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ФАРМАЦЕВТИЧЕСКАЯ ХИМИЯ

ВВЕДЕНИЕ

Жостер слабительный (Rhamnus cathar-
tica L.) является кустарником семейства кру-
шиновых (Rhamnaceae), произрастающим в 
Европейской части СНГ, главным образом в 
Западной Сибири, Казахстане и на Кавказе. 
Плоды растения используют как слабитель-
ные средства, поскольку их химический со-
став представлен антраценпроизводными, 
по которым проводится контроль качества 
лекарственного растительного сырья [1].

В фармакопейной статье на жостера 
слабительного плоды Государственной 
фармакопеи Республики Беларусь отсут-
ствует раздел «Количественное определе-
ние» [2]. 
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Статья посвящена разработке и валидации методики количественного опреде-
ления антраценпроизводных жостера слабительного плодов с использованием метода 
высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

Изучено влияние на экстракцию биологически активных веществ жостера сла-
бительного плодов природы экстрагента, температуры и продолжительности экс-
тракции, соотношения массы сырья и объема экстрагента, а также измельченности 
растительного сырья. Определено, что экстракцию гликозидов антраценпроивзодных 
жостера слабительного плодов целесообразно проводить спиртом этиловым 50% в 
течение 30 минут на водяной бане при соотношении массы сырья и объема экстра-
гента 1 : 50. 

В ходе исследования установлены оптимальные условия хроматографического 
определения антраценпроизводных жостера слабительного плодов. Хроматографи-
ческий анализ осуществляется с помощью обращенно-фазовой колонки Zorbax SB-C18 
(4,6 × 250 мм, 5 мкм), температура которой составляет 50 °С. Подвижная фаза состо-
ит из ацетонитрила и воды высокоочищенной, доведенной кислотой ортофосфорной 
до значения рН 2. Используется градиентный режим элюирования подвижной фазы, 
скорость которой составляет 1 мл/мин. 

Разработанная методика количественного определения антраценпроизводных 
жостера слабительного плодов валидирована по специфичности, линейности, правиль-
ности, точности, робастности. Определена стабильность раствора стандартного 
образца глюкофрангулина А и полученного экстракта. 

Ключевые слова: жостера слабительного плоды, антраценпроизводные, высо-
коэффективная жидкостная хроматография, глюкофрангулин А, франгулин А. 

В Государственной фармакопее Рос-
сийской Федерации для проведения стан-
дартизации жостера слабительного пло-
дов предложена спектрофотометрическая 
методика количественного определения 
антраценпроизводных. Данной методикой 
определяют сумму антраценпроизводных, 
что является, на наш взгляд, ее недостат-
ком, поскольку основной фармакологи-
ческий эффект (слабительный) связан с 
действием только гликозидов антрацен-
производных. Помимо этого, спектрофото-
метрическая методика является продолжи-
тельной, а также недостаточно специфич-
ной и точной [3].  

Цель данного исследования – разра-
ботать и валидировать методику количе-
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ственного определения антраценпроиз-
водных жостера слабительного плодов 
с помощью метода высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В Республике Беларусь и Российской 
Федерации жостера слабительного пло-
ды не выпускаются в виде лекарствен-
ного растительного сырья, поэтому объ-
ектом исследования являлись три серии 
биологически активной добавки жосте-
ра слабительного плодов производителя 
ООО «Русские корни» (серия 01102018, 
20082018, 21012019). 

Исследование проводили на жидкост-
ном хроматографе Agilent  1100 («Agilent 
Technologies», США) в комплекте с си-
стемой подачи и дегазации на четыре рас-
творителя G1311A, диодно-матричным 
детектором G1315B, термостатом колонок 
G1316A, а также устройством для автома-
тического ввода образцов G1313A. Сбор 
данных, обработку хроматограмм и спек-
тров поглощения проводили с помощью 
программы Agilent ChemStation for LC 3D. 

Работу выполняли на хроматографиче-
ской колонке Zorbax SB-C18 (4,6 × 250 мм, 
5 мкм, «Agilent Technologies», США). Для 
приготовления подвижной фазы применя-
ли ацетонитрил для жидкостной хромато-
графии, воду высокоочищенную, а также 
кислоту ортофосфорную. Хроматографиро-
вание осуществляли в градиентном режиме 
элюирования подвижной фазы. Скорость 
подвижной фазы составляла 1,0 мл/мин, а 
температура колонки – 50 °С. Детектирова-
ние проводили при длине волны 435 нм. 

При валидации разработанной нами 
методики количественного определения 
антраценпроизводных жостера слабитель-
ного плодов определяли параметры спец-
ифичности, линейности, правильности, 
точности и робастности. Помимо этого, 
изучали стабильность растворов стандарт-
ного образца глюкофрангулина А и полу-
ченных экстрактов [4–7].

При проведении исследований исполь-
зовали мерную посуду класса А. 

В работе использовали стандартные 
образцы антраценпроизводных: глюкоф-
рангулин А (CAS [21133-53-9], «Phytolab», 
Германия), франгулин А (CAS [521-62-0], 
«Carl Roth», Германия), эмодин (CAS [518-
82-1], «Cayman Chemical», США). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На первом этапе исследования мето-
дом ВЭЖХ изучен компонентный состав 
антраценпроизводных жостера слабитель-
ного плодов. Ранее нами в спиртовом из-
влечении из жостера слабительного плодов 
были идентифицированы антраценпрои-
зодные франгулин А и эмодин [8]. Помимо 
этого, после сравнения времени удержива-
ния, а также спектральных характеристик 
исследуемого пика и пика раствора стан-
дартного образца, идентифицирован глю-
кофрангулин А. Хроматограмма экстракта 
из жостера слабительного плодов, а также 
хроматограмма смеси растворов стандарт-
ных образцов представлены на рисунке 1. 
Спектры поглощения в ультрафиолетовой 
области антраценпроизводных показаны 
на рисунке 2.

Вещества, которые соответствуют хро-
матографическим пикам 4–10, согласно 
спектральным характеристикам и с учетом 
порядка выхода из колонки раньше агли-
конов антраценпроизводных, отнесены к 
антрагликозидам. Таким образом, при ко-
личественном определении учитываются 
хроматографические пики 1, 2 и 4–10. 

В методике количественного опре-
деления антраценпроизводных жостера 
слабительного плодов Государственной 
фармакопеи Российской Федерации опре-
деляется сумма антраценпроизводных 
в пересчете на франгулин А [3]. Однако 
нами определено, что доминирующим ан-
траценпроизводным жостера слабитель-
ного плодов является глюкофрангулин А, 
поэтому при разработке аналитической 
методики пересчет количественного со-
держания антраценпроизводных проводи-
ли на глюкофрангулин А. 

На втором этапе исследования по-
добраны условия хроматографического 
определения. Установлено, что антра-
ценпроизводные обладают различными 
сорбционными свойствами, поэтому при 
использовании изократического элюи-
рования подвижной фазы наблюдается 
недостаточное разделение их хромато-
графических пиков. В связи с этим разде-
ление антраценпроизводных жостера сла-
бительного плодов целесообразно прово-
дить в градиентном режиме элюирования 
подвижной фазы. Подобран профиль гра-
диента подвижной фазы, приведенный в 
таблице 1.
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1 – глюкофрангулин А, 2 – франгулин А, 3 – эмодин, 4–10 – антрагликозиды
Рисунок 1. – Хроматограмма извлечения из жостера слабительного плодов (а) 

и хроматограмма смеси растворов стандартных образцов антраценпроизводных (б)
 при длине волны 435 нм 

 

 

 

1 – глюкофрангулин А, 2 – франгулин А, 3 – эмодин
Рисунок 2. – Спектры поглощения в ультрафиолетовой области 

антраценпроизводных жостера слабительного плодов 

Таблица 1. – Профиль градиента подвижной фазы при определении 
антраценпроизводных жостера слабительного плодов

Время (мин) Подвижная фаза А (%, об/об) Подвижная фаза В (%, об/об)
0 80 20

10 60 40
15 20 80
20 0 100
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Изучали влияние значения рН подвиж-
ной фазы в диапазоне 1,5–3 на разделение 
хроматографических пиков определяемых 
веществ. Установлено, что использование 
подвижной фазы со значением рН 2 явля-
ется наиболее оптимальным для разделе-
ния. Таким образом, подвижная фаза А –  
это вода высокоочищенная, доведенная 
кислотой ортофосфорной до значения  
рН 2, а подвижная фаза В – ацетонитрил.

Хроматографическое разделение ан-
транценпроизводных жостера слабитель-
ного плодов осуществляется за 20 минут. 

Также было установлено, что при тем-
пературе колонки 40 °С не достигается до-
статочное разделение хроматографических 
пиков определяемых веществ, поэтому 
определение проводили при температуре 
колонки 50 °С. Скорость потока подвижной 
фазы составляла 1 мл/мин, объем вводимой 
пробы – 10 мкл. 

При использовании данных условий 
хроматографического определения на-
блюдается достаточное разделение хро-
матографических пиков определяемых ве-
ществ (Rs > 1,5), поэтому их использовали 
в дальнейших исследованиях. 

Детектирование проводили при дли-
нах волн 270 нм, 360 нм, 380 нм, 435 нм 

и 515 нм. В результате было установле-
но, что наиболее избирательным являет-
ся значение длины волны детектирования  
435 нм, поскольку при этом значении на 
хроматограмме наблюдается меньшее ко-
личество примесей. 

Важным этапом при разработке мето-
дик количественного определения биоло-
гически активных веществ лекарственного 
растительного сырья является определе-
ние оптимальных условий их экстракции. 
Для этого изучено влияние на полноту экс-
тракции антраценпроизводных жостера 
слабительного плодов природы экстраген-
та, измельченности растительного сырья, 
температуры и продолжительности экс-
тракции, а также соотношения массы сы-
рья и объема экстрагента. 

Для подбора оптимальных условий экс-
тракции гликозидов антраценпроизводных 
жостера слабительного плодов изучена за-
висимость ее полноты от природы экстра-
гента. Для этого измельченное сырье под-
вергали экстрагированию водно-спиртовы-
ми смесями с шагом 10%. Результаты опре-
деления  полноты экстракции антраценпро-
изводных жостера слабительного плодов в 
зависимости от объемной доли спирта эти-
лового представлены на рисунке 3. 
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Рисунок 3. – Зависимость полноты экстракции антраценпроизводных жостера 
слабительного плодов от объемной доли спирта этилового (n = 3, P = 95%)

Поскольку максимальная экстракция 
антраценпроизводных из жостера слаби-
тельного плодов достигается при приме-
нении в качестве экстрагента спирта эти-

лового 50%, его использовали в последую-
щих исследованиях. 

Также определено влияние темпера-
туры водяной бани (температуры экстрак-
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ции) на полноту высвобождения действу-
ющих веществ жостера слабительного 
плодов, что представлено на рисунке 4. 

Установлено, что максимальная экс-
тракция антраценпроизводных жостера 
слабительного плодов наблюдается при 

использовании кипящей водяной бани. 
Далее изучено влияние продолжитель-

ности экстракции на степень высобожде-
ния действующих веществ из жостера сла-
бительного плодов. Результаты определе-
ния представлены на рисунке 5. 

Рисунок 4. – Зависимость полноты экстракции антраценпроизводных жостера 
слабительного плодов от температуры экстракции (n = 3, P = 95%)

Рисунок 5. – Зависимость полноты экстракции антраценпроизводных жостера 
слабительного плодов от продолжительности экстракции (n = 3, P = 95%)
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Таким образом, выявлено, что опти-
мальная продолжительность экстракции 
составляет 30 минут. 

Еще одним фактором, влияющим на 
степень экстракции, является соотноше-

ние массы растительного сырья и объема 
эктрагента, поскольку его оптимальное 
значение обеспечивает разность концен-
траций в сырье и экстрагенте, что является 
движущей силой процесса экстракции. 
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Результаты определения оптималь-
ного соотношения массы сырья и объема 
экстрагента представлены на рисунке 6. 

Как видно из рисунка 6, соотношение 
массы сырья и объема экстрагента 1 : 50 
является наиболее оптимальным с пози-
ции полноты экстракции. 

Важным фактором, который влияет 
на извлечение биологически активных 
веществ из лекарственного растительно-
го сырья, является степень его измель-

ченности. При использовании крупных 
частиц сырья поверхность раздела фаз и 
степень экстракции будут меньше, чем 
при использовании более мелких частиц. 
Однако при слишком тонком измельчении 
могут разрушаться перегородки расти-
тельных клеток, что может приводить к 
вымыванию сопутствующих веществ, ко-
торые загрязняют извлечение. Также при 
этом действующие вещества могут разру-
шаться [9].
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Рисунок 6. – Зависимость полноты экстракции антраценпроизводных жостера 
слабительного плодов от соотношения массы сырья и объема экстрагента

(n = 3, P = 95%)

Для изучения влияния данного фактора 
растительное сырье жостера слабительного 
различной степени измельченности подвер-
гали экстракции в установленных ранее усло-
виях. Результаты представлены на рисунке 7. 

Таким образом, использование расти-
тельного сырья измельченностью 250 мкм 
приводит к наибольшей экстракции антра-
ценпроизводных жостера слабительного 
плодов. 

При валидации разработанной нами 
методики количественного определения 
антраценпроизводных жостера слабитель-
ного плодов определяли параметры специ- 
фичности, линейности, правильности, 
точности и робастности. Помимо этого, 
изучали стабильность растворов стандарт-
ного образца глюкофрангулина А и полу-
ченных экстрактов [5–8].

Для подтверждения специфичности 
разработанной методики использовали со-

впадение времен удерживания и спектров 
поглощения пиков глюкофрангулина А и 
франгулина А на хроматограммах растворов 
их стандартных образцов и испытуемых об-
разцов лекарственного растительного сырья. 
При этом на хроматограмме растворителя 
(спирт этиловый 50%) хроматографические 
пики отсутствовали. Также использовали 
параметр спектральной чистоты пиков в ле-
карственном растительном сырье (не менее 
98%) и коэффициент разрешения пика глю-
кофрангулина А от других пиков (Rs > 2,0). 
Эффективность разделения по пику глюкоф-
рангулина А и франгулина А составляет бо-
лее 10 тысяч теоретических тарелок, коэф-
фициенты асимметрии – около 0,86 и 0,87.

Оценку линейности методики прово-
дили после трехкратного построения гра-
дуировочного графика в диапазоне кон-
центраций раствора глюкофрангулина А 
7,8–1000 мкг/мл (рисунок 8). 
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Как видно из рисунка 8, линейность раз-
работанной методики является удовлетвори-
тельной. Коэффициент корреляции в урав-
нении линейной регрессии составляет 1,000 
(критерий приемлемости – не менее 0,999). 

Для подтверждения правильности раз-
работанной методики проводили серию 
анализов испытуемых растворов с исполь-
зованием метода стандартных добавок. Ре-
зультаты определения правильности мето-
дики представлены в таблице 2. 

Установлено, что методика облада-
ет удовлетворительной правильностью, 
поскольку открываемость находится в 
диапазоне критерия приемлемости (90–
110%). При этом в случае добавления 
стандартного образца глюкофрангулина 
А к испытуемому раствору наблюдается 
увеличение площади соответствующего 
ему хроматографического пика, а пло-
щадь остальных пиков остается неиз-
менной. 

Рисунок 7. – Зависимость полноты экстракции антраценпроизводных жостера 
слабительного плодов от измельченности лекарственного растительного сырья 

(n = 3, P = 95%)

Рисунок 8. – Градуировочный график зависимости аналитического сигнала 
(площадь пика) от концентрации глюкофрангулина А (n = 3, P = 95%)
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Таблица 2. – Результаты определения правильности методики (n = 3, P = 95%)
Исходная концентра-
ция антраценпроиз-

водных (мкг/мл)

Добавлено глю-
кофрангулина А 

(мкг/мл)

Обнаружено суммы 
антраценпроизводных 

(мкг/мл)

Открывае-
мость, %

Относительное 
стандартное откло-

нение (RSD, %)
105,7 150,0 263,0 102,8 0,5
105,7 100,0 221,0 101,1 2,6
105,7 50,0 155,2 99,7 3,4

Для определения точности аналитиче-
ской методики использовали параметры 
сходимости и внутрилабораторной вос-
производимости. Сходимость методики 
устанавливали, многократно ее повторяя 
на одном сырье одним и тем же аналити-
ком в один и тот же день (n = 9, Р = 95%). 

Относительное стандартное отклонение 
при этом (3,7%) не превышает предельного 
значения критерия приемлемости (5,0%).

В ходе изучения внутрилабораторной 
воспроизводимости оценивали результаты 
анализов, которые проводили два аналитика 
в разные дни, что представлено в таблице 3. 

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

Аналитик День 1 День 2
1 RSD = 1,5% RSD = 1,7%
2 RSD = 0,8% RSD = 0,7%

Таким образом, максимальное относи-
тельное стандартное отклонение составля-
ет 1,7%, поэтому аналитическая методика 
является точной (критерий приемлемости –  
не более 5,0%). 

Робастность методики изучали в усло-
виях проведения анализов при изменении 
температуры колонки (50 ± 3 °С) и накло-
на градиента (± 2%). Значения площадей 
пиков, полученные при хроматографиро-
вании испытуемого раствора в заданных 
измененных условиях, отличаются от ис-
ходных не более чем на 4,5%, что не пре-
вышает критерия приемлемости (5,0%). 

Для определения стабильности раство-
ра стандартного образца глюкофрангулина 
А и полученного экстракта сравнивали пло-
щади пиков антраценпроизводных через 
равные промежутки времени при хранении 
в течение 24 часов при комнатной темпера-
туре. В результате установлена их стабиль-
ность в течение данного времени, посколь-
ку уменьшение содержания анализируемых 
веществ составляет не более 2,7% (крите-
рий приемлемости – не более 5,0%).

Таким образом, нами предлагается сле-
дующая методика количественного опре-
деления антраценпроизводных жостера 
слабительного плодов: 1,000 г испытуемого 
сырья (250 мкм) помещают в круглодонную 
колбу со шлифом вместимостью 100 мл и 
прибавляют 50,0 мл спирта этилового 50%. 
Взвешивают с точностью до 0,01 г, нагрева-

ют на водяной бане с обратным холодиль-
ником при температуре 100 °С в течение 30 
минут. Колбу с содержимым охлаждают до 
комнатной температуры и доводят массу 
спиртом этиловым 50% до первоначальной. 
Извлечение центрифугируют при 5000  g 
в течение 5 мин, надосадочную жидкость 
фильтруют через мембранный фильтр с ди-
аметром пор 0,45 мкм. 

Приготовление раствора сравнения: 
25,0 мг стандартного образца глюкофран-
гулина  А растворяют в спирте этиловом 
50% и доводят до объема 100,0 мл этим же 
растворителем.

Расчет количественного содержания 
антраценпроизводных (%) в пересчете на 
глюкофрангулин А проводят по формуле: 

 

X = 𝑆𝑆1 ×С × 500
𝑆𝑆2 × 𝑚𝑚1× �100 – W�

 ,

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

S2 – площадь пика глюкофрангулина А 
на хроматограмме раствора сравнения;

m1 – масса навески испытуемого сырья, г;
С – содержание глюкофрангулина А в 

растворе сравнения, мг/мл;
W – потеря в массе при высушивании, %. 
Результаты апробации методики ко-

личественного определения антраценпро-
изводных жостера слабительного плодов 
приведены в таблице 4. 
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Таблица 4. – Результаты апробации разработанной методики (n = 3, P = 95%)
Серия жостера слабительного плодов Содержание антраценпроизводных, %

Серия 20082018 1,41 ± 0,02
Серия 01102018 2,26 ± 0,05
Серия 21012019 1,68 ± 0,05

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе проведенного исследования изу-
чено влияние на экстракцию биологически 
активных веществ жостера слабительного 
плодов природы экстрагента, температуры 
и продолжительности экстракции, измель-
ченности растительного сырья, соотно-
шения массы сырья и объема экстрагента. 
Установлено, что оптимальными условиями 
экстракции антрагликозидов жостера сла-
бительного плодов являются: экстрагент –  
спирт этиловый 50%, температура экс-
тракции – 100 °С, ее продолжительность –  
30 минут, соотношение массы сырья и объ-
ема экстрагента – 1 : 50, измельченность 
растительного сырья – 250 мкм. 

Предложены следующие условия хрома-
тографического анализа антраценпроизвод-
ных жостера слабтельного плодов: колон-
ка длиной 0,25 м и внутренним диаметром 
4,6 мм, заполненная силикагелем октадецил-
силильным для хроматографии с размером 
частиц 5 мкм, ее температура – 50  °С. Ис-
пользуется градиентный режим элюирова-
ния подвижной фазы, состоящей из ацетони-
трила и воды высокоочищенной, доведенной 
кислотой ортофосфорной до значения рН 2. 
Длина волны детектирования – 435 нм.

Валидационные характеристики ме-
тодики количественного определения ан-
траценпроизводных жостера слабительно-
го плодов доказывают ее специфичность, 
линейность, правильность, точность и ро-
бастность. Разработанная методика может 
быть использована при стандартизации 
данного вида лекарственного растительно-
го сырья.

SUMMARY

A. A. Romanyuk, D. V. Moiseev
DEVELOPMENT AND VALIDATION 

OF THE ASSAY METHOD 
OF ANTHRACENE DERIVATIVES 

OF COMMON BUCKTHORN FRUITS 
BY HPLC METHOD

The article is devoted to the development 
and validation of the assay method of anthracene 

derivatives of common buckthorn fruits using 
high performance liquid chromatography.

The effect on extraction of biologically 
active substances of common buckthorn fruits 
of the extractant character, temperature and 
duration of extraction, the ratio of the raw 
material weight and the extractant volume, as 
well as raw material granulation, was studied. 
It has been determined that it is reasonable to 
conduct glycosides extraction of anthracene 
derivatives of common buckthorn fruits with 
ethyl alcohol 50% for 30 minutes in a water 
bath at a ratio of raw materials weight and the 
extractant volume 1 : 50.

In the course of the study optimal conditions 
for the chromatographic determination of 
anthracene derivatives of common buckthorn 
fruits were established. A chromatographic 
analysis is carried out using a Zorbax SB-C18 
reversed-phase column (4,6 x 250 mm, 5 µm) 
the temperature of which is 50 °C. The mobile 
phase consists of acetonitrile and highly purified 
water adjusted to pH 2 with orthophosphoric 
acid. A gradient elution mode of the mobile 
phase, the rate of which is 1 ml/min, is used.

The developed assay method of anthracene 
derivatives of common buckthorn fruits has 
been validated according to such parameters 
as specificity, linearity, correctness, accuracy 
and robustness. In addition, the stability of the 
solution of the standard sample of glucofrangulin 
A and the obtained extract was determined.

Keywords: common buckthorn fruits, 
anthracene derivatives, high performance liquid 
chromatography, glucofrangulin A, frangulin A.
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