами методи-
ки является ее продолжительность – около 
1,5 часа, что в два раза меньше, чем про-
должительность методики Европейской 
фармакопеи [7].

Поскольку сеннозид B является доми-
нирующим антраценпроизводным сенны 
листьев (содержание в растении составля-
ет около 1,3%), его стандартный образец 
использован для приготовления раствора 
сравнения. Определено, что стандартный 
образец сеннозида B плохо растворяется 
в воде очищенной, которая используется 
в аналитической методике для экстракции 
антраценпроизводных. Это может быть 
связано с тем, что растворимость стан-
дартного образца сеннозида B проверена 
при комнатной температуре, а экстракция 
антраценпроизводных проводится при на-
гревании. Поэтому для растворения стан-
дартного образца сеннозида B использова-
ли метанол. 

Валидация разработанной методи-
ки количественного определения антра-
ценпроизводных сенны листьев методом 
ВЭЖХ проведена по параметрам специ-
фичности, линейности, правильности, точ-
ности, робастности, стабильности раство-

ров стандартного образца и полученных 
экстрактов [14–17].

Специфичность разработанной мето-
дики подтверждена совпадением времен 
удерживания и спектров поглощения пи-
ков сеннозида B и сеннозида А на хромато-
граммах растворов стандартных образцов 
сеннозида B и сеннозида А и испытуемых 
образцов лекарственного растительного 
сырья и отсутствием пиков на хромато-
грамме используемого растворителя (вода 
очищенная). Также для оценки специфич-
ности использованы такие параметры, как 
спектральная чистота пиков в лекарствен-
ном растительном сырье (не менее 98%), 
коэффициент разрешения пика сеннози-
да B от других пиков на хроматограмме 
(Rs  >  1,0). Эффективность разделения по 
пику сеннозида B составляет более 76 ты-
сяч теоретических тарелок, по пику сенно-
зида А – более 160 тысяч теоретических 
тарелок, коэффициенты асимметрии около 
0,94 и 0,99 соответственно.

Линейность методики установлена 
путем трехкратного построения градуиро-
вочного графика в диапазоне концентраций 
раствора сеннозида B 1,95–1000 мкг/мл,  
который представлен на рисунке 6.

Рисунок 6. – Градуировочный график зависимости аналитического сигнала 
(площадь пика) от концентрации сеннозида B (n = 3, P = 95%)

Таким образом, разработанная методи-
ка обладает удовлетворительной линейно-
стью, поскольку коэффициент корреляции 
в уравнении линейной регрессии состав-
ляет 0,9999 при критерии приемлемости 
не менее 0,999. 

Правильность разработанной методи-
ки подтверждена методом стандартных 
добавок. Результаты представлены в та-
блице 2. 

Из таблицы 2 видно, что открывае-
мость разработанной методики соответ-
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ствует установленным требованиям (кри-
терий приемлемости находится в диапазоне 
90–110%). При добавлении стандартного 
образца сеннозида В к испытуемому рас-
твору происходит увеличение только пло-
щади хроматографического пика, который 
ему соответствует, площадь остальных хро-
матографических пиков не изменяется.  

 Точность аналитической методики 
определена по параметрам сходимости и 
внутрилабораторной воспроизводимости. 

Сходимость проверена многократным по-
вторением методики определения на од-
ном сырье одним и тем же аналитиком в 
один и тот же день (n = 9, Р = 95%). Отно-
сительное стандартное отклонение состав-
ляет 2,7%, что не превышает предельного 
значения критерия приемлемости (5,0%).

Внутрилабораторная воспроизводи-
мость оценена по результатам определе-
ний, проводимых двумя аналитиками в 
разные дни (таблица 3).

Таблица 2. – Результаты определения правильности методики (n = 3, P = 95%)
Исходная 

концентрация 
антраценпроизводных 

(мкг/мл)

Добавлено 
сеннозида 
В (мкг/мл)

Обнаружены суммы 
антраценпроизводных 

(мкг/мл)
Открываемость, 

%

Относительное 
стандартное 
отклонение 
(RSD, %)

228,3 200,0 415,0 96,9 3,1
228,3 100,0 348,5 106,2 0,9
228,3 30,0 263,9 102,2 0,8

Таблица 3. – Результаты определения внутрилабораторной воспроизводимости 
методики (n = 3, P = 95%)

День 1 День 2
Аналитик 1 RSD = 1,1% RSD = 2,3%
Аналитик 2 RSD = 2,5% RSD = 2,1%

Таким образом, аналитическая мето-
дика является точной, поскольку макси-
мальное относительное стандартное от-
клонение составляет 2,5% (при критерии 
приемлемости не более 5,0%). 

Робастность методики проверена путем 
изменения скорости потока подвижной фазы 
(1 ± 0,1 мл/мин), температуры колонки (40 ± 
3 °С), наклона градиента (± 2%). Значения 
площадей пиков, полученные при хромато-
графировании испытуемого раствора при за-
данных измененных условиях, отличаются 
от исходных данных не более чем на 3,0% 
(при критерии приемлемости не более 5,0%). 

Стабильность растворов стандартного 
образца сеннозида B и испытуемого рас-
твора определена путем сравнения суммы 
площадей пиков антраценпроизводных и 
стандартного образца через равные про-
межутки времени при хранении в тече-
ние 24 часов при комнатной температуре. 
Уменьшение содержания анализируемых 
веществ составляет не более 1,8% (крите-
рий приемлемости – не более 5,0%). Сле-
довательно, исследуемый раствор и рас-
твор стандартного образца сеннозида B в 
течение 24 часов стабильны. 

Таким образом, предлагается следую-

щая методика количественного определе-
ния антраценпроизводных сенны листьев: 
1,000 г испытуемого сырья (500 мкм) по-
мещают в круглодонную колбу со шлифом 
вместимостью 100 мл и прибавляют 50,0 мл  
воды очищенной. Взвешивают с точно-
стью до 0,01 г, нагревают на водяной бане 
при температуре 80 °С с обратным холо-
дильником в течение 45 минут. Колбу с со-
держимым охлаждают до комнатной тем-
пературы и доводят массу водой очищен-
ной до первоначальной. Центрифугируют 
при 5000 g в течение 5 мин, надосадочную 
жидкость фильтруют через мембранный 
фильтр с диаметром пор 0,45 мкм. 

Приготовление раствора сравнения: 
25,0 мг стандартного образца сеннозида B 
растворяют в метаноле и доводят для объ-
ема 100,0 мл этим же растворителем.  

Расчет количественного содержания 
антраценпроизводных (%) в пересчете на 
сеннозид B проводят по формуле:

X = 𝑆𝑆1 ×С × 5
𝑆𝑆2 × 𝑚𝑚1× �100 – W�

,

где S1 – сумма площадей пиков антра-
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ценпроизводных на хроматограмме испы-
туемого раствора;

S2 – площадь пика сеннозида B на хро-
матограмме раствора сравнения;

m1 – масса навески испытуемого сырья, г;
С – содержание сеннозида B в раство-

ре сравнения, мг/мл;
W – потеря в массе при высушивании, %. 

Методика апробирована на пяти раз-
личных сериях сенны листьев. Результаты 
приведены в таблице 4. 

Таблица 4. – Результаты апробации разработанной методики (n = 3, P = 95%)
Производитель сенны листьев, серия Содержание антраценпроизводных, %

АО «Красногорсклексредства», серия 201218 2,54 ± 0,03
ООО «Фармгрупп», серия 04 2,72 ± 0,03
ООО «Фармгрупп», серия 09 3,10 ± 0,03
ООО Фирма «Здоровье», серия 064020 2,59 ± 0,15
ООО «Фарм-продукт», серия 10.21 2,80 ± 0,05

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате исследования сенны ли-
стьев методом ВЭЖХ идентифицированы 
антраценпроизводные сеннозид B, сенно-
зид А, алоэ-эмодин и реин. Сеннозид В яв-
ляется доминирующим антрагликозидом. 

Подобраны оптимальные условия 
хроматографического определения ан-
траценпроизводных сенны листьев. Обо-
снованы оптимальные условия их экс-
тракции: измельченность растительного 
сырья – 500 мкм, экстрагент – вода очи-
щенная, температура экстракции – 80  °С, 
продолжительность эктракции – 45 минут, 
соотношение сырья и экстрагента – 1 : 50. 

Доказано, что разработанная методи-
ка количественного определения антра-
ценпроизводных сенны листьев является 
специфичной, линейной, правильной, точ-
ной и робастной, в связи с чем может быть 
использована при контроле качества дан-
ного вида лекарственного растительного 
сырья.

SUMMARY

A. A. Romanyuk, D. V. Moiseev
DETERMINATION OF OPTIMUM 

CONDITIONS FOR THE EXTRACTION 
OF SENNA LEAVES ANTHRACENE 

DERIVATIVES, DEVELOPMENT AND 
VALIDATION OF THE METHOD FOR 

THEIR ASSAY BY HPLC 
The article presents the results of optimiz-

ing the conditions for the extraction of senna 
leaves anthracene derivatives, development, 
validation and approbation of the method for 
their assay by high performance liquid chro-
matography.

Extraction of anthracene derivatives is 
carried out with purified water for 45 minutes 
on a water bath at a temperature of 80°С at a 
ratio of raw materials to an extractant of 1: 50. 
Chromatographic analysis is carried out on a 
reversed-phase column Zorbax SB-C18 (4,6 x  
250 mm, 5 μm) in the gradient mode of the 
mobile phase elution consisting of acetoni-
trile and highly purified water, adjusted with 
phosphoric acid to pH 2. 

A specific method of anthracene deriva-
tives assay of senna leaves, which was vali-
dated in terms of specificity, linearity, cor-
rectness, accuracy, robustness, was devel-
oped and the stability of sennoside B standard 
sample solution and the resulting extract was 
established.

Keywords: senna leaves, anthracene de-
rivatives, high performance liquid chroma-
tography, sennoside B, sennoside A, aloe- 
emodin, rhein.
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