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Резюме
Введение. Для внедрения в фармацевтическую практику предлагается трава манжетки с целью получения экстрактов, обладающих 
различными видами фармакологической активности. Для расширения сырьевой базы манжеток предложено использовать 
культивируемое растение с высокой биомассой – манжетку мягкую (Alchemilla mollis (Buser) Rothm.). Трава манжетки мягкой по 
качественным и количественным характеристикам химического состава сопоставима с образцами сырья дикорастущих манжеток. 
Наличие хемотаксономических особенностей обуславливает необходимость подготовки нормативной документации для внедрения 
данного растения в качестве источника лекарственного сырья. 
Цель. Цель исследования разработка методики оценки основной группы БАВ и количественного определения флавоноидов в траве 
манжетки мягкой. 
Материалы и методы. В качестве объектов исследования использовали образцы травы манжетки мягкой, заготовленной от 
культивируемых на территории Пермского края растений. Хроматографические параметры подлинности сырья определяли методом 
тонкослойной хроматографии (ТСХ). Для разработки параметров количественного определения суммы флавоноидов в траве манжетки 
мягкой осуществляли модификацию методики предложенной для травы манжетки.
Результаты и обсуждение. При проведении хроматографического исследования в траве манжетки мягкой идентифицированы 
цинарозид, рутин, кверцетин. К маркерным веществам травы манжетки мягкой отнесён цинарозид. В качестве оптимальной 
хроматографической системы выбрана этилацетат : уксусная кислота (85 : 15). Проведена модификация и валидация методики 
количественного определения флавоноидов в траве манжетки. Обоснована смена экстрагента, размера частиц, времени и кратности 
экстракции для проведения пробоподготовки и использование цинарозида в качестве стандартного вещества. Установлены оптимальные 
условия реакции комплексообразования с алюминия хлоридом.
Заключение. Для определения подлинности травы манжетки мягкой предложено использовать идентификацию цинарозида 
методом ТСХ. Модифицированная методика количественного определения суммы флавоноидов в пересчёте на цинарозид для травы 
манжетки мягкой, воспроизводима, правильна и может быть использована для стандартизации. При апробации методики на образцах 
сырья, заготовленных в Пермском крае, установлен диапазон значений содержания флавоноидов 3,14–4,84 %, со средним уровнем 
вариабельности.
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Abstract
Introduction. Alchemilla herb is proposed for introduction into pharmaceutical practice, for obtaining extracts with various pharmacological 
activity. To expand, resource base of Alchemilla it has been proposed to use a high biomass cultivated plant – Alchemilla mollis (Buuser) Rothm. 
In terms of qualitative and quantitative characteristics of the chemical composition Alchemilla mollis herb is comparable to the samples of raw 
materials of wild-growing Alchemilla. The presence of chemotaxonomic features necessitates the preparation of regulatory documentation for the 
introduction of this plant as a source of medicinal raw materials.
Aim. Development of a methodology for assessing the main group of biologically active substances and the quantitative determination of 
flavonoids in Alchemilla mollis herb.
Materials and methods. As objects of study, we used Alchemilla mollis herb harvested from plants cultivated in the Perm Krai. The chromatographic 
parameters of raw material authenticity were determined by thin layer chromatography (TLC). To develop the parameters for the quantitative 
determination of flavonoids in Alchemilla mollis herb, a modification of the method proposed for Alchemilla herb was carried out.
Results and discussion. During chromatographic study of Alchemilla mollis herb were identified cinaroside, rutin, and quercetin. Cynaroside 
was referred to the marker substances. Ethyl acetate : acetic acid (85 : 15) was chosen as the optimal chromatographic system. A modification and 
validation of the method for the quantitative determination of flavonoids in Alchemilla herb was carried out. The change of the extractant, particle 
size, time and frequency of extraction for sample preparation and the optimal use of cynaroside as a standard substance are substantiated. The 
optimal conditions for the reaction of complex formation with aluminum chloride are established.
Conclusion. To determine the authenticity of Alchemilla mollis herb, it was proposed to use the identification of cynaroside by TLC. The modified 
method for the quantitative determination of flavonoids in terms of cynaroside for the Alchemilla mollis herb, reproducible, correct and can be 
used for standardization. When testing the methodology on samples of raw materials harvested in the Perm region, a range of values for the 
content of flavonoids was 3.14–4.84 %, with an average level of variability.
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ВВЕДЕНИЕ 
В настоящее время для внедрения в фармацевти-

ческую практику предлагается трава манжетки обык-
новенной (Alchemilla vulgaris L. s. I) сем Розоцветные 
(Rosaceae). Водные экстракты, получаемые из данного 
вида сырья, проявляют гипогликемическую и гипо- 
липидемическую [1], иммуномодулирующую [2], ней- 
ропротекторную [3] активности. Для спиртовых экст- 
рактов травы манжетки выявлены противомикроб-
ный  [4, 5] и гемореологический [6], гепатопротектор-
ный [7], дерматопротективный [8, 9] эффекты. Соглас-
но данным литературы преобладающими группами 
биологически активных веществ (БАВ) в траве ман-
жетки являются флавоноиды производные лютеоли-
на и кверцетина [10, 11].

Стандартизацию травы манжетки предлагают  
проводить по содержанию различных групп БАВ. 
В качестве химических маркеров для стандартиза-
ции (идентификации) сырья предложены рутин, ги-
перозид, галловая и кофейная кислоты, агримониин, 
пролин, оксилизин [6]. Для количественного анали-
за предложены методики определения флавоноидов 

дифференциальной спектрофотометрией с использо-
ванием в качестве стандартного образца рутина  [12], 
цинарозида [13], кверцетина [14]. В работе Ж. С. Ле- 
совой с соавторами [15] предложена методика оцен-
ки содержания флавоноидов как суммы 7-О-гликози-
дов в пересчете на лютеолин-7-гликозид и 3-О-гли-
козидов в пересчете на кверцетин. В Европейской 
фармакопее нормируется содержание дубильных ве-
ществ в пересчете на пирогаллол, которые определяют  
в реакции с фосфорно-вольфрамовым реактивом. 

Для расширения сырьевой базы манжеток пред-
ложено использовать культивируемое растение с вы-
сокой биомассой – манжетку мягкую (Alchemilla mollis 
(Buser) Rothm.) [16]. Трава, полученная от данного  
микровида, по качественным и количественным ха-
рактеристикам химического состава сопоставима с 
образцами сырья дикорастущих манжеток, при нали-
чии хемотаксономической особенности в большем 
накоплении дубильных веществ [17]. 

Для дальнейшего внедрения данного растения в 
качестве источника сырья для получения лекарствен-
ных средств необходима подготовка нормативной 
документации, в которой определены требования к 
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подлинности, качеству и содержанию действующих 
веществ. 

Цель исследования разработка методики оцен-
ки основной группы БАВ и количественного опреде- 
ления флавоноидов в траве манжетки мягкой. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования использо-

вали образцы травы манжетки мягкой, заготовлен-
ной от культивируемых на территории Пермско-
го края растений (участок 1 – Пермский район, 7 км  
от п.  Кукуштан; участок 2 – г.  Пермь, питомник  
ФГБОУ ВО Пермский ГАТУ, участок 3 – Пермский район, 
д. Кулики) в период 2021 по 2022 года. Растительное 
сырье собирали в период массового цветения, высу-
шивали воздушно-теневым способом согласно прави-
лам заготовки травы манжетки обыкновенной [12]. Все 
реактивы и растворители были использованы марки 
х.ч. и ч.д.а. (АО «ВЕКТОН», Россия). Спектрофотометри-
ческие определения проводили на приборе СФ-2000 
(ООО «ОКБ Спектр», Россия). 

Хроматографические параметры подлинности сы-
рья определяли методом тонкослойной хроматогра-
фии (ТСХ). Разделение проводили на пластинках Sorb- 
fil (ПТСХ-П-А) (ООО «ИМИД», Россия). Для выбора оп-
тимальной хроматографической системы были апро-
бированы следующие: муравьиная кислота : вода : эти-
лацетат (8 : 8 : 84), этилацетат : уксусная кислота (85 : 15), 
бутанол : уксусная кислота : вода (4 : 1 : 2). Детектиро-
вание проводили путем оценки хроматограмм в ви-
димом и УФ-свете (254 нм и 365 нм) до и после обра-
ботки 2%-м раствором алюминия хлорида. В качестве 
стандартов использовали аутентичные образцы рути-
на, кверцетина, цинарозида, лютеолина (содержание 
98,0 %, Dr. Ehrenstorfer GmbH, Германия, 80212) в ви-
де 0,05%-х спиртовых растворов.

Для разработки параметров количественного со-
держания флавоноидов в траве манжетки мягкой осу-
ществляли модификацию методики предложенной 
для травы манжетки [12], использовали стандартный 
раствор цинарозида 0,05 %.

Валидацию методик осуществляли согласно 
ОФС.1.1.0012.15. Влажность определяли в соответ-
ствии с ОФС.1.5.3.0007.15. Статистическую обработку 
осуществляли в соответствии с ОФС.1.1.0013.15.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Для определения параметров подлинности сырья 

проведено ТСХ исследование в трех хроматографи- 
ческих системах со значениями полярности (P) 4,97–
6,02, выбранных в соответствии с алгоритмом, пред-
ложенным в работе [18]. Во всех апробируемых хро-
матографических системах в водных и спиртовых 
извлечениях травы манжетки мягкой идентифици-
рован цинарозид. В исследуемых извлечениях травы 
манжетки мягкой рутин идентифицировали в систе-
ме этилацетат : уксусная кислота (85 : 15). В спиртовых 

извлечениях при использовании систем муравьиная 
кислота : вода : этилацетат (8 : 8 : 84) и этилацетат : уксус- 
ная кислота (85 : 15) идентифицирован кверцетин. На 
основании полученных данных к веществу маркеру 
травы манжетки мягкой отнесен цинарозид. В качест- 
ве хроматографической системы целесообразно ис-
пользовать этилацетат : уксусная кислота (85 : 15), так 
как в данной системе происходит наилучшее разде-
ление гликозидных форм флавоноидов травы ман-
жетки мягкой, что обеспечивает специфичность 
определения цинарозида. Дополнительными преиму- 
ществами данной системы является двухкомпонент-
ность и наименьшее время хроматографирования. 

Для извлечения флавоноидов травы манжетки 
мягкой возможно использование в качестве экстра-
гента воду очищенную или спирт этиловый 95 %. 

Методика определение основных групп БАВ в тра‑
ве манжетки мягкой. На линию старта хроматографи-
ческой пластинки со слоем силикагеля на полимер- 
ной подложке размером 10 × 10 см наносят 10  мкл  
испытуемого раствора и рядом 5 мкл раствора СО 
цинарозида. Пластинку с нанесенными пробами су-
шат при комнатной температуре, помещают в каме-
ру, предварительно насыщенную в течение не менее 
60  мин смесью растворителей этилацетат : уксусная 
кислота (85 : 15) и хроматографируют восходящим 
способом. После прохождения фронтом раствори-
телей не менее 80–90 % длины пластинки от линии 
старта, ее вынимают из камеры, сушат до удаления 
следов растворителей. Пластинку обрабатывают алю-
миния хлорида спиртовым раствором 2 %, выдер-
живают в сушильном шкафу при температуре 105 °С 
в течение 3–5  мин и просматривают в УФ-свете при 
длине волны 365 нм.

На хроматограмме раствора СО цинарозида 
должна обнаруживаться зона адсорбции с флуорес-
ценцией желтого цвета. На хроматограмме испыту-
емого раствора должны обнаруживаться: одна зона 
адсорбции с флуоресценцией желтого или коричне-
вого цвета на уровне зоны СО цинарозида; две зоны 
адсорбции с флуоресценцией желтого или желто-ко-
ричневого цвета ниже зоны цинарозида, зона адсо-
рбции с флуоресценцией желтого цвета выше зоны 
цинарозида; допускается обнаружение других зон 
адсорбции.

Как уже было отмечено, преобладающей группой 
фенольных соединений в сырье являются флавонои-
ды, для количественного определения которых пред-
лагается использовать методику дифференциальной 
спектрофотометрии. 

В результате изучения УФ-спектров поглощения 
водных и спиртовых извлечений из травы манжет-
ки мягкой установлено, что в области характерной 
для поглощения флавоноидов отсутствуют выражен-
ные максимумы, вследствие чего использование пря-
мой спектрофотомерии для оценки качества сырья  
не представляется возможным. При реакции извлече-
ний с алюминия хлоридом наблюдали четко выражен-
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ный максимум, который зависел от вида экстрагента  
и его концентрации.

Согласно литературным данным [10, 11] и резуль-
татам качественного анализа в траве манжетки мяг-
кой сумма флавоноидов представлена гликозидами 
и агликонами. Вследствие различной растворимости 
форм флавоноидов в воде и органических раствори-
телях, проведено исследование по выбору экстраген- 
та, который максимально полно извлекал бы сумму 
этих соединений. Извлечение флавоноидов осуществ- 
ляли водой очищенной, спиртом этиловым в концент- 
рации 50, 70, 80 и 95 %, результаты определения оп-
тической плотности представлены в таблице 1. 

Таблица 1. Результаты спектрофотометрии извлечений  
травы манжетки мягкой

Table 1. The results of spectrophotometry of extracts  
of Alchemilla mollis herb

Экстрагент
Extracting agent

Среднее значение 
Mean

Максимума 
поглощения (λ), нм

Absorption  
maximum (λ), nm

Оптической 
плотности (А)

Absorbance (А)

Вода
Water

398 ± 1 0,43 ± 0,01

Спирт этиловый 50 %
Ethyl alcohol 50 %

398 ± 0 0,32 ± 0,02*1

Спирт этиловый 70 %
Ethyl alcohol 70 %

398 ± 0 0,37 ± 0,01*1, 2

Спирт этиловый 80 %
Ethyl alcohol 80 %

403 ± 3 0,25 ± 0,07*1, 3

Спирт этиловый 95 %
Ethyl alcohol 95 %

399 ± 7 0,11 ± 0,02*1, 2, 3, 4

Примечание. *1 p < 0,05 в сравнении со значениями извлече-
ния, экстрагент вода; *2 p < 0,05 в сравнении со значениями извле-
чения, экстрагент спирт этиловый 50 %; *3 p < 0,05 в сравнении со 
значениями извлечения, экстрагент спирт этиловый 70 %; *4 p < 0,05 
в сравнении со значениями извлечения, экстрагент спирт этило- 
вый 80 %.

Note. *1 p < 0.05 compared to recovery values, extractant water; 
*2 p < 0.05 compared to recovery values, extractant ethyl alcohol 50 %; 
*3 p < 0.05 compared to recovery values, extractant ethyl alcohol 70 %; 
*4 p < 0.05 compared to recovery values, extractant ethyl alcohol 80 %.

Преимущество экстрагента определяли по наи-
большему значению оптической плотности в мак-
симуме поглощения. Водные извлечения показали 
наибольшие значения оптической плотности и ста-
бильный максимум поглощения.

Дифференциальный спектр комплекса флавоно-
идов водного извлечения с алюминия хлоридом ха-
рактеризовался чётко выраженным максимумом при 
длине волны 398 ± 1 нм. Дифференциальные кривые 
комплексов флавоноидов и СО цинарозида с алюми-
ния хлоридом совпадали по конфигурации и макси-
муму поглощения (рисунок 1). 

Следует отметить, что трава манжетки мягкой  
густо опушена и при сильном измельчении фрагмен-
ты листовых пластинок комковались за счет смыка-
ния волосков. Вследствие чего требовались допол-
нительные исследования по выбору размера частиц 

для максимального извлечения флавоноидов. Уста-
новлено, что при измельчении сырья до размера  
частиц от 0,5 до 1,0 мм средняя оптическая плотность 
составляет 0,4407 ± 0,0118, при размере частиц от 1,0 
до 2,0 мм средняя оптическая плотность составляет 
0,5387 ± 0,0025. По-видимому, «комки» сырья плохо 
смачиваются экстрагентом, что приводит к меньшему 
выходу флавоноидов. 

Результаты модификации методики по параме-
трам размер частиц и экстрагент свидетельствуют о 
необходимости определения оптимальных параме-
тров экстракции. Извлечения, полученные при одно- 
кратной экстракции в течение одного часа (0,43 ±  
0,01), при двукратной экстракции по 45 минут (0,38 ± 
0,06) и при трехкратной экстракции по 30  минут 
(0,43 ± 0,02), не имели статистически значимых разли-
чий в оптической плотности. В целях сокращения за-
трат при использовании методики, считаем рацио-
нальным однократное извлечение в течение одного 
часа. 

При определении условий протекания реакции 
комплексообразования с алюминия хлоридом наи-
большие значения оптической плотности наблюда-
ли при соотношении объемов извлечения и реактива 
1 : 2, что определяет его оптимальность. При сравне-
нии оптических плотностей продуктов реакций, про-
текающих в воде (0,6044 ± 0,0080) и 95%-м этаноле 
(0,4041 ± 0,0093, р < 0,05) установлено, оптимальным 
растворителем является вода. Стабильность оптиче-
ской плотности наступала через 30 минут с момен-
та получения комплекса и сохранялась в течение  
2 часов.

Валидацию методики проводили по показателям 
специфичность, линейность, правильность, прецизи-
онность. Селективность методики обусловлена тем, 
что реакция комплексообразования с алюминия хло-
ридом является специфичной для флавоноидов за 
счет батохромного сдвига спектра продукта реакции, 
позволяющего отделить их от группы сопутствующих 
веществ фенольной природы. Использование в ка- 

Рисунок 1. Спектры поглощения комплексов флавоноидов с 
алюминия хлорида: 

1 – водного извлечения травы манжетки мягкой; 2 – цинарозида

Figure 1. Absorption spectra of flavonoid complexes with alumi-
num chloride 

1 – aqueous extract of Alchemilla mollis herb; 2 – cynaroside
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честве раствора сравнения извлечение без реакти-
ва при измерении оптической плотности исключает 
влияние окрашенных, а также других соединений, со-
держащихся в растительном сырье.

Линейная зависимость между величинами оп-
тической плотности и содержанием флавоноидов в 
извлечениях из травы манжетки описывается урав- 
нением: 

Y = 2,2 × X + 0,2; r = 0,998 (p = 0,00012), 

что свидетельствует о соблюдении линейной зависи-
мости в интервале 50–150 % от номинального значе-
ния определяемой величины.

Оценку правильности осуществляли методом мо-
дельных смесей. Для уравнения линейной зависи-
мости между экспериментально найденными и рас-
четными величинами тангенс угла наклона прямой 
равнялся единице, что свидетельствует об отсутствии 
систематической ошибки. 

Метрологические характеристики представлены  
в таблице 2, ошибка единичного определения соста-
вила 2,38 %.

Таблица 2. Метрологические характеристики методики  
количественного определения суммы флавоноидов  
в траве манжетки мягкой 

Table 2. Metrological characteristics of the method  
of quantitative determination of flavonoids  
in Alchemilla mollis herb

n f х—   S2 S Р, % t(P, f) Δх ε, %
6 5 2,52 0,00319 0,05648 95 2,57 0,06 2,38

При определении внутрилабораторной прецизи-
онности в семи повторностях, величина относитель-
ного стандартного отклонения RSD = 2,21 %. Полу-
ченные результаты подтверждают прецизионность 
методики.

Методика количественного определения суммы  
флавоноидов в траве манжетки мягкой. Около 1  г 
(точная навеска) измельченного сырья (размер частиц 
мене 2 мм) помещали в коническую колбу со шлифом 
вместимостью 250 мл, прибавляли 100 мл воды очи-
щенной и нагревали на кипящей водяной бане в те- 
чение 60 минут. Горячее извлечение фильтровали че-
рез бумажный складчатый фильтр в мерную колбу 
вместимостью 100 мл. После охлаждения объем из-
влечения доводили до метки растворителем. Реакцию 
комплексообразования осуществляли следующим  
образом: в мерную колбу вместимостью 25 мл поме-
щали 1 мл полученного извлечения, прибавляли 2  мл 
2%-го раствора алюминия хлорида в 95%-м этило- 
вом спирте, 1 каплю разведенной уксусной кислоты  
и доводили объем раствора до метки водой очищен-
ной. Через 40 минут измеряли оптическую плотность 
полученного раствора на спектрофотометре. Для по-
лучения раствора сравнения: 1 мл извлечения поме-
щают в мерную колбу вместимостью 25 мл, прибав- 
ляли 1 каплю разведенной уксусной кислоты и дово-
дили объем раствора водой, очищенной до метки.

Апробация методики количественного определе-
ния флавоноидов проведена на образцах травы ман-
жетки мягкой, культивируемой на опытных участках  
в Пермском крае (таблиа 3).

Таблица 3. Содержание флавоноидов  
в траве манжетки мягкой

Table 3. The content of flavonoids in Alchemilla mollis herb

Место и период заготовки 
Place and period of harvesting

Содержание флавоноидов, %
Flavonoid content, %

Участок 1, 2021 г.
Field 1, 2021 year

4,10 ± 0,09

Участок 2, 2021 г.
Field 2, 2021 year

4,84 ± 0,06

Участок 3, 2021 г.
Field 3, 2021 year

4,55 ± 0,08

Участок 1, 2022 г.
Field 1, 2022 year

4,50 ± 0,06

Участок 2, 2022 г.
Field 2, 2022 year

3,14 ± 0,06

Сумма флавоноидов для исследуемых образцов 
варьирует от 3,14 до 4,84 % (в пересчете на цинаро-
зид). Содержание флавоноидов в культуре манжет-
ки мягкой характеризуется средней вариабельностью  
(коэффициент вариации 14 %), в отличие от дикора-
стущих видов [12].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Для определения подлинности травы манжетки  

мягкой предложено использовать идентификацию  
цинарозида в качестве маркерного вещества мето- 
дом ТСХ. Модифицированная методика количествен-
ного определения суммы флавоноидов в пересчете 
на цинарозид для травы манжетки мягкой, воспроиз-
водима, правильна и может быть использована для 
стандартизации. При апробации методики на образ-
цах сырья, заготовленных в Пермском крае, установ-
лен диапазон значений содержания флавоноидов 
3,14–4,84 %.
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