
Фармацевтическая химия 

ВОПРОСЫ БИОЛОГИЧЕСКОЙ, МЕДИЦИНСКОЙ И ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, №2, т.25, 2022 14 

УДК 582.912.46:543.42.062:543.545.2 https://doi.org/10.29296/25877313-2022-02-03 
 Коллектив авторов, 2022 

РАЗРАБОТКА И ВАЛИДАЦИЯ  
МЕТОДИКИ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ  
ФЕНОЛЬНЫХ СОЕДИНЕНИЙ И ХЛОРОГЕНОВОЙ КИСЛОТЫ  
В ГОЛУБИКИ БОЛОТНОЙ ЛИСТЬЯХ 

А.А. Шамилов  
к.фарм.н., доцент кафедры фармакогнозии, ботаники и технологии фитопрепаратов,  
Пятигорский медико-фармацевтический институт – филиал ФГБОУ ВО ВолгГМУ МЗ РФ (г. Пятигорск, Россия) 
E-mail: shamilovxii@yandex.ru  
В.Н. Бубенчикова  
д.фарм.н., профессор, зав. кафедрой фармакогнозии и ботаники,  
ФГБОУ ВО «Курский государственный медицинский университет» Минздрава России (г. Курск, Россия) 
E-mail: bubenhikova.ksmu@yandex.ru  
Е.Р. Гарсия  
преподаватель, кафедра фармакогнозии, ботаники и технологии фитопрепаратов, 
кафедра неорганической, физической и коллоидной химии,  
Пятигорский медико-фармацевтического институт – филиал ФГБОУ ВО ВолгГМУ МЗ РФ (г. Пятигорск, Россия) 
E-mail: x-pharm@mail.ru  
Х.А. Ибаева  
аспирант, кафедра фармакогнозии, ботаники и технологии фитопрепаратов,  
Пятигорский медико-фармацевтического институт – филиал ФГБОУ ВО ВолгГМУ МЗ РФ (г. Пятигорск, Россия) 
E-mail: ibaeva.hadizhat@mail.ru  
М.В. Ларский  
к.фарм.н., зав. кафедрой фармацевтической химии, 
Пятигорский медико-фармацевтический институт – филиал ФГБОУ ВО ВолгГМУ Минздрава России (г. Пятигорск, Россия) 
E-mail: m.v.larsky@pmedpharm.ru 

Актуальность. Современные требования к контролю качества лекарственного растительного сырья рекомендуют оценивать как 
суммарное содержание основных групп биологически активных соединений, так и содержание мажорных соединений. 
Цель исследования – разработка и последующая валидационная оценка методик количественного определения суммы фе-
нольных соединений и мажорного компонента хлорогеновой кислоты в голубике болотной листьях. 
Материал и методы. Количественное определение суммы фенольных соединений в голубике болотной листьях проводили ме-
тодом спектрофотометрии. Содержание хлорогеновой кислоты определяли методом капиллярного электрофореза с подтвержде-
нием результатов методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. Разработанные методики валидированы. 
Результаты. Разработаны и валидированы методики спектрофотометрического определения суммы фенольных соединений и 
количественного определения хлорогеновой кислоты методом капиллярного электрофореза. Содержание суммы фенольных со-
единений колебалось от 4,94±0,17%, до 9,09±0,17%, содержание хлорогеновой кислоты – от 1,75±0,08% до 4,34±0,16%. 
Выводы. Лекарственное растительное сырье – голубики болотной листья, предлагается стандартизировать по сумме феноль-
ных соединений и мажорному компоненту – хлорогеновой кислоте – методами спектрофотометрии и капиллярного электрофоре-
за. Установлен норматив содержания фенольных соединений в пересчете на хлорогеновую кислоту не менее 4,5%, определено 
содержание хлорогеновой кислоты не менее 1,5%. 
Ключевые слова: голубика болотная, листья, фенольные соединения, хлорогеновая кислота, спектрофотометрия,  
капиллярный электрофорез. 
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Современная концепция стандартизации ле-
карственного растительного сырья (ЛРС) преду-
сматривает обоснование выбора основного соеди-
нения, которое может являться маркером данного 
вида и даже рода – источника ЛРС, обуславливать 

фармакологическое действие или являться мажор-
ным компонентом [1]. Листья голубики болотной – 
перспективный источник биологически активных 
соединений, таких как флавоноиды (производные 
кверцетина, лютеолина), гидроксикоричные кис-
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лоты (коричная, хлорогеновая, кофейная), кума-
рины (дигидрокумарин, умбеллиферон); сапони-
ны, в том числе урсоловая кислота, α-амирин; сте-
роидные соединения, в том числе ситостерин; кар-
боновые кислоты (пальмитиновая, левулиновая, 
малоновая и лимонная кислоты); свободные и свя-
занные сахара, макро- и микроэлементы, амино-
кислоты [2–7]. Листья наряду с плодами оказыва-
ют антикатарактальное, антидиабетическое, гепа-
топротекторное, иммуномодулирующее [8], моче-
гонное и актопротекторное [9] действия. Для 
дальнейшей разработки лекарственных средств на 
основе субстанций из листьев голубики болотной 
и включения их в Государственный реестр лекар-
ственных средств необходимо разработать мето-
дики стандартизации и регламентировать нормы 
качества сырья. 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  – разработка 
методик стандартизации голубики болотной ли-
стьев и их валидация. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Объектами исследования служили образцы 

листьев голубики болотной Vaccinium uliginosum L., 
собранные в нескольких регионах Российской Фе-
дерации в фазу плодоношения. Образцы сушили 
воздушно-теневым способом. 

Методику разрабатывали на образце сырья, 
собранном в Куйвозовском сельском поселении 
Ленинградской области (август 2019 г.). Были по-
добраны оптимальные условия пробоподготовки 
для извлечения максимального количества фе-
нольных соединений. 

Количественный анализ суммы фенольных 
соединений проводили методом спектрофотомет-
рии (СФ) в диапазоне длин волн 200–400 нм. 
Спектры поглощения измеряли на спектрофото-
метре СФ-2000 (ЗАО «ОКБ СПЕКТР», Россия). 
Использовали стандартный образец хлорогеновой 
кислоты (Chlorogenic acid CRS, code: Y0000569, 
97.1%, Ph. Eur. Reference Standard). Расчет количе-
ственного содержания выполняли, используя ве-
личину удельного показателя светопоглощения 
хлорогеновой кислоты в спирте этиловом 70%-
ном согласно ФС.2.5.0019.15 «Крапивы двудом-
ной листья» [10] или с использованием оптиче-
ской плотности раствора стандартного образца 
(СО) хлорогеновой кислоты в спирте этиловом 
70%-ном (0,01 мг/мл). 

Количественное содержание хлорогеновой 
кислоты определяли методом капиллярного элек-

трофореза (КЭ) с использованием системы капил-
лярного электрофореза Капель 105М (ОАО 
«Люмэкс-маркетинг», Россия) с кварцевым капил-

ляром (диаметр капилляра 75 мкм, общ

эф

50
60

L
L

=  см). 

Предварительно капилляр промывали, выполняли 
подготовку буферного и испытуемого растворов 
[11]. Для выбора оптимальных условий разделения 
хлорогеновой кислоты от сопутствующих соеди-
нений в извлечении меняли параметры анализа: 
использовали боратный буферный раствор с рН 
8,8–9,8, концентрациями 50, 25 и 10 мМ, при 
напряжении 10, 15, 20 и 25 кВ. Температура в ка-
пилляре +20 °С, ввод пробы осуществляли гидро-
динамически при 150 мбар·с; детектирование – 
при длине волны 254 нм. Количественное содер-
жание хлорогеновой кислоты рассчитывали с ис-
пользованием уравнения зависимости аналитиче-
ского сигнала от концентрации СО хлорогеновой 
кислоты. 

Для подтверждения полученных результатов 
количественного определения хлорогеновой кисло-
ты использовали обращенно-фазовый вариант 
ВЭЖХ. Исследование проводили на хроматографе 
«Стайер» (НПО Аквилон, Россия), снабженном 
УФ-детектором. Для разделения применяли колон-
ку Luna C18 (2) 150×4,6 мм, заполненную октаде-
цилсиликагелем с размером частиц 5 мкм. Опреде-
ление проводили в изократическом режиме элюи-
рования с использованием подвижной фазы ацето-
нитрил – 0,5%-ный водный раствор муравьиной 
кислоты (20:80), детекцию пиков осуществляли при 
длине волны 330 нм. Перед введением 1,0 мл ис-
ходного извлечения голубики болотной листьев 
помещали в мерную колбу вместимостью 10 мл и 
доводили до метки подвижной фазой. Объем вво-
димой пробы составлял 20 мкл, температура колон-
ки и образца – 20 °С. Параллельно в тех же услови-
ях проводили анализ растворов СО кислоты хлоро-
геновой (диапазон концентраций 0,000796–
0,009552%). Количественное содержание хлороге-
новой кислоты рассчитывали по уравнению зави-
симости аналитического сигнала от концентрации 
стандартного образца, полученного при анализе се-
рии растворов СО хлорогеновой кислоты. 

Валидационную оценка разработанной мето-
дики проводили по показателям специфичность, 
линейность, прецизионность и правильность в 
пределах аналитической области [10–13]. 

Статистическую обработку результатов вы-
полняли в Microsoft Excel 2016. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
На начальном этапе были подобраны опти-

мальные условия получения извлечения из листьев 
голубики болотной с максимальным содержанием 
суммы фенольных соединений (табл. 1). 

Методика получения извлечения из голубики 
болотной листьев. Точную навеску сырья с раз-
мером частиц 1 мм в количестве 1,0 г помещают в 
коническую колбу вместимостью 250 мл, добавля-
ют спирт этиловый объемом 50 мл, колбу закрыва-
ют пробкой и взвешивают. Экстракцию ведут в те-
чение 30 мин с момента закипания экстракционной 
смеси на водяной бане с температурой 80–90 °С в 
ней и подключенным обратным холодильником. 
После окончания экстракции и охлаждения полу-
ченного извлечения до комнатной температуры по-
терю спирта этилового 70%-ного восполняют до 
первоначальной массы, взвешивая колбу с извлече-
нием. Извлечение пропускают через бумажный 
фильтр (раствор А). Далее 2 мл раствора А поме-
щают в мерную колбу вместимостью 25 мл, дово-
дят до метки спиртом этиловым 70%-ным и пере-
мешивают (раствор Б). Затем 2 мл раствора Б по-
мещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, до-
водят до метки спиртом этиловым 70%-ным и пере-

мешивают (раствор В). Максимум светопоглоще-
ния испытуемого извлечения (раствор В) наблюда-
ют при длине волны 328±2 нм. 

В указанных условиях были получены извле-
чения из листьев голубики болотной, собранных 
из 5 мест естественного произрастания (рис. 1), и 
рассчитано количественное содержание суммы 
фенольных соединений (табл. 2). 

Методом УФ-спектрофометрии в голубики 
болотной листьях определено количественное со-
держание суммы фенольных соединений от 4,94 
до 9,09% в пересчете на хлорогеновую кислоту в 
абсолютно сухом сырье (табл. 2). 

Методом капиллярного электрофореза уста-
новлено присутствие хлорогеновой кислоты как 
мажорного компонента в тех же извлечениях (рас-
творы Б) по совпадению времени миграции пика 
СО хлорогеновой кислоты. Были подобраны оп-
тимальные условия разделения пика хлорогеновой 
кислоты от сопутствующих веществ (табл. 3). При 
выборе рН буферного раствора остальные условия 
не изменялись (напряжение +20 кВ, концентрация 
натрия тетрабората 10 мМ). При выборе концен-
трации натрия тетрабората и напряжения исполь-
зовали буферный раствор с рН 9,2. 

Таблица 1. Результаты подбора оптимальных условий получения извлечения  
для оценки показателя «количественное определение» из голубики болотной листьев 

Условия экстрагирования 
Содержание суммы фенольных соединений  

в пересчете на хлорогеновую кислоту  
в воздушно-сухом сырье, % 

Степень измельченности сырья, мм 1 9,09±0,17 

2 8,33±0,16 

3 7,39±0,11 

Время экстракции, мин 30 9,09±0,17 

60 9,09±0,41 

90 8,95±0,11 

120 8,33±0,18 

Экстрагент Вода очищенная 8,42±0,32 

Спирт этиловый 40%-ный 8,22±0,17 

Спирт этиловый 70%-ный 9,09±0,17 

Спирт этиловый 96%-ный 6,72±0,32 

Соотношение сырье:экстрагент 1:25 7,87±0,22 

1:50 9,09±0,17 

1:100 9,08±0,26 
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                                                       а)                                                                                              б) 

Рис. 1. УФ-спектры: а – водно-спиртового извлечения из листьев голубики болотной (1 – деревня Шамокша, Ленинградская об-
ласть; 2 – гора Иремель, Челябинская область; 3 – гора Малый Иремель, Челябинская область; 4 – село Визимьяры, Республика Ма-
рий Эл; 5 – Куйвозовское сельское поселение, Ленинградская область); б –раствора СО хлорогеновой кислоты (0,01 мг/мл) 

Таблица 2. Результаты количественного определения суммы фенольных соединений  
в пересчете на хлорогеновую кислоту и хлорогеновой кислоты  
в образцах голубики болотной листьев 

Образец 
Содержание суммы  

фенольных соединений в пересчете  
на хлорогеновую кислоту х х± ∆ , % 

Содержание  
хлорогеновой кислоты 

х х± ∆ , % 

Ленинградская область, Всеволожский район,  
Куйвозовское сельское поселение 

9,09±0,17 4,34±0,16 

Гора Иремель (Челябинская область) 5,72±0,14 1,75±0,08 

Гора Малый Иремель (Челябинская область) 7,03±0,23 1,83±0,09 

Ленинградская область, Лодейнопольский район,  
деревня Шамокша 

4,94±0,17 1,87±0,06 

Республика Марий Эл, поселок Визимьяры (Пятиозерье) 7,88±0,25 4,01±0,12 

Таблица 3. Результаты подбора оптимальных условий количественного определения  
хлорогеновой кислоты методом капиллярного электрофореза 

Эффективность, тыс. теоретических тарелок 

рН 8,6  рН 8,8  рН 9,0  рН 9,2 рН 9,4 рН 9,6 

67 88 121 132 49,6 78 

рН 9,8 25 мМ 50 мМ +10 кВ +15 кВ +25 кВ 

37 153 221 137 95 58 
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Согласно полученным результатам, анализ 
извлечения из голубики болотной листьев опти-
мально проводить в боратном буферном растворе 
с концентрацией 10 мМ и рН 9,2, напряжение на 
электродах +20 кВ. Несмотря на самую высокую 
эффективность пика хлорогеновой кислоты при 
использовании боратного буферного раствора с 
концентрацией 50 мМ, наблюдали неэффективное 
разделение пика с сопутствующим соединением.  
К тому же высокие концентрации ведущего элек-
тролита перегружают систему и способствуют 
уширению пиков [14]. Использование напряжения 

меньше +20 кВ ведет к значительному увеличе-
нию времени анализа без заметного улучшения 
эффективности пика. 

В указанных условиях были проанализирова-
ны извлечения из листьев голубики болотной (рас-
твор Б), собранных из 5 мест естественного произ-
растания (рис. 2), и рассчитано количественное 
содержание суммы хлорогеновой кислоты по 
уравнению зависимости аналитического сигнала 
от концентрации стандартного образца в аналити-
ческой области концентраций от 0,005–0,34 мг/мл 
(табл. 2, рис. 3). 

   
                                                    а)                                                                                              б) 
 

   
                                                       в)                                                                                               г) 
 

   
                                                       д)                                                                                               е) 

Рис. 2. Электрофореграммы водно-спиртовых извлечений из листьев голубики болотной: а – Куйвозовское сельское поселение, Ленин-
градская область; б – гора Иремель, Челябинская область; в – гора Малый Иремель, Челябинская область; г – деревня Шамокша, Ле-
нинградская область; д – село Визимьяры, Республика Марий Эл; е – электрофореграмма СО хлорогеновой кислоты (0,05 мг/мл) 
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Рис. 3. График зависимости аналитического сигнала от концен-
трации стандартного образца для расчета содержания хлороге-
новой кислоты методом капиллярного электрофореза 

 
 
Методом капиллярного электрофореза в голу-

бики болотной листьях определено количественное 
содержание хлорогеновой кислоты, что составило от 
1,75 до 4,34% в пересчете на хлорогеновую кислоту 
в абсолютно сухом сырье (см. табл. 2). 

Методики количественного определения 
суммы фенольных соединений в пересчете на хло-
рогеновую кислоту методом спектрофотометрии и 
количественного определения хлорогеновой кис-
лоты методом капиллярного электрофореза вали-
дировали по показателям специфичность, линей-
ность, прецизионность на двух уровнях: 1) повто-
ряемость, внутрилабораторная прецизионность;  
2) правильность (табл. 4). 

Специфичность методик (СФ и КЭ) подтвер-
ждали при сравнении спектров раствора СО хло-
рогеновой кислоты и извлечения из голубики бо-
лотной листьев (рис. 1) и времени миграции пика 
хлорогеновой кислоты в извлечении и СО хлоро-
геновой кислоты (рис. 2). 

Основываясь на результатах исследования, 
возможно установить предел количественного со-
держания суммы фенольных соединений в пере-
счете на хлорогеновую кислоту в голубике болот-
ной листьях не менее 4,5% и предел количествен-
ного содержания хлорогеновой кислоты – не ме-
нее 1,5% и включить эти показатели в проект нор-
мативного документа на данный вид ЛРС. 

Для подтверждения результатов, полученных 
с помощью КЭ, образец сырья, используемый при 
валидации методики, анализировали методом 
ВЭЖХ. Типичная хроматограмма представлена на 
рис. 4,а, хроматограмма раствора стандартного 
образца хлорогеновой кислоты – на рис. 4,б. 

Как следует из представленных данных, на 
хроматограмме растительного экстракта наблюда-
ется основной пик со временем удерживания 3,06 
мин, совпадающий со временем удерживания пика 
на хроматграмме раствора СО кислоты хлорогено-
вой. В диапазоне концентраций 0,000796–
0,009552% соблюдалась линейная зависимость 
между концентрацией кислоты хлорогеновой и 
площадью пика на хроматограмме (рис. 5). 

По данным рис. 5, линейная зависимость опи-
сывается уравнением вида у = bx + a, где b = 
545741; а = 18,041; коэффициент корреляции со-
ставляет 0,99. Линейный регрессионный анализ 
методом наименьших квадратов показывает стати-
стическую незначимость коэффициента а, что 
свидетельствует об удовлетворительной правиль-
ности методики. Полученный график линейности 
использовали для расчета количественного содер-
жания хлорогеновой кислоты в голубики болотной 
листьях. Результаты установления количественно-
го содержания в пересчете на сухое сырье пред-
ставлены в табл. 5. 

Таблица 4. Валидационная оценка методик количественного определения суммы фенольных соединений  
и хлорогеновой кислоты в голубики болотной листьях 

Показатель 

Количественное определение  
суммы фенольных соединений  

в пересчете  
на хлорогеновую кислоту 

Количественное определение  
хлорогеновой кислоты 

Параметр,  
норматив  
[10–13] 

Линейность   0,0471 0,000003y x= +  
0,99R =  

9413,5 7,0339y x= +  
0,99R =  

0,999R ≥   

Прецизионность, повторяемость ( )% 1,90ε =  ( )% 3,73ε =   ( )% 5%ε ≤   

Внутрилабораторная прецизионность ( )RSD % 1,81– 3,00=  ( )RSD % 2,84 – 4,09=   ( )RSD % 10≤   

Правильность 1,07<2,31 0,55<2,31 ( )выч таб ,  t t Р f<  
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а) 

 
б) 

Рис. 4. Хроматограммы: а – извлечения из голубики болотной листьев; б – 0,003184% раствора СО хлорогеновой кислоты 

 
Рис. 5. График линейной зависимости площади пика от концентрации раствора СО кислоты хлорогеновой 
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Таблица 5. Результаты количественного определения хлорогеновой кислоты  
в голубике болотной листьях методом ВЭЖХ 

№ 
п/п Навеска, г Площадь пика  

хлорогеновой кислоты, мВ·с Найдено, % Метрологические характеристики 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

1,0040 

1,0028 

1,0098 

1,0017 

1,0022 

1,0016 

4178,81 

4243,02 

4415,21 

4101,21 

4086,12 

4012,11 

4,13 

4,19 

4,36 

4,05 

4,03 

3,96 

X = 4,12 

xS = 0,142267 

xS = 0,05808 

х∆ = 0,15 

ε = 3,62% 

 
 
Полученные результаты свидетельствуют, 

что среднее содержание хлорогеновой кислоты в 
исследуемом образце составляет 4,12±0,15% (от-
носительная погрешность определения ±3,62%), 
что сопоставимо с результатами КЭ.  

ВЫВОДЫ 
Для стандартизации листьев голубики болот-

ной разработана методика спектрофотометриче-
ского определения суммы фенольных соединений, 
определены условия проведения экстракции: 
навеска сырья 1,0 г, объем экстрагента 50 мл, сте-
пень измельчения сырья 1 мм, экстрагент – спирт 
этиловый 70%-ный, время экстракции – 30 мин. 

Обоснован выбор мажорного компонента – 
хлорогеновой кислоты, количественное определе-
ние которой предложено проводить с применени-
ем сепарационного метода анализа – капиллярного 
электрофореза. Результаты, полученные методом 
капиллярного электрофореза, воспроизводятся вы-
сокоточным методом – высокоэффективной жид-
костной хроматографией. Установлены валидаци-
онные характеристики разработанных методик. 
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Relevance. The modern requirements of qualitative control of medicinal plant raw material recommends to evaluate total amount of 
biological active compounds and amount of major substances. 
Aim. Investigation and validation of quantitative analysis of total amount of phenolic compounds and major substance chlorogenic acid 
in the Vaccinium uliginosum leaves. 
Materials and methods. Quantitative analysis of total amount of phenolic compounds in the V. uliginosum leaves was carried out by 
spectrophotometry. Amount of chlorogenic acid was measured by capillary electrophoresis as main method and by high-performance 
liquid chromatography as comparative method. Developed methods were validated. 
Results. We investigated and validated methods of spectrophotometric analysis of total amount of phenolic compounds and quantita-
tive analysis of chlorogenic acid by capillary electrophoresis. Total amount of phenolic compounds were 4.94±0.17% – 9,09±0,17%, 
amount of chlorogenic acid – 1.75±0.08% – 4.34±0.16% 
Conclusions. Medicinal plant raw material – Vaccinium uliginosum leaves –are recommended to be standardized by total amount of 
phenolic compounds and amount of major substance – chlorogenic acid - using spectrophotometry and capillary electrophoresis re-
spectively. Total amount of phenolic compounds calculated to g chlorogenic acid at 100 g of raw material should be no less 4.5%, 
amount of chlorogenic acid – no less 1.5%. 
Key words: Vaccinium uliginosum, leaves, phenolic compounds, chlorogenic acid, spectrophotometry, capillary electrophoresis. 
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В книге представлены обобщенные материалы многолетних исследований Всероссиийского 
научно-исследовательского института лекарственных и ароматических растений, связанные с 
разработкой технологий возделывания лекарственных культур в различных почвенно-
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ращиванию лекарственных культур: описана их биология, медицинское значение, особенно-
сти агротехники и семеноводства, приведены данные по новым сортам и требования к каче-
ству получаемого сырья. Указаны основные вредители и болезни лекарственных растений, 
обозначены условия достижения оптимальной фитосанитарной обстановки в агробиоценозах. 
Данная книга рассчитана на широкий круг читателей: агрономов и фермеров, занимающихся 
возделыванием лекарственных культур, научных сотрудников, специализирующихся в обла-
сти лекарственного растениеводства, ее материалы также могут быть полезны для студентов, 
аспирантов и преподавателей высших учебных заведений агрономического и фармацевтиче-
ского профиля подготовки. 

По вопросам приобретения книг и монографий обращаться в ФГБНУ ВИЛАР: 
117216, г. Москва, ул. Грина, д. 7; +7 (495) 338-11-09; e-mail: vilarnii@mail.ru 

http://vilarnii.ru/institute/our-publications/ 
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