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Резюме
Введение. Субстанции растительного происхождения проявляют разнообразную фармакологическую активность в сочетании с 
относительно низкой токсичностью и частотой проявления побочных эффектов. В связи с этим, перспективным направлением является 
стандартизации субстанций растительного происхождения в процессе разработки новых растительных препаратов.
Цель. Качественное и количественное определение индивидуального кумарина в сухом экстракте донника лекарственного. 
Материалы и методы. В качестве объекта исследований использовали субстанцию – сухой экстракт донника лекарственного травы. 
Определение индивидуального кумарина проводили методом высокоэффективной жидкостной хроматографии.
Результаты и обсуждение. В результате проведенных исследований на основании сопоставления времен удерживания пробы с 
временем удерживания стандартного образца кумарина в исследуемом образце сухого экстракта методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии был идентифицирован кумарин. Содержание кумарина в сухом экстракте составило 0,642 ± 0,007 %.
Заключение. Полученные данные о качественном и количественном содержании кумарина в сухом экстракте донника лекарственного 
были использованы в разработке проекта спецификации показателей качества. 

Ключевые слова: донник лекарственный, сухой экстракт, кумарин, высокоэффективная жидкостная хроматография, качественный 
анализ, количественный анализ
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Abstract
Introduction. Substances of plant origin exhibit a variety of pharmacological activity in combination with a relatively low toxicity and frequency 
of side effects. In this regard, a promising direction is the standardization of substances of plant origin in the development of new herbal medicinal 
products.
Aim. Qualitative and quantitative determination of individual coumarin in a dry extract of Melilotus оfficinalis L.
Materials and methods. A dry extract of the Melilotus officinalis L. was used as an object of research. Determination of individual coumarin was 
carried out by high-performance liquid chromatography.
Results and discussion. As a result of the research, coumarin was identified by high performance liquid chromatography based on comparison 
of retention times of the sample with retention times of a standard sample of coumarin in the sample of dry extract under research. The coumarin 
contents in the dry extract was 0.642 ± 0.007 %.
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Conclusion. The data obtained on the qualitative and quantitative content of coumarin in the dry extract of Melilotus оfficinalis L. were used in the 
development of the draft version specification of quality indicators. 
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ВВЕДЕНИЕ
Зарубежный и отечественный фармацевтический 

рынок характеризуется тенденцией к увеличению по-
требительского интереса к лекарственным средст- 
вам растительного происхождения. Расширение сы-
рьевой базы лекарственных растений объясняется 
относительно низкой частотой побочных явлений и 
возможностью длительного приема лекарственных 
растительных препаратов [1–3]. В связи с чем, особое  
внимание следует уделять изучению химического сос- 
тава лекарственных растений, стандартизации ле-
карственных субстанций растительного происхожде-
ния, разработке эффективных технологий получения 
лекарственных препаратов на их основе [4–7]. Сре-
ди лекарственного растительного сырья (ЛРС) пер-
спективным объектом изучения является донник 
лекарственный.

Донника лекарственного трава впервые включе-
на в Государственную Фармакопею 13 издания. При 
качественном анализе донника лекарственного тра-
вы были выявлены кумарины, флавоноиды, фенол-
карбоновые кислоты, сапонины, полифенолы. В пред-
варительных фармакологических исследованиях у 
извлечений из травы донника лекарственного бы-
ли установлены обезболивающий, противовоспали-
тельный, капилляроукрепляющий эффекты. Однако 
до настоящего времени на фармацевтическом рынке 
практически отсутствуют лекарственные средства на 
основе экстрактов из донника лекарственного [8–10].

Цель работы. Качественное и количественное 
определение индивидуального кумарина в сухом 
экстракте донника лекарственного.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы. Стандартный образец (СО) кумарина 

(CAS 91-64-5, ≥98 %), спирт (ГОСТ Р 51652-2000), вода 
очищенная (ФС.2.2.0020.15 «Вода очищенная»), ацето-
нитрил для высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии (ВЭЖХ) (gradient grade, ≥99,9 %), кислота 
ортофосфорная 85 % (ГОСТ 6552-58).

Объектом исследования являлась субстанция –  
сухой экстракт донника лекарственного, представля-
ющий собой порошок темно-коричневого цвета, с ха-
рактерным запахом, горького вкуса.

Методы. Качественное и количественное опре- 
деление кумарина проводили методом ВЭЖХ (Shimad-
zu LC-20, SPD-M20A, снабженным диодно-матричным 
детектором.

Хроматографические условия: колонка Intersil 
ODS3, 250 × 4,6 мм, 5 мкм (Phenomenex, США); под-
вижная фаза 0,1 % кислота ортофосфорная/ацетонит- 
рил в соотношении 75/25; скорость потока 1  мл/мин; 
объем пробы 20 мкл; температура колонки 40 °С; дли-
на волны 275 нм.

Приготовление стандартного раствора кума-
рина: раствор готовили путем растворения кумари-
на в 96 % этиловом спирте. Точную навеску СО кума-
рина помещали в мерную колбу вместимостью 10  мл  
и доводили до метки 96 % этиловым спиртом. Раство-
ры перемешивали. Получали растворы с содержани-
ем стандартного вещества 9,5 мг (исходный раствор). 
Стандартный раствор готовили непосредственно пе-
ред анализом путем разбавления исходных растворов 
водой очищенной до концентраций 0,0095 мг/мл.

Подготовка пробы испытуемого образца. Точ-
ную навеску сухого экстракта донника лекарствен-
ного травы помещали в мерную колбу вместимостью 
10 мл, прибавляли 1 мл этилового спирта 96 %, дово-
дили объём раствора до метки водой очищенной, пе-
ремешивали и фильтровали. Все растворы фильт- 
ровали через мембранный фильтр Nylon с диамет- 
ром пор 0,45  мкм (Perkin Elmer, США) и записывали 
хроматограммы.

Количественное обнаружение кумарина проводи-
ли методом внешнего стандарта. Подготовку раство-
ра СО кумарина и пробы испытуемого образца про-
водили по методики, описанной выше.

Содержание кумарина в сухом экстракте пересче-
те на стандарт в процентах (X) вычисляли по фор- 
муле 1:
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где Сст и Со – концентрация стандарта и испытуемо-
го вещества, г/мл; Sст – площадь пика стандарта, mV/с; 
Sх  – площадь пика вещества в сухом экстракте, mV/с; 
P  – содержание вещества в стандартном образце, %;  
W  – потеря в массе при высушивании сухого экст- 
ракта, %.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для получения сухого экстракта донника лекарст- 

венного травы, содержащего кумарин, навеску ле-
карственного растительного сырья, измельченного 
на электро траво- и корнерезке (ТУ 37-53 тип 622-1-М,  
Россия) до размера частиц 0,5–1,0 мм, загружали в  
емкость, заливали экстрагентом – этиловый спирт 
65 % в соотношении сырье–экстрагент 1 : 20. Экстра-
гирование осуществляли методом мацерации в ульт-
развуковой бане (ПСБ-2835-05 ПСБ-Галс, Россия) при 
температуре 75 °С, время экстрагирования – 25 минут. 
Полученное извлечение отстаивали при температу-
ре не выше 8  °С в течение 2 суток, отфильтровывали. 
Сушку экстракта проводили в сушильном шкафу (Смо-
ленское СКТБ СПУ, Россия) при температуре 55–60  °C  
до остаточного влагосодержания в экстракте не бо-
лее 5 %. Сухой экстракт измельчали и просеивали че-
рез сито 1,0 мм [11]. 

На рисунке 1 представлена хроматограмма стан-
дартного образца кумарина. 

Результаты хроматографического исследования 
пробы испытуемого образца представлены на ри- 
сунке 2.

Идентификацию кумарина проводили путем со-
поставления времен удерживания пика, полученного 
на хроматограмме пробы с временем удерживания 
стандартного образца кумарина, а также спектров 
поглощения соответствующих пиков (рисунок 3).

Время удерживания пика стандартного образ-
ца кумарина составляло 19,39 мин, на хроматограмме 
исследуемого образца сухого экстракта наблюдается 

пик с временем удерживания 19,42 мин, относитель-
ная погрешность времен составляет 0,2 %, что по-
зволяет идентифицировать пик как кумарин. Спект- 
ры, полученные для указанных пиков, совпадают по 
положению максимумов поглощения, что подтверж- 
дает идентификацию пика, как кумарин. 

Рисунок 1. Xрoматограммa СО кумарина

Figure 1. Chromatogram of coumarin

Рисунок 2. Xрoматограммa BЭЖX сухого экстракта донника 
лекарственного

Figure 2. HPLC chromatogram of a dry extract of Melilotus offici-
nalis L.

Рисунок 3. Спектр СО кумарина и сухого экстракта донника лекарственного

Figure 3. Spectrum of coumarin and dry extract of Melilotus officinalis L.
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Результаты количественного определения кума-
рина в сухом экстракте донника лекарственного пред-
ставлены в таблице 1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований мето-

дом ВЭЖХ с использованием раствора свидетеля (СО 
кумарина) в сухом экстракте донника лекарственно- 
го установлено наличие кумарина. 

Методом ВЭЖХ установлено, что сухой экстракт 
донника лекарственного содержит 0,642 ± 0,007 % 
кумарина.
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Таблица 1. Количественное содержание кумарина в сухом экстракте донника лекарственного

Table 1. Quantitative content of coumarin in the dry extract of Melilotus оfficinalis L.

Наименование 
вещества

Ingredient name

t
–

cт, мин

t
–

cт, min

t
–

х, мин

t
–

х, min
S
–
 cт, mV/с Sх, mV/с

Coдержaниe вeщеcтвa  
в сухом экстракте, %

Substance content  
in the dry extract, %

Мeтpoлогичecкая 
xаpактеристикa рeзультатoв

Metrological characteristics 
of the results

Кумарин
Coumarin

19,393 19,417 914281
648886 
642695 
639902

0,647
0,641
0,638

X = 0,642 ± 0,007

S2 = 0,00014 
S = 0,011

S
–
 x = 0,0089 
ε, % = 1,19

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods
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