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Cоединение 4-гидроксифенил-β-D-глюкопи-
ранозид (арбутин) представляет собой гликозид, у 
которого в качестве агликона имеется остаток 
гидрохинона. Это вещество содержится во многих 
лекарственных растениях, например в толокнянке, 
которую традиционно используют в качестве ан-
тимикробного, противовоспалительного, диурети-
ческого средства [1]. Стандартизация листьев то-
локнянки проводится по содержанию арбутина 
(ГФ XI) [2], в качестве метода определения арбу-
тина используется метод титриметрии. Для опре-
деления арбутина в листьях толокнянки в британ-
ской, европейской и японской фармакопеях при-
меняется метод высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с УФ-детектором (ВЭЖХ/УФ) 
[3−6]. Однако предлагаемые в этих фармакопеях 
методики обладают рядом существенных недо-
статков. Например, не указывается ориентировоч-
ное время удерживания аналита, а для определе-
ния разрешающей способности хроматографичес-

кой системы вводится добавка гидрохинона, при 
этом марка хроматографической колонки не при-
водится, ее, по-видимому, необходимо периодиче-
ски подбирать. Таким образом, анализ литератур-
ных данных показывает необходимость разработ-
ки современной методики определения арбутина. 

Для определения этого гликозида в субстан-
циях растительного происхождения применяют 
различные инструментальные методы: УФ/ВИД- 
спектрофотометрию [7, 8], электрофорез [9], вы-
сокоэффективную тонкослойную хроматографию 
(ВЭТСХ) [10], высокоэффективную жидкостную 
хроматографию с ультрафиолетовым детектором 
(ВЭЖХ/УФ) и др. Однако более предпочтитель-
ным является применение в качестве метода опре-
деления высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии с масс-спектрометрическим детектором 
(ВЭЖХ/МС), который имеет ряд существенных 
преимуществ по сравнению с УФ-детекторами. 
Так, при наличии стандарта метод ВЭЖХ/МС поз-
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воляет однозначно идентифицировать аналит, де-
лает возможным выделение аналитического сиг-
нала на фоне сложной матрицы, присущей реаль-
ным природным объектам.  

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − разработка 
и валидация методики количественного опреде-
ления арбутина методом ВЭЖХ/МС в листьях  
толокнянки и оценка ее метрологических характе-
ристик. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ  
Анализируемым объектом являлись образцы 

листьев толокнянки, удовлетворяющие требовани-
ям ГФ РФ XI. 

Для определения арбутина использовали хро-
мато-масс-спектрометр Agilent 6430 (США), тип 

ионизации − электроспрей (режим отрицательных 
ионов), режим мониторинга множественных реак-
ций (МRM). 

В качестве внутреннего стандарта применяли 
фенолфталеин.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Предварительно было установлено, что для 

арбутина и фенолфталеина наиболее интенсивны-
ми являются MRM-переходы между родительски-
ми и дочерними ионами с m/z 271−108 Да (для ар-
бутина) и m/z 317−93 Да (для фенолфталеина). 
Аналитический сигнал выделяли путем экстрак-
ции MRM-переходов между соответствующими 
родительскими и дочерними ионами. Хромато-
граммы представлены на рис. 1 и 2. 

 
Рис. 1. Хроматограмма арбутина (MRM-переход 271−108 Да) 
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Рис. 2. Хроматограмма фенолфталена (MRM-переход 317−93 Да) 
 

Указанные пики были приняты в качестве 
аналитических сигналов. 

MRM-переходы с m/z 271−161 Да (для арбути-
на и 317−273 Да (для фенолфталеина) отличаются 
меньшей интенсивностью, что дает возможность до-
полнительно использовать их для качественной 
идентификации определяемого вещества.  

Условия определения представлены в табл. 1. 
Давление газа на распылителе – 40 psi, темпе-

ратура осушающего газа − 320 °С, скорость осу-
шающего газа – 10 л/мин, напряжение на капилля-
ре – 4 кВ. 

Показано, что лучшего разделения по форме 
пиков удается добиться на колонке Protecol C18 
HPH125 (250×4,6 мм, 5 мкм) по сравнению с ко-
лонкой Phenomenex Luna С18 (250×4,6 мм, 5 мкм); 

температура колонки ‒ 30 °С. Экспериментальное 
исследование позволило сделать следующий вы-
вод ‒ наилучшая форма пика достигается при ис-
пользовании градиентного режима по сравнению с 
изократическим при применении в качестве по-
движных фаз 0,06%-ного раствора формиата ам-
мония (ПФ А), ацетонитрила (ПФ B) и скорости 
потока элюента 0,3−0,5%. Объем аликвоты со-
ставлял 10 мкл. 

Градиент представлен в табл. 2. 
В табл. 3 продемонстрировано влияние  

степени измельчения листьев толокнянки на из-
влечение арбутина. Из приведенных данных вид-
но, что наиболее полное извлечение арбутина до-
стигается при степени измельчения листьев то-
локнянки 1 мм. 
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Таблица 1. Условия определения исследуемого вещества в режиме MRM 

Вещество Родительский ион,  
Да 

Дочерний ион,  
Да 

Напряжение на фрагменторе,  
В 

Энергия столкновительной  
ячейки, эВ 

Фенолфталеин 
317 

273 100 2 
93 100 5 

Арбутин 
271 

161 150 5 
108 120 40 

 
Таблица 2. Градиент, использованный в работе  
для хроматографического выделения арбутина 

Время, мин ПФ А, % ПФ B, % Скорость потока, 
мл/мин 

0,00 90 10 0,5 

3,00 90 10 0,5 

10,00 10 90 0,5 

10, 60 10 90 0,5 

10,61 10 90 0,3 

12,00 10 90 0,3 

15,01 10 90 0,5 

15,10 90 10 0,5 

20,00 90 10 0,5 

Таблица 3. Влияние степени измельчения  
листьев толокнянки на извлечение арбутина  
(n=3, p=0,95) 

Степень измельчения, мм Извлечение арбутина, % 

5 8,35±0,32 

3 8,41±0,20 

2 8,60±0,06 

1 9,53±0,84 

Извлечение арбутина из субстанции расти-
тельного происхождения. За основу была взята 
пробоподготовка из методики [11]. Около 1 г 
(точная навеска) сырья, измельченного до разме-
ров частиц, проходящих через сито с диаметром 
отверстий 1 мм, помещали в плоскодонную колбу 
вместимостью 250 мл, добавляли 100 мл 40%-ного 
этилового спирта и нагревали на водяной бане с 
обратным холодильником в течение 1 ч. Реакци-
онную смесь охлаждали, фильтровали через пять 
слоев марли в мерную колбу вместимостью 
 250 мл. Объем раствора доводили 40%-ным эти-
ловым спиртом до метки и перемешивали; 10 мл 
извлечения пропускали через нейлоновый мем-
бранный фильтр с размером пор 0,45 мкм. Далее  

2 мл полученного фильтрата и 0,1 мл раствора 
внутреннего стандарта помещали в мерную колбу 
вместимостью 10 мл и доводили до метки  
40%-ным этиловым спиртом, перемешивали. Рас-
твор использовали свежеприготовленным. 

Приготовление стандартного раствора. 
Около 0,1 г (точная навеска) рабочего стандартно-
го образца арбутина (EPRSCAS Number: 497−767, 
«Sigma-Aldrich») помещали в мерную колбу вме-
стимостью 100 мл, растворяли в 40%-ном этило-
вом спирте, доводили объем раствора до метки 
тем же растворителем, перемешивали. Концентра-
ция раствора − 1000 мкг/мл (раствор А). Затем  
1 мл раствора А вносили в мерную колбу вмести-
мостью 10 мл, добавляли 0,1 мл внутреннего стан-
дарта. Объем раствора доводили 40%-ным этило-
вым спиртом, перемешивали. Концентрация полу-
ченного раствора − 100 мкг/мл (раствор В). Рас-
твор использовали свежеприготовленным. 

Приготовление раствора внутреннего 
стандарта. В мерную колбу вместимостью 100 мл 
вносили 1 г фенолфталеина (не ниже 99%, «Хим-
реактив», Индия), растворяли в 80 мл 95%-ного 
этилового спирта. Объем раствора доводили до 
метки тем же растворителем. 

Содержание арбутина (X, %) в листьях толок-
нянки вычисляли по формуле 

( )
ст 0

0 ст

250 10 1 100 100%
100 2 100 10 100

S S а РX
W S S а

⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅
= ⋅ =

− ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅
  

( )
0 ст

0 ст

125 100%
100 100

а S S Р
W а S S

⋅ ⋅ ⋅
= ⋅

− ⋅ ⋅ ⋅
, 

где S – площадь основного пика на хроматограмме 
испытуемого раствора; 0S  – площадь основного пи-
ка на хроматограмме раствора стандартного образца; 

стS  – площадь пика внутреннего стандарта; a – 
навеска испытуемого образца, г; 0a  – навеска стан-
дартного образца арбутина, г; W – потеря в массе 
при высушивании, %; P – содержание основного 
вещества в стандартном образце арбутина, %. 
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Разработанный метод определения арбутина в 
листьях толокнянки характеризуется высокой спе-
цифичностью. 

Времена удерживания пика арбутина на хрома-
тограммах стандартного и испытуемого растворов 
совпадают с точностью более 99,0%. Эффективность 
хроматографической системы, рассчитанная по пику 
арбутина, составляет не менее 3000 теоретических 
тарелок; фактор асимметрии пика ‒ не менее 0,8 и не 
более 1,5; относительное стандартное отклонение 
времени удерживания при n = 5 не превышает 2,0%, 
площадей пиков ‒ не более 4%. 

Для определения линейности методики коли-
чественного определения арбутина готовили серии 
растворов образца арбутина. Концентрации варьи-
ровались от 5 до 200 мкг/мл. График зависимости 
аналитического сигнала как функции концентра-
ции арбутина представлен на рис. 3. 

Значение R2 составляет 0,9988, что подтвер-
ждает линейность методики количественного 
определения арбутина. 

Правильность методики количественного 
определения арбутина доказывали методом доба-

вок, путем прибавления точного количества арбу-
тина. Проводили по три параллельных определе-
ния для каждой добавки, прибавляя к анализируе-
мому раствору раствор арбутина таким образом, 
чтобы итоговая концентрация аналита находилась 
в линейном диапазоне концентраций (рис. 3).  

Результаты определения правильности мето-
дики количественного определения арбутина 
представлены в табл. 4. 

Таблица 4. Правильность определения арбутина в листьях толокнянки (S/Sст = 0,0044674)* 

Концентрация раствора добавки, 
мкг/мл Sдобавки/Sст Ожидаемое S/Sст Найдено S/Sст Открываемость, % 

25 0,0018677 0,0063351 0,0060233 95,1 

25 0,0019410 0,0064084 0,0064167 100,1 

25 0,0018715 0,0063389 0,0061542 97,1 

50,0 0,0038068 0,0082742 0,0079770 96,4 

50,0 0,0032446 0,0077120 0,0073293 95,0 

50,0 0,0033002 0,0077676 0,0079559 102,4 

100,0 0,0066444 0,0111118 0,0105651 95,1 

100,0 0,0067181 0,0111855 0,0109002 97,5 

100,0 0,006759 0,0112264 0,0113407 101,0 

П р и м е ч а н и е : * − в скобках приведены данные для арбутина, который содержится в водном извлечении из листьев то-
локнянки. 

Таблица 5. Метрологические характеристики разработанной методики 

f Х, % s Р, % t(p,f) ∆ A, % 

6 9,36 0,29 95 2,57 0,30 3,10 

 

 
Рис. 3. График зависимости аналитического сигнала от кон-
центрации арбутина 
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Из представленных данных видно, что откры-
ваемость колеблется в диапазоне 95−105%. 

В табл. 5 приведены метрологические данные 
разработанной методики. 

На основании полученных данных установ-
лено, что параметры аналитической методики, 
влияющие на достоверность результатов количе-
ственного определения арбутина в листьях толок-
нянки, достаточны и установлены правильно. 

Разработанная методика может быть реко-
мендована для определения содержания арбутина 
в листьях толокнянки в качестве альтернативы 
существующей фармакопейной титриметрической 
методике в ГФ РФ XIII. 

ВЫВОДЫ 
1. Разработана эффективная методика количе-

ственного определения арбутина в листьях 
толокнянки методом ВЭЖХ/МС. 

2. Оценены основные метрологические характе-
ристики разработанной методики. 

3. Показана высокая эффективность и перспек-
тивность разработанной методики, а также 
метода ВЭЖХ/МС для анализа субстанции 
растительного происхождения на содержание 
арбутина. 

4. Разработанная методика может быть предло-
жена для включения в ФС «Толокнянки 
обыкновенной листья» в последующих изда-
ниях Государственной фармакопеи РФ. 
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In the article the arbutin determination procedure in the bearberry's leaves is offered. As the method of determination modern, 
sufficciently sensitive, and effective method HPLC/MS was chosen. The conditions were selected, the main metrological characteristics 
were estimated. Mass-spectrometric conditions for determination of arbutin at mode multiple reactions monitoring (MRM) were internal 
standard (phenolphalein), fragmentor's voltage, energy of collision cell, precursor ion, product ion, drying gas temperature ‒ 320°C, 
pressure gas of nebulaizer – 40 psi, drying gas rate ‒ 10 l/min, capillar's voltage – 4 kV. Conditions of elution were selected: column 
Protecol C18 HPH125 (250x4,6 mm, 5 μm), gradient, elution rate.  Thereby, the procedure of quantitative determination of arbutin in 
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the bearberry's leaves with HPLC/MS was devised. The basic metrological characterisctics of the developed procedure were estimated. 
It has been shown that HPLC/MS and the developed procedure have high efficiency and prospects and can be recommended for  
arbutin content determination in medicinal raw plants. 
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For citation: Nikulin A.V., Okuneva M.V., Goryainov S.V., Potanina O.G. The development and validation of the arbutin determi-
nation procedure in the bearberry leaves by HPLC/МS. Problems of biological, medical and pharmaceutical chemistry. 2018; 
21(5):3−9. DOI: 10.29296/25877313-2018-05-01 

REFERENCES 
1. Kurkin V.A. Farmakognoziya: uchebnik dlya studentov farmacevticheskih vuzov (fakul'tetov). Samara. 2004. S. 620−624. 
2. Gosudarstvennaya Farmakopeya SSSR XI. Vyp. 2. M.: Medicina. 1990. S. 275−257. 
3. European pharmacopoeia-6th edition. Supplement 6.1. Strasburg: Counsil of Europe. 2010. Р. 3410−3411. 
4. British Pharmacopoeia. Volume III. Herbal drugs and herbal drug preparations. London: TSO. 2009. Р. 6762−6764. 
5. The Japanese Pharmacopoeia, fifteenth Edition. Tokyo: Pharmaceuticals and medicinal devices agency. 2006. Р. 1262−1263. 
6. Kovaleva T.Yu. Trebovaniya otechestvennoj i zarubezhnoj farmakopej po standartizacii list`ev toloknyanki oby`knovennoj // Farmaciya. 2011. № 5.  

S. 53−56. 
7. Lubsandorzhieva P.B. Badan tolstolistnyj. Ulan-Ude: Buryatskij nauchnyj centr SO RAN. 2003. S. 37−41. 
8. Ohrimenko L.P., Kalinkina G.I., Dmitruk S.E. Sravni¬tel'noe issledovanie toloknyanki, brusniki i blizkih k nim vidov, proizrastayushchih v respublike Saha 

(YAkutiya) // Himiya rastitel'nogo syr'ya. 2005. № 1. S. 31−35. 
9. Roznyatovskaya A.A., Senchenko S.P., Harahashyan A.A. Razrabotka i validaciya metodiki kolichestvennogo opredeleniya arbutina v brusniki list'yah i to-

loknyanki list'yah metodom kapillyarnogo ehlektroforeza // Sovre¬mennye problemy nauki i obrazovaniya. 2014. № 6. URL: www. Science-education.ru. 
10. Vanhaelen M., Vanhaelen-Fastre R. Quantitative determination of biologically active constituents in medicinal plant crude extracts by thin-layer chroma-

tography-densitometry // Journal of Chromatography. 1983. № 281. Р. 263−271. 
11. Kurkin V.A., Ryazanova T.K., Platonov I.A., Pavlova L.V. Kolichestvennoe opredelenie arbutina v list'yah toloknyanki obyknovennoj // Himiya rastitel'nogo 

syr'ya. 2015. № 1. S. 95−100. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Федеральное государственное бюджетное научное учреждение  
«Всероссийский научно-исследовательский институт  

лекарственных и ароматических растений» 
приглашает к сотрудничеству  

фармпроизводителей и сельхозпредприятия  
для совместного продвижения наших научных разработок. 

Мы предлагаем лекарственные фитопрепараты к производству  
и агротехнологии лекарственных и ароматических культур  

для выращивания в различных регионах России   
 
 

Тел. контакта: 8(495)388-55-09; 8(495)388-61-09; 8(495)712-10-45  
Fax:  8(495)712-09-18 

e-mail: vilarnii.ru 
www.vilarnii.ru   

 

ВОПРОСЫ БИОЛОГИЧЕСКОЙ, МЕДИЦИНСКОЙ И ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, №5, т.21, 2018 9 




