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УДК 582.677.2:615.322 

БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫЕ ВЕЩЕСТВА  
ЛИСТЬЕВ ЛАВРА БЛАГОРОДНОГО

Н.М. Насухова1, Л.А. Логвиненко2, А.Л. Харченко2, Д.А. Коновалов1

1Пятигорский медико-фармацевтический институт – филиал ФГБОУ ВО ВолгГМУ Минздрава России,  
357532, Россия, г. Пятигорск, пр. Калинина, 11 

2ФГБУН «НБС-ННЦ», 298648, Россия, Республика Крым, г. Ялта, пгт. Никита  
E-mail: d.a.konovalov@pmedpharm.ru

Лавр благородный – Laurus nobilis L. – вечнозелёное двудомное, редко однодомное, растение высотой до 
12–15 м. Название растения посвящено древнегреческому богу солнца Аполлону и является символом мира и 
победы. Из него делали венки для императоров, генералов и поэтов. Естественными местами лавра благо-
родного являются территории стран Средиземноморья с высоким годовым уровнем атмосферных осадков. 
Выращивается как декоративный вид в Европе, России, США и других странах. Культивируется в Турции, 
Алжире, Марокко, Португалии, Испании, Италии, Франции, России и Мексике. Цель исследования – обзор 
доступной литературы о выделении, идентификации, количественном определении биологически активных 
соединений листьев лавра благородного и установленных видах их фармакологической активности. Мате-
риалы и методы. Исследование проводилось с использованием информационно-поисковых (PubMed, CiteSeer, 
arXiv), библиотечных баз данных (eLibrary, Cyberleninka) и бесплатной социальной сети ResearchGate. Ре-
зультаты и обсуждение. Установлено, что листья лавра благородного в качестве основных действующих 
веществ содержат компоненты эфирного масла, фенольные соединения и сесквитерпеновые лактоны. Каче-
ственный состав и количественное содержание этих групп природных соединений в этом сырье варьирует в 
зависимости от эколого-географических, эдафических, климатических факторов, фазы развития растений, 
технологии выращивания, способа сушки и т.д. Результаты известных фармакологических исследований из-
влечений, суммарных фракций и индивидуальных соединений листьев лавра благородного характеризуют дан-
ный вид сырья как перспективный источник для дальнейшего более глубокого исследования. Заключение. Как 
показали, представленные в обзоре данные, имеющиеся в открытом информационном доступе, компоненты 
эфирного масла, фенольные соединения (фенольные кислоты, флавоноиды и др.), сесквитерпеновые лактоны 
лавра благородного проявляют разнообразный спектр фармакологической активности. Антимикробная (в 
широком смысле), противовирусная, противовоспалительная, антидиабетическая и цитотоксическая (про-
тивораковая) активности, установленные у извлечений, отдельных фракций и индивидуальных соединений 
листьев лавра, являются перспективными, с точки зрения будущих исследований и разработки новых лечеб-
но-профилактических и лекарственных средств.

Ключевые слова: лавр благородный, Laurus nobilis, эфирное масло, фенольные соединения, сесквитерпе-
новые лактоны, фармакологическая активность

BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES  
OF THE LAURUS NOBILIS LEAVES

N.M. Nasukhova1, L.A. Logvinenko2, A.L. Kharchenko2, D.A. Konovalov1

1Pyatigorsk Medical and Pharmaceutical Institute – branch of Volgograd State  
Medical University, 11, Kalinin ave., Pyatigorsk, 357532, Russia  

2Nikitsky Botanic Garden, Nikita, Yalta, Republic of Crimea, 298648, Russia 
E-mail: d.a.konovalov@pmedpharm.ru

Laurus nobilis L. is an evergreen dioecious, rarely monecious plant up to 12-15 m high. The plant’s name is 
devoted to an Ancient Greek God of Sun Apollo and is a symbol of peace and victory. It was used in making up 
wreaths for emperors, generals, and poets. Its natural area includes Mediterranean countries with high level of 
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Введение. Лавр благородный – Laurus nobilis L. 
является источником растительного сырья (листья), 
которое используется как пряность и ароматическая 
приправа в процессе консервирования овощей, при 
приготовлении супов, мясных, рыбных блюд. 

Листья лавра широко используются в традици-
онных блюдах народов не только Средиземномор-
ских, но и многих других стран, где растение давно и 
успешно культивируется [1].

Одним из ведущих экспортеров лаврового листа 
является Турция (до 90% мирового экспорта). С 2008 
г. по 2013 г. экспорт высушенного листа лавра Турци-
ей увеличился с 6 000 тонн до 12 000 тонн (с 18,5 млн. 
до 30 млн. US$) [2].

Крупнейшими импортёрами лаврового листа в 
мире являются Вьетнам, США, Россия, Польша и 
Германия [2].

На территории России лавр произрастает в 
юго-западных районах Краснодарского края, в Кры-
му.

В народной медицине народов разных стран ли-
стья лавра применяются при лечении диабета, забо-
леваний, вызванных грибковыми и бактериальными 
инфекциями. Извлечения из листьев лавра обладают 
противовоспалительными, успокаивающими, ан-
тиэпилептическими свойствами [3, 4]. Настой ис-
пользуется при различных желудочно-кишечных 
заболеваниях, а также при метеоризме в качестве ве-
трогонного средства [5].

Извлечения из листьев лавра благородного обла-
дают противовоспалительной [6, 7], противоболевой 
[6], иммунностимулирующей [8], нейрозащитной 
[9], антихолинергической, антиокислительной, про-
тивоязвенной, антиконвульсантной, антимутагенной, 
инсектицидной, антибактериальной, противовирус-
ной, противогрибковой [7], ларвицидной [10] актив-
ностью.

В научной литературе описаны антибактериаль-
ные свойства водного [11], этанольного [12, 13] и 
метанольного извлечений [14]. Листья лавра входят 
в состав нескольких сборов [15] и лекарственных 
средств для лечения диабета [16, 17]. Извлечения из 

этого сырья входят в состав биологически активных 
добавок к пище [18].

Цель исследования – обзор доступной литера-
туры о выделении, идентификации, количественном 
определении биологически активных соединений ли-
стьев лавра благородного и установленных видах их 
фармакологической активности.

Материалы и методы. Исследование проводи-
лось с использованием информационно-поисковых 
(PubMed, CiteSeer, arXiv), библиотечных баз данных 
(eLibrary, Cyberleninka) и бесплатной социальной 
сети ResearchGate.

Результаты и обсуждение. В листьях лавра бла-
городного были идентифицированы моно- и сескви-
терпеноиды, фенольные и некоторые другие соеди-
нения [7].

1,8-Цинеол является главным компонентом эфир-
ного масла листьев лавра (с содержанием 25-70%), 
собранных в разных регионах мира, например, в 
Турции [19, 20], Иране [21, 22], Китае [23], Тунисе 
[24], Марокко [25], Хорватии и Сербии [26], Италии 
[27], Франции [28], Португалии [29], Аргентине [30] 
и Бразилии [31].

M. Riaz с соавторами исследовали химический 
состав эфирного масла, извлеченного из листьев лав-
ра, произрастающего в Пакистане [32]. Выход масла 
был самым низким (0,13%) в марте и самым высо-
ким (0,36%) в сентябре. Цинеол и эвгенол оказались 
главными компонентами во всех образцах, однако на-
блюдались различия в количественном содержании 
компонентов. K. Kevseroglu и др. изучили онтогене-
тическую и дневную изменчивость эфирного масла 
из листьев лавра, выращиваемого в Турции [33]. Ис-
следования показали, что содержание эфирного мас-
ла в листьях незначительно варьировало в течение 
дня, но сезонная вариация была существенной. Са-
мый высокий процент эфирного масла был установ-
лен в августе (1,46%) и июле (1,33%), а самый низкий 
– в мае и сентябре (0,59% и 0,74%, соответственно). 
Авторами обнаружена положительная корреляция 
между содержанием эфирного масла в листьях и зна-
чениями температуры.

annual precipitation. It is actively cultivated as a decorative plant in Europe, Russia, USA and other countries. It 
is cultivated in Turkey, Algeria, Morocco, Portugal, Spain, Italy, France, Russia, and Mexico. The aim of the study 
is the review of available literature about isolation, identification, quantitative determination of biologically active 
compounds of the Laurus nobilis leaves in the established species and their pharmacological activity. Materials 
and methods. The study was carried out using searching (PubMed, CiteSeer, arXiv), library databases (eLibrary, 
Cyberleninka), and ResearchGate free social network. Results and discussion. We have established that Laurus 
nobilis leaves have components of essential oil, phenolic compounds, and sesquiterpenic lactones as the principal 
active substances. Qualitative composition and quantitative content of these compound groups in these raw materials 
varies depending on the ecological and geographical, edaphic, climatic factors, phase of the plant growth, cultivation 
technology, drying method etc. The results of the pharmacological studies of the extracts, summary fractions, and 
individual compounds of Laurus nobilis leaves characterize this type of raw materials as a perspective source for a 
more profound study. Conclusion. As the available open review data showed, the essential oil components, phenolic 
compounds (phenolic acids, flavonoids, etc), sesquiterpenic lactones of Laurus nobilis exhibit a diverse spectrum 
of pharmacological activity. Antimicrobial (widely), anti-virus, anti-inflammatory, anti-diabetic, and cytoxic (anti-
cancer) activities, established in extracts, certain fractions, and individual compounds of Laurus leaves compounds 
are perspective from the point of further studies and development of new treatment and preventive medicinal drugs.

Keywords: Laurus nobilis, essential oil, phenolic compounds, sesquiterpenic lactones, pharmacological activity
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Наблюдаемые различия в составе эфирного масла 
и количественном содержании отдельных компонен-
тов, по мнению некоторых исследователей, могут объ-
ясняться разными экологическими, климатическими, 
сезонными, генетическими и географическими факто-
рами [34], а также различием видовых форм и хемоти-
пов лавра, состоянием почвенного питания и т.д.

Антибактериальная активность эфирного мас-
ла из листьев лавра, изученная in vitro на трех бак-
териальных штаммах: Staphylococcus aureus, St. 
intermedius и Klebsiella pneumonia, проявлялась 
при минимальной ингибирующей концентрации от 
0,01 до 1 мг/мл [25]. Цинеол, как известно, облада-
ет сильным антибактериальным действием против 
Staphylococcus aureus [35]. Линалоол – алифатиче-
ский спирт с выраженной антибактериальной актив-
ностью в отношении нескольких бактерий, таких как 
Shigella sonnei, Sh. flexneri, Pseudomonas aeruginosa и 
Listeria monocytogenes [36]. У метилэвгенола и саби-
нена также установлена сильная антибактериальная 
активность [37], тогда как карвакрол проявил выра-
женную антибактериальную активность в отноше-
нии грамотрицательных бактерий [38]. Эти шесть ос-
новных липофильных веществ эфирного масла лавра 
в состоянии проникать через клеточные мембраны 
микроорганизмов, посредством разрушения полиса-
харидов, жирных кислот и фосфолипидов, входящих 
в их состав. Антибактериальная активность эфирно-
го масла лавра описана в многочисленных исследо-
ваниях [39, 40].

Эфирное масло из листьев лавра (в концентрации 
300 мг/мл) почти полностью ингибировало образо-
вание 3-нитротирозина (91%). 1,8-Цинеол оказался 
неактивным в этой модели. Это позволило авторам 
работы предположить, что данный эффект связан с 
другими летучими веществами листьев [41].

Противогрибковый потенциал эфирного масла из 
листьев лавра в отношении видов, принадлежащих к 
родам Eurotium, Aspergillus и Penicillium, был проде-
монстрирован M. Guynot с соавторами [42]. 

Эфирное масло из листьев показало антиради-
кальную активность (DPPH) со значением IC50 = 
66,1 мкг/мл. Ингибирование пролиферации линии 
раковых клеток K562 наблюдалось при значении 
IC50 = 95 мкг/мл [43]. 

Болеутоляющее и противовоспалительное влия-
ние эфирного масла листьев лавра в тестах на лабора-
торных животных (мыши, крысы) по активности со-
поставимо с действием морфина и пироксикама [44]. 

Эфирное масло листьев лавра использовалось 
как антиэпилептическое лекарственное средство в 
иранской традиционной медицине [45]. Оно защи-
щало мышей от тонических приступов, индуциро-
ванных максимальным электрошоком и, особенно, 
пентилентетразолом. Компонентами, ответственны-
ми за эту активность, по мнению авторов, являлись 
метилэвгенол, эвгенол и пинен [45].

Фенольные соединения листьев дикорастущего 
и культивируемого лавра изучались в разных реги-
онах его произрастания. Возрастающий интерес к 
этой группе природных соединений лавра связан не 
только с разнообразием идентифицированных струк-
тур, но и с актуальными видами фармакологической 
активности (антиокислительной и противораковой).

Авторами исследования in vitro [46] выявлена ак-
тивность фенольных извлечений в отношении бакте-
рий, грибов и некоторых линий опухолевых клеток 
человека (HeLa, MCF7, NCI-H460 и HCT15).

В исследовании H.W. Kang с соавторами [47] из 
этанольного извлечения листьев лавра был выделен и 
идентифицирован флавоноид изокверцитрин (1) (см. 
табл. 1), антиоксидантная активность которого ока-
залась выше, чем у бутилгидроксианизола, бутилги-
дрокситолуола и аскорбиновой кислоты.

Из метанольного извлечения свежих листьев лав-
ра S. de Marino с соавторами [48] выделили несколько 
соединений, в том числе фенольный глюкозид (2) и 
флавоноиды (3 и 4). Наиболее активным ингибито-
ром продукции оксида азота оказалось соединение 3 
(см. табл. 1).

1                                                                   2

В листьях лавра, собранных в Греции, V. 
Papageorgiou с соавторами [34] в качестве главного 
фенольного компонента идентифицирован лютеолин 
(5). Фенольные кислоты – 3,4-дигидроксибензойная 
(6), галловая (7), ванилиновая (8) и розмариновая (9) 
были обнаружены в низких концентрациях.

M. Muchuweti с соавторами [49] в извлечениях из 

листьев лавра идентифицировали кофейную (10), фе-
руловую (11) и ванилиновую (8) кислоту.

Исследование настоя листьев лавра, собран-
ных в Италии [5], констатировало присутствие 
в нем кемпферол-3-O-глюкопиранозида (12); 
кемпферол-3-O-рамнопиранозида  (13); кемпе-
рол-3-O-(2′′,4′′-ди-E-п-кумароил)-рамнозида (14); 
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кемпферол-3-O-арабинопиранозида (15); кемп-
ферол-3-O-[6-О-(рамнопиранозил) глюкопи-
ранозида (16); кверцетин-3-O-глюкопиранози-
да (17); кверцетин-3-O-рамнопиранозида (18); 
кверцетин-3-O-[6-О-(рамнопиранозил) глюкопира-
нозида]; 3’-метокси-кверцетин-3-O-[6-(рамнопира-
нозил) глюкопиранозида] (19); 3′-метоксикверце-
тин-3-O-[6-O-(рамнопиранозил) глюкопиранозида] 
(20); 3′-метоксикверцетин-3-O-глюкопиранозида 
(21); катехина (22); изовитексин 2′′-рамнозида (23); 
циннамтаннина B1 (24). 

Рутин (кверцетина 3-О-рутинозид) (25) был об-
наружен в листьях растения методами ВЭЖХ [52] и 
СВЭЖХ (сверхпроизводительной жидкостной хрома-
тографии) [55] и идентифицирован по времени удер-
живания на колонке, а также спектральным характери-
стикам в сравнении со стандартным образцом.

Листья лавра турецкого происхожде-
ния [50] содержали кемпферол-3-O-α-L-(3′′-Z, 
4′′-E-ди-п-кумароил)-рамнопиранозид (26), кемпфе-
рол-3-O-α-L-(3′′,4′′-ди-Z-п-кумароил)-рамнопиранозид 
(27), кемпферол-3-O-α-L-(3′′,4′′-ди-E-п-кумароил)-рам-
нопиранозид (28), кемпферол-3-O-α-L-(2′′-E,4′′-Z-
ди-п-кумароил)-рамнопиранозид (29), кемпферол 
-3-O-α-L-(2′′,4′′-ди-E-п-кумароил)-рамнопиранозид (30) 
и кемпферол -3-O-α-L-(2′′-Z,4′′-E-ди-п-кумароил)-рам-
нопиранозид (31).

S. Pacifico с соавторами из метанольного извлече-
ния листьев лавра, собранных в Италии, выделили и 
идентифицировали [51] гексозид 3,4-дигидроксибен-
зойной кислоты (32); 2′,β-дигидрокси-α,β-дигидро-
халкон-α-O-гексозид (33); 1-(2′-гидроксифенил)-1-ги-

дроксифенилпропан-α-O-гексозид (34); гексозид 
кумаровой кислоты (35); 2′-гидрокси-α,β-дигидрохал-
кон-α-O-гексозид (36); апигенин-6,8-ди-C-гексозид 
(37); апигенин-6-C-(2″-O-деоксигексозил)-гексозид 
(38); кверцетин-3-O-(6″-O-деоксигексозил)-гексозид 
(39); кемпферол-3-O-(6″-O-деоксигексозил)-гексозид 
(40); изорамнетин-3-O-(6″-O-деоксигексозил)-гек-
созид (41); циннамтаннин B1 (24); 8-C-гексозил 
апигенина (42); тетра-метокси-дигидрокверце-
тин-3-O-пентозид (43); кверцетин-3-O-гексозид 
(изомер 1 и 2) (44); кверцетин-3-O-пентозид (45); 
кемпферол-3-O-гексозид (46); кверцетин-3-O-де-
оксигексозид (47); изорамнетин-3-O-гексозид (48); 
кемпферол-3-O-пентозид (49); кемпферол-3-O-деок-
сигексозид (50).

Сравнительное изучение культивируемых и ди-
корастущих образцов листьев лавра, осуществленное 
в Португалии [52], идентифицировало присутствие 
гексозида эпикатехина (51), (+)-галлокатехина (52), 
(+)-катехина (53), (-)-эпикатехина (54), 6-С-глю-
козида лютеолина (55), 8-С-глюкозида апигенина 
(56), 6-С-глюкозида апигенина (57), 3-О-глюкозида 
кверцетина (58), 3-О-рутинозида кемпферола (59), 
3-О-глюкозида кемпферола (60) и некоторых других 
фенольных соединений. 

D.B. Muñiz-Márquez с коллегами [53] обнаружи-
ли в извлечениях из листьев лавра присутствие двух 
фенольных кислот – кумаровой (61) и 2-гидрокси-
циннамовой (62). 

Листья лавра, собранные в Крыму [54], в каче-
стве доминирующего компонента флавановой приро-
ды содержали эпикатехин (54). 

Таблица 1 – Фенольные соединения листьев лавра благородного

№
п/п Название Страна Источник

1 2 3 4
1 Изокверцитрин Турция [47]
2 Нет тривиального названия Италия [48]

3 Кемпферол-3-O-α-L-(3′′,4′′-ди-E-п-кумароил) рамнозид Италия [48]
Турция [50]

4 Кемпферол-3-O-α-L-(2′′-E-п-кумароил) рамнозид Италия [48]
5 Лютеолин Греция [34]6 3,4-Дигидроксибензойная кислота

7 Галловая кислота Греция [34]
Россия [61]

8 Ванилиновая кислота
Греция [34]

Зимбабве [49]
9 Розмариновая кислота Греция [34]
10 Кофейная кислота Зимбабве [49]11 Феруловая кислота
12 Кемпферол-3-O-глюкопиранозид
13 Кемпферол-3-O-рамнопиранозид
14 Кемпферол-3-O-(2′′,4′′-ди-E-п-кумароил)-рамнозид
15 Кемпферол-3-O-арабинопиранозид

16 Кемпферол-3-O-[6-O-(рамнопиранозил) глюкопиранозид]
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Продолжение таблицы 1
№
п/п Название Страна Источник

1 2 3 4
17 Кверцетин-3-O-глюкопиранозид Италия [5]
18 Кверцетин-3-O-рамнопиранозид
19 Кверцетин-3-O-[6-O-(рамнопиранозил) глюкопиранозид]

20 3′-Метоксикверцетин-3-O-[6-O-(рамнопиранозил) глюкопиранозид]

21 3’-Метоксикверцетин-3-O-глюкопиранозид

22 Катехин Италия [5]
Россия [54]

23 Изовитексин-2′′-рамнозил Италия [5]

24 Циннамтанин B1 Италия [5]
Италия [51]

25 Рутин (кверцетина 3-О-рутинозид)
Китай [55]

Португалия [52]

26 Кемпферол-3-O-α-L-(3′′-Z,4′′-E-ди-п-кумароил)-рамнопиранозид

Турция [50]

27 Кемпферол -3-O-α-L-(3′′,4′′-ди-Z-п-кумароил)-рамнопиранозид
28 Кемпферол -3-O-α-L-(3′′, 4′′-ди-E-п-кумароил)-рамнопиранозид
29 Кемпферол -3-O-α-L-(2′′-E,4′′-Z-ди-п-кумароил)-рамнопиранозид
30 Кемпферол -3-O-α-L-(2′′,4′′-ди-E-п-кумароил)-рамнопиранозид
31 Кемпферол -3-O-α-L-(2′′-Z,4′′-E-ди-п-кумароил)-рамнопиранозид
32 3,4-Дигидроксибензойной кислоты гексозид
33 2′,β -Дигидрокси-α,β-дигидроксихалкона-α-O-гексозид

34 1-(2′-Гидроксифенил)-1-гидроксифенилпропан-α-O-гексозид

35 Кумаровой кислоты гексозид
36 2′-Гидрокси-α,β-дигидрохалкон-α-O-гексозид
37 Апигенин-6,8-ди-C-гексозид
38 Апигенин-6-C-(2″-O-деоксигексозил)-гексозид
39 Кверцетин-3-O-(6″-O-деоксигексозил)-гексозид
40 Кемпферол-3-O-(6″-O-деоксигексозил)-гексозид Италия [51]
41 Изорамнетин-3-O-(6″-O-деоксигексозил)-гексозид
42 Апигенин 8-C-гексозид
43 Тетра-метокси-дигидрокверцетин-3-O-пентозид
44 Кверцетин-3-O-гексозид
45 Кверцетин-3-O-пентозид
46 Кемпферол-3-O-гексозид
47 Кверцетин-3-O-деоксигексозид
48 Изорамнетин-3-O-гексозид
49 Кемпферол-3-O-пентозид
50 Кемпферол-3-O-деоксигексозид
51 Эпикатехина гексозид

Португалия

[52]52 (+)-Галлокатехин
53 (+)-Катехин [52; 56]54 (-)-Эпикатехин
55 Лютеолина 6-С-глюкозид

[52]

56 Апигенина 8-С-глюкозид
57 Апигенина 6-С-глюкозид
58 Кверцетина 3-О-глюкозид
59 Кемпферола 3-О-рутинозид
60 Кемпферола 3-О-глюкозид
61 Кумаровая кислота Мексика [53]62 2-Гидкорсициннамовая кислота



205

Pharmacy & Pharmacology V. 5 N 3, 2017 DOI:10.19163/2307-9266-2017-5-3-200-221

По данным M. Škerget с соавторами [57] в ме-
танольных извлечениях из листьев лавра, приоб-
ретённых в Словении, сумма фенольных соедине-
ний составила 99,7 г/кг (в пересчёте на галловую 
кислоту). 

Исследование настоя из этого сырья, выполнен-
ное группой авторов [5], показало, что содержание 
производных кемпферола и кверцетина в нем дости-
гает 0,31±0,01 мг/100 мл и 2,11±0,01 мг/100 мл, соот-
ветственно. В расчете на 200 мл настоя это приблизи-
тельно 5,0 мг (в сумме).

Таблица 2 – Количественное содержание разных групп фенольных соединений  
в листьях лавра благородного

Соединения
Извлечения

Водное Спиртоводное 
(вода-этанол (1:1)) Спиртовое

Фенольные соединения, мг/г (в 
пересчёте на галловую кислоту) 14,37±0,79 43,03±0,35 31,09±0,31

Флавоноиды, мг/г (в пересчёте на 
эпикатехин) 14,12±0,93 30,15±0,25 20,88±0,88

(+)-Катехин 0,41* 0,58* 0,04*
(-)-Эпикатехин 0,99* 3,44* 0,67*
Сумма мономеров 1,40* 4,02* 0,71*
Димерные проантоцианидины 1,49* 16,97* 5,25*
Тримерные проантоцианидины 1 0,48* 1,24* 0,32*
Тримерные проантоцианидины 2 1,73* 5,05* 2,46*
Тетрамерные проантоцианидины 1,02* 1,16* 0,32*
Сумма флаван-3-олов 6,12* 28,44* 9,06*

* – концентрации даны в мг/г в пересчёте на эпикатехин и сухой вес

М. Lu с соавторами [55] исследовали содержание 
флавоноидов и фенольных кислот в этанольных экс-
трактах лавровых листьев растений, выращенных в 
Китае. Содержание фенольных кислот в пересчете 
на сухой вес составило 474,1±12,7 мг/г, рутина (25) 
– 929,4±19,3 мг/г и неидентифицированных флавоно-
идов – 2138,2±42,7 мг/г.

Фенольный профиль листьев лавра, собранных 
на материке, Азорских островах и Мадейре (Порту-
галия) был проанализирован A. Vinha с соавторами 
[56] (см. табл. 2). 

Представленные данные показывают, что листья 
лавра благородного являются ценным источником 
фенольных соединений, таких как фенольные кисло-
ты и флавоноиды. В сумме их содержание в листьях 
может достигать до 99,7 г/кг (в пересчёте на галло-
вую кислоту). 

Количественное содержание разных групп фе-
нольных веществ варьирует в зависимости от места 
сбора, источника сырья (культивируемые или дико-
растущие растения), времени (фазы) его заготовки, 
способа сушки и извлечения из сырья и т.д.

Сесквитерпеновые лактоны, выделенные из ли-
стьев Laurus nobilis, представлены в таблице 3. Эти 
соединения обладают разными фармакологическими 
активностями: антибактериальной, противогрибко-
вой [14], антидиабетической, противовоспалительной 
(ингибируют производство NO), гепатозащитной [58], 
нейрозащитной [44], ингибируют поглощение спирта, 
повышают активность печеночной глутатион-S-транс-
феразы, цитотоксичны и индуцируют апоптоз [59].

H. Hibasami с соавторами [60] установили, что 
сесквитерпеновые лактоны лавра – костунолид (4) и 
залузанин D (26) показывают сильное рост-ингиби-
рующее влияние в отношении клеток миелоидного 
лейкоза (HL-60) человека и вызывают их апоптоз. 

Авторы этой работы, как и большинство других ис-
следователей, считают, что α-метилен-γ-бутиролак-
тонная часть сесквитерпеновых лактонов – необ-
ходимое условие для проявления цитотоксической 
(противоопухолевой) активности.

H. Matsuda и др. обнаружили, что костунолид (4) 
также проявляет гастропротективное действие [61].

М. Yoshikawa с соавторами показали, что α-ме-
тилен-γ-бутиролактонная часть обуславливает спо-
собность некоторых сесквитерпеновых лактонов из 
листьев лавра ингибировать повышение содержания 
этанола в крови [62]. N. Uchiyama с коллегами уста-
новили, что несколько сесквитерпеновых лактонов 
этого растения проявляют трипаноцидную актив-
ность, благодаря образованию ковалентной связи 
между их α,β-ненасыщенной γ-лактонной частью и 
нуклеофилами [63].

Костунолид (4) и дегидрокостус лактон (24) в 
эксперименте показали ингибирующую активность 
в отношении Mycobacterium tuberculosis H37Rv с 
минимальными ингибирующими концентрациями 
6,25 мг/л и 12,5 мг/л, соответственно. Активность в 
отношении лекарственно-устойчивых клинических 
изолятов M. tuberculosis смеси лактонов была выше, 
чем для индивидуальных соединений [64].
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10 сесквитерпеновых лактонов: рейнозин (21), 
гидропероксид магнолиалида (19), 1β,2β-дигидрок-
си-5α,6β,7αH-эвдесма-4(15),11(13)-диен-12,6-олид 
(14), сантамарин (22), магнолиалид (18), 3α-перок-
сиармефолин (20), 13-дегидросантонин (13), тубифе-

рин (23), ангидропероксикостунолид (1), люцентолид 
(5) были выделены E. Julianti с соавторами из листьев 
лавра. Эти соединения показали различные уровни 
цитотоксичности по отношению к лейкозным клет-
кам K562 [65].

Таблица 3 – Сесквитерпеновые лактоны, обнаруженные в лавре благородном

№ п/п Тривиальное 
название Положение заместителей Источник

Гермакран-12,6-олиды

O
O

1
2

3
4 5

6

7

8
9

10

14

15

11 13

1. Ангидропероксикостунолид 1-оксо; 4(5),11(13),10(14)-триен; 6β,7α – Н [65]
2. Артеморин 1(10),4(5),11(13)-триен; 6β,7α – Н [66, 67]
3. Верлоторин 1β-ООН; 4(5),11(13),10(14)-триен; 6β,7α – Н [67]
4. Костунолид 1β-ОН; 4(5),11(13),10(14)-триен; 6β,7α – Н [59, 62, 66-69]
5. Люцентолид 1α-ОН; 4(5),11(13),10(14)-триен; 6β,7α – Н [65]

Гермакран-12,8-олиды

O
O

1
2

3
4 5

6
7

8
9

10
11

13

14

15

6. Дезацетиллауренобиолид 6α-Н; 1(10),4(5),11(13)-триен; 7α,8β – Н [14, 67]

Эвдесман-12,6-олиды

O
O

1
2

3
4 5

6

7

8
9

10

14

15

11 13

7. Без тривиального названия 1,2α/3,4α-диэпокси; 11-ен; 4α,5α,6β,7α,10α – Н

[65]
8. Без тривиального названия 1α,2β-диОН; 3,11-диен; 5α,6β,7α,10α – Н
9. Без тривиального названия 1β-ОН; 4α-ОСН3; 11-ен; 5α,6β,7α,10α – Н

10. Без тривиального названия 1β,4β-диОН; 11-ен; 5α,6β,7α,10α – Н
11. Без тривиального названия 1β-ОН,2β-OAc; 4,11-диен; 5α,7α,10α – Н
12. 10-эпигазаниолид 1,3,11(13)-триен; 5α,10β – Н [59]
13. 13-дегидросантонин 3-оксо; 1,4,11(13)-триен; 4α-CH3; 6β,7α,10α-Н [65]14. Без тривиального названия 1β,2β-диОН; 4(15),11(13)-диен; 5α,6β,7α-H
15. Без тривиального названия 1β,15-диОН; 3,11(13)-диен; 5αH,7α,10α-H [68]
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№ п/п Тривиальное 
название Положение заместителей Источник

16. Без тривиального названия 3α-AcO; 1,4(15),11(13)-триен; 5α,6β,7α,10α-Н [62]
17. Газаниолид 1,3,11(13)-триен;10α-Н [59]
18. Магнолиалид 1β-OH; 4(5),11(13)-диен; 3α,6β,7α,10α-Н [65]
19. Гидропероксид магнолиалида 1β-OH; 4α-ООН; 4(15),11(13)-диен; 7α,10α-Н [65]
20. 3α-пероксиармефолин 1β-OH; 3α-ООН; 4(5),11(13)-диен; 6β,7α,10α-Н [65]
21. Рейнозин 1β-OH; 4(15),11(13)-диен; 5α,7α,10α-Н [59, 62, 67-69]

22. Сантамарин 1β-OH; 3,11(13)-диен; 5α,7α,10α-Н [59, 62, 65,  
67, 68]

23. Тубиферин 3-оксо; 1,11(13)-диен; 4β,5α,6β,7α,10α-Н [65]

Гвайан-12,6-олиды

12

3

4 5
6

7

8

9
10

11 13

14

15 O

O

24. Дегидрокостус лактон 4(15),11(13),10(14)-триен; 1α,5α,6β,7α – Н [69]
25. 3β –хлородегидрокостус лактон 3β-Cl; 4(15),11(13),10(14)-триен; 1α,5α,6β,7α – Н [62, 66, 69]
26. Залузанин D 3β-OAc; 4(15),11(13),10(14)-триен; 1α,5α,6β,7α – Н [62, 69]
27. Залузанин C 3β-OH; 4(15),11(13),10(14)-триен; 1α,5α,6β,7α – Н [69]
28. Эремантин 4(15),11(13),9(10)-триен; 1α,5α,6β,7α – Н [69]

Другие типы лактонов

O

O

O

H

                             

O

O
Спирафолид [59]                        Без тривиального названия [66].

Продолжение таблицы 3

Таким образом, листья лавра благородного со-
держат значительное количество эфирного масла, 
фенольных соединений и сесквитерпеновых лакто-
нов разнообразных как по структуре, так и по выяв-
ленным у них видам фармакологической активности.

Заключение. Как показали, представленные в 
обзоре, данные научной литературы, компоненты 
эфирного масла, фенольные соединения и сескви-
терпеновые лактоны лавра благородного являются 
ведущими группами действующих веществ. Иссле-
дования разных ученых и исследовательских коллек-
тивов установили различия в качественном составе 
и количественном содержании этих биологически 
активных веществ (БАВ) лавра. По мнению некото-
рых исследователей, указанная вариация может объ-

ясняться разными экологическими, климатически-
ми, сезонными, генетическими и географическими 
факторами [34], а также различием видовых форм и 
хемотипов растений лавра, состоянием почвенного 
питания и т.д.

Фармакологические исследования установили 
разнообразный спектр активности БАВ листьев лав-
ра благородного. Антибактериальная (в широком 
смысле), противовирусная, противовоспалительная, 
антидиабетическая и цитотоксическая (противорако-
вая) активности, обнаруженные у извлечений и ин-
дивидуальных соединений листьев лавра, являются 
перспективными с точки зрения будущих исследова-
ний и разработки новых лечебно-профилактических 
и лекарственных средств.
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Introduction. Laurus nobilis L. is a source of a plant 
raw material (leaves) which is used as a spice and ar-
omatic seasoning in vegetables preservation, for soups, 
meat and fish dishes.

Laurus nobilis leaves are widely used in traditional 
dishes of not only Mediterranean peoples but of many 
other countries, where the plant has been successfully 
cultivated for a long time [1]. 

Turkey is one of the leading exporters of laurel 
leaves (up to 90% of world export). From 2008 to 2013 
export of dried laurel leaves increased from 6 000 tons to 
12 000 tons (from $18.5 mln to $30 mln) [2].

The biggest importers of laurel leaves are Vietnam, 
the USA, Russia, Poland, and Germany [2].

In Russia Laurus nobilis grows in the South-Western 
regions of Krasnodar Krai and in Crimea. 

In folk medicine of different countries, Laurus no-
bilis leaves are applied for diabetes treatment, as well as 
diseases evoked by fungous and bacterial infections. Ex-
tracts from Laurus nobilis leaves have anti-inflammatory, 
sedative, anti-epileptic properties [3, 4]. Its infusion is 
used for treatment of different intestinal diseases, tympa-
nism as a carminative agent [5].

Extracts from Laurus nobilis leaves have anti-inflam-
matory [6, 7], analgesic [6], immunostimulatory [8], neu-
roprotective [9], anti-cholinergic, anti-oxidant, anti-ulcer, 
anticonvulsant, antimutagenic, insecticide, antibacterial, 
antivirus, antifungous [7], larvicidal [10] activity.

There are properties of water [11], ethanol [12, 13], and 
methanol extracts [14] described in scientific literature. The 
laurel leaves are included in several teas [15] and medicinal 
drugs for diabetes treatment [16, 17]. Extracts from these 
raw materials are found in the biologically active diet sup-
plements [18].

The aim of the study is the review of available lit-
erature about isolation, identification, quantitative deter-
mination of biologically active compounds of the Laurus 
nobilis leaves in the established species and their phar-
macological activity.

Materials and methods. The study was carried out 
using searching (PubMed, CiteSeer, arXiv), library data-
bases (eLibrary, Cyberleninka), and ResearchGate free 
social network.

Results and discussion. There were mono- and ses-
quiterpenoids, phenolic and some other compounds were 
identified in Laurus nobilis leaves [7].

1,8-cineole is the main component of the essential oil 
of laurel leaves (25-70%) gathered in different regions 
of world for example in Turkey [19, 20], Iran [21, 22], 
China [23], Tunisia [24], Morocco [25], Croatia and Ser-
bia [26], Italy [27], France [28], Portugal [29], Argentina 
[30] and Brazil [31].

M. Riaz with co-authors studied for a chemical com-
position of the essential oil extracted from laurel leaves 
which grow in Pakistan [32]. The oil efficiency was the 
lowest (0.13%) in March and the highest (0.36%) in Sep-
tember. Cineole and eugenol were the principal compo-
nents in all the samples, however there were differences 
in quantitative content of components. K. Kevseroglu 

and others studied for an ontogenetic and day variabil-
ity of the essential oil from laurel leaves which is culti-
vated in Turkey [33]. The studies showed that essential 
oil content in leaves varied insignificantly within a day 
but seasonal variation was more significant. The highest 
percentage of the essential oil was established in August 
(1.46%) and July (1.33%) and the lowest was in May and 
September (0.59 and 0.74% respectively). The authors 
found a positive correlation between essential oil content 
in leaves and temperature values. 

According to some researchers, the values observed 
in essential oil composition and quantitative content of 
certain components can be explained by different ecolog-
ical, climatic, seasonal, genetic, and geographic factors 
[34], as well as differences of species and chemotypes of 
Laurus plants, conditions of soil feeding etc.

Antibacterial activity of essential oil from Laurus 
nobilis leaves, studied in vitro on three bacterial strains: 
Staphylococcus aureus, St. intermedius и Klebsiella 
pneumonia, exhibited in minimal inhibiting concentra-
tion from 0.01 to 1 mg/ml [25]. As we know, cineol has 
a strong antibacterial action against Staphylococcus au-
reus [35]. Linalool is an aliphatic alcohol with exhibit-
ed anti-bacterial activity against several bacteria such as 
Shigella sonnei, Sh. flexneri, Pseudomonas aeruginosa, 
and Listeria monocytogenes [36]. Methyleugenol and sa-
binen as well exhibited strong antibacterial activity [37], 
while carvacrol exhibited an antibacterial activity against 
gram-negative bacteria [38]. These six basic lipophilic 
substances of the Laurus essential oil are able to pene-
trate through the cell membranes of microorganisms by 
means of polysaccharides, fatty acids, and phospholipids 
destruction which compose them. Antibacterial activity 
of the essential oil of Laurus is described in a lot of re-
searches [39, 40].

Essential oil from Laurus leaves (in concentration 
300 mg/ml) almost entirely inhibited the formation of 
3-nitrotyrosine (91%). 1,8-cineole turned out to be inef-
fective in this model. This allowed authors to assume that 
this effect is connected with other volatile substances of 
the leaves [41].

Antifungous potential of the essential oil from laurel 
leaves in relation the species of Eurotium, Aspergillus and 
Penicillium genera was showed by M. Guynot with co-au-
thors [42]. 

Essential oil from the leaves showed antiradical ac-
tivity (DPPH) with IC50 value of 66.1 µg/ml. Inhibition 
of proliferation of cancer cells line K562 was observed at 
IC50 = 95 µg/ml [43]. 

Anesthetic and anti-inflammatory influence of essen-
tial oil and laurel leaves in the tests on laboratory animals 
(mice, rats) for activity was comparable with morphine 
and piroxicam action [44]. 

Essential oil of laurel leaves were used as anti-epi-
leptic agent in Iranian traditional medicine [45]. It pro-
tected mice from chronical attacks, induced by maximum 
electric shock, especially with pentylenetetrazol. Methy-
leugeno, eugenolom and pinen were responsible for this 
activity according to the authors’ opinion [45].
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Growing interest to this group of natural compounds 
of Laurus is connected not only with the diversity of 
the identified structure but also with the timely types of 
pharmacological activity (antioxidant and anticancer).

The authors of in vitro study [46] have found out the 
activity of phenolic extracts against bacteria, fungi, and 
some lines of tumorous cells of human (HeLa, MCF7, 
NCI-H460 и HCT15).

In the study of H.W. Kang with co-authors [47] they 

have isolated and identified flavonoid isoquercitrin (1) 
from the ethanol extract from laurel leaf (table 1). Its an-
tioxidant activity was higher than butylhydroxyanisolum, 
butylhydroxytoluenum, and ascorbic acid had.

S. de Marino with co-authors [48] have isolated sev-
eral compounds from the methanol extract of fresh laurel 
leaves including phenolic glycoside (2) and flavonoids (3 
and 4). The compound 3 was the most active inhibitor of 
nitrogen oxide production (table 1).

V. Papageorgiou with co-authors identified luteolin 
(5) as the main phenolic components in laurel leaves 
gathered in Greece [34]. Phenolic acids – 3,4-dihydroxy-
bensoic (6), gallic (7), vanillic (8), and rosmarinic (9) 
were found in low concentrations.

M. Muchuweti with co-authors [49] have identified 
caffeic (10), ferulic (11) and vanillic (8) acids in the ex-
tracts from the laurel leaves.

Studies for the infusion of laurel leaves gathered in 
Italy [5] stated the presence of kaempferol-3-O-glucopy-
ranoside (12); kaempferol-3-O-ramnopyranoside (13); 
kaempferol-3-O-(2”,4”-di-E-n-coumaroil)-rhamnoside 
(14); kaempferol-3-O-arabinopyranoside (15); kaemp-
ferol-3-O-[6-O-(rhamnopyranosil) glucopyranoside]; 
3’-metoxi-quercetin-3-O-[6-(rhamnipyarnosil) gluco-
pyranoside] (19); 3’-metoxiquercetin-3-O-[6-O-(ram-
nopyranosil) glucopyranoside] (20); 3’-metoxiquerce-
tin-3-O-glucopyranoside (21); catechine (22); isovitexin 
2”-rhamnoside (23); cinnamtannin B1 (24).

Rutin (quercetin 3-O-rutinoside) (25) was detected in 
the leaves of the plant by the methods of HPLC [52], and 
UPLC (performance liquid chromatography) [55] and 
identified by retention time on the column and spectral 
characteristics in comparison with the standard sample.

Laurel leaves from Turkey [50] had kaempferol-
3-O-α-L-(3″-Z, 4″-E-di-п-coumaroyl)-rhamnopyrano-
side (26), kaempferol-3-O-α-L-(3″, 4″-di-Z-п-couma-
royl)-rhamnopyranoside (27), kaempferol-3-O-α-L-(3″, 
4″-di-E-п-coumaroyl)-rhamnopyranoside (28), kaemp-
ferol-3-O-α-L-(2″-E,4″-Z-di-п-coumaroyl)-rhamnopy-
ranoside (29), kaempferol-3-O-α-L-(2″,4″-di-E-п-cou-
maroyl)-ramnopyranoside (30), and 
kaempferol-3-O-α-L-(2″-Z,4″-E-di-п-coumaroyl)-rham-
nopyranoside (31).

1                                                                   2

S. Pacifico with co-authors have identified the fol-
lowing substances from the methanol extracts from 
laurel leaves gathered in Italy [51]: hexoside 3,4-di-
hydroxybensoic acid (32); 2′,β-dihydroxi-α,β-dihy-
drochalcone-α-O-hexoside (33); 1-(2′-hydroxiphe-
nil)-1-hydroxyphanilpropan-α-O-hexoside (34); 
hexoside of coumaric acid (35); 2′-hydroxi-α,β-dihydro-
chalcone-α-O-hexoside (36); apigenin-6,8-di-C-hexo-
side (37); apigenin-6-C-(2″-O-deoxyhexosil)-hexoside 
(38); quercetin-3-O-(6″-O-deoxyhexosil)-hexoside 
(39); kaempferol-3-O-(6″-O-deoxyhexosil)-hexoside 
(40); isorhamnetin-3-O-(6″-O-deoxihexosil)-hexoside 
(41); cinnamtannin B1 (24); 8-C-hexosil apigenin (42); 
tetra-metoxi-dihidroquercetin-3-O-pentoside (43); kae-
mpferol-3-O-hexoside (isomer 1 and 2) (44); quer-
cetin-3-O-pentoside (45); kaempferol-3-O-hexoside 
(46): quercetin-3-O-deoxihexoside (47); isorhamne-
tin-3-O-hexoside (48); kaempferol-3-O-pentoside (49); 
kaempferol-3-O-deoxihexoside (50).

Comparative study of cultivated and wild-growing 
samples of laurel leaves which took place in Portugal 
[52] identified the presence of hexoside epicatechin (51), 
(+)-gallokatechin (52), (+)-catechin (53), (-)-epicate-
chin (54), 6-C-luteoline glucoside (55), 8-C-apigenin 
glucoside (56), 6-C-apigenin glucoside (57), 3-O-quer-
cetin glucoside (58), 3-O-kaemperol rhutinoside (59), 
3-O-kaempferol glucoside (60) and several other pheno-
lic compounds.

D.B. Muñiz-Márquez with his colleagues [53] have 
found the presence of two phenolic acids in extracts from 
laurel leaves: coumaric (61) and 2-hydroxycinnamic ac-
ids (62).

Laurel leaves gathered in Crimea contained epicate-
chin as a dominating component of a flavonic nature (54). 
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Table 1 – Phenolic compounds of Laurus nobilis leaves

No Name Country Source
1 2 4 5
1 Isoquercitrin Turkey [47]
2 No trivial name Italy [48]

3 Kaempferol-3-O-α-L-(3′′,4′′-di-E-п-coumaroyl) rhamnoside Italy [48]
Turkey [50]

4 Kaempferol -3-O-α-L-(2′′-E-п-coumaroyl) rhamnoside Italy [48]
5 Luteolin Greece [34]6 3,4- dihydroxybensoic acid

7 Gallic acid Greece [34]
Russia [61]

8 Vanillic acid Greece [34]
Zimbabwe [49]

9 Rosmarinic acid Greece [34]
10 Caffeuc acid Zimbabwe [49]11 Ferulic acid
12 Kaempferol-3-O-glucopyranoside

Italy [5]

13 Kaempferol-3-O-rhamnopyranoside
14 Kaempferol-3-O-(2′′,4′′-di-E-п-coumaroyl)-rhamnoside
15 Kaempferol-3-O-arabinopyranoside
16 Kaempferol-3-O-[6-O-(rhamnopyranosil) glucopyranoside]
17 Quercetin-3-O-glucopyranoside
18 Quercetin-3-O-rhamnopyranoside
19 Quercetin-3-O-[6-O-(rhamnopyranosil) glucopyranoside]
20 3′-metoxiquercetin-3-O-[6-O-(rhamnopyranosil) glucopyranoside]

21 3’-metoxiquercetin-3-O-glucopyranoside

Catechin Italy [5]
22 Russia [54]

23 Isovitexin -2′′-rhamnosyl Italy [5]

Cinnamtanin B1 Italy [5]

24 Italy [51]

Rutin (quercetin 3-О-rutinoside)
China [55]

25 Portugal [52]
26 Kaempferol-3-O-α-L-(3′′-Z,4′′-E-di-п-coumaroyl)-rhamnopyranoside

Turkey [50]

27 Kaempferol-3-O-α-L-(3′′,4′′-di-Z-п-coumaroyl)-rhamnopyranoside
28 Kaempferol-3-O-α-L-(3», 4»-di-E-п-coumaroyl)-rhamnopyranoside
29 Kaempferol-3-O-α-L-(2′′-E,4′′-Z-di-п-coumaroyl)-rhamnopyranoside
30 Kaempferol-3-O-α-L-(2′′,4′′-di-E-п-coumaroyl)-rhamnopyranoside
31 Kaempferol-3-O-α-L-(2′′-Z,4′′-E-di-п-coumaroyl)-rhamnopyranoside
32 3,4-dihydroxybensoic acid hexoside
33 2′,β -dihydroxy-α,β-dihydroxychalcone-α-O-hexoside
34 1-(2′-hydroxyphenyl)-1-hydroxyphenylpropan-α-O-hexoside
35 Coumaric acid hexoside
36 2′-hydroxy-α,β-dihydrochalcone-α-O-hexoside
37 Apigenin-6,8-di-C-hexoside
38 Apigenin-6-C-(2″-O-deoxyhexosyl)-hexoside
39 Quercetin-3-O-(6″-O-deoxyhexosyl)-hexoside
40 Kaempferol-3-O-(6″-O-deoxyhexosyl)-hexoside
41 Isorhamnetin-3-O-(6″-O-deoxyhexosyl)-hexoside
42 Apigenin-8-C-hexoside Italy [51]
43 Tetra-metoxy-dihydroquercetin-3-O-pentoside
44 Quercetin-3-O-hexoside
45 Quercetin-3-O-pentoside
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No Name Country Source
1 2 4 5
46 Kaempferol-3-O-hexoside
47 Quercetin-3-O-deoxyhexoside
48 Isorhamnetin-3-O-hexoside
49 Kaempferol-3-O-pentoside
50 Kaempferol-3-O-deoxyhexoside
51 Epicatechin hexoside

Portugal

[52]52 (+)-Gallocatechin
53 (+)-Catechin [52; 56]54 (-)-Epicatechin
55 Luteolin-6-С-glucosid

[52]

56 Apigenin 8-С-glucosid
57 Apigenin 6-С-glucosid
58 Quercetin 3-О-glucosid
59 Kaempferol 3-О-rutinoside
60 Kaempferol 3-О-glucoside
61 Coumaric acid Mexico [53]62 2-hydcorsicinnamic acid

According to M.Škerget with co-authors [57] in 
methanol extracts from laurel leaves gathered in Slove-
nia phenolic compounds amounted to 99.7 g/kg (in terms 
of gallic acid).

The study for an infusion from this raw material, 
made by a group of authors [5], showed that the content 
of kaempferol and quercetin derivatives in it amounts to 
0.31±0.02 mg/100 ml and 2.11±0.01 mg/100ml respec-
tively. In terms on 200 ml of decoction it is 5.0 mg (total).

М. Lu with co-authors [55] studied content of fla-
vonoids and phenolic acids in ethanol extracts of lau-
rel leaves of plants cultivated in China. The content of 
phenolic acids in terms of a dry weight amounted to 
475.1±12.7 mg/g, rutin (25) – 929.4±19.3 mg/g and un-
defined flavonoids – 2138.2±42.7 mg/g.

Phenolic profile of Laurus leaves gathered on a con-
tinent, the Azores and Madeira (Portugal) was analyzed 
by A. Vinha with co-authors [56] (table 2). 

Table 2 – Quantitative content of different groups of phenolic compounds in Laurus nobilis leaves

Compounds
Extracts

Water Water-alcohol
(water-ethanol 1:1) Alcohol

Phenolic compounds, mg/g in terms  
of gallic acid 14.37±0.79 43.03±0.35 31.09±0.31

Flavonoids, mg/g in terms of epicatechin 14.12±0.93 30.15±0.25 20.88±0.88
(+)-Catechin 0.41* 0.58* 0.04*
(-)-Epicatechin 0.99* 3.44* 0.67*
Sum of monomers 1.40* 4.02* 0.71*
Dimeric proanthocyanidins 1.49* 16.97* 5.25*
Trimeric proanthocyanidins 1 0.48* 1.24* 0.32*
Trimeric proanthocyanidins 2 1.73* 5.05* 2.46*
Tetrameric proanthocyanidins 1.02* 1.16* 0.32*
Sum of flavan-3-oles 6.12* 28.44* 9.06*

* – concentrations are given in mg/g in terms of epicatechin and dry weight

These data show that Laurus nobilis leaves are a 
valuable source of phenolic compounds, such as pheno-
lic acids and flavonoids. Their total content in leaves can 
reach up to 99.7 g/kg (in terms of gallic acid).

Quantitative content of different groups of phenolic 
substances varies depending on the place of gathering, raw 
material source (cultivated or wild-growing plants), time 
(phase) of its gathering, drying and isolation methods etc. 

Sesquiterpenic lactones, isolated from the Laurus 

nobilis leaves are represented in the table 3. These com-
pounds have different pharmacologic activities: antibac-
terial, antifungal[14], antidiabetic, anti-inflammatory 
(inhibits NO production), hepatoprotective [58], neu-
roprotective [44], inhibits alcohol adsorption, increase 
activity of liver glutation-S-transferase, cytotoxic and 
induce apoptosis [59].

H.Hibasami with co-authors [60] have established, 
that sesquiterpenic lactones of Laurus – costunolide (4) 

Table 1 continued
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and zaluzanin D (26) exhibit a string growth-inhibiting 
influence in relation to cells of myeloid leucosis (HL-60) 
of human and provoke their apoptosis. Authors of this 
work as well as the majority of other researchers assume 
that α-methylene-γ-butyrolactonic part of sesquiterpenic 
lactones – necessary condition for cytotoxic (antitumor) 
activity exhibition.

H.Matsuda and others have discovered that costuno-
lide (4) also exhibits gastroprotective action [61].

М.Yoshikawa with co-authors have shown that α-meth-
ylene-γ-butyrolactonic part conditions the ability of some 
sesquiterpenic lactones from Laurus nobilis leaves to inhibit 
an increased content of ethanol in blood [62]. N. Uchiyama 
colleagues have established that several sesquiterpenic lac-
tones of this plant exhibit tripanocytic activity owing to the 
formation of covalent connection between their α,β-non-sat-
urated γ-lactonic part and nucleophiles [63].

During the experiment costunolide (4) and dehydro-
costus lactone (24) showed inhibiting activity against 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv with minimal inhib-
iting concentations 6.25 mg/l and 12.5 mg/l, correspond-
ingly. Activity of lactones mixture against medicine-re-
sistant clinical isolates of M. tuberculosis was higher 
than for the individual compounds [64].  

10 sesquiterpenic lactones: reynozin (21), mag-
nolialide hydroperoxide (19), 1β,2β-dihydroxy-
5α,6β,7αH-eudesma-4(15),11(13)-dien-12,6-olid 
(14), santamarin (22), magnolealide (18), 3α-per-
oxyarmefolin (20), 13-dehydrosantonin (13), tubi-
ferin (23), anhydroperoxycostunolide (1), lucen-
tolide (5) were isolated by E. Julianti from Laurus 
nobilis leaves. These compounds showed different 
levels of cytotoxicity towards the leucosis cells 
K562 [65].

Table 3 – Sesquiterpenic lactones found in Laurus nobilis

No Trivial name Substituents position Source

Germacran-12,6-olides

O
O

1
2

3
4 5

6

7

8
9

10

14

15

11 13

1. Anhydroperoxy-costunolide 1-oxo; 4(5),11(13),10(14)-trien; 6β,7a – Н. [65]
2. Artemorin 1(10),4(5),11(13)-trien; 6β,7a – Н. [66, 67]
3. Verlotorin 1β-ООН; 4(5),11(13),10(14)-trien; 6β,7a – Н. [67]
4. Costunolide 1β-ОН; 4(5),11(13),10(14)-trien; 6β,7a – Н. [59, 62, 66-69]
5. Lucentolide 1a-ОН; 4(5),11(13),10(14)-trien; 6β,7a – Н. [65]

Germacran-12,8-olides

O
O

1
2

3
4 5

6
7

8
9

10
11

13

14

15

6. Desacetillaure-nobiolide 6a-Н; 1(10),4(5),11(13)-trien; 7a,8β – Н. [14, 67]

Eudesman-12,6-olides

O
O

1
2

3
4 5

6

7

8
9

10

14

15

11 13
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No Trivial name Substituents position Source
7. No trivial name 1,2a/3,4a-diepoxy; 11-en; 4a,5a,6β,7a,10a – Н.

[65]
8. No trivial name 1a,2β-diОН; 3,11-dien; 5a,6β,7a,10a – Н.
9. No trivial name 1β-ОН; 4a-ОСН3; 11-en; 5a,6β,7a,10a – Н.

10. No trivial name 1β,4β-diОН; 11-en; 5a,6β,7a,10a – Н.
11. No trivial name 1β-ОН,2β-OAc; 4,11-dien; 5a,7a,10a – Н.
12. 10-epigazaniolid 1,3,11(13)-trien; 5a,10β – Н. [59]
13. 13-dehydrosantonin 3-oxo; 1,4,11(13)-trien; 4α-CH3; 6β,7α,10α-Н. [65]14. No trivial name 1β,2β-diОН; 4(15),11(13)-dien; 5α,6β,7α-H.
15. No trivial name 1β,15-diОН; 3,11(13)-dien; 5αH,7α,10α-H. [68]
16. No trivial name 3α-AcO; 1,4(15),11(13)-trien; 5α,6β,7α,10α-Н. [62]
17. Gazaniolid 1,3,11(13)-trien;10α-Н. [59]
18. Magnolialid 1β-OH; 4(5),11(13)-dien; 3α,6β,7α,10α-Н. [65]
19. Magnolialide hydroperoxide 1β-OH; 4α-ООН; 4(15),11(13)-dien; 7α,10α-Н. [65]
20. 3α-peroxyarmefolin 1β-OH; 3α-ООН; 4(5),11(13)-dien; 6β,7α,10α-Н. [65]
21. Reynozin 1β-OH; 4(15),11(13)-dien; 5α,7α,10α-Н [59, 62, 67-69]
22. Santamarin 1β-OH; 3,11(13)-dien; 5α,7α,10α-Н [59, 62, 65, 67, 68]
23. Tubiferin 3-oxo; 1,11(13)-dien; 4β,5α,6β,7α,10α-Н [65]

Guaian-12,6-olides

12

3

4 5
6

7

8

9
10

11 13

14

15 O

O

24. Dehydrocostus lactone 4(15),11(13),10(14)-trien; 1α,5α,6β,7α – Н. [69]

25. 3β –chlorodehydrocostus 
lactone 3β-Cl; 4(15),11(13),10(14)-trien; 1α,5α,6β,7α – Н. [62, 66, 69]

26. Zaluzanin D 3β-OAc; 4(15),11(13),10(14)-trien; 1α,5α,6β,7α – Н. [62, 69]
27. Zaluzanin C 3β-OH; 4(15),11(13),10(14)-trien; 1α,5α,6β,7α – Н. [69]
28. Eremantin 4(15),11(13),9(10)-trien; 1α,5α,6β,7α – Н. [69]

Other lactone types

O

O

O

H

                        

O

O
Spirafolid [59]                                         No trivial name [66]

Thus, Laurus nobilis leaves contain a significant 
amount of essential oil, phenolic compounds and ses-
quiterpenic lactones different by their structure, as well 
as by the revealed types of pharmacological activity.

Conclusion. As the scientific literature data pre-
sented in the review showed, components of essential 
oil, phenolic compounds and sesquiterpenic lactones of 
Laurus nobilis are the leading groups of active substanc-
es. The studies of different researchers and research 

groups have established differences in qualitative com-
position and quantitative content of these Laurus BAS. 
According to some researches, the variation pointed 
may be explained by different ecological, climatic, sea-
sonal, genetic, and geographic factors [34], as well as 
difference of species and chemotypes of Laurus plants, 
condition of soil feeding, etc.

Pharmacological studies have established a varied 
activity spectrum of BAS from Laurus nobilis leaves. 

Table 3 continued
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В статье представлены новые подходы к стандартизации сухого экстракта и лекарственных препара-
тов (ЛП) гинкго двулопастного (Ginkgo biloba L.). Предложены методики спектрофотометрического опре-
деления флавоноидов, терпенолактонов и гинкголевых кислот в активной фармацевтической субстанции 
(АФС) «Гинкго двулопастного экстракт сухой» (далее «экстракт гинкго»), а также методики анализа ЛП 
«Гинкго, таблетки, покрытые оболочкой, 40 мг» (далее «ГИНКГО, таблетки») и «Гинкго, раствор для 
приема внутрь, 40 мг/мл» (далее «ГИНКГО, раствор»). Цель работы – разработка и валидационная оцен-
ка методик стандартизации АФС растительного происхождения – экстракта гинкго, а также ЛП на его 
основе. Материалы и методы. Объектами исследования послужили образцы АФС «Гинкго двулопастного 
экстракт сухой», ЛП «Гинкго, таблетки» и «Гинкго, раствор», произведенные компанией ЗАО «ВИ-
ФИТЕХ» (Россия). Методы исследования: спектрофотометрия (далее «СФ-метрия») и высокоэффективная 
жидкостная хроматография (ВЭЖХ). Используемое оборудование: спектрофотометр СФ-56, производство 
ООО «ЛОМО-СПЕКТР» (Россия) и хроматограф жидкостный марки Shimadzu Prominence LC-20AD (Япония) 
с программным управлением и компьютерной обработкой результатов анализа. Результаты и обсуждение. 
Использование метода СФ-метрии оптимизирует процесс анализа не только в ходе стандартизации гото-
вого продукта, но и на всех стадиях промышленного производства ЛП в рамках межоперационного контроля. 
Содержание суммы флавоноидов в образцах двух серий экстракта гинкго в пересчете на рутин составило мето-
дом прямой СФ-метрии – (29,64 ± 0,36)% и (28,88 ± 0,54) %; методом дифференциальной СФ-метрии – (21,78 
± 0,41) и (20,98 ± 0,24)%. Содержание суммы флавоноидов в препаратах «Гинкго, таблетки» и «Гинкго, 
раствор» составило: методом прямой СФ-метрии – (9,84 ± 0,15) мг/таб. и (10,07 ± 0,10) мг/мл; методом диф-
ференциальной СФ-метрии – (7,33 ± 1,13) мг/таб. и (8,30 ± 0,13) мг/мл, соответственно. Проанализированы 
препараты-аналоги «Мемоплант» («Dr. Willimar Schwabe GmbH & Co. KG») и «Танакан®» («Beaufour 
Ipsen Industrie») – полученные результаты сопоставимы. Разработаны методики количественного опреде-
ления в АФС суммы терпенолактонов методом дифференциальной СФ-метрии и остаточного содержания 
суммы гинкголевых кислот методом прямой СФ-метрии. В ходе их апробации было установлено, что коли-
чество гинкголактонов в исследованных образцах составляет (7,87 ± 0,17)% и (8,03 ± 0,22)% в пересчете 
на билобалид, а остаточное содержание суммы гинкголевых кислот не превышает 10 ppm. Подтверждена 
целесообразность и эффективность применения метода ВЭЖХ для одновременного определения подлинно-
сти и оценки доброкачественности субстанции и ЛП гинкго. Заключение. Разработаны методики СФ-ме-
трического количественного определения суммы флавоноидов в АФС и ЛП, полученных из листьев гинкго 
двулопастного. Применительно к АФС предложены методики СФ-метрического определения суммы тер-
пенолактонов и остаточного содержания суммы гинкголевых кислот. Разработанные методики отвечают 
валидационным критериям, характеризуются точностью и воспроизводимостью в сочетании с простотой 
исполнения и апробированы в условиях фармацевтического производства.

Ключевые слова: гинкго экстракт, гинкгофлавонгликозиды, терпенолактоны, гинкголевые кислоты, 
спектрофотометрия

For citation: 
Marchenko M.A., Zilfikarov I.N.,  
Ibragimov T.A., Maleev A.G. “DEVELOPMENT  
OF THE METHODS OF STANDARTIZATION  
DRY EXTRACT AND MEDICAL DRUGS  
GINKGO BILOBA”.  
Pharmacy & Pharmacology. 2017;5(3):222-241. (In Russ.) 
DOI:10.19163/2307-9266-2017-5-3-222-241

Для цитирования:  
Марченко М.А., Зилфикаров И.Н., Ибрагимов Т.А.,  
Малеев А.Г. «РАЗРАБОТКА МЕТОДИК  
СТАНДАРТИЗАЦИИ СУХОГО ЭКСТРАКТА  
И ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ ГИНКГО  
ДВУЛОПАСТНОГО». 
Фармация и фармакология. 2017;5(3):222-241. 
DOI:10.19163/2307-9266-2017-5-3-222-241
© Марченко М.А., Зилфикаров И.Н.,  
Ибрагимов Т.А., Малеев А.Г., 2017



223

Pharmacy & Pharmacology V. 5 N 3, 2017 DOI:10.19163/2307-9266-2017-5-3-222-241

DEVELOPMENT OF THE METHODS OF STANDARTIZATION DRY EXTRACT  
AND MEDICAL DRUGS GINKGO BILOBA

M.A. Marchenko1, I.N. Zilfikarov1,2, T.A. Ibragimov3,4, A.G. Maleev1 
1 CJSC «VIFITEH», 84, SSC PMB, Obolensk, Moscow Region, 142279, Russia

2 All-Russian Science Research Institute of Medicinal and Aromatic Plants, 1, building, 7,  
Grina str, Moscow, 117216, Russia

3Dagestan State University, 4, Batyraya str, Makhachkala, Republic of Dagestan,  
367000, Russia 4Dagestan State Medical University, 1, Lenina str, Makhachkala,  

Republic of Dagestan, 367012, Russia
E-mail: marchenko.mariya2018@yandex.ru; dagfarm@mail.ru

The article presents new approaches to standardization of dry extract and medicinal preparations (MD) of ginkgo 
bilobate. Methods for the spectrophotometric determination of flavonoids, terpenolactones and ginkgoic acids in the 
active pharmaceutical substance “Ginkgo biloba dry extract “ (further in the text “ginkgo extract”), as well as meth-
ods for analysis of MD “GINKGO, tablets coated with 40 mg” (“GINKGO”, Tablets) and “GINKGO, solution for 
enteral use, 40 mg/ml “(“GINKGO, solution”). The aim – development and validation of methods for standardization 
of plant-derived APS – ginkgo extract, as well as MD based on it. Materials and methods. The samples of the APS 
“Ginkgo biloba dry extract “, MD “GINKGO, tablets” and “GINKGO, solution”, produced by CJSC “VIFITEH” 
(Russia) served as the objects of the study. Research methods: spectrophotometry (further in the text “SF-metry”) and 
high-performance liquid chromatography (HPLC). Used equipment: SF-56 spectrophotometer manufactured by LLC 
“LOMO-SPECTR” (Russia) and liquid chromatograph of the brand Shimadzu Prominence LC-20AD (Japan) with 
software control and computer processing of analysis results. Results and discussion. The use of the method of SF-me-
try optimizes the analysis process not only during the standardization of the finished product, but also at all stages of 
industrial production of MD within the framework of interoperational control. The content of the sum of flavonoids in 
the samples of two series of ginkgo extract in terms of rutine was determined by direct SF-metry – (29.64 ± 0.36)% 
and (28.88 ± 0.54)%; method of differential SF-metry – (21.78 ± 0.41) and (20.98 ± 0.24)%. The content of the amount 
of flavonoids in the preparations “GINKGO, tablets” and “GINKGO, solution” was: by direct SF-metry – (9.84 ± 
0.15) mg/tab. and (10.07 ± 0.10) mg/ml; Method of differential SF-metry – (7.33 ± 1.13) mg/tab. and (8.30 ± 0.13) mg/
ml, respectively. The analogues “MEMOPLANT” (“Dr. Willimar Schwabe GmbH & Co. KG”) and “TANAKAN®” 
(“Beaufour Ipsen Industrie”) were analyzed – the results obtained are comparable. Methods for quantitative deter-
mination of the amount of terpenolactones in the APS by the method of differential SF-metry and the residual content 
of the sum of ginkgoic acids by the direct SF-metry method are developed. During their approbation it was found that 
the amount of ginkgolactones in the samples studied is 7.87 ± 0.17% and 8.03 ± 0.22%, calculated as bilobalide, and 
the residual content of ginkgoic acid does not exceed 10 ppm. The expediency and effectiveness of using the HPLC 
method for simultaneous determination of the authenticity and evaluation of the benign nature of the substance and 
MD ginkgo was confirmed. Conclusion. The methods of the SF metric quantification of the amount of funds have been 
developed. The developed methods meet the validation tests, are characterized by accuracy and reproducibility in 
combination with simplicity of execution and are tested in the conditions of pharmaceutical production.

Keywords: Ginkgo extract, ginkgofavonglycosides, terpenolactones, ginkgolic acids, spectrophotometry

Введение. Ноотропы – фармакологическая группа 
лекарственных препаратов (ЛП), которые оказывают 
специфическое позитивное влияние на высшие интегра-
тивные функции мозга человека, умственную деятель-
ность, повышают устойчивость к различным поврежда-
ющим факторам, снижают неврологический дефицит 
и улучшают кортико-субкортикальные связи [1, 2]. В 
современном ассортименте ноотропных средств особое 
место принадлежит препаратам растительного проис-
хождения, которые при правильном применении дей-
ствуют не менее эффективно, чем синтетические или 
полусинтетические аналоги, при этом они, как правило, 
не вызывают побочные эффекты. Среди них выделяют 
ЛП на основе гинкго двулопастного листьев экстракта 
(Extractum foliorum Ginkgo bilobae), характеризующие-
ся цереброваскулярной активностью.

Реализация фармакологического эффекта пре-
паратов гинкго происходит через опосредованное 
воздействие на нервную клетку, обусловленное улуч-
шением как системного мозгового кровотока, так и 
микроциркуляции, а также антиагрегантным и анти-
гипоксическим действием [3, 4, 5].

Гинкго двулопастный (Ginkgo biloba L.) – голосе-
менное листопадное реликтовое дерево, которое явля-
ется единственным современным представителем сем. 
Гинкговые (Ginkgoaceae). Листья гинкго включены в 
Российскую, Европейскую и Британскую фармакопеи 
и служат сырьем для производства ряда ЛП (Танакан, 
Мемоплант, Билобил, Гинкго-Форт и др.) и биологиче-
ски активных добавок (БАД) к пище, которых насчи-
тывается несколько десятков наименований. Однако, 
в силу различных причин, в том числе относительно 
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высокой стоимости конечного продукта, спрос на дан-
ные препараты остается нереализованным [1, 6, 7, 8]. 
В связи с вышеизложенным, задача создания россий-
ских ЛП на основе экстракта гинкго, не уступающих 
по качеству, эффективности и безопасности зарубеж-
ным аналогам, весьма актуальна. Созданию импор-
тозамещающих ЛП из листьев гинкго препятствуют 
такие факторы, как необеспеченность лекарственным 
растительным сырьем и стандартными образцами 
(СО), в ряде случаев сложность проведения методик 
анализа и др.

Анализу экстракта гинкго и его препаратов по-
священ ряд исследований [9, 10, 11, 12, 13]. В боль-
шинстве методик, предложенных ранее, основное 
внимание уделяется двум классам биологически ак-
тивных веществ (БАВ): флавоноидным гликозидам, 
объединенным под общим названием «гинкгофла-
вонгликозиды», «гинкгозиды», «гинкгофлавоны», 
и терпенолактонам, которые также объединяют под 
групповым названием «гинкголиды», «гинкголак-
тоны», «билобалиды» [14, 15, 16]. В публикациях 
последних лет отмечается потенциальная опасность 
неконтролируемого применения неочищенного экс-
тракта гинкго, связанная с проявлением ряда побоч-
ных эффектов, в частности, аллергических реакций 
и токсического воздействия на желудочно-кишеч-
ный тракт, что обусловлено присутствием т.н. гинк-
голевых кислот. В связи с тем, что минимальный 
курс терапии препаратами гинкго составляет три 
месяца, а может достигать шести и более месяцев, 
экстракт гинкго рекомендовано дополнительно нор-
мировать по уровню предельно допустимого содер-
жания суммы гинкголевых кислот (по различным 
источникам не более 5 мг/кг или не более 10 мг/кг) 
[7, 17, 18,].

Фармацевтическая компания ЗАО «ВИФИТЕХ» 
воспроизводит технологию АФС – сухого экстрак-
та листьев гинкго двулопастного и внедряет в ас-
сортимент ЛП «Гинкго, таблетки» и «Гинкго, 
раствор». Технология заключается в экстракции ли-
стьев гинкго ацетоном 60% с последующими фрак-
ционированием и селективной очисткой от мало-
полярных веществ, в т.ч. от гинкголевых кислот. В 
результате препараты являются полными аналогами 
ЛП «Мемоплант, таблетки, 40 мг» («Dr. Willimar 
Schwabe GmbH & Co. KG», Германия), «Тана-
кан®, таблетки, 40 мг», и «Танакан®, раствор, 40 
мг/мл» («Beaufour Ipsen Industrie», Франция), кото-
рые зарегистрированы и применяются на террито-
рии РФ свыше 20 лет [1, 6].

Цель работы – разработка и валидационная 
оценка методик стандартизации АФС растительного 
происхождения – сухого экстракта из листьев гинк-
го двулопастного и лекарственных препаратов на его 
основе.

Материалы и методы. Объектами исследования 
являются образцы АФС «Гинкго двулопастного экс-
тракт сухой», ЛП «Гинкго, таблетки» и «Гинкго, 
раствор», произведенные компанией ЗАО «ВИФИ-
ТЕХ». Методы исследования: СФ-метрия в УФ- и 
видимой области (спектрофотометр СФ-56, ООО 
«ЛОМО-СПЕКТР», Россия), ВЭЖХ-хроматография 
в следующих условиях: хроматограф жидкостный с 
программным управлением и компьютерной обработ-
кой результатов анализа марки Shimadzu Prominence 
LC-20AD (Япония) с дегазатором DGU-20A3R и 
УФ-ВИД-детектором Shimadzu SPD-20A; хромато-
графическая колонка – Zorbax EclipseXDB-C18 разме-
ром 4,6 × 250 мм и размером частиц сорбента 5 мкм; 
подвижная фаза – смесь из ортофосфорной кислоты 
раствора 0,5 % и ацетонитрила для хроматографии 
(70:30); длина волны детектирования – 370 нм.

Результаты и обсуждение. Согласно данным ли-
тературы, флавоноиды экстракта гинкго представле-
ны гликозидами, производными кверцетина, кемпфе-
рола и изорамнетина, а также конденсированными по 
связи С8–С´3 бифлавоноидами [15, 19].

Обнаружение флавоноидов в исследуемых объ-
ектах осуществляли посредством цианидиновой 
пробы [16], которая позволяет быстро и надежно 
идентифицировать их, как в АФС, так и в ЛП. Под-
тверждением подлинности исследуемых объектов 
также является наличие характеристических пиков 
агликонов кверцетина, кемпферола и изорамнетина 
на ВЭЖХ-хроматограмме (рис. 1). Гидролиз флаво-
нолгликозидов в ходе пробоподготовки проводили в 
присутствии хлористоводородной кислоты при на-
гревании реакционной смеси в течение 2 ч в среде 
этилового спирта.

На этапе разработки и апробации методики 
ВЭЖХ-анализа принадлежность пиков на хромато-
граммах анализируемых веществ подтверждали ис-
пользованием растворов СО кверцетина, кемпферола 
и изорамнетина (Sigma Aldrich). Анализ полученных 
экспериментальных данных показал, что с целью 
упрощения процедуры стандартизации субстанции 
и ЛП гинкго методом ВЭЖХ, для выявления на хро-
матограмме характеристических пиков достаточно 
использовать только СО кверцетина, обнаружение 
которого позволяет идентифицировать пики кемп-
ферола (соотношение, рассчитанное как tуд. вещества/tуд. 

кверцетина, – около 1,9) и изорамнетина (tуд. вещества/tуд. кверцетина 
– около 2,1).

Фармакопея США (USP) дополнительно пред-
усматривает контроль соотношения площадей пиков 
флавоноидных агликонов кверцетина и кемпферола, 
которое в доброкачественном продукте не должно 
превышать 2,5:1; этот показатель исключает введение 
в состав продукта более доступных веществ – рути-
на или кверцетина, с целью увеличения содержания 
флавоноидной фракции [18].
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Содержание суммы флавоноидов в экстракте и 
препаратах гинкго определяют методами СФ-метрии 
и ВЭЖХ [20, 13]. Метод ВЭЖХ предусматривает сум-
мирование площадей пиков агликонов кверцетина, 
кемпферола и изорамнетина на хроматограмме ги-
дролизата, полученный результат пересчитывается на 
сумму флавоноидных гликозидов через площадь пика 
раствора СО кверцетина и поправочный коэффици-
ент. Методика воспроизводится, позволяет селектив-
но оценивать анализируемый класс веществ, однако 
зависит от полноты протекания гидролиза флавонол-
гликозидов, трудоемка в исполнении и требует значи-
тельных затрат во времени. В условиях промышлен-
ного производства дозированных ЛП, в частности, 
таблеток и раствора, методика ВЭЖХ-анализа может 
значительно влиять на скорость процессов межопера-
ционного контроля, а именно таблетируемой массы, 
ядер таблеток, промежуточных полупродуктов или 
растворов; позволяет стандартизировать анализируе-
мый объект только лишь по предельно допустимому 
нижнему уровню количественного содержания суммы 
флавоноидов. Преимуществом методики является воз-
можность одновременного определения подлинности 
и доброкачественности субстанции. 

Количественное определение суммы флавонои-
дов в экстракте и препаратах гинкго апробировали 
параллельно по методикам прямой и дифференци-
альной СФ-метрии. Отличия в подходах реализации 
методик заключаются в пробоподготовке. В варианте 
прямой СФ-метрии оптическая плотность измеряет-
ся у раствора вещества или суммы веществ в их ис-
ходном состоянии, не измененном в ходе какой-либо 
реакции, и измерение производится относительно 
растворителя, как правило, бесцветного и прозрач-
ного. В варианте дифференциальной СФ-метрии 
определение проводится по продуктам химических 
превращений анализируемого вещества или суммы 
веществ, измерение проводится относительно рас-
твора, приготовленного аналогично испытуемому, 
но без добавления реагента, комплексообразователя, 

окислителя и др. Применительно к экстракту и ЛП 
гинкго, в варианте прямой СФ-метрии сумма ана-
лизируемых веществ соответствует селективному 
извлечению – преимущественно фракции флаво-
ноидов, в варианте дифференциальной СФ-метрии 
– комплексам флавоноидов с катионами алюминия 
(III), образующимся в слабокислой среде.

УФ-спектры поглощения испытуемых раство-
ров из экстракта гинкго и его ЛП в условиях прямой 
СФ-метрии имеют т.н. «плечо» или слабо выражен-
ный максимум в области (340 – 375) нм; УФ-спектры 
поглощения испытуемых растворов в условиях диф-
ференциальной СФ-метрии имеют максимумы в ин-
тервале от 405 до 415 нм (табл. 1). В ходе испытаний 
установлено, что зависимость величин оптической 
плотности испытуемых растворов от навески экс-
тракта гинкго соответствует валидационному крите-
рию линейности, что позволяет считать оба варианта 
методики пригодными для стандартизации препара-
тов гинкго. 

В качестве стандартного образца в обеих ме-
тодиках использовали СО рутина (Sigma Aldrich), 
имеющий в условиях анализа максимумы поглоще-
ния при длинах волн (362 ± 5) нм и (410 ± 5) нм, 
соответственно. Растворы СО рутина, как в прямой, 
так и в дифференциальной СФ-метрии, демонстри-
руют воспроизводимость величины оптической 
плотности, это послужило основанием для расчета 
величин удельного показателя поглощения ( ) 
рутина в условиях анализа (табл. 1). Относительная 
ошибка определения удельного показателя поглоще-
ния не превышает 2%, что позволяет использовать 
установленные величины в расчетах. Как известно, 
использование точно установленного показателя по-
зволяет значительно сократить продолжительность 
анализа, снизить величину и вероятность ошибки 
определения, а также проводить стандартизацию в 
условиях отсутствия или нехватки СО рутина, что 
немаловажно для текущего межоперационного кон-
троля на производстве.

Рисунок 1 – Обнаружение агликонов флавоноидов экстракта гинкго методом ВЭЖХ.
Условные обозначения: 1 – пик кверцетина;  2 – пик кемпферола; 3 – пик изорамнетина.
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Таблица 1 – Сравнительная характеристика вариантов количественного  
определения суммы флавоноидов в экстракте гинкго методом СФ-метрии

Cпектрофотометрия
Прямая Дифференциальная

1. УФ-спектры поглощения испытуемых растворов, согласно методикам  
определения суммы флавоноидов в экстракте и препаратах гинкго

Условные обозначения: 1 – испытуемый раствор СО рутина; 2 – испытуемый раствор из ЛП «Гинкго, 
раствор»; 3 – испытуемый раствор из ЛП «Гинкго, таблетки»; 4 – испытуемый раствор из субстанции «Гинк-
го двулопастного экстракт сухой»

2. Зависимость оптической плотности от навески по методикам определения  
суммы флавоноидов в экстракте гинкго

3. Величины удельного показателя поглощения ( ) рутина

Хср. f P S Δx ε, %
311,6 5 0,95 2,1323 5,48 1,76

Хср. f P S Δx ε, %
186,0 5 0,95 1,3969 3,59 1,93

4. Методики определения суммы флавоноидов в экстракте гинкго
Приготовление испытуемого раствора А

К 0,1 г (точная навеска) субстанции прибавляют 30 мл спирта 50% и перемешивают на магнитной ме-
шалке или шейкере в течение 5 мин. Раствор количественно с помощью спирта 50% переносят в мерную 
колбу вместимостью 50 мл, затем объем доводят тем же спиртом до метки и перемешивают

Приготовление испытуемого раствора Б
2,0 мл раствора А помещают в мерную колбу вме-

стимостью 50 мл, прибавляют 0,5 мл уксусной кислоты 
раствора 1%, доводят спиртом 70% до метки и переме-
шивают

1,0 мл раствора А помещают в мерную колбу 
вместимостью 25 мл, прибавляют 2 мл алюминия 
(III) хлорида спиртового раствора 2%, 0,5 мл ук-
сусной кислоты разведенной 30%, затем доводят 
объем спиртом 50% до метки и перемешивают
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Условия спектрофотометрирования испытуемого раствора Б
При длине волны 362 нм в кювете с толщиной слоя 

10 мм
При длине волны 410 нм в кювете с толщиной 

слоя 10 мм
Раствор сравнения

Раствор спирта этилового 70 % Раствор, приготовленный аналогично раство-
ру Б, но без добавления раствора алюминия (III) 
хлорида 2%

Формула расчета содержания суммы флавоноидов в субстанции
в пересчете на рутин и сухое вещество (Х) в процентах

где А – оптическая плотность испытуемого раствора Б;
– удельный показатель поглощения рутина в условиях анализа;

а – навеска субстанции, г;
W – потеря в массе при высушивании субстанции, %.

При анализе ЛП, содержащих экстракт гинкго, в 
методики внесены незначительные изменения на ста-
дии пробоподготовки, касающиеся необходимости 
коррекции навески и дополнительной фильтрации 
раствора А. Результаты многочисленных исследова-
ний подтвердили возможность применения метода 
СФ-метрии в двух вариантах для определения суммы 
флавоноидов, так как во всех испытаниях относитель-
ная ошибка определения не превышала 2,0 % (табл. 4).

Аналогично были разработаны методики СФ-ме-
трического определения суммы терпенолактонов и 
суммы гинкголевых кислот с целью количественной 
оценки.

Терпенолактоны гинкго представлены сескви- и 
дитерпеновыми производными. Данная группа БАВ 
характеризуется отсутствием выраженных полос 

поглощения, что явилось обоснованием разработ-
ки их количественного определения методом диф-
ференциальной СФ-метрии по реакции с окисляю-
щим реактивом по аналогии с ранее описанной [21]. 
Пробоподготовка предусматривает селективное 
выделение из экстракта гинкго терпеноидной фрак-
ции неполярным хлорсодержащим органическим 
растворителем. В качестве стандартного образца 
использовали билобалид (Bilobalide from Gingko 
biloba leaves, Sigma Aldrich), который в присутствии 
концентрированной серной кислоты образует соеди-
нение с выраженным максимумом поглощения при 
длине волны (292 ± 5) нм. Суммарный УФ-спектр 
продуктов окисления терпенолактонов экстракта 
гинкго в условиях анализа показал максимумы по-
глощения при (267 ± 5) нм и (295 ± 5) нм (рис. 2).

Рисунок 2 – УФ-спектры поглощения продуктов окисления билобалида (1) и суммы терпенолактонов 
экстракта гинкго (2) серной кислотой концентрированной

Продолжение таблицы 1
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Зависимость оптической плотности испытуемых 
растворов от навески экстракта гинкго имеет линей-

ный характер (рис. 3), что является надежным крите-
рием для применения данного подхода.

При разработке методики был рассчитан удель-
ный показатель поглощения ( ) билобалида, ко-
торый в условиях анализа составил 9,8 (f = 5; Р = 
0,95). Относительная ошибка определения составила 
2,98%, что позволяет использовать рассчитанный по-
казатель в стандартизации экстракта.

Методика определения суммы терпенолакто-
нов в сухом экстракте гинкго методом CФ-метрии 
представлена в табл. 2. Она была апробирована 
на образцах сухого экстракта гинкго производства 

Таблица 2 – Методика количественного определения суммы терпенолактонов в экстракте гинкго

Приготовление испытуемого раствора А
К 0,2 г (точная навеска) субстанции прибавляют 40 мл хлороформа и перемешивают в течение 30 мин на 
водяной бане с обратным холодильником при температуре (60-70) 0С. Затем смесь фильтруют с 2,0 г натрия 
сульфата безводного в колбу для отгонки вместимостью 250 мл. Коническую колбу и фильтр количественно 
промывают хлороформом 2 раза порциями по 15 мл. Хлороформное извлечение упаривают на роторном ис-
парителе под вакуумом при температуре (50-60)0С до полного удаления органического растворителя. Оста-
ток растворяют в 5 мл хлороформа при слабом нагревании на водяной бане и переносят в мерную колбу 
вместимостью 10 мл. Колбу для отгонки количественно промывают тем же растворителем дважды порциями 
по 2 мл. Объем раствора в мерной колбе доводят хлороформом до метки и перемешивают

Приготовление испытуемого раствора Б
5,0 мл раствора А помещают в колбу для отгонки вместимостью 50 мл и упаривают на роторном испарителе 
под вакуумом при температуре (50-60)0С до полного удаления органического растворителя. Остаток смеши-
вают с 5 мл серной кислоты концентрированной, которые затем переносят в мерную колбу вместимостью 10 
мл, колбу ополаскивают 3 мл кислоты, которые присоединяют к основному объему в мерной колбе. Объем 
раствора доводят до метки серной кислотой концентрированной и перемешивают
Условия спектрофотометрирования испытуемого раствора Б – При длине волны 295 нм в кювете с толщиной 
слоя 10 мм

Раствор сравнения – кислота серная концентрированная
Формула расчета содержания суммы терпенолактонов в субстанции

В пересчете на билобалид и сухое вещество (Х) в процентах:

Рисунок 3 – Зависимость оптической плотности испытуемого раствора  
от навески экстракта гинкго в методике количественного определения суммы терпенолактонов

ЗАО «ВИФИТЕХ». Анализ проводили в шести по-
вторностях, полученные результаты обрабатывали 
статистическим методом; относительная ошибка 
определения не превышает 3,0%. Установлено, что 
содержание суммы терпенолактонов в экстракте 
гинкго, определяемое СФ-метрическим методом, 
позволяет нормировать данный показатель на уров-
не «не менее 6,0%», что соответствует ранее уста-
новленным международным требованиям (табл. 4) 
[18, 20].
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где A – Оптическая плотность испытуемого раствора Б
– удельный показатель поглощения билобалида в условиях анализа;

а – навеска субстанции, г;
W – потеря в массе при высушивании субстанции, %.

Важнейшей особенностью экстракта гинкго 
является возможное присутствие в его составе т.н. 
гинкголевых кислот, поэтому технология его про-
мышленного производства предусматривает жид-
кость-жидкостную экстракцию н-гептаном или дру-
гим подходящим экстрагентом с целью их удаления. 

Потенциальное побочное влияние гинкголевых кис-
лот определяет необходимость контроля их остаточ-
ного содержания в субстанции с целью обеспечения 
безопасности ЛП. По свойствам и химической струк-
туре гинкголевые кислоты являются малополярными 
6-алкилпроизводными салициловой кислоты (рис. 4).

OOH

OH

R

R = –C13H27 ̶  гинкголевая кислота GA С 13:0 (6-тридецил-салициловая кислота);
R = –C15H29 ̶  гинкголевая кислота GA С 15:1 (анакардиевая кислота; 
6-пентадеценил-салициловая кислота);
R = –C15H31 ̶  гинкголевая кислота GA С 15:0 (6-пентадецил-салициловая кислота);
R = –C17H31 ̶  гинкголевая кислота GA С 17:1 (6-гептадеценил-салициловая кислота)

Рисунок 4 – Гинкголевые кислоты, идентифицированные в листьях гинкго двулопастного

При разработке методики испытаний были учте-
ны их физико-химические свойства (табл. 3). Экстра-
гентом анализируемой фракции для обработки наве-
ски сухого экстракта гинкго в ходе пробоподготовки 
был выбран н-гептан, который позволяет исключить 
мешающее влияние как сопутствующих полярных со-
единений, так и терпенолактонов, которые нераство-
римы в данном экстрагенте. В качестве стандартного 
образца мы использовали 6-тридецил-салициловую 
кислоту (Ginkgolic acid (GA) С 13:0, Sigma Aldrich). 
Раствор GA С 13:0 имеет выраженный максимум по-

глощения при длине волны (311 ± 2) нм, которая была 
принята нами в качестве аналитической в методике 
спектрофотометрического определения. Навеска ана-
лизируемой субстанции подобрана так, что при на-
личии остаточного количества суммы гинкголевых 
кислот более 10 ppm (0,001 %), оптическая плотность 
испытуемого раствора будет превышать 0,167, а на 
УФ-спектре будет присутствовать т.н. «плечо» или 
максимум. В образцах экстракта, прошедших испы-
тания, содержание суммы гинкголевых кислот соот-
ветствует установленной норме (рис. 5).

Рисунок 5 – УФ-спектры поглощения испытуемого раствора экстракта гинкго и растворов СО 
гинкголевой кислоты

Условные обозначения:
1 – испытуемый раствор экстракта гинкго;

2 – раствор СО гинкголевой кислоты GA С 13:0 0,520 мг/мл;
3 – раствор СО гинкголевой кислоты GA С 13:0 0,208 мг/мл.

Продолжение таблицы 2
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Таблица 3 – Методика испытания сухого экстракта гинкго  
на остаточное содержание суммы гинкголевых кислот

Приготовление испытуемого раствора
15,000 г порошка субстанции, предварительно высушенной в течение 5 ч, помещают в коническую колбу 
вместимостью 250 мл, прибавляют около 100 мл н-гептана и перемешивают на магнитной мешалке в те-
чение 30 мин. Смесь фильтруют с 2 г натрия сульфата безводного в колбу для отгонки вместимостью 250 
мл. Коническую колбу и фильтр промывают 20 мл н-гептана, которые присоединяют к основному раствору. 
Фильтрат упаривают на роторном испарителе при температуре (75-85)°С до полного удаления органического 
растворителя. Остаток смешивают с 5 мл н-гептана, затем количественно с помощью того же растворителя 
переносят в мерную колбу вместимостью 10 мл. Объем раствора в мерной колбе доводят гептаном до метки, 
перемешивают и фильтруют

Условия спектрофотометрирования испытуемого раствора –  
При длине волны 311 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм

Раствор сравнения – н-гептан
Нормирование:

Оптическая плотность испытуемого раствора должна быть не более 0,167  
(содержание суммы гинкголевых кислот в пересчете на гинкголевую кислоту С 13:0 – не более 0,001%)

Экспериментальные данные, полученные в ла-
боратории ОКК ЗАО «ВИФИТЕХ», подтвердили ре-
зультативность применения метода СФ-метрии для 
оценки остаточного содержания суммы гинкголевых 
кислот в субстанции, нормируемых по верхнему пре-
делу. Относительная ошибка проведенных испыта-
ний не превышает 2,0%.

В ходе апробации в условиях фармацевтиче-
ского производства было установлено, что разра-
ботанные методики для показателей подлинность, 
соотношение кверцетина и кемпферола, испыта-
ние на содержание суммы гинкголевых кислот, 
количественное определение суммы флавоноидов 
(гинкгофлавонгликозидов) и суммы терпенолакто-
нов включены в НД на субстанцию «Гинкго дву-

лопастного экстракт сухой» (ЗАО «ВИФИТЕХ») и 
являются обязательными для ее стандартизации. 
Применительно к лекарственным формам, содержа-
щим стандартизованный экстракт гинкго, в анали-
зе по показателю «Количественное определение», 
целесообразно ограничиться оценкой содержания 
суммы флавоноидов, так как этот показатель доста-
точно информативный, характеризуется точностью, 
воспроизводимостью и простотой исполнения, что 
очень важно для межоперационного контроля по-
лупродуктов. Кроме того, на данный показатель 
значительно меньшее влияние способны оказывать 
вспомогательные компоненты, входящие в состав 
ЛП. Результаты апробации методик представлены в 
табл. 4, 5 и 6.

Таблица 4 – Результаты апробации методик стандартизации субстанции  
«Гинкго двулопастного экстракт сухой» (ЗАО «ВИФИТЕХ»)

Показатель качества
Результат испытания субстанции

Образец 1 
(сер. 011216)

Образец 2 
(сер. 021216)

Качественная реакция на флавоноиды Положительная Положительная 
Обнаружение в гидролизате агликонов 
кверцетина, кемпферола и изорамнетина

Выдерживают испытание – на ВЭЖХ-хроматограмме 
испытуемых растворов присутствуют пики, 
соответствующие по времени удерживания пикам 
кверцетина, кемпферола и изорамнетина

Соотношение кверцетина и кемпферола 1,31 1,22
Содержание 
суммы 
флавоноидов, %

Метод прямой СФ-метрии 29,64 ± 0,36
(ε = 1,21%)

28,88 ± 0,54
(ε = 1,87%)

Метод дифференциальной 
СФ-метрии

21,78 ± 0,41
(ε = 1,88%)

20,98 ± 0,24
(ε = 1.14%)

Содержание суммы терпенолактонов, % 7,87 ± 0,17
(ε = 2,16 %)

8,03 ± 0,22
(ε = 2,74 %)

Испытание на остаточное содержание суммы 
гинкголевых кислот, % Выдерживает испытание Выдерживает испытание
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Таблица 5 – Результаты апробации методик стандартизации таблеток  
с экстрактом гинкго

Показатель качества 

Результат испытания таблеток

«Гинкго, таблетки»
(ЗАО «ВИФИТЕХ»), 

Россия

«Мемоплант, 
таблетки, покрытые 
оболочкой, 40 мг», 

Германия
Качественная реакция на флавоноиды Положительная Положительная
Обнаружение в гидролизате агликонов кверцетина, 
кемпферола и изорамнетина

Выдерживают испытание – на ВЭЖХ-
хроматограмме испытуемых растворов 
присутствуют пики, соответствующие по 
времени удерживания пикам кверцетина, 
кемпферола и изорамнетина

Соотношение кверцетина и кемпферола 0,21 1,3
Содержание суммы 
флавоноидов, мг/таб.

Метод прямой  
СФ-метрии

9,84±0,15
(ε=1,56%)

8,6±0,11
(ε=1,34%)

Метод 
дифференциальной  
СФ-метрии

7,33±1,13
(ε=1,76%)

6,84±0,13
(ε=1,85%)

Таблица 6 – Результаты апробации методик стандартизации раствора  
с экстрактом гинкго

Показатель качества

Результат испытания раствора

«Гинкго, раствор»
(ЗАО «ВИФИТЕХ»), Россия

«ТАНАКАН®, раствор  
для приема внутрь,  

40 мг/мл» («Beaufour Ipsen 
Industrie»), Франция

Качественная реакция на флавоноиды Положительная Положительная
Обнаружение в гидролизате агликонов 
кверцетина, кемпферола и изорамнетина

Выдерживают испытание – на ВЭЖХ-хроматограмме 
испытуемых растворов присутствуют пики, 
соответствующие по времени удерживания пикам 
кверцетина, кемпферола и изорамнетина 

Соотношение кверцетина и  кемпферола 1,31 1,37
Содержание 
суммы 
флавоноидов,  
мг/мл

Метод прямой  
СФ-метрии

10,07 ± 0,1
(ε = 1,03 %)

9,63 ± 0,11
(ε = 1,17 %)

Метод 
дифференциальной  
СФ-метрии

8,30 ± 0,13
(ε = 1,57 %)

7,81 ± 0,11
(ε = 1,44 %)

Заключение. Предложены методики спектрофо-
тометрического определения суммарного содержа-
ния флавоноидов, терпенолактонов и гинкголевых 
кислот, нормируемых при стандартизации АФС рас-
тительного происхождения – «Гинкго двулопастного 
экстракт сухой»; технология которой воспроизведе-
на фармацевтической компанией ЗАО «ВИФИТЕХ» 
(Россия). Все методики разработаны с учетом физи-
ко-химических свойств определяемых классов БАВ, 
отвечают современным требованиям, адаптированы 
к условиям промышленного производства и контро-
ля качества. Подтверждена эффективность метода 
ВЭЖХ для одновременной идентификации и оценки 
доброкачественности экстракта и препаратов гинкго. 

Проведена сравнительная оценка спектрофотометри-
ческого определения суммы флавоноидов в различ-
ных вариантах, которые характеризуются точностью 
и воспроизводимостью в сочетании с простотой 
исполнения. Методики анализов апробированы в 
контрольно-аналитической лаборатории ОКК ЗАО 
«ВИФИТЕХ», полученные результаты прошли вали-
дационную оценку по основным критериям, которые 
показали возможность их применения как для ме-
жоперационного контроля полупродуктов, так и для 
стандартизации готовых продуктов, получаемых из 
листьев гинкго двулопастного – экстракта сухого и 
ЛП «Гинкго, таблетки покрытые оболочкой, 40 мг» 
и «Гинкго, раствор для приема внутрь, 40 мг/мл».
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Introduction. Nootropics are a group of drugs that 
have a specific positive effect on the higher integrative 
functions of the human brain, mental activity, increase 
resistance to various damaging factors, reduce neurolog-
ical deficits and improve cortic-subcortical connections 
[1, 2]. In a modern range of nootropics drugs, a special 
place belongs to preparations of plant origin that, when 
properly applied, are no less effective than synthetic or 
semi-synthetic analogs, and they are usually side effects 
are minimized. Among them , preparations based on 
ginkgo biloba leaf extract (Extractum foliorum Ginkgo 
bilobae), characterized by cerebrovascular activity, are 
distinguished. The realization of the pharmacological ef-
fect of ginkgo drugs occurs through an indirect effect on 
the nerve cell due to the improvement of cerebral blood 
flow and microcirculation, antiaggregant and antihypox-
ic effect [3, 4, 5].

Ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.) is a gymnosperm 
relict deciduous tree, which is the only modern represen-
tative of the family Ginkgolide (Ginkgoaceae). Ginkgo 
leaves are included in the Russian, European and British 
pharmacopoeias and serve as raw materials for the pro-
duction of a number of drugs (Tanakan, Memoplant, Bi-
lobil, Ginkgo-Fort, etc.) and biologically active additives 
(BAA) for food, which number several dozen names. 
However, due to various reasons, including the relatively 
high cost of the final product, the demand for these prod-
ucts remains unrealized [1, 6, 7, 8]. Proceeding from the 
above, the need to create Russian MP that are not inferior 
in quality, efficiency and safety to foreign analogues is 
very relevant. The creation of import-substituting drugs 
is hampered by such factors as the lack raw materials, 
lack of standard samples (CS), in a number of cases the 
complexity of conducting analysis techniques, ect. 

For an analysis of extract of ginkgo and its prepa-
rations are devoted a number of studies [9, 10, 11, 12, 
13]. In most of the techniques proposed earlier, the focus 
has been on two classes of substances: flavonoidal gly-
cosides, collectively known as “ginkgoflavonglicosides,” 
“ginkgozides,” “ginkgoflavones” and terpenolactones, 
which also are grouped under the name ginkgolides, 
ginkgolactones, “Bilobalides” [14, 15, 16]. In the recent 
publications, there has been a potential danger of uncon-
trolled use of the crude ginkgo extract, which is associ-
ated with a number of side effects, in particular, allergic 
reactions and toxic effects on the gastrointestinal tract, 
which occur due to the presence of the so-called. gink-
golic acids. Due to the fact that the minimum length of 
therapy with ginkgo drugs is three months, but it could 
reach six months or more, it is recommended for the ex-
tract of ginkgo to be additionally normalized according 
to the level of the maximum allowed content of ginkgoic 
acid (according to various sources, not more than 5 mg / 
kg or not more than 10 mg / kg) [7, 17, 18].

Pharmaceutical company CJSC “VIFITEH” repro-
duces the APS technology of the dry extract of leaves 
ginkgo biloba and introduces into the assortment of MP: 
“GINKGO, coated tablets, 40 mg” and “GINKGO, solu-
tion for enteral use, 40 mg / ml.” The technology based 

on the extraction of ginkgo leaves with 60% acetone, 
followed by fractionation and selective purification from 
low-polar substances, including from ginkgoic acids. 
As a result, the preparations become full analogues of 
drugs “MEMOPLANT, tablets coated with a film coating 
of 40 mg” (“Dr. Willimar Schwabe GmbH & Co. KG”, 
Germany), “TANAKAN®, tablets coated with 40 mg”, 
and “TANACAN® , solution for ingestion of 40 mg / 
ml (“Beaufour Ipsen Industrie”, France), which are reg-
istered and used in Russian Federation for more than 20 
years [1, 6].

The aim – is the development and validation of 
methods for standardizing of APS – dry extract, and 
ginkgo biloba preparations.

Materials and methods. The subjects of the study 
are samples of the APS “Ginkgo biloba dry extract” and 
MP – “GINKGO, coated tablets, 40 mg” and “GINKGO, 
solution for the enteral use, 40 mg/ml” of the Company 
CJSC “VIFITEH”. Research methods: spectrophotome-
try in the UV and visible range (spectrophotometer SF-
56, manufactured by LLC LOMO-SPECTR, Russia); the 
conditions for the HPLC chromatography: liquid chro-
matograph with software control and computer analysis 
of the results of analysis of the brand Shimadzu Promi-
nence C- 20AD with degasser DGU-20A3R and UV-de-
tector Shimadzu SPD-20A; a chromatographic column 
of Zorbax Eclipse XDB-C18 has measurements 4,6 × 
250 mm and a sorbent particle size of 5 μm; mobile phase 
is a mixture of orthophosphoric acid solution of 0,5% and 
acetonitrile for chromatography (70: 30); The detection 
wavelength is 370 nm.

Results and discussion. According to literature 
data, flavonoids of the ginkgo extract are represented 
by glycosides, derivatives of quercetin, kaempferol and 
isorhamnetin, and also by condensed through the bond of 
C8-C’3 biflavonoids [15, 19]. The detection of flavonoids 
was carried out by means of a cyanidin test [16], which 
allows them to be quickly and reliably identified, both in 
APS and in the medicinal preparations. The confirmation 
of the authenticity of the investigated ginkgo MP is also 
occurred through the presence of characteristic peaks of 
aglycons of quercetin, kaempferol and isorhamnetin on 
the HPLC chromatogram (fig. 1). Hydrolysis of flavo-
nolglycosides during the sample preparation was carried 
out in the presence of hydrochloric acid by heating the 
reaction mixture for 2 hours in the ethanol medium.

At the stage of development and approbation of the 
technique of HPLC analysis, the peaks of the analyzed 
substances on the chromatograms were confirmed by the 
use of CS solutions of quercetin, kaempferol and isor-
hamnetin (Sigma Aldrich). Analysis of the obtained ex-
perimental data has shown that in order to simplify the 
procedure for standardizing of the gingko substance and 
drug by HPLC, it is sufficient to use only quercetin CS 
for the detection of the characteristic peaks on the chro-
matogram, the detection of which allows us to identify 
the peaks of kaempferol (the ratio calculated as the tretention 

substance/tretention quercetin  – about 1,9 and tretention isorhamnetin/quadzetin 
– about 2,1).
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Figure 1 – Detection of aglycons of flavonoids of the extract of Ginkgo by HPLC.
Legend:  1 – peak of Quercetin; 2 – peak of Kaempferol; 3- peak of Isorhamnetin

1

2

3

Moreover, the United States Pharmacopeia (USP) 
considers the control of the ratio of peak areas of flavo-
noid aglycons for quercetin and kaempferol, which in a 
benign product should not exceed 2,5:1; This indicator 
eliminates the introduction of more available substances 
into the product composition – rutin or quercetin, in order 
to increase the content of the flavonoid fraction [18].

The content of the sum of flavonoids in the extract 
and preparations of ginkgo is determined by spectropho-
tometry and HPLC methods [13, 20]. The HPLC method 
calls for the summation of areas of peaks of aglycons of 
quercetin, kaempferol and isorhamnetin on the chromato-
gram, the received amount is recalculated to the sum of 
flavonoid glycosides through the peak area CS quercetin 
and correction factor. The procedure could be reproduced, 
and it allows the selective assessment of the analyzed 
class of substances, but depends on the completeness of 
the hydrolysis of flavonol glycosides; it is laborious in 
execution and requires considerable time expenditure. In 
the industrial production of metered MP, in particular of 
tablets and solutions, the HPLC analysis can significantly 
affect the speed of interoperational control, namely the 
tablet mass, tablet cores, intermediate intermediates or 
solutions. It allows standardizing the analyzed subject 
only according to the maximum permissible lower level 
of the quantitative content of the amount of flavonoids. 
Despite the shortcomings, the technique has a significant 
advantage in the ability of simultaneous determination of 
the authenticity and quality of the substance.

The quantitative determination of the sum of flavo-
noids in the extract and ginkgo preparations was simulta-
neously tested by use of the direct and differential spectro-
photometry. The difference of these approaches lies in the 
preparation of samples. In the direct spectrophotometry, 
the optical density is measured in a solution of a substance 
or a sum of substances in their original structure that has 
not been altered during any reaction, and the measurement 
is made with respect to a solvent, usually colorless and 

transparent. In the variant of the differential spectropho-
tometry, the determination is made on the products of the 
chemical transformations of the analyzed substance or the 
sum of the substances, the measurement here is relative to 
the solution prepared analogously to the test, but without 
the addition of a reagent, complexion agent, oxidizer, etc. 
In the first variant of direct spectrophotometry, the sum of 
the analyzed substances was selected in accordance with 
the selective extraction that contains mainly a fraction of 
flavonoids, in the second variant – colored complexes of 
flavonoids with aluminum chloride. 

The spectra of UV absorption of the test solutions 
from the extract of ginkgo and its dosage forms under 
direct spectrophotometric conditions have a so-called 
“shoulder” or weakly expressed maximum in the region 
(340 – 375) nm; The spectra  of UV absorption of test 
solutions under differential spectrophotometry condi-
tions have peaks in the range from 405 to 415 nm (table 
1). During the tests, we found out that the dependence 
of the optical density values of the test solutions on the 
sample of the extract of ginkgo corresponds to the vali-
dation criterion of linearity, which makes it possible to 
consider both versions of the techniques to be suitable for 
standardizing of ginkgo preparations.

As a standard sample, both methods used CS rutine 
(Sigma Aldrich), which had absorption maxima at the 
wavelengths (362 ± 5) nm and (410 ± 5) nm, respectively 
(table 1). Solutions of CS rutine, in both, direct and in 
differential spectrophotometry, demonstrate the repro-
ducibility of the optical density, which served as the ba-
sis for calculating of the values of the specific absorption 
index ( ) rutine under the analysis conditions (table 
1). According to the data of table 1, the relative error in 
determining the specific absorption index for all variants 
does not exceed 2%, which allows the use of the speci-
fied values in the analysis techniques. As it is known, the 
use of an accurately established indicator allows signifi-
cantly reducing the duration of the analysis, reducing of 
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the magnitude and probability of determination error, as 
well as standardizing in the absence or shortage of CS 

rutine, which is important for the current interoperational 
control in production.

Table 1 – Comparative characteristics of variants quantitative determination  
the sum of flavonoids in dry Ginkgo extract by SP-metry

Spectophotometry
Direct method Differential method

1. UV-absorption spectrums of examinees of solutions, according  
to techniques of determination of the sum of flavonoids in extract and drugs Ginkgo

Legend: 1 – test solution of Rutine (CRS); 2 – test solution from “Ginkgo, solution”;  
3 – test solution from “Ginkgotablets»; 4 – test solution from the substance «Ginkgo extract dry»

2. Dependence of the optical density on the sample by methods of determining  
the sum of flavonoids Ginkgo extract

3. The values of the specific absorption index ( ) rutine

Хср. f P S Δx ε, %
311.6 5 0.95 2.1323 5.48 1.76

Хср. f P S Δx ε, %
186.0 5 0,95 1.3969 3.59 1.93

4. Methods for determining the amount sum of flavonoids in Ginkgo extract
Preparation of test solution A

To 0.1 g (precise shot) of the substance add 30 ml of ethanol 50% and mix with a magnetic stirr eror shaker for 5 
minutes. The solution is quantitatively measured with an ethanol of 50% transferred to a 50 ml volumetric flask, then 
the volume is adjusted to the mark with the same ethanol and mixed

Preparation of test solution B
2.0 ml of solution A is placed in a 50 ml volumetric flask, 
0.5 ml of acetic acid is added to a solution of 1%, adjusted 
to 70 with an ethanol, and mixed

1.0 mlofsolution A is place din a 25 ml volumetric 
flask, 2 ml of aluminum (III) chloride ethanol solution 
is added 2%, 0.5 ml of acetic acid is diluted with 30%, 
then the volume is adjusted with ethanol 70% to the 
mark and mixed
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The spectrophotometric conditions of the test solution B
At a wavelength of 362 nm in a basin with a layer thick-
ness of 10 mm

At a wavelength of 410 nm in a basin with a layer thick-
ness of 10 mm 

Comparison solution
Solution of ethanol 70% A solution prepared similarly to solution B, but without 

adding solution aluminum(III) chloride 2%
The formula for calculating the content of the amount of flavonoids in the substance  

In terms of Rutine and dry matter (X) as a percentage:

where A – optical density of the test solution B;
– specific indicator of absorption of Rutine in the conditions of analysis;

а – a shot of substance, g;
W – loss in weight drying, %

The most important feature of the extract of ginkgo is 
the possible presence in its composition of the so-called 
ginkgolic acids, therefore, the technology of its industrial 
production provides liquid-liquid extraction with n-hep-
tane or with other suitable extractant for the purpose of 
their removal. The potential side effect of ginkgoic acids 
determines the need to monitor their residual content in 
the substance in order to ensure the safety of MP.

By their properties and chemical structure ginkgoic ac-
ids are low-polar 6-alkyl derivatives of salicylic acid (fig. 4).

In the analysis of MP containing ginkgo extract, the 
minor changes were made to the procedures during the 
phase of the sample preparation, concerning the need for 
correction of the sample and additional filtration of solu-
tion A. The results of the numerous studies confirmed the 
possibility of applying the spectrophotometry method in 
two variations for the quantitative determination of the 
sum of flavonoids, because in all tests the relative deter-
mination error did not exceed 2% (table 4).

Similarly, methods were developed for the spectro-

photometric determination of the sum of terpenolactones 
and the sum of ginkgoic acids for the purpose of quanti-
tative assessment.

Terpenolactones of ginkgo are represented by sequi- 
and diterpene derivatives. This group of BAC is charac-
terized by the absence of pronounced absorption bands, 
which establish the basis for the development of their 
quantitative determination by differential spectrophotom-
etry by reaction with an oxidizing reagent, in analogy with 
the previously described [21]. The sample preparation in-
volves the selective isolation from an extract of the gink-
go of the terpenoid fraction by a nonpolar chlorinated or-
ganic solvent. Bibobalide (Bilobalide from Gingko biloba 
leaves, Sigma Aldrich) was used as the standard sample, 
which in the presence of concentrated sulfuric acid forms 
a compound with a pronounced absorption maximum at 
a wavelength of (292 ± 5) nm. The total UV spectrum of 
oxidation products of terpenolactones of the extract of 
ginkgo under the analysis conditions showed absorption 
maxima at (267 ± 5) nm and (295 ± 5) nm (fig. 2)

Figure 2 – UV absorption spectra of oxidation products of Bilobalide (1) and the sum  
of terpenolactones Ginkgo extract (2) with sulfuric acid concentrated

Table 1 continued

The dependence of the optical density of the test 
solutions on the sample weight of the extract of ginkgo is 
linear (fig. 3), which is a reliable criterion for the applica-
tion of this approach.

When developing the technique, the specific absorp-
tion index of bilobalide was calculated under the analysis 
conditions. The results of the statistical method are pre-
sented in table. 3.
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As can be seen from the data in Table 3, the relative 
error of the determination does not exceed 3%, which 
makes it possible to use the calculated index in the stan-
dardization of the extract.

The method of quantitative determination of the 
sum of terpenolactones in dry ginkgo extract by UV 
spectrophotometry is presented in table 4. It was tested 
on samples of dry extract of ginkgo produced by CJSC 

«VIFITEH». The assay was performed in six replicates; 
the results were processed by a statistical method. It was 
found that the content of the amount of terpenolactones 
in the extract of ginkgo, determined by the spectropho-
tometric method, allows to normalize this index at the 
level of “not less than 6,0%”, since the relative error does 
not exceed 3,0%, which corresponds to the previously 
established international requirements (table 6) [18, 20].

Table 2 – Method for quantitative determination of the amount of terpenolactones in Ginkgo extract

Preparation of test solution А
To 0.2 g (precise shot) of the substance is added 40 ml of chloroform and stirred for 30 minutes in a water bath under 
reflux at a temperature of (60-70) ° C. The mixture is then filtered with 2.0 g of sodium sulfate anhydrous into a 250 ml 
distillation flask. The conical flask and filter are quantitatively washed with chloroform 2 times in 15 ml portions. Chlo-
roform extraction is evaporated on a rotary evaporator under vacuum at a temperature of (50-60) ° C until the organic 
solvent is completely removed. The residue is dissolved in 5 ml of chloroform under gentle heating in a water bath and 
transferred to a 10 ml volumetric flask. The distillation flask was quantitatively washed with the same solvent twice 
in 2 ml portions. The volume of the solution in a volumetric flask is adjusted with chloroform to a mark and mixed

Preparation of test solution B
5.0 ml of solution A are placed in a 50 ml flask and are rotary evaporated in vacuum at a temperature of (50-60) ° C 
until the organic solvent is completely removed. The residue is mixed with 5 ml of sulfuric acid concentrated, which 
is then transferred to a 10 ml volumetric flask, the flask is rinsed with 3 ml of acid, which is added to the bulk volume 
in a volumetric flask. The volume of the solution is adjusted to a mark with concentrated sulfuric acid and mixed

The spectrophotometric conditions of the test solution B – 
At a wavelength of 295 nm in a basin with a layer thickness of 10 mm

Comparison solution – sulfuric acid concentrated
The formula for calculating the amount of terpenolactone in the substance in terms  

of Bilobalide and dry matter (X) as a percentage:

where A – optical density of the test solution B;
– specific indicator of absorption of Bilobalide in the conditions of analysis;

а – a shot of substance, g;
W –  loss in weight drying, %

The most important feature of the extract of ginkgo is 
the possible presence in its composition of the so-called 
ginkgolic acids, therefore, the technology of its industrial 
production provides liquid-liquid extraction with n-hep-
tane or with other suitable extractant for the purpose of 

their removal. The potential side effect of ginkgoic acids 
determines the need to monitor their residual content in 
the substance in order to ensure the safety of MP.

By their properties and chemical structure ginkgoic ac-
ids are low-polar 6-alkyl derivatives of salicylic acid (fig. 4).

Figure 3 – Dependence of the optical density of the test solution on the sampleGinkgo extract  in the quantitative 
determination of the amount of terpenolactones
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During the development of the test procedure, their 
physicochemical properties were taken into account (ta-
ble 3). Extracting agent for the fraction to be analyzed for 
processing of the sample of dry extract of ginkgo during 
the sample preparation was n-heptane, which eliminates 
the interfering effect of both the concomitant polar com-
pounds and terpenolactones that are insoluble in this ex-
tracting. For a standard sample, we used 6-tridecyl-sali-
cylic acid (Ginkgolic acid (GA) C 13: 0, Sigma Aldrich). 
A solution of GA C 13:0 has a pronounced absorption 

maximum at a wavelength (311 ± 2), which we accepted 
to be analytical in the spectrophotometric determination 
technique (fig. 5). The sample of the substance to be an-
alyzed is selected so that, if there is a residual amount of 
ginkgoic acid more than 10 ppm (0.001%), the optical 
density of the test solution will exceed 0.167, and the UV 
spectrum will contain a so-called “shoulder” or maxi-
mum. In samples of the extract that have been tested, the 
content of the sum of ginkgoic acids corresponds to the 
established norm (fig. 5).

OOH

OH

R

R = -C13H27  ̶ Ginkgoic acid GA C 13:0 (6-tridecylsalicylic acid), 
R = -C15H29 ̶ Ginkgoic acid GA C 15:1 (anicardic acid, 6-pentadecenylsalicylic 
acid), 
R = -C15H31 ̶ Ginkgoic acid GA C 15:0 (6-pentadecylsalicylic acid), 
R = -C17H31 ̶ Ginkgoic acid GA C 17:1 (6-heptadecenyl salicylic acid)

Figure 4 – Ginkgolic acids identified in leaves of Ginkgo biloba

Figure 5 – UV-absorption spectra of the test solution of the extract of Ginkgo and solutions of Ginkgoic acid
Legend: 1 – test solution of ginkgo extract; 2 – solution of Ginkgoic acid GA C 13:0 0.520 mg/ml;

3 – solution of Ginkgoic acid GA C 13:0 0.208 mg/ml

Table 3 – Test procedure for dry Ginkgo extract for residual content  
the sum of Ginkgolic acids

Preparation of test solution
15.000 g of a substance powder previously dried for 5 hours is placed in a 250 ml conical flask, about 100 ml of 
n-heptane is added and mixed on a magnetic stirrer for 30 minutes. The mixture is filtered with 2 g of sodium sulfate 
anhydrous into a 250 ml distillation flask. The conical flask and filter are washed with 20 ml of n-heptane, which are 
attached to the basic solution. The filtrate is evaporated on a rotary evaporator at a temperature of (75-85) ° C until 
the organic solvent is completely removed. The residue is mixed with 5 ml of n-heptane, then quantitatively with 
the same solvent is transferred to a 10 ml volumetric flask. The volume of the solution in a volumetric flask is made 
up to n-heptane to the mark, mixed and filtered

The spectrophotometric conditions of the test solution –  
At a wavelength of 311 nm in a basin with a layer thickness of 10 mm 

Comparison solution- n-heptane
Regulation:

The optical density of the test solution should not be more than 0.167 (the content of the sum of ginkgolic  
acid sinterms of Ginkgolic acidC13: 0 – not more than 0.001%)

The experimental data obtained in the laboratory of 
the CJSC «VIFITEH» confirmed the effectiveness of ap-
plying the spectrophotometry method for estimating the 

residual content of the sum of ginkgolic acids in a sub-
stance normalized to the upper limit. The relative error of 
the tests performed does not exceed 2,0%. 
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During the approbation in the conditions of phar-
maceutical production, it was found that the developed 
methods for the indicators of authenticity, the ratio of 
quercetin and kaempferol, the test for the content of 
the amount of ginkgoic acids, the quantitative determi-
nation of the sum of flavonoids (ginkgoflavonogluco-
sides) and the sum of terpenolactones were included in 
the ND on the substance “Ginkgo biloba extract dry” 
(CJSC «VIFITEH») and are mandatory for its stan-
dardization. With regard to dosage forms, containing 

standardized extract of ginkgo, it is advisable to limit 
the content of flavonoids in the analysis according to 
the indicator “Quantitative determination”, since this 
indicator is sufficiently informative, characterized by 
accuracy, reproducibility and ease of execution, which 
is very important for control of intermediates. Addi-
tionally, this parameter is significantly less influenced 
by the auxiliary components which make up the MP. 
The results of approbation of the methods are present-
ed in table 4, 5, 6.

Table 4 – Results of approbation of techniques for standardization  
of the substance «Ginkgo bilobae dry extract» (CJSC «VIFITEH»)

Quality index Result of test of substance

Model 1 (ser. 011216) Model 2 (ser. 021216)

High-quality reaction to flavonoids Positive Positive

Detection in a hydrolysate of aglycone of 
Quercetin, Kaempferol and Izorhamnetin

Pass the test – on the HPLC chromatogram of the test solutions 
there are peaks corresponding to the retention time of the peaks 
of Quercetin, Kaempferol and Isorhamnetin

Ratio of Quercetin an Kaempferol 1.31 1.22

The content of 
the amount sum 
of flavonoids, %

Direct  
spectrophotometry

29.64 ± 0.36
(ε = 1.21%)

28.88±0.54
(ε = 1.87%)

Differential  
spectrophotometry

21.78 ± 0.41
(ε = 1.88%)

20.98±0.24
(ε = 1.14%)

The content of the amount sum of terpeno-
lactones, %

7.87 ± 0.17
(ε = 2.16 %)

8.03 ± 0.22
(ε = 2.74 %)

The test for the residual content of the sum 
of Ginkgoic acids, % With stands the test With stands the test

Table 5 – Results of approbation of standardization procedures 
 for tablets with Ginkgo extract

Quality index

Result of test of tablets

«Ginkgo, tablets 40 mg»
(CJSC «VIFITEH»),

Russia

«Memoplant, 
 tablets 40 mg»  

(«Dr. WillimarSchwabe 
GmbH & Co. KG»), Germany

High-quality reaction to flavonoids Positive Positive

Detection in a hydrolysate of aglycone of Quer-
cetin, Kaempferol and Izorhamnetin

Pass the test – on the HPLC chromatogram of the test solu-
tions there are peaks corresponding to the retention time of 
the peaks of Quercetin, Kaempferol and Isorhamnetin

Ratio of Quercetin and Kaempferol 0.21 1.3

The content of the 
amount sum of fla-
vonoids, mg/tab.

Direct spectrophotometry 9.84±0.15 
(ε=1.56%)

8.6±0.11 
(ε=1.34%)

Differential  
spectrophotometry

7.33±1.13 
(ε=1.76%)

6.84±0.13 
(ε=1.85%)
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Table 6 – Results of approbation of standardization techniques for solutions with Ginkgo extract

Quality index
Result of test of solution

«Ginkgo, solution 40 mg/ml»
(CJSC «VIFITEH»), Russia

«Таnakan®, solution 40 mg/ml» 
(«Beaufour Ipsen Industrie»), France

Ratio of Quercetin and Kaempferol Positive Positive
Detection in a hydrolysate of agly-
cone of Qercetin, Kaempferol and 
Izorhamnetin

Pass the test – on the HPLC chromatogram of the test solutions there are 
peaks corresponding the retention time of the peaks of Quercetin, Kaemp-
ferol and Isorhamnetin

Ratio of Quercetin and Kaempferol 1.31 1.37
The content 
of the amount 
sum of flavo-
noids, mg/ml

Direct SF-metry 10.07 ± 0.1 
(ε = 1.03 %)

9.63 ± 0.11 
(ε = 1.17 %)

Differential 
SF-metry

8.30 ± 0.13 
(ε = 1.57 %)

7.81 ± 0.11 
(ε = 1.44 %)

Conclusion. The methods of spectrophotometric 
determination of the total content of sum of flavonoids, 
terpenolactones and ginkgoic acids, normalized by stan-
dardization of a pharmacologically active substance of 
plant origin – “Ginkgo biloba extract dry”, the technol-
ogy of which was reproduced by the pharmaceutical 
company CJSC “VIFITEH” (Russia) are proposed. All 
methods are designed taking into account the physical 
and chemical properties of the identified classes of BAC, 
meet modern requirements, and are adapted to the con-
ditions of industrial production and quality control. The 
effectiveness of the HPLC method was confirmed for the 

simultaneous identification and evaluation of the benig-
nity of Ginkgo extract and preparations. A comparative 
evaluation of the spectrophotometric determination of the 
sum of flavonoids was carried out in the different variants, 
which are characterized by precision and reproducibility 
combined with ease of execution. The methods were tested 
in the control and analytical laboratory of the CJSC “VI-
FITEH”, the results were validated according to the main 
criteria that showed the possibility of their use for the con-
trol between operation of intermediates and for standard-
ization of the substance, “GINKGO, 40 mg coated tablets” 
and “GINKGO, solution for enteral use, 40 mg/ml”.
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Современные технологии и уровень фундаментальных исследований позволяют создавать медицинские со-
рбенты с заранее определенными структурными, прочностными и адсорбционными свойствами. Сорбцион-
ные материалы интересны не только в роли детоксикантов, используемых для удаления токсических агентов 
из жидких сред, но и в качестве носителей для доставки в зоны терапевтического воздействия биологически 
активных веществ. Целью работы является обоснование состава полифункционального препарата с анти-
бактериальным и детоксикационным эффектами за счет комплекса серебра и сорбционной составляющей – 
алюмо-кремний содержащего сорбента. Материалы и методы. В работе использовали физико-химические 
(сорбционная активность красителя метиленового синего, удельная поверхность, водородный показатель при 
контакте с водой, атомно-эмиссионная спектрометрия с индуктивно-связанной плазмой) и фармацевтические 
методы (насыпная плотность, растворение для твердых дозированных лекарственных форм исследования). 
Результаты и обсуждение. Обоснован двухстадийный способ иммобилизации комплекса серебра и гидрофоби-
затора на поверхность сорбционной матрицы. Выделен образец оптимального состава серебросодержащего 
препарата: оксид – гидроксид алюминия – 99,2%, кластерное серебро (Арговит – С 2%) – 0,3% в расчете на 
серебро и вспомогательное вещество (гидрофобизатор – ПМС марка П – 841) – 0,5%. Выход серебра в раствор 
из образца указанного состава за 8 часов не превышал 1,6 ± 0,3%, величина удельной поверхности – 90 м2/г, 
величина водородного показателя – 8,1 ± 0,02, насыпная плотность – 1,12 ± 0,11 г/см3. Заключение. В работе 
экспериментально обоснован состав серебросодержащего препарата AlSi/Ag, получены комплексные научные 
данные о его физико-химических, технологических особенностях.
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Modern technology and the level of fundamental studies allow us to create  the medical sorbents with the 
predetermined structural, mechanical and adsorptional properties. Sorption materials are interesting not only as 
detoxicants that are used to remove toxic agents from the liquid media, but also as carriers for a delivery in zones 
a therapeutic effect of biologically active substances. The aim of this work is the substantiation of structure of 
the multifunctional drug with anti-bacterial and detoxifying effects due to the complex of silver and the sorption 
component – alumina-silica-containing sorbent. Materials and methods. We used physico-chemical (sorption activity 
of methylene blue dye, specific surface, pH in contact with water, atomic emission spectrometry with inductively 
coupled plasma) and pharmaceutical methods (bulk density, dissolution test for solid dosage forms). Results and 
discussion. The two-stage method of immobilization of a complex of silver and water repellent on the surface sorption 
matrix was justified. The sample of the optimum composition of silver-containing drugs was selected: aluminium 
oxide-hydroxide – 99.2%, clustered silver (Argovit – C – 2%) – 0.3 %, based on silver and subsidiary substance 
(repellents – brand PMS P – 841) – 0.5 %. The output of silver into the solution from the specified sample composition 
for 8 hours did not exceed 1,6 ± 0,3%, the value of specific surface area of 90 m2/ g, the value of pH to 8.1 ± 0.02, bulk 
density 1.12 ± 0.11 g/cm3. Conclusion. An experimentally substantiated composition of silver-containing drug AlSi/
Ag was received, a comprehensive scientific data of its physico-chemical and technological properties were obtained.

Keywords: silver, sorbents, immobilization

Введение. В настоящее время препараты, обла-
дающие сорбционными свойствами, устойчиво зани-
мают свою нишу в медицинской и фармацевтической 
отраслях. Современные технологии и уровень фун-
даментальных исследований, прежде всего, в обла-
сти твердого тела, позволяют создать медицинские 
сорбенты с заранее определенными структурными, 
прочностными и адсорбционными свойствами [1-4]. 

Новые подходы в разработке технологий полу-
чения сорбентов позволили получить конкуренто-
способные сорбционные материалы для медицины: 
угольные энтеросорбенты (СКН, СУГС, КАУ, ФАС, 
СКТ-6А, ИГИ, ВНИИТУ); углеволокнистые сорбен-
ты, углеродминеральный сорбент (СУМС-1), сорбен-
ты на основе лигнина (Полифепан), сорбент на осно-
ве кремнийорганического полимера (Энтеросгель) и 
др. [5]. 

Сорбционные материалы интересны не только 
в роли детоксикантов, используемых для удаления 
токсических агентов из жидких сред, но и в качестве 
носителей для доставки в зоны терапевтического 
воздействия биологически активных веществ (БАВ) 
(антибиотики, антисептики, цитостатики, фермен-

ты). Для этого сорбент предварительно насыщают 
необходимыми препаратами, а затем применяют в 
режиме сорбции-десорбции [5]. Сорбент при этом 
обеспечивает возможность носителя БАВ при со-
хранении функций детоксиканта. Так, установлена 
положительная экспериментальная и клиническая 
эффективность полифункциональных средств, соз-
данных на основе сорбента, с иммобилизованными 
на его поверхности метронидазолом, липооризином, 
антибиотиком [6].

Большой интерес в этом плане представляют пре-
параты серебра, не вызывающие побочных реакций и 
обладающие широким антибактериальным спектром 
действия, что позволило бы применять препараты 
серебра для лечения острых кишечных инфекций 
[7]. Основная проблема в лечении острых кишечных 
инфекций заключается в трудности выявления возбу-
дителя и, как следствие, выборе адекватной фарма-
котерапии, в основе которой лежат принципы приме-
нения антибактериальных (в основном антибиотики) 
препаратов и сорбционных средств. Зачастую, в связи 
с неустановленной этиологией возбудителя, лечение 
антибиотиками не имеет положительного результата, 
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в связи с чем возобновляется интерес к препаратам 
серебра, в том числе и серебросодержащим сорбен-
там [8–12]. На сегодняшний день в реестре ЛС РФ 
отсутствуют зарегистрированные серебросодержа-
щие препараты для внутреннего применения [13]. 
При этом в качестве биологически активной добавки 
зарегистрирована отечественная серебросодержащая 
композиция для внутреннего применения «Арго-
вит-С» [7, 8, 14]. 

Целью работы является обоснование состава и 
технологии получения полифункционального пре-
парата с антибактериальным и детоксикационным 
эффектами за счет комплекса серебра и сорбционной 
составляющей – алюминий-, кремнийсодержащего 
сорбента (AlSi/Ag). 

Материалы и методы. В качестве сорбционной 
матрицы использовали термоактивированный ги-
дроксид алюминия мелкодисперсный, далее называ-
емый оксид-гидроксид алюминия (марка АОК 63-92, 
ТУ 6-68-141-98). Для формирования гидрофильно 
гидрофобной природы поверхности сорбционной ма-
трицы использовали вспомогательные вещества (ВВ) 
– полиметилсилоксановые водные эмульсии (ПМС): 
КЭ – 10 – 01 (содержания кремния 25-28%), П – 841 
(содержание кремния 25,5 %), П- 814 (содержание 
кремния 20,6%) (ГОСТ 13032-77). Для придания 
препарату антибактериальных свойств использовали 
кластерное серебро – «Арговит-С» с содержанием 
2% серебра (ТУ 9310-003-79044259-12).

Используемый в работе серебросодержащий 
препарат «AlSi/Ag» был приготовлен с содержани-
ем серебра 0,3%, что не превышает эквивалентные 
высшую разовую дозу (содержание серебра 0,019 г) 
и высшую суточную дозу (содержание серебра 0,063 
г), описанного в литературе фармакопейного препа-
рата азотнокислого серебра, ранее применяемого per 
os [15].

Определение величины удельной поверхности 
(SБЭТ) образцов проводили на приборе ASAP-2400 
Micromeritics методом низкотемпературной (77 К) 
сорбции паров азота на образцах (классический ме-
тод Брунауэра – Эммета – Теллера (БЭТ)) в предпо-
ложении мономолекулярного слоя молекул азота на 
поверхности и известной площади поперечного се-
чения молекулы адсорбированного газа. Используя 
экспериментальные данные по адсорбции, строили 
изотермы сорбции, по которым определяли величину 
удельной поверхности. Перед проведением экспери-
ментов образцы тренировали в вакууме 10-4 мм. рт. ст. 
при температуре до 100°С в течение 5 часов [4].

Оценку насыпной плотности проводили на прибо-
ре марки ПНО.00.00.ПС. согласно ОФС.1.4.2.0016.15 
«Степень сыпучести порошков» [16]. 

Величину водородного показателя рН опреде-
ляли на приборе pH – 410 «НПКФ Аквилон» путем 
периодического перемешивания в течение 30 минут 

точной навески образца (1 г) с водой очищенной в со-
отношении 1:20, фиксируя температуру раствора [4]. 

Сорбционную ёмкость по отношению к красите-
лю метиленовому синему (молек. масса – 320 г/моль, 
исходная концентрация – 1,5 мг/мл) определяли с по-
мощью спектрофотометра марки Cary 60 “Hekatech”, 
согласно ОФС 1.2.1.0002.15 «Спектрофотометрия в 
ультрафиолетовой и видимой областях» [16].

Содержание серебра в твердом образце и в рас-
творе определяли методом атомно-эмиссионной 
спектрометрии с индуктивно-связанной плазмой 
(АЭС-ИСП) ОФС.1.2.1.1.0004.15 «Атомно-эмисси-
онная спектрофотометрия» [16] на спектрометре мо-
дели «IRIS Advantage» фирмы «Jarrell Ash.» (США) 
с возбуждением спектра пробы в аргоновой плазме, 
которая создается под действием высокочастотного 
электромагнитного поля, с программным обеспе-
чением «ITEVA» в комплекте с автосамплером для 
автоматической подачи проб со спектральным диапа-
зоном измерений от 170 до 800 нм и относительным 
средним квадратическим отклонением выходного 
сигнала (при концентрации, превышающей более 
чем в 1000 раз предел обнаружения) не более 1%. Се-
ребро определяли по аналитической линии 328.068 
нм.

Необходимость измерения содержания серебра 
в растворе связана с количественным определением 
высвобождающегося («выхода») серебра с поверх-
ности сорбента в тесте «Растворение для твердых 
дозированных лекарственных форм». Тест «Раство-
рение для твердых дозированных лекарственных 
форм» проводили в соответствии с методиками ОФС. 
1.4.2.0014.15 «Растворение для твердых дозирован-
ных лекарственных форм» на приборе типа «Враща-
ющаяся корзинка2 [16]. Величина навески серебро-
содержащего препарата на сорбционной основе 3,5 г. 
В качестве среды для растворения использовали 500 
мл воды очищенной с температурой 37°С при ско-
рости вращения 100 оборотов в минуту. Аликвоты 
объёмом 1 мл отбирали через 0 минут, 30 минут, 1 
час, 2 часа, и 8 часов от начала эксперимента. Для 
поддержания постоянного объема в стакан добавляли 
равный объем воды очищенной. Содержание серебра 
в растворе (и в твердых образцах) определяли спек-
трофотометрически (АЭС-ИСП) [16]. 

Результаты и обсуждение. Выбор сорбционной 
матрицы оксида-гидроксида алюминия обоснован 
размером частиц (0,04 мм), объемом пор (0,2 см3/г), 
величиной удельной поверхности (100 м2), насып-
ным весом (0,98–1,23 г/см3) и наличием мезо-, ма-
кропористой структуры. Небольшой размер частиц 
сорбционной матрицы обусловливает высокую ге-
ометрическую поверхность, которая, наряду с осо-
бенностями пористой структуры, приводит к увели-
чению скорости сорбции извлекаемых компонентов 
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различной природы и молекулярной массы. Химиче-
ская природа поверхности оксида-гидроксида харак-
теризуется наличием гидрофильных центров гидрок-
сильных групп.

Следует отметить, что традиционно используе-
мые гидрофобные угольные сорбенты (размер частиц 
0,5–2 мм) для энтерального применения специально 
подвергают окислению кислородсодержащими газа-
ми для формирования пористой структуры и гидро-
фобно-гидрофильной химической природы поверх-
ности с целью увеличения сорбционной активности 
в отношении сорбции токсических агентов разной 
природы. В известном углеродминеральном сорбен-
те, наоборот, поверхность оксида алюминия (размер 
частиц 0,4-1 мм) модифицируют углеродом с форми-
рованием гидрофильно – гидрофобной химической 
природы поверхности [4]. 

Выше приведенные подходы к формированию 
поверхности и характеристики оксида – гидроксида 
алюминия свидетельствуют о перспективности при-
менения выбранного материала для создания препа-
рата для энтерального применения [17, 18, 19].

Для обеспечения тропности разрабатываемого 
препарата к сорбатам (токсины) различной природы, 
гидрофильную поверхность оксида-гидроксида алю-
миния модифицировали гидрофобным ВВ – ПМС.

Выбор и обоснование используемых ПМС (ги-
дрофобизаторов) марки П-841 и П – 814 и КЭ 10 – 01 
основывается на проведенных ранее исследованиях 
по оценке размера частиц водных эмульсий в диапа-
зонах температур от 20 до 60°С с интервалом 5,0°С и 

временем выдержки 4 минуты (при каждой темпера-
туре производили по 10 измерений). Было показано, 
что с увеличением температуры гидродинамический 
диаметр частиц эмульсии уменьшается. По данным 
мономодального анализа при температурах 55–60°С 
средний эффективный диаметр составил 217–231 нм. 
С помощью полимодального анализа (использовал-
ся алгоритм NNLS – non-negatively constrained least 
squares) установлено, что в растворе находились две 
фракции частиц с диаметрами 88 нм и 578 нм. Эти 
размеры сопоставимы с размерами мезо- и макропор 
исходной матрицы, что предполагает сохранность и 
доступность всех взаимосвязанных между собой пор 
в модифицированном носителе – сорбенте и перспек-
тивности разработанной методики для дальнейшего 
исследования [20]. Также от выбора ВВ зависит и 
прочность связывания серебра с поверхностью ма-
трицы. 

Для обеспечения более прочного закрепления 
серебра на поверхности оксида – гидроксида алю-
миния была реализована двухстадийная технология, 
заключающаяся в последовательной иммобилиза-
ции комплекса серебра и дальнейшего «замуровыва-
ния» его ВВ. Технология иммобилизации антибакте-
риального компонента в конечном счете определяет 
безопасность применения серебросодержащего пре-
парата. 

По результатам предварительных исследований 
для дальнейшего углубленного изучения были вы-
браны несколько составов экспериментального сере-
бросодержащего препарата AlSi/Ag (табл.1).

Таблица 1 – Состав экспериментальных  
серебросодержащих препаратов AlSi/Ag (на 100 г)

Состав Экспериментальные образцы
А1  А2  А3  А4  А5  А6  А7  А8  А9

Матрица, % 99,2 98,7 97,7
Арговит-С, % 0,3 (в расчете на серебро)

П – 814, %   0,5   1,0  2,0
П – 841, %  0,5  1,0  2,0

КЭ – 10–01, %  0,5  1,0  2,0

Примечание: матрица – оксид-гидроксид алюминия; Арговит-С – серебросодержащий компонент; А 1-А 
9 – синтез в две стадии.

Образцы были получены с повышением концен-
трации ВВ каждой марки ПМС с целью увеличения 
липофильной кроющей поверхности и образования ак-
тивных центров «закрепления» серебра, что существен-
но влияет на сорбционную активность и «высвобожде-
ние» ионов серебра.

В ходе подготовительных работ у эксперимен-
тальных образцов А4, А7 и А8 была выявлена аб-
солютная несмачиваемость водой. Частицы агло-
мерировались в крупные «кластеры» и находились 
преимущественно на поверхности раствора, что по-

служило причиной их исключения из дальнейших 
исследований. 

Для выявления оптимального состава серебро-
содержащего препарата были определены два наи-
более важных показателя: количественное определе-
ние массовой доли серебра после предполагаемого 
высвобождения («выхода») с поверхности носителя 
в тесте «Растворение для твердых дозированных 
лекарственных форм» (табл. 2) и сорбционная ак-
тивность по отношению к красителю метиленовому 
синему (рис. 1). 
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Таблица 2 – Результаты теста «Растворение для твердых дозированных  
лекарственных форм» для экспериментальных образцов  

серебросодержащего препарата AlSi/Ag

№ 
эксп. Образец Растворение, %

0 0,5 часа 1 час 2 часа 8 часов
1 А1 0,02 ± 0,4 3,9 ± 0,2 4,5 ± 0,8 4,9 ± 0,6 4,7 ± 0,5
2 А2 0,03 ± 0,1 1,3 ± 0,2 3,0 ± 0,6 1,3 ± 0,2 1,6 ± 0,3
3 А3 0,01 ± 0,2 2,8 ± 0,2 4,7 ± 0,8 2,7 ± 0,8 4,7 ± 0,5
4 А5 0,04 ± 0,1 1,4 ± 0,1 3,4 ± 0,7 2,5 ± 0,2 1,6 ± 0,1
5 А6 0,01 ± 0,2 2,0 ± 0,2 2,7 ± 0,8 3,7 ± 0,8 4,7 ± 0,5
6 А9 0,02 ± 0,1 2,7 ± 0,1 4,7 ± 0,1 3,7 ± 0,2 6,3 ± 0,5

При исследовании высвобождения серебра с 
поверхности сорбционной матрицы суммарные 
значения показателя для образцов А1, А2, А3, А5, 
А6 и А9 при контакте с водой за 8 часов составили 
18%, 7,2%, 14,9%, 8,9%, 13,1% и 17,4% соответ-
ственно от количества иммобилизованного. Эти 

данные в 32 раза (и более) меньше токсической 
дозы серебра (0,06 г), что свидетельствует о без-
опасности применения разработанной формы при 
энтеральном применении серебросодержащего 
препарата, как антибактериального агента с ши-
роким спектром действия.

Рисунок 1 – Сорбционная активность метиленового синего образцов А1, А2, А3, А5, А6 и А9.

Исследование сорбционной активности, относитель-
но маркера среднемолекулярных токсинов позволило 
выделить два образца – А2 и А6 с наибольшим показате-
лем. Последующие исследования насыпной плотности, 
величины удельной поверхности и водородного пока-
зателя при контакте с водой наиболее перспективных 
образцов показали, что при одинаковой насыпной плот-
ности образцов, сопоставимых величин водородного по-
казателя и сорбционной активности показатель удельной 
поверхности образца А2 выше аналогичного показателя 

образца А6 в 1,5 раза (табл 3). Это обстоятельство, оче-
видно, связано с меньшим количеством использованного 
полимера (0,5%), в образце же А6 содержание полимера 
1% (табл.3). Более низкое содержание ПМС в образце А2 
способствует равномерному распределению полимера 
на поверхности матрицы и, благодаря этому, сохранению 
высокой величины удельной поверхности и доступности 
активных центров, что делает образец А2 наиболее опти-
мальным для создания энтерального средства с детокси-
кационным эффектом.

Таблица 3 – Результаты насыпной плотности, величины удельной поверхности и рН  
при контакте с водой экспериментальных образцов А2 и А6

№ Образец Р, г/см3 Sуд., м
2 /г рН

1 А2 1,12 ± 0,11 90 ± 0,001 8,1 ± 0,02
2 А6 1,12 ± 0,13 60 ± 0,001 6,8 ± 0,02

Примечание: P – насыпная плотность, г/см3; Sуд., – величина удельной поверхности, м2/г; pH – величина 
водородного показателя при контакте с водой
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Таким образом, в результате исследования был 
определен оптимальный состав серебросодержащего 
препарата AlSi/Ag, состоящий из пористой матрицы 
оксида – гидроксида алюминия (99,2%), кластерного 
серебра (0,3% в расчете на серебро) и ВВ (гидрофоби-
затор) – ПМС (марки П – 841 в процентном содержа-
нии 0,5%).

Заключение. В работе впервые эксперименталь-
но обоснован состав полифункционального серебро-
содержащего препарата AlSi/Ag с детоксикационным 
эффектом, а также получены комплексные научные 
данные о его физико-химических, технологических 

особенностях. Был выделен образец серебросодер-
жащего препарата AlSi/Ag (А2) оптимального соста-
ва: оксид – гидроксид алюминия – 99,2%, кластер-
ного серебра (Арговит – С 2%) – 0,3 % в расчете на 
серебро и ВВ (гидрофобизатор – ПМС марка П-841) 
– 0,5% с оптимальными свойствами: выход серебра 
в раствор за 8 часов не превышал 0,8±0,2%, сорбци-
онная активность в отношении маркера среднемоле-
кулярных токсинов (метиленового синего) – 10±0,02 
мг/г, величина удельной поверхности – 90 м2/г, вели-
чина водородного показателя – 8,1 ± 0,02, насыпная 
плотность – 1,12 ± 0,11 г/см3. 

Introduction. Currently, drugs that have sorption 
properties, steadily occupy a niche in the medical and 
pharmaceutical industries. Modern technologies and the 
level of fundamental research, first of all, in the field of 
a solid body, make it possible to create medical sorbents 
with predetermined structural, strength and adsorptional 
properties [1-4].

The new approaches in the development of 
technologies for the production of sorbents allowed 
us to obtain the competitive sorption materials for 
medicine: carbon enterosorbents (SKN, SUGS, KAU, 
FAS, SKT-6A, IGI, VNIITU); carbon fiber sorbents, 
operationally sorbent (SUMS-1), sorbents based on 
lignin (Polyphepan), sorbent on the basis of silicone 
polymer (Enterosgel), and others [5].

The sorption materials are interesting not only as 
detoxicants that are used to remove toxic agents from 
the liquid media, but also as carriers for a delivery in 
zones of a therapeutic effect of the biologically active 
substances (BAS) (antibiotics, antiseptics, cytostatics, 
enzymes). For this purpose, the sorbent is pre-saturated 
with the necessary preparations, and then used in the 
regime of sorption-desorption [5]. The sorbent provides 
the capability of a carrier of the native biologically active 
substances, while maintaining the function of a detoxifier. 
Thus, a positive experimental and clinical efficiency of 
the multifunctional products based on the sorbent with 
immobilized on its surface metronidazole, leparisien, 
antibiotic was determent [6].

A great interest in this direction have the preparations 
of silver, which do not cause adverse reactions and 
possess a broad antibacterial spectrum of action, which 
would allow the use of silver preparations for the 
treatment of acute intestinal infections [7]. The main 
problem in the treatment of acute intestinal infections is 
the difficulty in the identification of a pathogen and, as 
a consequence, in choice of adequate pharmacotherapy, 
based on the principles of use of the antibacterial (mainly 
antibiotic) drugs and sorption materials. Often, because 
of the unknown etiology of a pathogen, treatment with 
antibiotics does not have a positive result. In addition, 
antibiotics do not have an effect on viruses, and therefore 
interest in silver preparations, including silver-containing 

sorbents, is renewed [8-12]. In recent time, there are no 
registered silver-containing preparations for the internal 
use in the register of drugs of the Russian Federation 
[13]. At the same time, a domestic silver-containing 
composition for internal application “Argovit-C” was 
registered, as a biologically active additive [7, 8, 14].

The aim of this work is the substantiation of structure 
of the multifunctional drug with anti-bacterial and 
detoxifying effects due to the complex of silver and the 
sorption component – alumina-silica-containing sorbent.

Materials and methods. Thermoactivated 
aluminium hydroxide finely dispersed was used as a 
sorption matrix, hereinafter referred to as aluminum 
oxide-hydroxide (brand AOC 63-92, TU 6-68-141-98). 
For the formation of the hydrophilic – hydrophobic 
nature of the surface of a sorption matrix used excipients 
– polymethylsiloxane water emulsion (ICP): FE – 10 – 
01 (silicon content of 25-28%), P – 841 (silicon content 
of 25.5 %), P – 814 (silicon content of 20.6 %) (GOST 
13032-77). To make the preparation with antibacterial 
properties used clustered silver “Argovit” with a content 
of 2% silver (TU 9310-003-79044259-12).

Used in the work the silver-containing preparation 
“AlSi / Ag” was made with a silver content of 0,3%, 
that is not exceeding the equivalent of the WFD (the 
silver content 0,019 g) and IRR (silver content 0,063 
g) described in the literature of the Pharmacopoeia 
preparation of silver nitrate, previously used per os [15]. 

 The determination of the specific surface area (BET) 
of the samples was conducted on the instrument ASAP-
2400 Micromeritics by a method of low-temperature (77 
K) adsorption of nitrogen vapor on the samples (classic 
method Brunauer – Emmett – teller (BET), under the 
assumption of a monomolecular layer of nitrogen 
molecules on the surface and the known cross-sectional 
area of adsorbed gas molecules. By using experimental 
data on the adsorption, built sorption isotherms, which 
helped to determine the value of specific surface area. 
Before experiments, the samples were trained in a 
vacuum of 10-4 mmHg at temperature up to 100 0C for 
5 hours [4].

An assessment of bulk density was carried out on 
the appliance of the PNA.00.00.PS. brand, according 
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to OFS.1.4.2.0016.15 “the Degree of flowability of 
powders” [16]. 

The value of pH pH was determined by pH – 410 
“NPKF Aquilon” by the periodic stirring for 30 minutes 
of the exact weighed portion of a sample (1 g) with 
purified water at a ratio of 1 : 20, fixing the temperature 
of the solution [4].

Sorption capacity with respect to the dye methylene 
blue (mol. weight – 320 g/mol, the initial concentration of 
1.5 mg/ml) was determined by using spectrophotometer 
Cary 60 brand “Hekatech,” according to OFS 
1.2.1.0002.15 “Spectrophotometry in the ultraviolet and 
visible regions” [16].

The silver content in the solid sample and in 
the solution was determined by the atomic emission 
spectrometry with inductively coupled plasma 
(AES-ICP) FFS.1.2.1.1.0004.15 “Atomic emission 
spectrophotometry” [16], on the spectrometer IRIS 
Advantage model of the firm Jarrell Ash (United 
States), with the excitation spectrum of the sample in 
an argon plasma, which is created under the action of 
high-frequency electromagnetic field, with the software 
“ITEVA”,  together with autosampler for automatic feed 
of samples and with the spectral measurement range 
from 170 to 800 nm and a relative standard deviation of 
the output signal (at a concentration exceeding more than 
1000 times the detection limit) not more than 1 %. Silver 
was determined by analytical line 328.068 nm.

The need of measurement of the silver content in 
solution is associated with the quantitative determination 
of the released (“release”) of silver from the surface of 
the sorbent in the test “ Dissolution test for solid dosage 
forms “. Test “Dissolution test for solid dosage forms “ 
was carried out in accordance with the methods of the 
CFC. 1.4.2.0014.15 “Dissolution test for solid dosage 
forms” was carried out on device of class “Rotating 
basket” [16]. The size of the sample of silver-containing 
drug on the basis of sorption was 3.5 G. As a medium 
for dissolving was used 500 ml of purified water with 
37C at a speed of 100 rpm. Aliquots of 1 ml were taken 
after 0 minutes, 30 minutes, 1 hour, 2 hours, and 8 hours 
from the start of the experiment. To maintain a constant 
volume in the beaker, an equal volume of purified water 
was added. The silver content in the solution (and solids) 
was determined spectrophotometrically (AES-ICP) [16].

Results and discussion. The choice of the sorption 
matrix of aluminum oxide-hydroxide is justified by the 
particle size (0.04 mm), the pore volume (0.2 cm3 / g), 
the specific surface area (100 m2), the bulk density (0.98 – 
1.23 g / cm3), and by the presence of a meso-, macroporous 
structure. The small particle size of the sorption matrix 
causes a high geometric surface, which, along with the 
characteristics of the porous structure, leads to an increase 
in the rate of sorption of substances of the different nature 
and molecular weight. The chemical nature of the oxide-

hydroxide surface is characterized by the presence of 
hydrophilic centers of the hydroxyl groups.

It should be noted, that traditionally used hydrophobic 
coal sorbents (particle size 0.5-2 mm) for the enteral use 
should be specially oxidized with oxygen-containing 
gases to form a porous structure and hydrophobic-
hydrophilic chemical nature of the surface in order to 
increase the sorption activity of toxic substances of the 
different nature.  In contrast, in a known carbon-mineral 
sorbent the aluminum oxide surface (particle size 0.4-1 
mm) gets modified by carbon to form the hydrophilic-
hydrophobic chemical nature of the surface [4].

The above discussed approaches for the formation 
of the surface and the characteristics of aluminum oxide-
hydroxide suggest that the use of the selected material for 
the development of the drug for enteral use is promising 
[17, 18, 19].

For providing the affinity of the developed preparation 
for sorbates (toxins) of various nature, the hydrophilic 
surface of aluminum oxide-hydroxide was modified with 
hydrophobic auxiliary substance – PMS.

The choice and justification of the used 
hydrophobizers of grades P-841 and P-814 and KE 
10-01 is based on earlier studies of the particle size of 
aqueous emulsions in the temperature ranges from 20 to 
60 ° C with an interval of 5.0 ° C and a holding time of 
4 minutes (At each temperature, 10 measurements were 
made). It was shown that with the increasing temperature 
the hydrodynamic diameter of the emulsion particles 
decreases. According to the monomodal analysis at 
temperatures of 55-600C, the average effective diameter 
was 217-231 nm. By using a multimodal analysis (using 
the NNLS-non-negatively constrained least squares 
algorithm), it was found that two fractions of particles 
with diameters of 88 nm and 578 nm were in solution. 
These dimensions are comparable with the sizes of 
the meso- and macropores of the original matrix, 
which implies the preservation and accessibility of all 
pores interconnected in a modified carrier-sorbent and 
the prospects of the developed technique for further 
investigation [20]. The strength of the binding of silver 
to the surface of the matrix also depends on the choice of 
the auxiliary substance. 

To ensure a more permanent fixation of silver on 
the surface of aluminum oxide hydroxide, a two-stage 
manufacturing technology,consisting in the sequential 
immobilization of the silver complex and its further 
“fixing” with auxiliary substance (polymethylsiloxane) 
was executed. The technology of immobilization of the 
antibacterial component ultimately determines the safety 
of using a silver-containing drug.

Based on the results of preliminary studies, several 
compositions of the experimental silver-containing AlSi 
/ Ag preparation were selected for further detailed study 
(Table 1).
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Table 1 – Compositions of experimental silver-containing preparations AlSi / Ag (100 g)

Composition Experimental samples
А1 А2 А3 А4 А5 А6 А7 А8 А9

Matrix,% 99.2 98.7 97.7
Argovit – C,% 0.3 (in terms of silver)
P – – 814,% 0.5 1.0 2.0
P – 841,% 0.5 1.0 2.0
KE – 10 – 01, % 0.5 1.0 2.0
Note: the matrix is aluminum oxide-hydroxide; Argovit – С – silver-containing component; A 1-A 9 – synthesis in 
two stages.

Samples were obtained with an increasing 
concentration of the auxiliary substance  of each grade 
of PMS in order of increasing of the lipophilic coating 
surface and the formation of active “fixing” centers of 
silver, which significantly affects the sorption activity 
and the “release” of silver ions.

In the preparatory work of the experimental samples 
A4, A7 and A8, absolute water nonwettability was 
revealed. The particles agglomerated into large “clusters” 

and were mainly on the surface of the solution, which 
was the reason for their exclusion from further research.

To determine the optimal composition of the silver-
containing preparation, two most important indicators 
were determined: the quantitative determination of the 
mass fraction of silver after the supposed release from the 
carrier surface in the “Dissolution test for solid dosage 
forms” (Table 2) and sorption activity of methylene blue 
(Figure. 1)

Table 2 – The results of dissolution test for solid dosage forms for the experimental samples of the silver-
containing preparation AlSi / Ag

Exp. No Sample Dissolution,%
0 0.5 hour 1 hour 2 hour 8 hour

1 А1 0.02 ± 0.4 3.9 ± 0.2 4.5 ± 0.8 4.9 ± 0.6 4.7 ± 0.5
2 А2 0.03 ± 0.1 1.3 ± 0.2 3.0 ± 0.6 1.3 ± 0.2 1.6 ± 0.3
3 А3 0.01 ± 0.2 2.8 ± 0.2 4.7 ± 0.8 2.7 ± 0.8 4.7 ± 0.5
4 А5 0.04 ± 0.1 1.4 ± 0.1 3.4 ± 0.7 2.5 ± 0.2 1.6 ± 0.1
5 А6 0.01 ± 0.2 2.0 ± 0.2 2.7 ± 0.8 3.7 ± 0.8 4.7 ± 0.5
6 А9 0.02 ± 0.1 2.7 ± 0.1 4.7 ± 0.1 3.7 ± 0.2 6.3 ± 0.5

In the study of silver release from the surface of 
the sorption matrix, the total values of the index for 
samples A1, A2, A3, A5, A6 and A9 in contact with 
water for 8 hours were 18%, 7.2%, 14.9%, 8.9% 
13.1% and 17.4%, from the amount of immobilized, 

respectively,. These data are 32 times (and more) less 
than the toxic dose of silver (0.06 g), which indicates 
the safety of the developed form for the enteric use of 
a silver-containing drug which is an antibacterial agent 
with a wide spectrum of action.

Figure 1 – Sorption activity of methylene blue by samples A1, A2, A3, A5, A6 and A9.
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Table 3 – Results of bulk density, specific surface area and pH in contact  
with water of experimental samples A2 and A6

№ Sample P, g / cm3 Sspecific, m
2 / g рН

1 А2 1.12 ± 0.11 90 ± 0.001 8.1 ± 0.02
2 А6 1.12 ± 0.13 60 ± 0.001 6.8 ± 0.02

Note: P – the bulk density, g / cm3; Sspecific – the specific surface area, m2 / g; pH – the value of the hydrogen index in 
contact with water

The study of the sorption activity of the marker 
of medium molecular toxins made it possible to 
distinguish two samples marked A2 and A6. These 
samples have the highest sorption index. Subsequent 
studies of bulk density, specific surface area, and 
hydrogen index during the contact with water of the 
most promising samples showed that for identical 
bulk density of samples, comparable values of the 
hydrogen index and sorption activity, the specific 
surface area of sample A2 is 1.5 times higher than 

that of sample A6 (Table 3). This circumstance is 
obviously connected with a smaller amount of used 
polymer (0.5%), in turn in the sample A6 polymer 
content is 1%, (Table 3). The lower content of PMS 
in the sample A2 promotes a uniform distribution 
of the polymer on the surface of the matrix, and 
because of that maintains a high specific surface area 
and availability of active sites, which makes the A2 
sample the most promising for creating an enteric 
agent with a detoxification effect.

Thus, the optimal composition of the silver-
containing AlSi / Ag preparation that consists of a porous 
matrix of aluminum hydroxide- oxide (99.2%), cluster 
silver (0.3% calculated on silver), and the auxiliary 
substance (hydrophobizer) -PMS (grade P – 841 in the 
percentage content of 0.5%) was determine during this 
study.

Conclusion. For the first time, the composition of a 
multifunctional silver-containing preparation AlSi / Ag 
with a detoxification effect was experimentally established, 
and the complex scientific data of its physico-chemical 

and technological features were obtained. A sample of the 
silver-containing preparation AlSi / Ag (A2) of the optimal 
composition was isolated: aluminum oxide-hydroxide – 
99.2%, cluster silver (Argovit -C 2%) 0.3% calculated on 
silver ions and the auxiliary substance (water repellent-
PMS grade P – 841) is 0.5%, with optimal properties: the 
release of silver in solution within 8 hours did not exceed 
0.8 ± 0.2%, the sorption activity of the marker of medium-
molecular toxins (methylene blue) is 10 ± 0.02 mg / G, the 
specific surface area is 90 m2 / g, the value of the hydrogen 
index is 8.1 ± 0.02, the bulk density is 1.12 ± 0.11 g / cm3.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПОСТОРОННИХ ПРИМЕСЕЙ  
В СУБСТАНЦИИ АНИЛОКАИНА МЕТОДОМ ВЭЖХ

Д.Р. Сабирзянов., Ю.Н. Карпенко, Т.Л. Малкова, И.В. Алексеева
ФГБОУ ВО «Пермская государственная фармацевтическая академия»  

Минздрава России, 614990, Россия, г. Пермь, ул. Полевая, д. 2
E-mail: perm@pfa.ru

Анилокаин – местный анестетик из группы замещенных амидов, синтезированный в Пермской государ-
ственной фармацевтической академии. Анилокаин проявляет высокую поверхностноанестезирующую, ин-
фильтрационную и проводниковую анестезию и показывает высокую эффективность в различных областях 
медицинской практики. Качество производимых лекарственных средств напрямую зависит от качества 
фармацевтических субстанций. Одним из важнейших параметров доброкачественности фармацевтических 
субстанций является их чистота. Целью настоящей работы явилась разработка и валидация методики 
определения специфических примесей в субстанции анилокаина методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ). Материалы и методы. Исследования проведены на жидкостном хроматографе 
«LC-20 Prominence» («Shimadzu», Япония), оснащенном диодноматричным детектором (SPD-M20A). Хро-
матографическая колонка – «Zorbax SB-C18» (4,6 мм × 250 мм, 5 мкм). Валидационная оценка разработан-
ной методики проведена в соответствии с требованиями ГФ XIII и международными требованиями ICH 
(International Conference on Harmonization). Результаты и обсуждение. Эксперимент по выбору условий 
хроматографирования показал, что оптимальное разделение  анилокаина и возможных примесей (как иден-
тифицированных, так и неидентифицированных) методом обращенно-фазной ВЭЖХ  наблюдается в изо-
кратическом режиме при использовании элюента на основе фосфатного буфера с рН 3 и ацетонитрила. 
Скорость  потока подвижной фазы 1 мл/мин, длина волны детектиррования 210 нм. Время регистрации 
хроматограммы – 20 минут.  Заключение. В результате проведенных исследований, разработана методика 
количественного определения примесей в субстанции анилокаина методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии. Проведенная процедура валидации аналитической методики установила ее специфичность, 
линейность, воспроизводимость и правильность. Данная методика включена в проект фармакопейной ста-
тьи на субстанцию анилокаина.

Ключевые слова: анилокаин, 2-броманилин, N-(2-бромфенил)акриламид, высокоэффективная жидкост-
ная хроматография, посторонние примеси, валидация

DETERMINATION OF RELATED IMPURITIES IN THE ANILOCAINE  
SUBSTANCE BY HPLC METHOD

D.R. Sabirzyanov, Yu.N. Karpenko, T.L. Malkova, I.V. Alekseeva 
Perm State Pharmaceutical Academy
2, Polevaya st., Perm, 614990, Russia

 E-mail: perm@pfa.ru

Anilocaine is a local anesthetic from the group of substituted amides, synthesized in the Perm State Pharmaceutical 
Academy. Anilocaine shows high surface anesthetic, infiltration and conduction anesthesia and shows the high efficiency 
in the various fields of medical practice. The quality of produced medicines depends on the quality of pharmaceutical 
substances. The purity is one of the most important parameters of the quality of pharmaceutical substances. The 
aim of this work was the development and validation of methods for identification of specific impurities in the 
substance of anilocaine by high-performance liquid chromatography (HPLC). Materials and methods. Studies were 
performed on liquid chromatography LC-20 Prominence (Shimadzu, Japan) equipped with a diode-array detector 
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местный анестетик из группы замещенных ами-
дов – анилокаин (2-броманилид-3диэтилами-
нопропановой кислоты гидрохлорид) (рис.1), 
проявляющий высокую поверхностноанестези-
рующую, инфильтрационную и проводниковую 
анестезию [1]. 

Br

NH C

O

CH2 CH2 N

C2H5

C2H5

* HCl

Рисунок 1 – Структурная формула анилокаина

(SPD-M20A). Chromatographic column was Zorbax SB-C18 (4.6 mm × 250 mm, 5 µm). Validation assessment of 
the developed method conducted in accordance with the requirements of FP XIII and international requirements 
ICH (International Conference on Harmonization). Results and discussion. An experiment on the selection of the 
conditions of chromatographically showed that optimal separation of anilocaine and possible impurities (identified 
and unidentified) by the method of reversed-phase HPLC is observed in isocratic mode, using an eluent based on 
phosphate buffer pH 3 and acetonitrile. The flow rate of mobile phase is 1 ml/min; wavelength detection is 210 nm. 
Time check chromatogram is 20 minutes. Conclusion. The method for the quantitative determination of impurities in 
the substance of anilocaine by high-performance liquid chromatography was developed as the result of the research. 
The validation procedure of the analytical methods established its specificity, linearity, precision and accuracy. This 
method is included in the project monograph on substance of anilocaine.

Keywords: anilocaine, 2-bromoaniline, N-(2-bromophenyl)acrylamide, high-performance liquid chromatography, 
related impurities, validation

Введение. Создание отечественных высоко-
эффективных лекарственных препаратов – одна 
из важнейших задач российского здравоохране-
ния. В Пермской государственной фармацевтиче-
ской академии синтезирован и совместно с ИТХ 
УрО РАН доведен до медицинского применения 

Структурные аналоги анилокаина – лидокаин и 
тримекаин, давно использующиеся в медицинской 
практике, значительно уступают ему по выраженно-
сти поверхностноанестезирующего и антиаритмиче-
ского действия [2]. Кроме того, лидокаин обладает 
высокой токсичностью, что обуславливает развитие 
различных осложнений при его применении [3]. 
Клинические исследования анилокаина доказали его 
высокую эффективность в различных областях ме-
дицины: хирургии, эндоскопии, стоматологии и т.д. 
[4]. Ряд лекарственных форм с анилокаином (инъек-
ционные растворы, растворы для наружного приме-
нения, перевязочные средства) доведены до меди-
цинского применения. С перспективой внедрения в 
медицинскую и ветеринарную практику разработа-
ны и другие лекарственные средства для наружного 
применения: мазь «Анилкам», гель «Анилогель» для 
использования при проведении инструментальных 
вмешательств [5], суппозитории, пленки лекарствен-
ные [6], аэрозоль для обезболивания в ветеринарии.

Одним из важнейших параметров доброкаче-
ственности фармацевтических субстанций явля-
ется их чистота. На основании ранее проведенных 
исследований установлены направления распада 
молекулы анилокаина: гидролиз по амидной связи 
и реакция ß-элиминирования. В нейтральной и сла-
бощелочной среде преобладает процесс ß-элими-
нирования, сопровождающийся выделением непре-
дельного соединения и диэтиламина. Наряду с этим, 
идет частичный гидролиз по амидной связи. Струк-
тура непредельного соединения – N-(2-бромфенил)
акриламида подтверждена данными элементного 
анализа и масс-спектрометрии. В сильнокислой сре-
де происходит полное гидролитическое расщепле-
ние по амидной связи с выделением 2-броманилина.

Таким образом, специфическими примесями в суб-
станции могут являться N-(2-бромфенил)акриламид 
(продукт деструкции анилокаина) и 2-броманилин (как 
исходный продукт при синтезе и как продукт гидроли-
тического расщепления анилокаина) (рис.2) [7].

NH2

Br

NH

Br

C

O

CH CH2

I II
Рисунок 2 – Структурные формулы N-(2-бромфенил)акриламида (I) и 2-броманилина (II)

Временная фармакопейная статья (ВФС) на суб-
станцию анилокаина регламентирует определение 

посторонних примесей методом тонкослойной хро-
матографии (ТСХ) в системе н-бутанол – этилацетат 
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– хлороформ – аммиака раствор концентрированный 
(20:20:10:0,5). В качестве детектора используются пары 
йода. Суммарное содержание посторонних примесей, 
оцененное по совокупности величины и интенсивности 
окраски их пятен на хроматограмме испытуемого рас-
твора (2%раствор анилокаина в хлороформе), в срав-
нении с пятнами на хроматограммах свидетеля (0,01% 
раствора анилокаина) не должно превышать 0,5% [8].

Поскольку ТСХ является полуколичественным 
тестом, более предпочтительным в плане точности и 
специфичности для определения посторонних при-
месей является метод высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии [9]. 

Целью настоящей работы является разработка и 
валидация методики определения специфических по-
сторонних примесей в субстанции анилокаина мето-
дом ВЭЖХ для дальнейшего ее включения в проект 
фармакопейной статьи предприятия.

Материалы и методы. В качестве объектов ис-
следования использовали фармацевтическую суб-
станцию анилокаина (ВФС 42-2946-97), 2-бромани-
лин («Sigma-Aldrich»), N-(2-бромфенил)акриламид 
(синтез вещества осуществлен по методике [5], хро-
матографическая чистота не менее 99%). 

Исследования проводили на высокоэффектив-
ном жидкостном хроматографе «Shimadzu LC-20 
Prominence» (Япония), оснащенном диодноматрич-
ным детектором (SPD-M20A). Хроматографическая 
колонка – «Zorbax SB-C18» (4,6 мм × 250 мм, 5 мкм).  

Регистрацию и обработку хроматографической 
информации осуществляли с помощью программно-
го обеспечения «LCsolution» (ver.1,25).

Для приготовления элюентов использовали ка-
лия дигидрофосфат, фосфорную кислоту концен-
трированную, воду бидистиллированную, ацетони-
трил (Криохром®, сорт 0). Значения рН подвижных 
фаз контролировали с помощью рН-метра «S400 
SevenExcellence» («METTLER TOLEDO»).

Результаты и обсуждение. Эксперимент по вы-
бору условий хроматографирования показал, что 
оптимальное разделение анилокаина и возможных 

примесей (как идентифицированных, так и неиденти-
фицированных) методом обращенно-фазовой ВЭЖХ 
наблюдается в изократическом режиме при использо-
вании фосфатного буфера с рН 3 со скоростью потока 
1 мл/мин. Детектирование проводили при длине вол-
ны 210 нм. Время регистрации хроматограммы – 20 
минут [7].

Для определения возможных примесей 0,1 г суб-
станции анилокаина помещали в мерную колбу вме-
стимостью 25 мл и доводили до метки метанолом 
(испытуемый раствор). 20 мкл раствора вводили в 
инжектор хроматографа. Идентификацию и количе-
ственное определение идентифицированных приме-
сей осуществляли с использованием стандартных 
растворов N-(2-бромфенил)акриламида и 2-бромани-
лина.

На основании ранее полученных данных о со-
держании специфических примесей в серийных об-
разцах субстанции, а также биологических испыта-
ний при оценке безопасности примесей предложено 
нормировать содержание 2-броманилина – не более 
0,01%; N-(2-бромфенил)акриламида – не более 0,1%; 
единичной неидентифицированной примеси – не бо-
лее 0,1%; общего содержания примесей – не более 
0,5% [7, 10].

Валидацию аналитической методики проводили 
по следующим характеристикам: специфичность, ли-
нейность, правильность, повторяемость, предел об-
наружения и предел количественного определения в 
соответствии с современными требованиями [11, 12].

При подтверждении специфичности методики ана-
лизировали раствор модельной смеси субстанции анило-
каина (4000 мкг/мл) и возможных примесей: N-(2-бром-
фенил)акриламида (4 мкг/мл) и 2-броманилина (0,4 мкг/
мл) в метаноле (рис.3).

Выбранные хроматографические условия харак-
теризуются высокой эффективностью (не менее 8000 
ТТ), достаточной разрешающей способностью и вос-
производимостью. Рассчитанные критерии пригод-
ности хроматографической системы удовлетворяют 
принятым критериям приемлемости (таблица 1).

Таблица 1 – Оценка пригодности хроматографической системы

Время
удерживания,

мин

Коэффициент 
разделения

(Rs)

Коэффициент 
асимметрии 

пика

Воспроизво-
димость

инжекций
(RSD)

Анилокаин 3,20±0,02 – – –
Неидентифицированная примесь (I) 6,22±0,02 6,15 1,35 1,05
N-(2-бромфенил)акриламид(II) 8,80±0,02 7,84 1,51 0,87
2-броманилин (III) 11,30±0,03 6,40 1,24 0,52
Более 2 Критерии приемлемости

0.75 – 2.5 Менее 5

Линейность определяли на 7 уровнях концен-
траций: от 0,02% до 0,4% – для N-(2-бромфенил)
акриламида,  от 0,0014% до 0,044% – 2-бромани-
лина (таблица 2). Каждый из приготовленных рас-
творов хроматографировали 3 раза. Калибровочные 

графики представлены на рис.4–5. Коэффициент 
корреляции в обоих случаях составил не менее 
0,999,что свидетельствует о линейности методики в 
выбранном диапазоне концентраций.
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Рисунок 3 – Хроматограмма модельной смеси анилокаина, N-(2-бромфенил)акриламида (II)  
и 2-броманилина (III) (I – неидентифицированная примесь)

Таблица 2 – Определение линейности аналитической методики

N-(2-бромфенил)акриламид 2-броманилин

Концентрация,
мкг/мл

Концентрация,
% 

от содержания 
анилокаина

Средняя 
площадь 

пика
(n=3)

Концентрация,
мкг/мл

Концентрация,
% 

от содержания 
анилокаина

Средняя 
площадь 

пика
(n=3)

0,85 0,0213 95188 0,055 0,00138 7794
1,7 0,0425 18576 0,11 0,00275 13598
3,41 0,085 362138 0,22 0,0055 26865
5,12 0,128 573289 0,33 0,0083 42907
6,82 0,171 753534 0,44 0,011 57927

10,22 0,255 1164350 0,88 0,022 116526
17,04 0,426 1905517 1,76 0,044 227928

Уравнение регрессии (Y = aX + b)
a = 112011,7; b = 0,0

Коэффициент корреляции: 0,9998136

Уравнение регрессии (Y = aX + b)
a = 130047,7; b = 0,0

Коэффициент корреляции: 0,9998507

Повторяемость (сходимость) валидируемой ме-
тодики оценивали при анализе модельных смесей 
субстанции анилокаина с содержанием примесей 
на 3 уровнях концентраций: 0,05%; 0,1% и 0,15% – 
для N-(2-бромфенил)акриламида; 0,005%; 0,01% и 
0,015% – для 2-броманилина. Каждый из растворов 
хроматографировали в соответствии с разработан-

ной методикой 3 раза. Результаты проведенного экс-
перимента представлены в таблицах 3-4. Установ-
лено, что относительное стандартное отклонение 
(RSD) результатов измерений не превышает 10%, 
что свидетельствует об их удовлетворительной схо-
димости на всех уровнях рассмотренных концентра-
ций. 
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Рисунок 4 – Зависимость площади хроматографического пика  
от концентрации N-(2-бромфенил)акриламида

Рисунок 5 – Зависимость площади хроматографического пика  
от концентрации 2-броманилина 
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Таблица 3 – Оценка повторяемости (сходимости) определения 
N-(2-бромфенил)акриламида

Содержание
N-(2-бромфенил)акриламида в 

растворе, мкг/мл

Найденное содержание
N-(2-бромфенил)акриламида, 

мкг/мл

Метрологические  
характеристики

(n=6; P=0,95)
n SD RSD

D
1,96 (0,049%) 2,11; 1,87; 2,07;

1,79; 1,91; 2,20
6 1,99 0,128 6,44 0,13

3,92 (0,098%) 3,83; 3,74; 3,99;
4,21; 3,69; 4,16

6 3,94 0,194 4,92 0,20

5,88 (0,147%) 6,08; 6,19; 5,91;
6,11; 5,82; 5,74

6 5,98 0,142 2,37 0,15

Таблица 4 – Оценка повторяемости (сходимости) определения 2-броманилина

Содержание 
2-броманилина 

в растворе, мкг/мл

Найденное содержание
2-броманилина, 

мкг/мл

Метрологические характеристики
(n=6; P=0,95)

n SD RSD
D

0,212 (0,0053%) 0,229; 0,216; 0,195;
0,209; 0,182; 0,202

6 0,206 0,0164 7,96 0,017

0,424 (0,0106%) 0,418; 0,442; 0,430;
0,489; 0,399; 0,503

6 0,447 0,0323 7,22 0,034

0,636 (0,0159%) 0,711; 0,632; 0,619;
0,606; 0,754; 0,698

6 0,670 0,0581 8,67 0,061

Правильность методики оценивали с помощью 
тестирования открываемости определяемых приме-
сей, введенных в плацебо (субстанцию анилокаина). 
Исследования проводили на трех уровнях концен-
траций примесей (таблицы 5–6). Границы открыва-
емости (2-бромфенил)акриламида и 2-броманилина 

с учетом доверительного интервала не выходят за 
нормируемые пределы (75–125%  – для примесей с 
содержанием от 0,1% до 1%; 50–150% – с содержани-
ем менее 0,1%), что свидетельствует о правильности 
методики.

Таблица 5 – Оценка правильности определения N-(2-бромфенил)акриламида

Содержание 
N-(2-бромфенил)  

акриламида

Открываемость
(R), %

Метрологические характеристики
(n=6; P=0,95)

n SD RSD D 
0,05% 94,15; 104,30; 88,18;

90,52; 107,29; 104,33
6 98,13 7,68 7,83 8,21

0,1% 104,72; 96,22; 100,90;
93,71; 108,64; 94,18

6 99,73 5,55 5,57 5,82

0,15% 97,30; 101,17; 104,62;
99,59; 106,16; 95,76

6 100,77 3,39 3,36 3,56

Таблица 6 – Оценка правильности определения 2-броманилина

Содержание 
2-броманилина

Открываемость
(R), %

Метрологические характеристики
(n=6; P=0,95)

n SD RSD D 
0,005% 107,2; 98,23; 104,26;

96,30; 92,05; 108,19
6 101,04 5,65 5,59 5,93

0,01% 99,59; 106,82; 114,34;
95,02; 108,37; 97,17

6 103,55 6,91 6,67 7,25

0,015% 105,36; 96,01; 101,25;
115,35; 94,96; 106,03

6 103,16 7,42 7,19 7,78

Предел обнаружения для 2-броманилина по тести-
руемой методике составил 0,015 мкг/мл (0,000375% 

от содержания анилокаина), для N-(2-бромфенил)
акриламида – 0,1 мкг/мл (0,0025%). 
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Предел количественного определения 2-брома-
нилина – 0,06 мкг/мл (0,0014% от содержания анило-
каина), для N-(2-бромфенил)акриламида – 0,85 мкг/
мл (0,02%). 

Заключение. Таким образом, разработана мето-
дика количественного определения примесей в суб-

станции анилокаина методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии. Проведенная процедура 
валидации аналитической методики установила ее 
специфичность, линейность, воспроизводимость и 
правильность. Данная методика включена в проект 
фармакопейной статьи на субстанцию анилокаина. 

Introduction. The creation of highly efficient 
national medicines is one of the most important 
tasks of the Russian healthcare. In the Perm State 
Pharmaceutical Academy was synthesized and, 
together with ITC UB RAS, brought to medical use a 

local anesthetic from the group of substituted amides 
– anilocaine (2-bromanilid-3-diethylaminopropanoic 
acid hydrochloride) (Fig. 1), which is showing the 
high surface anesthetic, infiltration and conduction 
anesthesia [1].

Br

NH C

O

CH2 CH2 N

C2H5

C2H5

* HCl

Figure 1 – Structural formula of anilocaine

Structural analogues of anilocaine lidocaine and 
trimecaine that have been for a long time used in medical 
practice, are greatly inferior to him in terms of the 
severity of surface anesthetic and antiarrhythmic action 
[2]. In addition, lidocaine has a high toxicity that causes 
the development of various complications during its 
application [3]. Clinical studies of anilocaine proved its 
high efficiency in the various areas of medicine: surgery, 
endoscopy, dentistry and other areas of medical practice 
[4]. Several dosage forms of anilocaine (solutions for 
injections, solutions for external use, dressings) brought 
to medical use. With prospect of implementation in the 
medical and veterinary practice, other drugs have been 
developed for external use: ointment “Anilcam” gel 
“Anilogel” for use during the instrumental interventions 
[5], suppositories, films drug [6], spray for anesthesia in 
the veterinary medicine. 

The purity is one of the most important parameters 

of quality of pharmaceutical substances. On the basis 
of previous studies hydrolysis of the amide link and 
the reaction of ß-elimination are the main directions of 
degradation of the anilocaine molecules. The process 
of ß-elimination prevails in neutral and slightly alkaline 
medium, accompanied by the allocation of an unsaturated 
compound and diethylamine. Along with this, partial 
hydrolysis takes place along the amide link. The structure 
of unsaturated compound N-(2-bromophenyl)acrylamide 
is confirmed by the data of elementary analysis and mass 
spectrometry. In the strong acidic medium, complete 
hydrolytic cleavage takes place along the amide link with 
the liberation of 2-bromoaniline. 

Thus, the specific impurities in the substance can be 
N-(2-bromophenyl) acrylamide (the product of destruction 
of anilocaine) and 2-bromoaniline (as a starting material 
in the synthesis and as a product of hydrolytic cleavage of 
anilocaine) [7] (fig. 2).

NH2

Br

NH

Br

C

O

CH CH2

I II
Figure 2 – Structural formulas of N-(2-bromophenyl)acrylamide (I) and 2-bromoaniline (II)

The Temporary Pharmacopoeia article (TPA) for the 
anilocaine substance regulates the determination of the 
foreign impurities by thin layer chromatography (TLC) 
in a n-butanol-ethylacetate-chloroform-ammonia solu-
tion, a concentrated solution (20:20:10:0.5). An iodine 
vapour  is used as a detector. The total content of the 
foreign impurities estimated by the combination of the 
size and color intensity of their spots on the chromato-
gram of the test solution (2% solution of anilocaine in 
chloroform), in comparison with the spots on the witness 

chromatograms (0,01% anilocaine solution) should not 
exceed 0,5% [8].

Since TLC is a semi-quantitative test, the method of 
high-performance liquid chromatography is more prefer-
able in terms of accuracy and specificity for determining 
impurities [9].

The aim of this work is the development and validation 
of the procedure for the determination of  the specific foreign 
impurities in anilocaine substance by HPLC for its further in-
clusion in the draft pharmacopoeia article of the enterprise.
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Materials and methods. The pharmaceutical sub-
stance of anilocaine (TPA 42-2946-97), 2-bromoaniline 
(Sigma-Aldrich), N-(2-bromophenyl) acrylamide (the 
substance was synthesized according to the procedure of 
[5], the chromatographic purity is not less than 99%).

The studies were performed on a high-performance 
liquid chromatography Shimadzu LC-20 Prominence (Ja-
pan) equipped with a diode array detector (SPD-M20A). 
The chromatographic column was Zorbax SB-C18 (4.6 
mm × 250 mm, 5 μm).

Registration and processing of chromatographic in-
formation was carried out with the use of the LCsolution 
software (ver.1.25).

Potassium dihydrogen phosphate, concentrated 
phosphoric acid, doubly distilled water, and acetonitrile 
(Criochrome®, grade 0) were used for the preparation of 
eluents. The pH values of the mobile phases were mon-
itored using a pH meter S400 SevenExcellence (MET-
TLER TOLEDO).

Results and discussion. The experiment on the choice 
of chromatographic conditions showed that the most opti-
mal separation of anilocaine and possible impurities (both 
identified and unidentified) by reversed-phase HPLC was 
observed in the isocratic mode when phosphate buffer with 
pH 3 at a flow rate of 1 ml/min was used. Detection was 
carried out at a wavelength of 210 nm. The chromatogram 
registration time is 20 minutes [7].

To determine the possible impurities, 0,1 g of anilo-
caine substance was placed in a 25 ml volumetric flask 
and brought to the mark with methanol (test solution). 
20 μl of the solution was injected into the chromatograph 
injector. Identification and quantitative determination of 
the identified impurities were carried out by using stan-
dard solutions of N-(2-bromophenyl) acrylamide and 
2-bromoaniline.

Based on previously obtained data on the content 
of specific impurities in serial samples of the substance, 
as well as the biological tests in assessing the safety of 
impurities, it was suggested to normalize the content of 
2-bromoaniline – not more than 0,01%; N-(2-bromophe-
nyl)acrylamide – not more than 0,1%; with single un-
identified impurity – not more than 0,1; total content of 
impurities – no more than 0,5% [7, 10].

The validation of the analytical technique was car-
ried out according to the following characteristics: spec-
ificity, linearity, accuracy, precision, detection limit, and 
quantification limit in accordance with the modern re-
quirements [11, 12].

During confirmation of the specificity of the 
procedure, we analyzed a solution of a model mix-
ture of anilocaine substance (4000 μg / ml) and pos-
sible impurities: N-(2-bromophenyl)acrylamide (4 
μg / ml) and 2-bromoaniline (0,4 μg / ml) in meth-
anol (fig .3).

Figure 3 – Chromatogram of the model mixture of anilocaine,
N-(2-bromophenyl)acrylamide (II) and 2-bromoaniline (III) (I is an unidentified impurity)
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The selected chromatographic conditions are 
characterized by high efficiency (not less than 8,000 
TT), sufficient resolving power and reproducibility. 

The calculated criteria for the suitability of the 
chromatographic system has satisfied the accepted 
acceptance criteria (Table 2).

Table 1 – Evaluation of the suitability of the chromatographic system

Retention time, 
min.

Partition co-
efficient (Rs)

Coefficient of peak 
asymmetry

Reproducibility 
of injections

(RSD)
Anilocaine 3.20±0.02 - - -
Unidentified impurity (I) 6.22±0.02 6.15 1.35 1.05
N-(2-bromophenyl) acrylamide (II) 8,80±0,02 7.84 1.51 0.87
2-bromoaniline (III) 11,30±0,03 6.40 1.24 0.52
More than 2 Eligibility criteria:

0.75 – 2.5 Less than 5

Linearity was determined at 7 concentration levels: 
0.02% to 0.4% for N-(2-bromophenyl) acrylamide, 
0.0014% to 0.044% – 2-bromoaniline (Table 2). Each of 
the prepared solutions was chromatographed 3 times. The 

calibration curves are shown in Fig. 4-5. The correlation 
coefficient in both cases was not less than 0,999, which 
indicates the linearity of the technique in the selected 
concentration range.

Table 2 – Determination of the linearity of the analytical procedure

N-(2-bromophenyl)acrylamide 2-bromoaniline

Concentration,  
μg / ml

Concentration,% of 
anilocaine content

Average 
peak area 

(n=3)

Concentration,  
μg / ml

Concentration,% of 
anilocaine content

Average 
peak area 

(n=3)
0.85 0.0213 95188 0.055 0.00138 7794
1.7 0.0425 18576 0.11 0.00275 13598
3.41 0.085 362138 0.22 0.0055 26865
5.12 0.128 573289 0.33 0.0083 42907
6.82 0.171 753534 0.44 0.011 57927
10.22 0.255 1164350 0.88 0.022 116526
17.04 0.426 1905517 1.76 0.044 227928

The regression equation (Y = aX + b)
a = 112011,7; b = 0,0

Correlation coefficient: 0,9998136

The regression equation (Y = aX + b)
a = 130047,7; b = 0,0

Correlation coefficient: 0,9998507

The precision of the validated procedure was evaluated 
in the analysis of model mixtures of anilocaine substance 
with an impurity content at 3 concentration levels: 0.05%; 
0.1% and 0.15% for N-(2-bromophenyl)acrylamide; 
0.005%; 0.01% and 0.015% for 2-bromoaniline. 
Each of the solutions was chromatographed 3 times 

in accordance with the developed procedure. The 
results of the experiment are shown in Tables 4-5. It is 
established that the relative standard deviation (RSD) 
of the measurement results does not exceed 10%, which 
indicates their satisfactory convergence at all levels of 
the considered concentrations.

Table 3 – Evaluation of the repeatability of the determination  
of N-(2-bromophenyl)acrylamide

Concentration of N- 
(2-bromophenyl)acr 

ylamide, μg/ml

Measured concentration
of N-(2-bromophenyl)acrylamide, 

μg/ml

Metrological characteristics 
 (n=6; P=0.95)

n SD RSD
D

1.96 (0.049%) 2.11; 1.87; 2.07;
1.79; 1.91; 2.20

6 1.99 0.128 6.44 0.13

3.92 (0.098%) 3.83; 3.74; 3.99;
4.21; 3.69; 4.16

6 3.94 0.194 4.92 0.20

5.88 (0.147%) 6.08; 6.19; 5.91;
6.11; 5.82; 5.74

6 5.98 0.142 2.37 0.15
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Figure 4 – Dependence of chromatographic peak area on concentration  
N-(2-bromophenyl)acrylamide

Figure 5 – Dependence of chromatographic peak area on concentration 2-bromoaniline
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Table 4 – Evaluation of the repeatability of the determination of 2-bromoaniline

Concentration of
2-bromoaniline, μg/ml

Measured concentration
of 2-bromoaniline, μg/ml

Metrological characteristics 
 (n=6; P=0.95)

n SD RSD
D

0.212 (0.0053%) 0.229; 0.216; 0.195;
0.209; 0.182; 0.202

6 0.206 0.0164 7.96 0.017

0.424 (0.0106%) 0.418; 0.442; 0.430;
0.489; 0.399; 0.503

6 0.447 0.0323 7.22 0.034

0.636 (0.0159%) 0.711; 0.632; 0.619;
0.606; 0.754; 0.698

6 0.670 0.0581 8.67 0.061

The accuracy of the procedure was assessed by test-
ing the detectability of detectable impurities introduced 
into a placebo (anilocaine substance). Studies were car-
ried out at three levels of impurity concentrations (Tables 
6-7). The limits of the openability of N-(2-bromophe-

nyl) acrylamide and 2-bromoaniline with respect to the 
confidence interval do not exceed the normalized limits 
(75-125% for impurities with a content of 0,1 to 1%, 50-
150% for less than 0,1%), which indicates the correct-
ness of the technique.

Table 5 – Evaluation of the accuracy of the determination  
of (2-bromophenyl)acrylamide

Concentration of N-(2-bro-
mophenyl)acrylamide

Recovery
(R), %

Metrological characteristics 
 (n=6; P=0.95)

n SD RSD D 
0.05 % 94.15; 104.30; 88.18;

90.52; 107.29; 104.33
6 98.13 7.68 7.83 8.21

0.1 % 104.72; 96.22; 100.90;
93.71; 108.64; 94.18

6 99.73 5.55 5.57 5.82

0.15% 97.30; 101.17; 104.62;
99.59; 106.16; 95.76

6 100.77 3.39 3.36 3.56

Table 6 – Evaluation of the accuracy of the determination of 2-bromoaniline

Concentration of
2-bromoaniline

Recovery
(R), %

Metrological characteristics 
 (n=6; P=0.95)

n SD RSD D 
0.005 % 107.2; 98.23; 104.26;

96.30; 92.05; 108.19
6 101.04 5.65 5.59 5.93

0.01 % 99.59; 106.82; 114.34;
95.02; 108.37; 97.17

6 103.55 6.91 6.67 7.25

0.015% 105.36; 96.01; 101.25;
115.35; 94.96; 106.03

6 103.16 7.42 7.19 7.78

The detection limit for 2-bromoaniline according to 
the test procedure was 0.015 μg / ml (0.000375% of an-
ilocaine content), for N-(2-bromophenyl)acrylamide 0.1 
μg / ml (0.0025%).

The limit of quantitative determination of 2-bro-
moaniline is 0.06 μg / ml (0.0014% of anilocaine con-
tent), for N-(2-bromophenyl)acrylamide 0.85 μg / ml 
(0.02%).

Conclusion. Thus, a method has been developed for 
the quantitative determination of impurities in anilocaine 
substance by the method of high-performance liquid 
chromatography. The performed procedure of validation 
of the analytical technique established its specificity, lin-
earity, reproducibility and correctness. This technique is 
included in the draft pharmacopoeia article on the sub-
stance of anilocaine.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ НЕКОТОРЫХ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ  
СВОЙСТВ ПЕКТИНОВЫХ ВЕЩЕСТВ ИЗ ШРОТА СОЦВЕТИЙ  

БАРХАТЦЕВ РАСПРОСТЕРТЫХ (TAGETES PATULA L.)
Н.М. Червонная, И.И. Харченко, С.Л. Аджиахметова, Л.П. Мыкоц,  
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Пятигорский медико-фармацевтический институт –  
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357532, Россия, Ставропольский край, г. Пятигорск, пр. Калинина, 11
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Большая молярная масса обусловливает ряд таких свойств, которые отсутствуют у низкомолекулярных 
соединений. Поэтому ее определение позволяет выявить некоторые физические и технологические свойства 
биополимеров и предсказать возможность практического применения. Целью работы явилось определе-
ние средней молярной массы, изучение поверхностных свойств на границе раздела фаз «раствор-воздух» и 
установление изоэлектрической точки водных растворов пектиновых веществ (ПВ), выделенных из шрота 
соцветий бархатцев распростертых. Материалы и методы. Полисахаридные комплексы выделяли из шро-
та соцветий бархатцев распростертых сорта «Carmen», оставшегося после трехкратной экстракции сы-
рья 40% спиртом этиловым, по методу Н.К. Кочеткова и M. Sinner. С помощью капиллярного вискозиметра 
Оствальда измерялось время истечения воды и растворов ПВ; рассчитывались различные виды вязкостей. 
Плотность растворов определялась пикнометрическим способом, однако, ввиду близости плотностей анали-
зируемых растворов и воды их не учитывали при расчете относительной вязкости. Для определения поверх-
ностной активности из 1% водных растворов ПВ готовили серию растворов с концентрацией от 0,01% до 
0,5%. На приборе Ребиндера устанавливали перепады давлений монометрической жидкости в момент про-
скакивания пузырька воздуха на поверхности раствора ПВ. Изоэлектрическую точку (ИЭТ) ПВ мы определя-
ли в ацетатном буферном растворе в пределах pH от 3,2 до 6,2 визкозиметрическим методом. Результаты 
и обсуждение. Фракционирование полученных полисахаридных комплексов показало, что выход пектиновых 
веществ составляет 2,2%. Расчет показывает, что средняя молярная масса ПВ составила 45272 г/моль. О 
степени взаимодействия макромолекул полимера и растворителя, о структурных свойствах макромолекулы, 
степени ее разветвленности можно судить по величине коэффициента Хаггинса. Найденная величина соста-
вила 1,46, что подтверждает невысокую растворимость ПВ в воде. Видимо, цепь биополимера разветвлена, 
что ухудшает растворимость макромолекул и в дальнейшем может способствовать гелеобразованию. ПВ, 
выделенные из шрота соцветий бархатцев распростертых относятся к группе поверхностно-активных ве-
ществ. Благодаря немалому поперечному сечению молекулы (S) и высокой средней молярной массе (45272 г/
моль) молекулы занимают большой объем на поверхности раздела фаз. Установлено, что макромолекула 
находится в изоэлектрическом состоянии при pH = 4,7. Заключение. В результате проведенных исследова-
ний вискозиметрическим методом определена средняя молярная масса ПВ, равная 45272 г/моль. Установлена 
константа Хаггинса (1,46), связанная с невысокой растворимостью ПВ в воде. Установлено, что ПВ, выде-
ленные из шрота соцветий бархатцев распростертых, являются поверхностно-активными. Показано, что 
макромолекула ПВ может находиться в состоянии полиамфиона при pH = 4,7.

Ключевые слова: пектиновые вещества, шрот соцветий бархатцев распростертых, средняя молярная 
масса, поверхностная активность, изоэлектрическая точка, вискозиметр Оствальда
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DETERMINATION OF SOME PHYSICAL AND CHEMICAL  
PROPERTIES OF PECTIN SUBSTANCES FROM THE SOLVENT CAKE  

OF TAGETES PATULA L. INFLORESCENCES
N.M. Chervonnaya, I.I. Kharchenko, S.L. Adzhiakhmetova, L.P. Mykots,  

O.A. Andreeva, E.T. Oganesyan
Pyatigorsk Medical and Pharmaceutical Institute – branch of Volgograd State 

Medical University, 11, Kalinin ave., Pyatigorsk, 357532, Russia 

Big molecular weight conditions are responsible for some properties, which are absent in low molecular compounds. 
Therefore, its determination allows revealing of some physical and technological properties of biopolymers and 
prediction of the possibility of their practical application. The aim of this work was to determine an average molar 
weight, to study the superficial properties at the border of “solution-air” phases, and to establish an isoelectric spot of 
water solutions of pectin substances (PS), isolated from a solvent cake of Tagetes patula inflorescences. Materials and 
methods. Polysaccharide complexes were isolated from the solvent cake of Tagetes patula inflorescences of Carmen 
species which was left after a raw material extraction with ethanol 40% with the method of Kochetkov and M. Sinnera.  
The time of water and PS solutions flow out was measured by the use of a capillary Ostwald viscosimeter; different 
types of viscosity were calculated. The density of solutions was determined by using a picnometric method, however 
due to the closeness of density of the analyzed solutions and water, they were not considered in the calculation of the 
relative viscosity. Series of solutions with 0.01 to 0.5% concentrations were prepared from 1% PS water solutions to 
determine a surface activity. Monometric liquid tension variations were set in Rehbinder’s apparatus in the moment of 
an air bubble appearance on the surface of PS solution. Isoelectric spot (IES) of PS was determined in acetate buffer 
solution with pH within 3.2 to 6.2 by using the viscometer method. Results and discussion. Fractioning of the obtained 
polysaccharide complexes showed that efficiency of the pectin substances amounted to 2.2%. Calculation shows that 
an average molar weight of PS amounted to 45272 g/mol. About the degree of interaction between macromolecules of 
polymer and solvent, structural properties of macromolecule, the degree of its branching can be judged by the value of 
Huggins test. The value was found to be 1.46, which proves the low solubility of PS in water. Apparently, a biopolymer 
chain has been branched which worsen the solubility of macromolecules and further may promote the formation of gel 
condition. PS, isolated from the solvent cake of Tagetes patula, belong to the group of the surface active substances. 
Due to a big cross section of a molecule (S) and the high average molar weight, (45272 g/mol) molecules occupy a big 
volume at the surface of phase separation. We have established that macromolecule is in the isoelectric state at pH = 
4.7. Conclusion. In the result of the studies using viscometer method, we have determined a molar weight of PS equal 
to 45272 g/mol. Huggins constant (1.46) which is connected to a low solubility of PS in water has been determined. 
We have established that PS, isolated from the solvent cake of Tagetes patula, are surface active. We have shown that 
PS macromolecule is in the state of polyamphion at pH = 4.7.

Keywords: pectin substances, solvent cake of Tagetes patula, average molar weight, surface activity, isoelectric 
spot, Ostwald viscometer

Ранее было установлено, что извлечение из соцве-
тий бархатцев распростертых, полученное экстракци-
ей спиртом этиловым 40%, проявляет выраженную 
антиоксидантную, эндотелиопротекторную и раноза-
живляющую активность [1, 2]. С целью комплексного 
использования сырья в настоящей работе изучались 
некоторые физико-химические свойства пектиновых 
веществ, выделенных из шрота соцветий бархатцев 
распростертых (Tagetes patula L.). Большая молярная 
масса обусловливает ряд таких свойств, которые от-
сутствуют у низкомолекулярных соединений. Поэто-
му ее определение позволяет выявить некоторые фи-
зические и технологические свойства биополимеров и 
предсказать возможность практического применения 
[3].

Целью работы явилось определение средней 
молярной массы, изучение поверхностных свойств 
на границе раздела фаз «раствор-воздух» и установ-
ление изоэлектрической точки водных растворов 

пектиновых веществ (ПВ), выделенных из шрота со-
цветий бархатцев распростертых.

Материалы и методы. Полисахаридные ком-
плексы выделяли из шрота соцветий бархатцев рас-
простертых сорта «Carmen», оставшегося после трех-
кратной экстракции сырья 40% спиртом этиловым, по 
методу Н.К. Кочеткова и M. Sinner [4, 5] (рис. 1). 

С помощью капиллярного вискозиметра Остваль-
да измерялось время истечения воды и растворов 
ПВ [6]; рассчитывались различные виды вязкостей. 
Плотность растворов определялась пикнометриче-
ским способом, однако, ввиду близости плотностей 
анализируемых растворов и воды их не учитывали 
при расчете относительной вязкости. Для определе-
ния средней молярной массы готовилась серия во-
дных растворов ПВ методом разведения в области 
концентраций (0,03–0,5%) [7].

Для расчета относительной вязкости  использо-
вали соотношение (формула 1):
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               (1),
где t0, t – время истечения воды и раствора ПВ, 

сек;
ρ0, ρ – плотность воды и раствора ПВ соответ-

ственно, г/см3.
Удельную вязкость, то есть относительное при-

ращение вязкости растворителя (η0) при введении в 
него полимера, находили по разнице (формула 2):

                     (2),
Приведенную вязкость рассчитывали как отно-

шение (формула 3): 
ηпр = ηуд/С                          (3),

где С – концентрация раствора.
Расчет средней молярной массы проводили по 

уравнению Марка-Хаувинка-Куна [7, 8] (формула 4):
[η] = K ´ Mα,                       (4),

где K, α – константы, M – молярная масса.
«α» – величина, характеризующая форму макро-

молекулы и ее взаимодействие с молекулами раство-
рителя. Для непригодных растворителей α.

K – коэффициент, постоянный для раствора дан-
ного полимерного ряда в данном растворителе. В рас-
четах использовали данные констант, характерных 
для большинства полисахаридов: K = 1,1  10-5; α = 
1,2 [8, 9].

Константу Хаггинса рассчитывали по уравнению 
(формула 5):

            (5)

принимая во внимание, что [η] → 0 и ηуд/С.
K′ определили по тангенсу угла наклона полу-

ченной прямой зависимости ηпр от С, не проходящей 
через начало координат (рис. 2) (формула 6):

                       (6)

Для определения поверхностной активности из 
1% водных растворов ПВ готовили серию раство-
ров с концентрацией от 0,01% до 0,5%. На приборе 
Ребиндера устанавливали перепады давлений моно-
метрической жидкости в момент проскакивания пу-
зырька воздуха на поверхности раствора ПВ [7].

Величину поверхностного натяжения рассчитыва-
ли по уравнению (формула 7):

σx = σ0 x hx
h0

,                 (7)

где σx, σ0 – поверхностное натяжение раствора и 
воды (Н/м);

h0, hx, – перепад давлений монометрической жид-
кости над водой и раствором (см).

Зависимость между изменением свободной по-
верхностной энергии и концентрацией вещества в 
поверхностном слое выражена уравнением Гиббса 
(формула 8):

Г = - C
RT Δ

σΔ
C x  ,                 (8)

где Г – поверхностный избыток адсорбированно-
го вещества;

-∆σ/∆C – поверхностная активность;
R – газовая постоянная (8,31103 Дж/кмоль ´ K);
T – абсолютная температура, К
С учетом представлений о плотной упаковке моле-

кул в монослое при предельной адсорбции (Г∞) мы вы-
числили площадь, занимаемую одной молекулой, тол-
щину и объем поверхностного слоя (формулы 9, 10).

𝑆𝑆 =  1
Г∞�  ×  𝑁𝑁𝐴𝐴  ,                 (9)

где S – площадь молекулы;
Г∞ – предельный поверхностный избыток;
NA – число Авогадро.

𝑙𝑙 =  Г∞  ×  𝑀𝑀 𝜌𝜌�  , 
      (10)

где l – толщина поверхностного слоя;
M – молярная масса ПВ;
ρ – плотность раствора ПВ.
По изотерме поверхностного натяжения опреде-

ляли поверхностную активность (g), которую рассчи-
тывали по тангенсу угла, образованного касательной, 
проведенной к изотерме поверхностного натяжения 
при С → 0 (формула 11). 

Δ
σΔ
Cg = -  = tg α ,

           (11)
Изоэлектрическую точку (ИЭТ) ПВ мы опреде-

ляли в ацетатном буферном растворе в пределах pH 
от 3,2 до 6,2 визкозиметрическим методом.
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Рисунок 1 – Выделение полисахаридных комплексов

Результаты и обсуждение. Фракционирование 
полученных полисахаридных комплексов показало, 
что выход пектиновых веществ составляет 2,2%.

С возрастанием молярной массы полимеров обыч-
но увеличивается вязкость их растворов, уменьшается 
растворимость.

Рассчитывались вязкости: относительная (фор-

мула 1), удельная (формула 2) и приведенная (форму-
ла 3). Результаты определения приведены в таблице 
1. Экстраполяцией приведенной вязкости к нулевой 
концентрации находили предельное число вязкости 
– характеристическая вязкость. Такая процедура по-
зволяет исключить из величины характеристической 
вязкости взаимодействие между молекулами. 

Таблица 1 – Результаты измерения вязкости водных растворов ПВ  
из соцветий бархатцев

С% t, сек η отн η уд ηпр
0 14,35 - - -

0,0313 16,61 1,157 0,157 5,016
0,0625 20,52 1,411 0,411 6,576
0,125 27,51 1,917 0,917 7,336
0,25 47,15 3,286 2,286 9,144
0,5 132,51 9,234 8,234 16,468

Далее строили график зависимости удельной вязкости от концентрации (рис. 2)
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Рисунок 2 – Зависимость удельной вязкости от концентрации растворов ПВ

Из графика видно, что в области малых концен-
траций удельная вязкость плавно возрастает, однако, 
уже при концентрации 0,5% она резко возрастает, при 
этом кривая обращена выпуклостью к оси абсцисс.

Очевидно, даже при такой невысокой концентра-
ции раствора ПВ начинается некое взаимодействие 
между молекулами, приводящее к структурированию 
раствора. Из этого следует, что определение харак-
теристической вязкости необходимо проводить экс-
траполяцией к нулевой концентрации, когда зависи-
мость ηпр от С будет линейной.

Характеристическую вязкость [η] находили гра-

фически по зависимости ηпр = f (C) (рис. 3). Для под-

тверждения линейной зависимости, целесообразно, на 

графике отложить зависимость . Этот при-

ем облегчает экстраполяцию, так как функция ln η/η0 

меньше изменяется с концентрацией.
На рисунке 3 представлена указанная зависи-

мость приведенной вязкости от концентрации. Най-
денная величина [η] составила 4,25.

Рисунок 3 – Зависимость приведенной вязкости  
от концентрации растворов ПВ

Расчет средней молярной массы проводили по 
уравнению Марка-Хаувинка-Куна (формула 4), ко-
торый показывает, что данная величина составила 
45272 г/моль.

О степени взаимодействия макромолекул поли-
мера и растворителя, о структурных свойствах ма-
кромолекулы, степени ее разветвленности можно 
судить по величине коэффициента Хаггинса. Хотя, 

чаще это используется для оценки сравнительной ха-
рактеристики полимеров, полученных из различных 
объектов. В хороших растворителях значение кон-
станты Хаггинса находится в пределах 0,2–0,3.

Расчет коэффициента Хаггинса вели по форму-
лам 5 и 6. Найденная величина составила 1,46, что 
подтверждает невысокую растворимость ПВ в воде. 
Видимо, цепь биополимера разветвлена, что ухудша-
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Рисунок 4 – Зависимость 1/Г от 1/С для водных растворов ПВ

ет растворимость макромолекул и в дальнейшем мо-
жет способствовать гелеобразованию.

Величину поверхностного натяжения рассчиты-
вали по формуле 7. Зависимость между изменением 

свободной поверхностной энергии и концентрацией 
вещества в поверхностном слое выражена уравнени-
ем Гиббса (формула 9). Результаты представлены в 
таблице 2.

Таблица 2 – Параметры поверхностных свойств ПВ

С, % С105, кмоль/
м3 σ103, Н/м -∆σ10-3, Н/м Г108 кмоль/

м2 Г∞109 S, A2 l, A V, A3

0 71,97

12,3 13,5 5568 75168
0,015 0,347 67,97 3,99 0,322
0,031 0,691 66,65 5,32 0,429
0,062 1,380 65,32 6,65 0,537
0,125 2,760 62,65 9,32 0,753
0,250 5,520 61,32 10,65 0,861
0,500 11,00 58,65 13,32 1,076

Поскольку поверхностный слой поверхност-
но-активных веществ (ПАВ) на границе раздела 
фаз «раствор-воздух» является мономолекуляр-
ным, то определили величину предельного поверх-

ностного избытка (Г∞). С этой целью строили гра-
фик зависимости 1/Г от 1/С и по величине отрезка, 
отсекаемого прямой на оси ординат, определили  
1/Г∞. (рисунок 4)

С учетом представлений о плотной упаковке мо-
лекул в монослое при предельной адсорбции (Г∞) мы 
вычислили площадь (формула 9), занимаемую одной 
молекулой, толщину (формула 10) и объем поверх-
ностного слоя.

По изотерме поверхностного натяжения (рис. 5) 
определяли поверхностную активность (g), которую 
рассчитывали по тангенсу угла, образованного ка-
сательной, проведенной к изотерме поверхностного 
натяжения при С → 0 (формула 11). 
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Тогда:

Рисунок 5 – Кривая зависимости поверхностного натяжения  
от равновесной концентрации раствора ПВ

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что ПВ, выделенные из шрота соцветий бархатцев 
распростертых, относятся к группе поверхностно-ак-
тивных веществ. Благодаря немалому поперечному 
сечению молекулы (S) и высокой средней молярной 
массе (45272 г/моль) молекулы занимают большой 
объем на поверхности раздела фаз. 

Одним из важных свойств ПАВ является способ-
ность к мицеллообразованию. Критическую концен-
трацию мицеллообразования (KKM) определили гра-
фически по зависимости σ от lgC.

Перегиб на изотерме соответствует началу 
формирования сферических мицелл. Для раство-

ров ПВ, найденная KKM, составила 0,22 г на 100 
г раствора.

Наличие мицеллообразования предполагает 
дальнейшее изучение солюбилизирующей способно-
сти ПВ в водном растворе.

О структуре мицелл и природе полимера, облада-
ющего поверхностно-активными свойствами, можно, 
в определенной степени, судить по термодинамиче-
ским функциям процесса мицеллообразования.

С этой целью рассчитывались: свободная энергия 
(∆GM), энтропия (∆SM), тепловой эффект (∆HM) про-
цесса мицелообразования [10]. Полученные данные 
представлены в таблице 3.

Таблица 3 – Термодинамические функции мицеллообразования растворов ПВ  
в водной среде (T = 298K)

Вещество CKKM, кмоль/м3 ∆GM, кДж/моль ∆SM, кДж/моль ∙ К ∆HM, кДж/моль
ПВ из шрота 

соцветий бархатцев 5,01∙10-5 -24,52 8,2∙10-2 -0,084

Исходя из характеристик, представленных в та-
блице 3, можно считать, что мицеллообразование 
протекает самопроизвольно (∆GM0) и сопровождается 
незначительным экзотермическим эффектом (∆HM0), 
что связано с небольшой величиной критической кон-
центрации мицеллообразования. Значения энтропии 
мицеллообразования независимо от структуры для 
большинства поверхностно-активных веществ нахо-
дятся в пределах (4,28,4)∙10 кДж/моль∙К [11].

Рассчитанная величина ∆SM находится в этих 
пределах, что позволяет отнести ПВ к полиамфо-
литам. Определенное нами ранее значение pH, при 
котором полимер находится в изоэлектрическом со-
стоянии, подтверждает высказанное предположение. 
Значение pH, при котором молекула ПВ находится в 
состоянии полиамфолита, составило 4,7.

Проведенные исследования показали, что ПВ, 
выделенные из шрота соцветий бархатцев распро-
стертых, снижают поверхностное натяжение воды 
пропорционально его концентрации, проявляют ми-
целлообразующую способность, процесс мицелло-
образования протекает самопроизвольно, молекула 
ПВ является полиамфолитом.

У слабых полиэлектролитов, к которым можно 
отнести ПВ, степень диссоциации полярных групп, 
а значит, и величина заряда зависит от pH. Экспери-
мент, проведенный ранее, показал пропорциональ-
ность зависимости сопротивления водных растворов 
ПВ, измеренного кондуктометрическим методом от 
концентрации. В связи с этим, представляло интерес 
изучить влияние pH раствора на его вязкость с целью 
определения наличия изоэлектрического состояния 



Фармация и фармакология Т. 5 № 3, 2017

274

фармацевтическая и токсикологическая химия
Pharmaceutical and toxicological chemistry

(ИЭС) полиэлектролита, при котором он находится в 
состоянии полиамфиона.

Так как, в молекуле ПВ содержится больше кар-
боксильных групп, способных к диссоциации, то по-
лиэлектролит является более сильной кислотой, чем 
основанием и его ИЭТ должна быть меньше 7.

ИЭТ ПВ мы определяли в ацетатном буферном 
растворе в пределах pH от 3,2 до 6,2 визкозиметри-
ческим методом. В ИЭС молекулы полиэлектролита 
обычно свернуты в клубок и наименее гидратирова-
ны, поэтому в ИЭТ относительная вязкость обычно 
минимальна.

Если использовать полиэлектролиты в качестве 

энтеросорбентов для адсорбции ионов солей тяжелых 
металлов, необходимо учитывать ИЭС и pH раствора. 
В ИЭС состоянии изменяются свойства полимера: 
снижается набухание, растворимость, электрическая 
проводимость, вязкость растворов и др. Это необ-
ходимо учитывать при разработке технологических 
схем для практического использования полимеров. 

Для определения ИЭТ готовили 1% водный рас-
твор ПВ и растворы ацетатного буфера с разным зна-
чением pH. К 10 мл буферного раствора добавляли 
5 мл раствора ПВ, перемешивали и измеряли время 
истечения жидкости одинакового объема на вискози-
метре. Результаты представлены в таблице 4.

Таблица 4 – Зависимость времени течения раствора ПВ от pH среды

№ п/п pH t, сек ηотн
1 27,82
2 3,2 62,46 2,46
3 3,7 69,33 2,49
4 4,2 61,87 2,22
5 4,7 51,14 1,84
6 5,2 54,33 1,95
7 5,7 56,98 2,05

Графическая зависимость ηотн от pH (рис. 6) показала, что макромолекула ПВ находится в ИЭС при pH = 4,7.

Рисунок 6 – Зависимость относительной вязкости 1% раствора ПВ от pH среды

Следовательно, благодаря малому объему клуб-
ка свернутой макромолекулы, уменьшается препят-
ствие течению жидкости, что и приводит к миниму-
му относительной вязкости. Как с увеличением, так и 
с уменьшением pH вязкость раствора возрастет, так 
как макромолекулы распрямляются и их объем уве-
личивается. На рисунке видно, что при низком значе-
нии pH = 3,2 молекулярный клубок снова уплотняет-
ся, благодаря подавлению ионизации положительных 

одноименно заряженных ионогенных групп, и вяз-
кость снова уменьшается.

Значение ИЭТ полиэлектролита позволяет вли-
ять на такие процессы, как набухание, застудневание, 
мембранное равновесие Доннама и др., что способ-
ствует правильному выбору того или иного техноло-
гического процесса или влияет на скорость протека-
ния физиологического процесса.

Заключение. В результате проведенных иссле-
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дований вискозиметрическим методом определена 
средняя молярная масса ПВ, равная 45272 г/моль. 
Установлена константа Хаггинса (1,46), связанная с 
невысокой растворимостью ПВ в воде. Установлено, 

что ПВ, выделенные из шрота соцветий бархатцев 
распростертых, являются поверхностно-активными. 
Показано, что макромолекула ПВ может находиться 
в состоянии полиамфиона при pH = 4,7.

Introduction. It was previously established, that 
extracts from Tagetes patula, obtained by ethanol 
40% extraction, exhibit a signified antioxidant, 
endothelioprotective, and wound healing activity [1, 
2]. On purpose of the complex use of the raw material, 
we have studied some physical and chemical properties 
of pectin substances isolated from the solvent cake of 
Tagetes patula in this work. A big molar weight condition 
is responsible for the range of such properties, which 
usually are absent in the low-molecular compounds. 
Therefore, its determination allows the revelation of some 
physical and technological properties of biopolymers and 
prediction of possibility of their practical application [3].

The aim of the work was the determination of an 
average molar weight, study of the surface properties at 
the border of “solution-air” phases and the establishment 
of an isoelectric spot of water solutions of pectin sub-
stances (PS), obtained from the solvent cake of Tagetes 
patula.

Materials and methods. Polysaccharide complex-
es were isolated from the solvent cake of Tagetes pat-
ula of Carmen species, which were left after  the triple 
extraction of the raw materials with ethanol 40% by the  
method of Kochetkov and M. Sinnerа [4, 5] (fig. 1). 

The time of water’s and PS solutions’ flow out was 
calculated using the capillary Ostwald viscometer [6]; 
the different viscosity types were calculated. Solutions’ 
density was determined by using picnometric method, 
however due to the closeness of density of the analyzed 
solutions and water; they were not taken into consider-
ation while calculating a relative viscosity. To determine 
an average molar mass, a series of PS water solution was 
prepared in concentrations  of 0.03-0.5% [7].

To calculate a relative viscosity  , we used a fol-
lowing correlation (formula 1):

                     (1),

where t0, t is time of water’s and PS solution’ flow 
out, sec;

ρ0 , ρ is density of water and PS solution, respectively, 
g/cm3.

The specific viscosity, i.e. relative incremental value 
of solvent viscosity (η0) at introduction of polymer into 
it, was calculated by the difference (formula 2):

                         (2),

 The modified viscosity was calculated as a 
correlation (formula 3): 

ηmod = ηrel/С                                  (3),
where, С is a solution concentration.
Calculation of an average molar weight was done by 

using Mark-Houwink-Kuhn equation [7, 8] (formula 4):

[η] = K  Mα,                         (4),

where, K, α – constants, M – molar weight.
«α» is a value, which characterizes a form of a mac-

romolecule and its interaction with the solvent molecules. 

For unusable solvents, α .
K is a coefficient, which is constant for the solvent 

of these polymer series in this solvent. Data of constants, 
characteristic for the majority of polysaccharides, were 

used in the calculations: K = 1.1  10-5; α = 1.2 [8, 9].
Huggins constant was calculated by using the fol-

lowing equation (formula 5):

              (5)

 with taking into account that [η] → 0 и .
K′ was determined by the tangent of as slope angle 

of a direct correlation ηmod and С, which does not pass 
through the point of reference (fig. 2) (formula 6):

                           (6)
To determine the surface activity from 1% water 

solutions of PS, series of solutions with 0.01 to 0.5% 
concentrations were prepared. Variations of monometric 
liquid tensions were set on Rehbinder apparatus at the 
moment of the air bubble appearance at the PS solution 
surface [7].

Value of superficial tension was calculated by using 
the equation (formula 7):

σx = σ0 x hx
h0

,                       (7)

where σx, σ0 – superficial tension of solution and wa-
ter (Н/м);

h0, hx, – variation of tensions of monometric liquid 
above water and solution (cm).

Dependence between the change of the free 
superficial energy and the concentration of a substance 
in a superficial layer is expressed by the Gibbs equation 
(formula 8):

Г = - C
RT Δ

σΔ
C x  ,

                       (8)
where Г is a superficial excess of adsorbed substance;
-∆σ/∆C – superficial activity;

R – a gas constant (8,31 103 J/kmol  K);
T – an absolute temperature, К
With consideration of the densely packed molecules 

in monolayer at the limit adsorption (Г∞), we calculated 
the square that is occupied by one molecule, thickness and 
volume of a superficial layer (formulas 9, 10).

𝑆𝑆 =  1
Г∞�  ×  𝑁𝑁𝐴𝐴  ,                    (9)

where S is a molecule square;
Г∞ – limit superficial excess;
NA – Avogadro’s number.
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𝑙𝑙 =  Г∞  ×  𝑀𝑀 𝜌𝜌�  ,       (10)

where l is thickness of a superficial layer;
M – the molar weight of PS;
ρ – PS  solution’s density.
 The superficial activity was determined by the super-

ficial tension isotherm (g), which was calculated by the 

angle tangent, that was formed by a tangent line, traced 
to isotherm of superficial tension at С → 0 (formula 11). 

Δ
σΔ
Cg = -  = tg α ,               (11)

We determined an isoelectric spot (IES) of PS in 
the acetate buffer solution within pH 3.2 to 6.2 by using 
viscometer method.

 

Plant raw materials - inflorescnces of Tagetes patula

40% extraction Solvent cake of Tagetes patula after 
extraction with 40% ethanol

Water extraction

Water soluble 
polysaccharides

Solvent cake after extraction

Acid extraction

Pectin solutions

Solvent cake after 
extraction with an 
acidified solution

Triple extraction with 40% ethanol 

Extraction with clarified water 
within 24 hours 

Ethanol precipitation , 
centrifuging  Extraction within 1 hour 

0.5% (NH4)2C2O4 and  
0.5% H2C2O4 

Ethanol precipitation , 
centrifuging  
 

Figure 1 – Isolation of polysaccharide complexes

Results and discussion. Fractioning of the obtained 
polysaccharides showed that pectin substances’ efficiency 
amounts to 2.2%.

When the molar weight increases, its solutions 
viscosity usually increases as well, and solubility decreases.

The following viscosities were calculated: 
relative (formula 1), specific (formula 2) and 

modified (formula 3). The results of the determination 
are shown in the table 1.  The marginal value of 
viscosity – characteristic viscosity was found by 
an extrapolation of the modified viscosity to zero 
concentration. This procedure allows excluding the 
interaction among molecules from the value of a 
characteristic viscosity.

Table 1 – Results of viscosity calculations of PS water solutions from the inflorescences of Tagetes patula 

С% t, sec η rel η sp ηmod

0 14.35 - - -
0.0313 16.61 1.157 0.157 5.016
0.0625 20.52 1.411 0.411 6.576
0.125 27.51 1.917 0.917 7.336
0.25 47.15 3.286 2.286 9.144
0.5 132.51 9.234 8.234 16.468
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After that, the graph of dependence of specific viscosity from the concentration was built (fig. 2)

Figure 2 – Dependence of the specific viscosity from the PS solutions concentration

The graph shows that in the area of small concentra-
tions, the specific viscosity has been slowly increasing, 
however at 0.5% concentration it increases sharply, while 
the curve’s concavity faces abscise axis.

It is apparent that even in such small concentrations 
of PS solution there is an interaction among molecules, 
which leads to a solution structuring. It follows that the 
determination of the characteristic viscosity needs to be 
carried out with the extrapolation to zero concentration, 
when dependence of ηmod from С will be linear. 

Characteristic viscosity [η] was found on graphic 
by using dependence ηmod = f(C) (figure 3). For confir-
mation of the linear dependence, it is reasonable to put 
dependence   on a graph. This method makes 
extrapolation easier, since function ln η/η0 changes less 
with concentration.

The figure 3 shows the certain dependence of the 
modified viscosity from the concentration. The value dis-
covered [η] amounted to 4.25.

Figure 3 – Dependence of the modified viscosity from the concentration of PS solutions

Calculation of an average molar weight was 
carried out using Mark-Houwing-Kuhn equation 
(formula 4), which shows that this value amounted 
to 45272 g/mol.

The degree of polymer and solvent macromolecules 
interaction, structural properties of macromolecules, 
degree of its branching can be judged by the value of 
Huggins test. Although, it is more often used for a 
comparative analysis of polymers obtained from different 

objects. In good solvents the value of Huggins constant is 
within 0.2.-0.3.

Calculation of Huggins test was carried out 
according to formulas 5 and 6. The found value 
amounted to 1.46, which proves low solubility of PS in 
water. Apparently, the biopolymer chain is branched, 
which worsen the solubility of macromolecules and 
further may lead to gel formation.

The value of superficial tension was calculated by 
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using formula 7. The dependence between free superficial 
energy variation and concentration of a substance in the 

Table 2 – Parameters of superficial properties of PS

С, % С 105, 
kmol/m3 σ 103, Н/m -∆σ 10-3, 

Н/m
Г 108 

kmol/m2 Г∞ 109 S, A2 l, A V, A3

0 71.97

12.3 13.5 5568 75168
0.015 0.347 67.97 3.99 0.322
0.031 0.691 66.65 5.32 0.429
0.062 1.380 65.32 6.65 0.537
0.125 2.760 62.65 9.32 0.753
0.250 5.520 61.32 10.65 0.861
0.500 11.00 58.65 13.32 1.076

superficial layer is expressed by Gibbs equation (formula 
9). The results are presented in table 2. 

Since the superficial layer of surface-active substanc-
es (SAS) at the border of solution-air is monomolecular, 
the value of limit superficial excess was determined (Г∞). 

With this purpose the dependence graph of 1/Г from 1/C 
was built, and 1/Г∞ was determined by the size of an in-
terval, cut off by the right line at the vertical axis (fig. 4).

Figure 4 – Dependence of 1/Г from 1/С for water PS solutions 

 Taken into consideration, the data about the densely 
packed molecules in a monolayer and at the limit adsorp-
tion (Г∞), we calculated the square (formula 9), occupied 
by one molecule, thickness (formula 10) and volume of 
superficial layer.

Superficial activity (g) was determined by the iso-

therm of superficial tension (fig. 5), which was calculated 
by the angle tangent, that was formed by a tangent line 
drawn to the isotherm of a superficial tension at C → 0 
(formula 11). 

Then: .



Pharmacy & Pharmacology V. 5 N 3, 2017

279

DOI:10.19163/2307-9266-2017-5-3-267-282

Figure 5 – A Curve of superficial tension dependence from the balanced concentration of PS solution

The obtained results have given the evidence of the 
the fact that PS isolated from the solvent cake of Tagetes 
patula inflorescences belonged to a group of superficial-
active substances. Due to a big section of a molecule (S) 
and the high average molar weight (45272 g/mol), the 
molecules occupy a big volume on the surface of phases 
border.

 Ability for the micelle formation is one of the im-
portant features of SAS. Critical concentration of micelle 
formation (CCM) was determined by a graph, based on 
dependence of σ from lgC.

Isotherm inflection corresponds to the beginning of 
spherical micelles formation. For the PS solution, CCM 
amounted to 0.22 g per 100 g of solution.

The presence of micelle formation implies the fur-

ther study of solubilizing ability of PS in a water solution.

About the micelles structure and the nature of poly-

mer with surface-active properties to a certain degree can 

be judged by thermodynamic functions of micelle forma-

tion process.
With this purpose the following was calculated: free 

energy (∆GM), entropy (∆SM), heating effect (∆HM) of a 
micelle formation process [10]. The data obtained are 
shown in the table 3.

Table 3 – Thermodynamic functions of micelle formation of PS solutions in water environment (T = 298K)

Substance CCCM, kmol/m3 ∆GM, kJ/mol ∆SM, kJ/mol ∙ К ∆HM, kJ/mol
PS from the solvent 

cake of Tagetes patula 
inflorescences

5.01∙10-5 -24.52 8.2∙10-2 -0.084

According to the characteristics shown in the table 
3, the micelle formation can be considered spontaneous  
(∆GM 0) and is accompanied by an insignificant exo-
thermic effect (∆HM 0), which is related to a small val-
ue of a critical concentration of micelle formation. The 
value of micelle formation’s entropy independently from 
the structure for the majority of surface active substances 
occurs within (4.2 8.4)∙10 kJ/mol∙К [11].

Calculated value of ∆SM occurs within this limit, which 
allows attribution of PS to the polymeric ampholytes. 
Previously determined value of pH, when polymer is 
in isoelectric state, proves the hypothesis. Value of pH, 
at which the PS molecule is in a polyampolyte state, 
amounted to 4.7.

The conducted studies have shown that PS, isolated 
from the solvent cake of Tagetes patula inflorescences, 
reduce a superficial tension of water in proportion to its 
concentration, exhibit micelle forming ability; process of 
micelle formation is spontaneous, and PS molecule is a 
polyampholyte. 

 In weak polyelectrolytes that PS belongs to, the 
degree of dissociation of polar groups and the charge 
value depend on pH.  The previous experiment showed 
the proportionality of PS water solution resistance 
dependence, which was measured by a conductometric 
method from the concentration. In this connection, it 
would be interesting to study the influence of pH solution 
on its viscosity in order to determine the presence of the 
isoelectric condition (IEC) of polyelectrolyte at which it 
remains in the polyamphion state.

Since the PS molecule contains more carboxylic groups 
that are capable of dissociation, polyelectrolyte is a stronger 
acid than base, and its IEC must be less than 7.

We determined IES of PS in the acetate buffer 
solution with pH within 3.2 to 6.2 by using viscometric 
method. In IEC polyelectrolyte molecules are usually 
coiled and less hydrated, therefore relative viscosity in 
IES is usually at its minimum.

If polyelectrolytes are used as enterosorbents for 
adsorption of ions of heavy metal salts, it is necessary 
to consider IEC and pH of the solution. In IEC condition 
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the features of polymer change: swelling, solubility, 
electric conductivity, solutions viscosity, etc. usually 
decrease. It must be noted during the development of the 
technological schemes for practical use of polymers.

To determine IES, we prepared 1% water solution of 

PS and solutions of acetate buffer with different value of 
pH.  To 10 ml of buffer solution we added with 5 ml of 
PS solution, mixed and measured the time of flow out of 
equal volume of liquid on viscometer. The result could to 
be seen in table 4.

Table 4 – Dependence of the PS solution flow out time from pH environment

No pH t, sec Ηrel
1 27.82
2 3.2 62.46 2.46
3 3.7 69.33 2.49
4 4.2 61.87 2.22
5 4.7 51.14 1.84
6 5.2 54.33 1.95
7 5.7 56.98 2.05

Graphic dependence of ηrel from pH (figure 6) showed that PS macromolecule remains in IEC at ph = 4.7.

Figure 6 – Dependence of the relative viscosity of 1% PS solution from pH  
environment

Consequently, due to a small volume of a macromol-
ecule coil, there will be less difficulty for the liquid flow 
out, which leads to a minimum relative viscosity. Solution 
viscosity rises with the increase as well as the decrease 
of pH, because macromolecules uncoil, and their volume 
rises. As it is seen in the figure, that at low value of pH = 
3.2, molecular coil firms up again due to suppression of 
ionization of positively alike charged ionogenic groups; 
and viscosity declines again.

Value of IES polyelectrolyte allows influencing 
such processes as swelling, gelling, Donnan membrane 

equilibrium, and etc, that creates conditions for the 
right choice of one or another technological process or 
influences the velocity of a physiological process. 

Conclusion. In the result of the studies using 
viscometer method, we have determined a molar weight 
of PS equal to 45272 g/mol. Huggins constant (1.46) 
which is connected to a low solubility of PS in water has 
been determined. We have established that PS, isolated 
from the solvent cake of Tagetes patula, are surface 
active. We have shown that PS macromolecule is in the 
state of polyamphion at pH = 4.7.
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ХАРАКТЕРИСТИКА МЕХАНИЗМОВ  
АНТИУЛЬЦЕРОГЕННОГО ДЕЙСТВИЯ  

АГОНИСТОВ ВАНИЛОИДНЫХ РЕЦЕПТОРОВ (TRPV1)  
НА МОДЕЛИ ГАСТРОПАТИИ, ИНДУЦИРОВАННОЙ  

АЦЕТИЛСАЛИЦИЛОВОЙ КИСЛОТОЙ
Ф.В. Гладких

Государственное учреждение «Институт медицинской радиологии имени С.П. Григорьева  
Национальной академии медицинских наук Украины»  

61024, Украина, г. Харьков, ул. Пушкинская, 82
Е-mail: fedir.hladkykh@gmail.com

Тенденция роста числа пациентов с коморбидными заболеваниями сердечно-сосудистой и опорно-двига-
тельной систем обуславливает широкое применение в клинической практике нестероидных противовоспа-
лительных препаратов (НПВП), в том числе ацетилсалициловой кислотой (АСК) – одного из наиболее эф-
фективных дезагрегантов. Однако применение лекарственных средств данной фармакологической группы 
существенно ограничено риском развития нежелательных реакций, особое место среди которых занимает 
ульцерогенное действие на желудочно-кишечный тракт (ЖКТ). Цель исследования. Охарактеризовать меха-
низмы антиульцерогенного действия агониста TRPV1 (transient receptor potential vanilloid 1) ванилина на моде-
ли субхронической АСК-индуцированной гастропатии у крыс. Материалы и методы. Исследование проведе-
но на 35 половозрелых нелинейных крысах-самцах, которых содержали в условиях вивария ГУ «ИМР им. С.П. 
Григорьева НАМН Украины». Гастропатию, индуцированную АСК, моделировали по стандартной методике, 
путем внутрижелудочного (в/ж) введения посредством орогастрального зонда суспензии АСК 150 мг/кг/день 
в течение 5 дней. Омепразол (50 мг/кг, в/ж) и ванилин (100 мг/кг, в/ж) вводили в виде суспензий за 60 мин до 
АСК. Дозы препаратов были заимствованы из литературных источников. В гомогенатах слизистой оболочки 
желудка (СОЖ) определяли концентрацию малонового диальдегида и активность каталаз. По соотношению 
активности каталазы (мкат/кг) и концентрации малонового диальдегида (МДА, мкмоль/кг) рассчитывали ан-
тиоксидантно-прооксидантный индекс (АПИ). Содержание метаболитов NO в тканях желудка определяли 
по методике Miranda K.M. и соавт. Результаты и обсуждение. Превентивно-профилактическое применение 
ванилина (100 мг/кг) приводит к снижению интенсивности процессов перекисного окисления липидов в СОЖ, 
обусловленных действием АСК (150 мг/кг). На это указывало статистически достоверное (р≤0,05) уменьшение 
содержания МДА на 26,4% и повышение активности каталазы на 29,0% относительно показателей живот-
ных с АСК-индуцированной гастропатией без коррекции. Также применение ванилина привело к статистиче-
ски достоверному (р≤0,05) повышению содержания метаболитов NO на 68,0% (841,4±35,95 ммоль/г) относи-
тельно показателей животных контрольной группы. При комбинированном применении ванилина и омепразола 
была установлена статистически достоверная (р≤0,05) абсолютная нормализация уровня метаболитов NO 
(927,4±34,78 ммоль/г) в СОЖ, который соответствовал показателям интактных животных. Заключение. 
Проведенное исследование показало, что активация ванилоидных (капсаициновых) рецепторов вследствие при-
менения TRPV1-агонистов, в частности ванилина, способна снижать ульцерогенное действие НПВП, в том 
числе АСК, что позволяет рассматривать агонисты TRPV1 как новый класс гастропротективных препаратов.

Ключевые слова: ванилоидные рецепторы, гастротоксичность, ванилин, ацетилсалициловая кислота, 
ульцерогенность, оксид азота
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CHARACTERISTIC OF MECHANISMS OF ANTIULCEROGENIC ACTION  
OF AGENTS OF VANILLOID RECEPTORS (TRPV1) ON THE MODEL 

 OF GASTROPATHY INDUCED BY ACETYLSALICYLIC ACID
F.V. Hladkykh

State institution «Grigoriev Institute for medical Radiology 
The National Academy of Medical Sciences of Ukraine»

82, Pushkinska str., Kharkiv, 61024, Ukraine
Е-mail: fedir.hladkykh@gmail.com

One of the main problems of the use of acetylsalicylic acid (ASA) is its withdrawal or initial “non-prescription” 
resulted from the prior developed or potential side effects in the gastrointestinal tract. In this case, the reasons for 
the abolition of ASA are not only serious complications in the form of gastrointestinal bleeding or perforations, but 
also dyspeptic phenomena that are accompanied by the ongoing development of aspirin-induced gastroenteropathy. 
The aim of the study. To characterize the mechanisms of antiulcerogenic action of agonist TRPV1 (transient receptor 
potential vanilloid 1) vanillin (100 mg/kg) on the model of subchronic ASA-induced gastropathy in rats. Materials 
and methods. The study was performed on 35 mature male rats. Gastropathy induced by ASA was simulated by a five-
day intragastric (i.g.) introduction via the orogastric probe of an ASA suspension of 150 mg/kg/ day during 5 days. 
Omeprazole (50 mg/kg, i.g.) and vanillin (100 mg/kg, i.g.) were administered in the form of suspensions 60 minutes 
prior to the use of ASA. The concentration of malonic dialdehyde, and the activity of catalase were determined in the 
homogenates of gastric mucosa. The prooxidant/antioxidant ratio (ProAntidex) was calculated dased on the ratio of 
catalase activity (mcat/kg) and the concentration of malondialdehyde (MDA concentration (umol/kg). The content of 
NO metabolites in the stomach tissues was determined by the method of Miranda K.M. et al. Results and discussion. 
Preventive prophylactic use of vanillin (100 mg/kg) leads to the decrease in the intensity of processes of lipid peroxi-
dation in the gastric mucosa caused by the action of ASA (150 mg/kg). This was indicated by a statistically significant 
(p≤0.05) decrease of 26.4% in MDA content and an increase in catalase activity by 29.0% relatively to those ani-
mals with ASA-induced gastropathy without correction. Also, the use of vanillin resulted in a statistically significant 
(p≤0.05) increase in the content of NO metabolites by 68.0% (841.4 ± 35.95 umol / g) relatively to the animals of the 
control group. With the combined use of vanillin and omeprazole, a statistically significant (p≤0.05) absolute normal-
ization of the NO metabolite level (927.4 ± 34.78 mmol/g) in the gastric mucosa was established, which corresponded 
to the indices of intact animals. Conclusion. The study showed that the activation of vanilloid (capsaicinoid) receptors 
due to the use of TRPV1 agonist, in particular vanillin, can reduce deistvie ulcerogenic NSAID, including ASA, that 
allows to consider the TRPV1 agonists as a new class gastroprotective drugs.

Keywords: vanillin, acetylsalicylic acid, ulcerogenicity, nitric oxide

Введение. На протяжении последних 100 лет аце-
тилсалициловая кислота (АСК) остается одним из наи-
более эффективных антитромбоцитарных препаратов 
первичной и вторичной профилактики атеротромбоза 
у пациентов с различной патологией, включая острый 
коронарный синдром с подъемом и без подъема сег-
мента ST на ЭКГ, хроническую стабильную стенокар-
дию, ишемический инсульт, периферический атеро-
склероз и др., и снижает суммарную частоту инфаркта 
миокарда (ИМ), инсульта и сердечно-сосудистой смер-
ти в среднем на 23,0% [1-3]. 

Одной из основных проблем терапии АСК (рис. 
1(а)) является её отмена или исходное «неназначе-
ние» в связи с развившимися или потенциальными 
побочными эффектами со стороны желудочно-ки-
шечного тракта (ЖКТ). При этом причинами отмены 
АСК служат не только серьезные осложнения в виде 
желудочно-кишечных кровотечений или перфора-
ций, но и просто диспепсические явления на фоне 
развития аспирин-индуцированных гастроэнтеро-
патий. Неблагоприятные последствия отмены АСК 
хорошо известны: в случае прерывания приема пре-
парата хотя бы на 10 дней у пациентов, получающих 

его с целью вторичной профилактики нарушений 
мозгового кровообращения, риск этого осложнения 
увеличивается в 3 раза, а у пациентов с ишемиче-
ской болезнью сердца (ИБС) риск ИМ возрастает в 2 
раза. Более того, даже отмена АСК на 8 недель после 
язвенного кровотечения у пациентов, получающих 
антиагрегантную терапию ИБС и цереброваскуляр-
ных заболеваний, ассоциируется со значительным 
увеличением общей смертности [1, 4].

На сегодняшний день самым доступным спосо-
бом, позволяющим снизить риск желудочно-кишеч-
ных осложнений, остается прием АСК в минимально 
эффективной дозе, не превышающей 75–81 мг/сут.,  
однако такой подход не гарантирует абсолютной 
ЖКТ-безопасности терапии. Это обуславливает не-
обходимость профилактического назначения гастро-
протекторных препаратов [1, 5].

В настоящее время основными препаратами в ле-
чении и профилактике гастропатий, индуцированных 
нестероидными противовоспалительными средства-
ми (НПВС), в частности АСК, являются ингибиторы 
протонной помпы (ИПП). Препараты этой группы по 
эффективности превосходят блокаторы Н2-гистамино-
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вых рецепторов и синтетические простагландины (Pg) 
[5, 6]. Однако, продолжительный приём ИПП может 
приводить к развитию мальабсорбции определенных 
веществ с последующим их дефицитом (витамины: В12, 
Fe2+, Mg2+, Ca2+), уменьшать эффективность клопидо-
грела, вызывать прогрессирование постменопаузально-
го остеопороза, гипергастринемию, избыточный бакте-
риальный рост, что повышает риск развития кишечных 
инфекций, пневмонии. Дисбактериоз, в свою очередь, 
способствует развитию воспалительного процесса в 
слизистой оболочке желудка (СОЖ) и толстой киш-
ке, признаками которого является нарушение баланса 
между про- и противовоспалительными цитокинами, 
развитие нитрозооксидативного стресса и деградации 
коллагеновых и неколлагеновых белков слизи с после-
дующим разрушением слизистого барьера и, как след-
ствие, нарушение резистентности и снижение интен-
сивности регенераторных процессов [7-10].

На протяжении последних лет идет активный по-
иск эффективных подходов к ослаблению ульцероген-
ности НПВС. Было предложено использование комби-
нированных препаратов «НПВС + гастропротектор» 
– индотрил (индометацин + тиотриазолин), диклокор 
(диклофенак + кверцетин), артротек (диклофенак на-
трия + мизопростол), дуэксис (ибупрофен + фамоти-
дин), вимово (напроксен + эзомепразол), аксорид (ке-
топрофен + омепразол), тиоаспекард (тиотриазолин + 
АСК), аспифат (АСК + сукральфат), Алка-Зельтцер® 
(АСК + натрия бикарбонат) и др. [5, 11, 12].

Привлекает внимание, появившийся в недавнем 
времени на отечественном рынке, модифицирован-
ный НПВС амтолметина гуацил (таб. «Амтолме-
тин®» 600 мг, UA/12159/01/01, Д-р Реддис Лабора-
торис ЛТД, Индия), особенностью которого является 
его взаимодействие с рецепторами, которые способ-
ны связываться с гомованил-замещенными лиган-

дами (ванилоидами) и селективно модулировать 
локальную «эффекторную функцию» первичных 
афферентов. Эти рецепторы получили название ва-
нилоидные (капсаициновые) рецепторы (vanilloid 
receptor) и принадлежат к суперсемейству TRP 
(transient receptor potential) катионных каналов и об-
разуют в совокупности одно из шести суперсемейств 
– TRPV1 (transient receptor potential vanilloid 1). Вза-
имодействие амтолметила гуацила с TRPV1 СОЖ (до 
попадания в системный кровоток) сопровождается 
индукцией каскада биохимических превращений, 
которые активируют NO-синтазы, снижают стиму-
лированную продукцию HCl, подавляют перекисное 
окисление липидов (ПОЛ) и др. [13].

По данным литературных источников [14, 15] 
TRPV1 локализуются на чувствительных нейронах 
системы блуждающего нерва (n. vagus) и тройнич-
ного нерва (n. trigeminus), в симпатических нерв-
ных сплетениях кишечника, мочевого пузыря, в не-
которых структурах центральной нервной системы 
(corpus striatum, гиппокамп, ядра мозжечка), а также 
эпителиоцитах кишечника и мочевого пузыря и др. 
[16, 17]. Как известно, нервные сплетения желудка 
почти на 90-100% представлены синаптическими 
окончаниями преганглионарных волокон n. vagus [7, 
14]. Концепция «эффекторной функции» афферент-
ных окончаний и сведения о наличии у определенной 
части чувствительных терминалей n. vagus везикул, 
содержащих нейропептиды, такие как субстанция Р 
(SP), кальцитонин-ген родственный пептид (CGRP) и 
др., позволяет рассматривать модуляцию активности 
афферентных окончаний как перспективный подход 
к гастропротективной терапии [7, 18].

К числу специфических активаторов (агонистов) 
TRPV1 принадлежат ванилин (рис. 1 (b)), капсаицин, 
гингерол, зингерол, аллицин, анандамид и др. [7, 19].

(а)                   (b)

Рисунок 1 – Структурные химические формулы ацетилсалициловой кислоты (2-ацетилоксибензойная 
кислота (а)) и ванилина (4-гидрокси-3-метоксибензальдегид (b))

Osama А. Shakim Omar и соавт. (2013) экспери-
ментально установили, что водный экстракт (300 мг/
кг) красного перца (Capsicum frutescens), содержащий 
капсаицин, способен уменьшать площадь поврежде-
ний СОЖ у крыс, вызванных применением АСК (200 
мг/кг) на 71,1%, а также приводит к снижению объ-
ема желудочного сока на 50,7% и повышению рН на 
21,8% относительно монотерапии АСК [20, 21].

Стоит отметить, что агонист TRPV1 капсаицин не 
только не ослабляет антиагрегантных свойств АСК, 
но и способен ингибировать АДФ-индуцированную 
(10 ммоль/л) агрегацию тромбоцитов, что указывает 
на целесообразность комбинированного применения 
АСК и капсаицина [21].

Результаты исследований M. Katary и A. 
Salahuddin показали, что профилактическое примене-
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ние ванилина (100 мг/кг) приводит к ослаблению сте-
пени изъязвления СОЖ, вызванного индометацином 
(25 мг/кг). Кроме того, ванилин уменьшал экспрес-
сию и активность NFκB, а также вызывал снижение 
уровня провоспалительных цитокинов, миелоперок-
сидазы и активности каспазы 3 в СОЖ [22].

Цель исследования. Охарактеризовать механиз-
мы антиульцерогенного действия агониста TRPV1 
ванилина (100 мг/кг) на модели субхронической 
АСК-индуцированной гастропатии у крыс.

Материалы и методы. Исследование проведе-
но на 35 половозрелых нелинейных крысах-самцах 
массой 180-220 г, разделенных на 5 групп: І – ин-
тактные крысы (n=7); ІІ (контроль) – крысы (n=7) 
с экспериментальной гастропатией, индуцирован-
ной АСК (150 мг/кг, в/ж) без коррекции; ІІІ – крысы 
(n=7) с АСК-индуцированной гастропатией (150 мг/
кг, в/ж), которым превентивно вводили омепразол (50 
мг/кг, в/ж); ІV (n=7) – крысы с АСК-индуцированной 
гастропатией (150 мг/кг, в/ж), которым превентивно 
вводили ванилин (100 мг/кг, в/ж); V (n=7) – крысы с 
экспериментальной АСК-индуцированной гастропа-
тией (150 мг/кг, в/ж), которым превентивно вводили 
ванилин (100 мг/кг, в/ж) в комбинации с омепразолом 
(50 мг/кг, в/ж).

Гастропатию, индуцированную АСК, моделиро-
вали путем пятидневного внутрижелудочного введе-
ния посредством орогастрального зонда суспензии 
АСК (таб. «Аспирин®» 500 мг, UA/4018/02/02, Байер 
Биттерфельд ГмбХ, Германия) 150 мг/кг/день [23]. 
За 24 часа до начала эксперимента животных содер-
жали в метаболических клетках в условиях пищевой 
депривации со свободным доступом к воде. Интакт-
ным животным (без гастропатии) 2 р/д вводили воду 
pro injectionibus (0,2 мл/кг, в/ж), крысам контрольной 
группы (АСК-индуцированная гастропатия без лече-
ния) за 60 мин до АСК вводили (в/ж) эквиобъемное 
количество воды pro injectionibus.

Омепразол (таб. «Омепразол» 20 мг, 
UA/4310/01/01, ПАТ «Фармак», г. Киев, Украина) и 
ванилин (кристаллический порошок «Ванилин» 2,0 
г (ГОСТ 16599-71, ТУ У 10,8-015533439-007:2015); 
ПАО «Укроптбакалия», г. Чернигов, Украина) вводи-
ли в виде суспензий за 60 мин до АСК. Дозы омепра-
зола (50 мг/кг, в/ж) и ванилина (100 мг/кг, в/ж) были 
заимствованы из литературных источников [22, 24, 
25].

Для приготовления суспензий АСК, омепразо-
ла и ванилина применяли эмульгатор полиоксиэти-
лен (20) сорбитан моноолеат (Tween-80) и воду pro 
injectionibus (амп. 5 мл, UA/10078/01/01, ОАО «Галич-
фарм», г. Львов, Украина ОАО «Киевмедпрепарат»,  
г. Киев, Украина).

На 5 день эксперимента через 6 часов после 
последнего введения АСК животных выводили из 
эксперимента путем дислокации шейных позвонков 
под легким эфирным наркозом. После экстирпации 
желудок вскрывали по большой кривизне и оцени-
вали состояние его слизистой оболочки, степень де-

структивного поражения (количество кровоизлияний 
и эрозий на одно животное) и индекс Паулса (ИП) 
– интегральный показатель масштабов деструкции в 
желудке, определяемый по формуле [24, 25]:

ИП = среднее кол-во язв на 1 животное × кол-во 
крыс с язвами (%) / 100.

IP = average number of ulcers per 1 animal × 
number of rats with ulcers (%) / 100.

В гомогенатах СОЖ определяли концентрацию 
малонового диальдегида  и активность каталазы [26, 
27]. По соотношению активности каталазы (мкат/
кг) и концентрации МДА (мкмоль/кг) рассчитывали 
антиоксидантно-прооксидантный индекс (АПИ) [28, 
30].

Содержание метаболитов NO в тканях желуд-
ка определяли по методике Miranda K.M. и соавт. 
[29]. Гомогенаты СОЖ депротеинизировали в абсо-
лютном этаноле в течении 48 часов при 4°С, после 
чего центрифугировали при 12000 g в течении 15 
мин при 4 °С. Для восстановления нитратов до ни-
тритов к аликвоте супернатанта добавляли хлорид 
ванадия (ІІІ) (VCl3 0,8% в 1M HCl) с последующим 
добавлением реактива Грисса (Peter Griess, 1858 г.), 
состоящего из дигидрохлорида N-(1-нафтил) этилен-
диамина (0,1%) и сульфаниламида (2,0% в 5% HCl). 
Инкубировали в течении 30 мин при 37 °С, после 
чего пробы охлаждали и измеряли оптическую плот-
ность приготовленного раствора при 540 нм (ммоль/г 
ткани) [29, 30].

Животных содержали в условиях вивария ГУ 
«ИМР им. С.П. Григорьева НАМН Украины». В те-
чение 14 дней крысы находились на карантине (в 
соответствии с санитарными нормами “Структура и 
содержание экспериментальных биологических кли-
ник” (Приказ № 755 от 12.08.1997 г.)) на водно-пище-
вом рационе со свободным доступом к пище и воде 
(согласно Приложению от 04.12.1977 г. к Приказу 
№163 от 10.03.1996 г. «Про суточные нормы корм-
ления лабораторных животных и продуцентов»). Все 
экспериментальные исследования над лабораторны-
ми животными проводили в соответствии с требо-
ваниями надлежащей лабораторной практики (GLP) 
и с соблюдением основных положений Конвенции 
Совета Европы об охране позвоночных животных, 
используемых в экспериментах и в других научных 
целях от 18 марта 1986 г., Директивы Европейского 
парламента и Совета ЕС 2010/63/ЕС от 22 сентября 
2010 г. о защите животных, используемых для науч-
ных целей; приказ МЗ Украины от 14 декабря 2009 
г. №944 «Об утверждении порядка проведения до-
клинического изучения лекарственных средств и экс-
пертизы материалов доклинического изучения лекар-
ственных средств» и Закона Украины от 21 февраля 
2006 г. №3447-IV «О защите животных от жестокого 
обращения» [25].

Исследование взаимосвязи «молекулярная струк-
тура – биологическая активность» ванилина было 
проведено in silico с помощью PASS-анализа спектра 
биологической активности, который проводили в ре-
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жиме onlinе при непосредственном введении струк-
турной формулы (см. рис. 1 (а)) в браузере, используя 
Marvin JS web-ресурса «PASS Online».

Статистическая обработка полученных резуль-
татов проведена с использованием прикладной 
программы для работы с электронными таблица-
ми «Microsoft Office Excel 2003; 2013» (Microsoft 
Corporation, США) с помощью расширения «Real 
Statistics» в среде Windows XP Professional (Microsoft 
Corporation, США). Оценку характера распределения 
величин в каждой группе выборочной совокупно-
сти проводили с использованием W–критерия Ша-
пиро-Вилка (Shapiro-Wilk test, n<50). Однородность 
дисперсий определяли по критерию Левена (Levene’s 
test). Для оценки значимости выявленных разли-
чий исследуемых показателей при разных условиях 
эксперимента проводили статистический анализ с 
использованием параметрических и непараметриче-
ских критериев. Поскольку все исследуемые величи-
ны подчинялись закону нормального распределения 
(распределение Гаусса-Лапласа), достоверность раз-
личий между ними определяли попарно по t-крите-
рию Стьюдента, который рассчитывали по формуле: 

t = 1 2
2 2
1 2

| |M M
m m

−
+

, 

где М – среднее арифметическое значение. 
Стандартную погрешность средней арифметиче-

ской (standard error (SE), m) рассчитывали по формуле: 

m = , 

где SD (standard deviation (SD), σ) – стандартное 
(среднеквадратическое) отклонение и сравнивали с 
критическими значениями.

Полученные значения сравнивали с критически-
ми при уровне достоверности выше 95,0% (p ≤ 0,05), 
выше 99,0% (p ≤ 0,01), выше 99,5% (p ≤ 0,005) и выше 
99,9% (p ≤ 0,001) и делали вывод о вероятности по-
грешности. 

Для оценки связи между переменными при ус-
ловии нормального распределения величин прово-
дили однофакторный корреляционный анализ по 
Пирсону (Pearson). По значению абсолютной вели-
чины коэффициента Пирсона (r) характеризовали 
корреляционную связь по следующим критериям: r 
< 0 – обратная связь; 0 ≤ |r| < 0,1 – связь отсутству-

ет; 0,1 ≤ |r| < 0,3 – слабая; 0,3 ≤ |r| < 0,7 – умерен-
ная; 0,7 ≤ |r| < 0,99 – сильная; 0,99 < |r| ≤ 1 – полная 
(функциональная) и указывали вероятность ошиб-
ки (р) выявленных связей. Характер направления 
связи определяли в зависимости от знака коэффи-
циента корреляции: прямая связь при положитель-
ном знаке (+) и обратная в случае отрицательного 
знака (–).

Цифровые данные в случае нормального распре-
деления величин приведены в виде «M ± m» (M ± SE), 
где M – среднее арифметическое значение, m (SE) – 
стандартная ошибка среднего арифметического или 
М (95% ДИ: 5% – 95%), где 95% ДИ – 95% довери-
тельный интервал (Confidence interval – СІ) [25, 31].

Результаты и обсуждение. Проведенное иссле-
дование показало, что пятидневное введение АСК 
крысам контрольной группы вызывало поврежде-
ния СОЖ в виде гиперемии, отёчности, сглаженно-
сти складок, точечных кровоизлияний и тканевых 
деструкций (эрозии и язвенные дефекты) у 100% 
животных (ИП = 12,1). Выявленные изменения ука-
зывали на формирование АСК-индуцированной га-
стропатии у крыс, что согласуется с данными лите-
ратуры [23, 25].

Исследование гомогенатов СОЖ крыс с АСК-га-
стропатией без коррекции показало (табл. 1), что на 5 
день эксперимента уровень МДА статистически до-
стоверно (р≤0,001) увеличился на 132,9±22,8%, а ак-
тивность каталазы снизилась (р≤0,001) на 38,0±4,5% 
относительно показателей интактных животных 
(9,7±0,35 (95% ДИ: 9,1-10,4) мкмоль/кг и 3,4±0,11 
(95% ДИ: 3,2-3,7) мкат/кг) и составляли соответ-
ственно 22,3±1,76 (95% ДИ: 18,9-25,8) мкмоль/кг и 
2,1±0,20 (95% ДИ: 1,7-2,5) мкат/кг. Следует отметить, 
что между уровнем МДА и активностью каталазы 
имела место статистически достоверная (р=0,0005) 
сильная обратная (r = -0,96±0,12) корреляционная 
связь (рис. 2).

Данные изменения привели к снижению АПИ 
на 70,5±5,1%, что указывало на развитие дисбалан-
са прооксидантно-антиоксидантной системы в СОЖ, 
вызванного активацией ПОЛ. 

Содержание метаболитов NO в СОЖ в ус-
ловиях АСК-индуцированной гастропатии ста-
тистически достоверно (р≤0,001) снизилось на 
40,5±6,3% относительно показателей интактных 
крыс (902,4±34,95 (95% ДИ: 833,9-970,9) ммоль/г) 
и составило 535,7±40 65 (95% ДИ: 446,7-605,3) 
ммоль/г ткани.
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Рисунок 2 – Корреляционная связь между изменениями активности каталазы  
и уровнем малонового диальдегида в СОЖ крыс на фоне развития  

АСК-индуцированной гастропатии на 5 день эксперимента

Применение омепразола привело к значительно-
му ослаблению ульцерогенного действия АСК (ИП = 
1,4) и нивелированию оксидативного стресса с СОЖ 
(АПИ = 22,0±2,93, что подтверждалось снижением 
уровня МДА на 38,1±3,9% (р≤0,01) и повышением 
активности каталазы на 34,9±1,5 (р≤0,05) относи-
тельно показателей животных с АСК-гастропатией 
без лечения. Это объясняется угнетением продукции 
HCl париетальными клетками желудка и, как след-
ствие, снижением кислотности желудочного сока, 
который выступает ведущим повреждающим факто-
ром в условиях снижения защитного барьера СОЖ 
под действием АСК. Кроме того, это согласуется с 
литературными данными наличия антиоксидантных 
свойств у омепразола [32]. 

Также было установлено, что содержание ме-
таболитов NO в СОЖ на фоне применения оме-
празола возросло на 35,9±8,5% (р≤0,01) относи-
тельно показателей животных контрольной группы 
(527,7±40,61 (95% ДИ: 446,1-605,3) ммоль/г) и со-
ставило 697,6±34,26 (95% ДИ: 630,4-764,7) ммоль/г 
ткани.

Превентивное применение агониста TRPV1 ва-
нилина (100 мг/кг) сопровождалось статистически 
достоверным (р≤0,05) повышением АПИ СОЖ на 
87,9±19,7% относительно аналогичного показателя 
у животных контрольной группы (АПИ = 9,4), что 

указывало на нормализацию баланса про- и антиок-
сидантных процессов. По данным PASS-прогноза 
антиоксидантные свойства ванилина могут быть об-
условлены его способностью ингибировать альдеги-
доксидазу (Ра=0,96; Рі =0,002), приводя тем самым к 
уменьшению образования активных форм кислорода 
и, как следствие, к снижению интенсивности ПОЛ. 
Кроме того, ванилин выступает прямым ингибито-
ром ПОЛ (Ра=0,7; Рі =0,005).

Анализ результатов исследований [12-19], на-
правленных на изучение влияния модуляторов ак-
тивности TRPV1 на функциональное состояние же-
лудочно-кишечного тракта, показал, что агонисты 
ванилоидных рецепторов (в частности активные 
компоненты жгучих специй – ванилин, капсаицин, 
гингерол, зингерол, изотиоционаты и др.) обладают 
выразительным гастропротективным действием. Ак-
тивация TRPV1 приводит к экзоцитозу из С-афферен-
тов нейропептидов (CGRP, SP, NKA, соматостатина и 
др.). Соматостатин, влияя на G-протеин-сопряжён-
ные рецепторы (GPCR), приводит к снижению про-
дукции HCl в желудке [33, 34]. Высвобождение 
CGRP вызывает активацию Pg-опосредованных ме-
ханизмов защиты слизистой оболочки желудка – по-
вышение продукции PgE2, который, взаимодействуя 
с рецепторами ЕР1, приводит к повышению продук-
ции HCO3

– (рис. 3). 
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Рисунок 3 –  Механизмы реализации гастропротективного действия агонистов  
ванилоидных рецепторов (TRPV1) [Гладких Ф.В., 2017]

Примечания: 
TRPV1 – ванилоидные рецепторы транзитивных (переходных) потенциал - зависимых катионных каналов первого 

типа (transient receptor potential cation channel subfamily V member 1, альтернативное название: ванилоидные рецепторы 
первого типа – vanilloid receptor 1 (VR1));

CGRP – кальцитонин-ген родственный пептид (сalcitonin gene related peptide);
GPCR – G-белок родственные рецепторы (G protein-coupled (linked) receptors (GPLR) альтернативные названия: ре-

цепторы с семью трансмембранными доменами – seven-transmembrane domain receptors (7TM), семиспиральные рецепто-
ры – heptahelical receptors, серпентиновые рецепторы – serpentine receptor;

Pg E2 – простагландин Е2 (рrostaglandin E2);
EP1 – рецептор простагландина Е2 первого типа (Prostaglandin E2 receptor 1 (PTGER1))
SP – субстанция Р (substance P);
NK1R – рецепторы нейрокинина первого типа (neurokinin 1 receptor; альтернативные названия: тахикининовые рецеп-

торы первого типа – tachykinin receptor 1 (TACR1), рецепторы к субстанции Р – substance P receptor (SPR)).

Важным механизмом гастропротективного эф-
фекта является индукция образования NO под вли-
янием CGRP и SP, которая взаимодействует с ре-
цепторами нейрокинина первого типа (NK1R). Из 
литературных источников [35-37] известно, что NO 
обладает протективным действием в отношении СО 
ЖКТ: повышает слизеобразование и секрецию би-
карбонатов, улучшает гастроинтестинальный кро-
воток, ускоряет ангиогенез, снижает желудочную 
секрецию, блокирует адгезию нейтрофилов к эндоте-
лию сосудов и др. Вышеуказанные свойства данного 
газотрансмиттера послужили основанием создания 
целого ряда NO-высвобождающих НПВС: NO-аспи-

рин, NO-диклофенак, NO-напроксен, NO-флубипро-
фен, NO-кетопрофен, NO-сулиндак, NO-ибупрофен, 
NO-индометацин и др. [35-37].

Проведенное исследование показало, что введе-
ние ванилина привело к статистически достоверно-
му (р≤0,001) повышению на 68,0±19,1% содержания 
метаболитов NO в СОЖ относительно показателей 
животных контрольной группы с АСК-гастропати-
ей и составляло 841,4±35,95 (95% ДИ: 771,0-911,9) 
ммоль/л, что практически сопоставлялось с показа-
телями интактных крыс (902,4±34,95 ммоль/г).

При комбинированном применении омепразола 
и ванилина антиульцерогенное действие (ИП = 0,8) 
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превосходило эффективность монотерапии омепра-
золом и монотерапии ванилином (см. табл. 1). Повы-
шение АПИ на 28,8±8,5% (27,4±2,9) превосходило 
показатели монотерапии омепразолом (22,0±2,93) и 
практически сопоставлялось с показателями интакт-
ных животных (35,0±0,63). Следует отметить, что на 
фоне комбинированного применения ванилина и оме-
празола было отмечено повышение содержания NO 
в СОЖ на 82,9±16,3% (р≤0,001) относительно пока-
зателей животных контрольной группы (697,6±34,26 
ммоль/г) и составило 927,4±34,78 (95% ДИ: 859,2-
995,5) ммоль/г, что незначительно (3,8±5,7%) пре-
восходило показатели интактных крыс (902,4±34,95 
ммоль/г).

Заключение. Формирование АСК-индуцирован-
ной гастропатии у крыс сопровождается развитием 
оксидативного стресса с СОЖ. На это указывало ста-
тистически достоверное (р≤0,05) повышение уровня 
МДА на 132,9% и коррелирующее (r=-0,96; р≤0,05) 
снижение активности каталазы на 38,0% в гомогена-
тах СОЖ на 5 день эксперимента. Также имело место 
снижение содержания метаболитов NO на 40,5%.

Превентивно-профилактическое применение 
ванилина (100 мг/кг) приводит к снижению интен-

сивности процессов ПОЛ в СОЖ, обусловленных 
действием АСК (150 мг/кг). На это указывало стати-
стически достоверное (р≤0,05) уменьшение содержа-
ния МДА на 26,4% и повышение активности катала-
зы на 29,0% относительно показателей животных с 
АСК-индуцированной гастропатией без коррекции. 

Применение ванилина привело к статистически 
достоверному (р≤0,05) повышению содержания ме-
таболитов NO на 68,0% (841,4±35,95 ммоль/г) отно-
сительно показателей животных контрольной груп-
пы. При комбинированном применении ванилина и 
омепразола была установлена статистически досто-
верная (р≤0,05) абсолютная нормализация уровня ме-
таболитов NO (927,4±34,78 ммоль/г) в СОЖ, который 
соответствовал показателям интактных животных.
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Introduction. Over the past hundred years, ace-
tylsalicylic acid (ASA) remains to be one of the most 
effective antiplatelet drugs for primary and secondary 
prevention of atherothrombosis in patients with various 
pathologies, including acute coronary syndrome with el-
evation and without ST-segment elevation on the ECG, 
chronic stable angina, ischemic stroke, peripheral athero-
sclerosis, etc., and reduces the overall  occurance of myo-
cardial infarction (MI), stroke and cardiovascular death 
by an average of 23.0% [1-3].

One of the main problems of ASA therapy (fig. 1 (a)) 
is its abolition or initial «non-assignment» in connection 
with the developed or potential side effects in the gastro-
intestinal tract (GI tract). In this case, the reasons for the 
abolition of ASA are not only serious complications in 
the form of gastrointestinal bleeding or perforations, but 
also dyspeptic phenomena that are accompanied by the 
ongoing development of aspirin-induced gastroenteropa-
thy. The adverse consequences of withdrawal of ASA are 
well known: if the drug treatment of patients receiving it 
for the purpose of secondary prevention of cerebral cir-
culation is interrupted for at least 10 days, the risk of this 
complication increases 3-fold, and in patients with coro-
nary heart disease (CHD), the risk of myocardial infarc-
tion  increases 2 times. Moreover, the abolition of ASA 
even for 8 weeks after the a bleeding ulcer in patients 
receiving antiplatelet therapy for ischemic heart disease 
and cerebrovascular disease, has been associated with a 
significant increase in overall mortality [1, 4].

 Recently, the most affordable way to reduce the risk 
of gastrointestinal complications is the administration of 
ASA in a minimally effective dose that does not exceed 
75-81 mg/day; but this approach does not guarantee an 
absolute safety of gastrointestinal therapy. This deter-

mines  the need for the preventive administration of gas-
troprotective drugs [1, 5].

Currently, the main drugs used in the treatment and 
prevention of gastropathies induced by non-steroidal an-
ti-inflammatory drugs (NSAIDs), in particular ASA, are 
proton pump inhibitors (PPI). Drugs of this group are 
superior in efficiency to H2-histamine receptor block-
ers and synthetic prostaglandins (Pg) [5, 6]. However, 
prolonged intake of PPI could lead to the development 
of malabsorption of certain substances with their subse-
quent deficiency (vit. B12, Fe2+, Mg2+, Ca2+), could reduce 
the effectiveness of clopidogrel, cause the progression of 
postmenopausal osteoporosis, hypergastrinemia, exces-
sive bacterial growth, which increases the risk of intes-
tinal infections,and pneumonia. Dysbacteriosis contrib-
utes to the development of the inflammatory process in 
the gastric mucosa and colon, with signs of of  disbalance 
between pro- and anti-inflammatory cytokines, with the 
development of nitroso-oxidative stress and the degra-
dation of collagen and non-collagen proteins of mucus, 
that is followed by destruction of the mucous barrier and, 
as a consequence,disruption of the resistance and the de-
crease of the intensity of regenerative processes [7-10].

Over the past years, there has been an active search 
for the effective approaches to weaken the ulcerogenic-
ity of NSAIDs. The use of combined preparations of 
«NSAIDs + gastroprotector» – indotril (indomethacin + 
tiotriazolin), diclocor (diclofenac + quercetin), arthrotec 
(diclofenac sodium + misoprostol), duex (ibuprofen + fa-
motidine), vimovo (naproxen + esomeprazole), axoride 
(ketoprofen + Omeprazole), thioaspecard (tiotriazoline + 
ASA), aspifate (ASA + sucralfate), Alka-Seltzer® (ASA 
+ sodium bicarbonate), etc. [5, 11, 12] was proposed.

Attention has been drawn to the recent appear-
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ance  on the domestic market of a modified NSAID 
amtolmethine guacyl (tablets Amtolmetin® 600 mg, 
UA/12159/01/1, Dr. Reddis Laboratories Ltd., India), 
which is characterized by its interaction with recep-
tors which are able to bind to homovanyl-substituted 
ligands (vanilloids) and selectively modulate the lo-
cal «effector function» of the primary afferents. These 
receptors are called vanilloid receptors (vanilloid re-
ceptors) and belong to the superfamily TRP (transient 
receptor potential) of cation channels and form in ag-
gregate one of six superfamilies – TRPV1 (transient 
receptor potential vanilloid 1). The interaction of am-
monium methyl guacyl with TRPV1 gastric mucosa 
(before entering the systemic bloodstream) is accom-
panied by the induction of a cascade of biochemical 
transformations that activate NO synthases, reduce the 
stimulated production of HCl, and suppress lipid per-
oxidation (LPO), etc. [13].

According to the literature [14, 15], TRPV1 is local-

ized on the sensory neurons of the vagus nerve system 
(n. Vagus) and the trigeminal nerve (n. Trigeminus), in 
the sympathetic nerve plexus of the intestine, the blad-
der, in the certain structures of the central nervous sys-
tem (corpus striatum, Hippocampus, cerebellum nuclei), 
as well as epithelial cells of the intestine and bladder, etc. 
[16, 17]. It is known,that the nerve plexus of the stomach 
is almost 90-100% represented by synaptic endings of 
preganglionic fibers n. Vagus [7, 14]. The concept of «ef-
fector function» of afferent endings and  the information 
about the presence of sensitive terminals in a certain part. 
N. Vagus vesicles containing neuropeptides, such as sub-
stance P (SP), calcitonin gene related peptide (CGRP), 
etc., allows to consider the modulation of afferent end-
ings as a promising approach to gastroprotective therapy. 
[7, 18].

 The specific TRPV1 activators (agonists) are van-
illin (Figure 1 (b)), capsaicin, gingerol, singerol, allicin, 
anandamide, etc. [7, 19].

(а)                   (б)

Figure 1 – Structural chemical formulas for vanillin (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde (a)) and acetylsalicylic 
acid (2-acetyloxybenzoic acid (b))

Osama A. Shakim Omar et al. (2013) experimentally 
found that an aqueous extract (300 mg/kg) of red pep-
per (Capsicum frutescens)  which contains capsaicin, is 
able to reduce the area of damage to gastric mucosa in 
rats that was caused by the use of ASA (200 mg/kg), by 
71.1%, and also leads to a  decrease in the volume of  the 
gastric juice by 50.7% and to an increase in pH by 21.8% 
relatively to ASA monotherapy [20, 21].

It should be noted that the TRPV1 agonist capsaicin 
does not only weakes the antiaggregant properties of 
ASA, but also is capable of inhibiting of  the ADP-in-
duced (10 mmol/l) platelet aggregation, which indicates 
the approprietness of the combined use of ASA and cap-
saicin [21].

The results of the studies of M. Katary and A. Sala-
huddin  showed that the preventive use of vanillin (100 
mg/kg) leads to a decrease in the degree of ulceration 
caused by indomethacin (25 mg/kg). Additionally, van-
illin reduced the expression and activity of NFκB, and 
also caused a decrease in the level of proinflammatory 
cytokines, myeloperoxidase and in the activity of caspase 
3 in the gastric mucosa [22].

The aim of the study. To characterize the mech-
anisms of antiulcerogenic action of vanillin(100 mg/
kg), the agonist of TRPV1, on the model of subchronic 
ASA-induced gastropathy in rats.

Materials and methods. The study was conduct-
ed on 35 mature male rats weighting 180-220 g, divided 
into 5 groups: I – intact rats (n = 7); ІІ (control) – rats (n 
= 7) with  the experimental gastropathy induced by ASA  
(150 mg/kg, i.g.) without correction; ІІІ – rats (n = 7) with 
the ASA-induced gastropathy (150 mg/kg, i.g.), to whome  
omeprazole (50 mg / kg, w / w) was preventively admin-
istered; IV (n = 7) – rats with ASA-induced gastropathy  
(150 mg/kg, i.g.), to whom vanillin (100 mg / kg, ip) was 
preventively administered;  V (n = 7) – rats with the experi-
mental ASK-induced gastropathy (150 mg/kg, i.g.), to whom 
vanillin (100 mg/kg, i.g.) in the combination with omeprazole  
(50 mg/kg, i.g.). were preventively administered. 

The ASA-induced gastropathy was modeled by 
a five-day intragastric administration via a orogas-
tric probe of the ASA suspension (table «Aspirin®»  
500 mg, UA/4018/02/02, Bayer Bitterfeld GmbH, Germany)  
150 mg/kg/day [23]. 24 hours before the start of the ex-
periment, the animals were kept in the metabolic cells 
under the conditions of food deprivation with the free ac-
cess to water. Intact animals (without gastropathy) were 
given water pro injectionibus (0.2 ml/kg, i.g.) twice a 
day, rats of the control group (ASA-induced gastropathy 
without treatment) were given an equivocal amount of 
water pro injectionibus  60 minute prior the the adminis-
tration (i.g.) of ASA.
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Omeprazole (tablets «Omeprazole» 20 mg, 
UA/4310/01/01, PAP «Farmak», Kiev, Ukraine) and van-
illin (crystalline powder «Vanillin» 2.0 g (GOST 16599-
71, TU U10,8-015533439-007: 2015), PJSC «Ukropt-
bakaliya», Chernigov, Ukraine) were introduced in the 
form of suspensions 60 minutes prior to  the administra-
tion of ASA. The doses of omeprazole (50 mg/kg, i.g.) 
and vanillin (100 mg/kg, i.g.) were taken from the litera-
ture sources [22, 24, 25].

For the preparation of suspensions of ASA, ome-
prazole and vanillin, a polyoxyethylene (20) sorbitan 
monooleate (Tween-80) emulsion and water pro injec-
tionibus (amp. 5.0 ml, UA/10078/01/01, Halychpharm, 
Lviv, Ukraine «Kievmedpreparat», Kiev, Ukraine) were 
used.

On day 5 of the experiment, 6 hours after the last ad-
ministration of ASA, the animals were withdrawn from 
the experiment by the dislocation of cervical vertebrae 
under the light ether anesthesia. After extirpation, the 
stomach was opened through  the large curvature and the 
state of its mucous membrane was evaluated; the degree 
of destructive lesion (the number of hemorrhages and 
erosions per animal) and the Pauls index (IP) – the inte-
gral indicator of the extent of destruction in the stomach, 
was determined by the formula [24, 25]:

IP = average number of ulcers per 1 animal × number 
of rats with ulcers (%) / 100.

In the gastric mucosa’s homogenates, the concen-
tration of malonic dialdehyde (Stalnaya I.D. et al.) and 
catalase activity (Karolyuk M.A. et al.) were determined 
[26, 27]. The prooxidant/antioxidant ratio (ProAntidex) 
was calculated from the ratio of catalase activity (mcat/
kg) and MDA concentration (μmol/kg) [28, 30].

The content of NO metabolites in the stomach tis-
sues was determined by the method of Miranda K.M. Et 
al. [29]. The gastric mucosa’s homogenates were depro-
teinized in the absolute ethanol for 48 hours at 4 °C and 
then were centrifuged at 12,000 g for 15 minutes. At 4 
°C. For the reduction of nitrates to nitrites, vanadium 
chloride ((III) VCl3 0.8% in 1M HCl) was added to the 
supernatant,with the  following addition of the Griess 
reagent (1858), consisting of N-(1-naphthyl) ethylene-
diamine dihydrochloride 0.1%) and sulfanilamide (2.0% 
in 5% HCl). After the incubation for 30 minutesa at 37 
°C, the samples were cooled, and the optical density of 
the prepared solution was measured at 540 nm (mmol/g 
tissue) [29, 30].

The animals were kept in a vivarium of the State In-
stitution « Grigoriev Institute for Medical Radiology The 
National Academy of Medical Sciences of Ukraine». 
Within 14 days the rats were quarantined (in accordance 
with the sanitary norms «Structure and content of experi-
mental biological clinics» (Order No. 755 of 12.08.1997)) 
on a water-food diet with  the free access to food and water 
(according to the Appendix from 04.12.1977 to Order No. 
163 of 10.03.1996 «On daily feeding norms for laborato-
ry animals and producers»)). All experimental studies on 
laboratory animals were conducted in accordance with the 
requirements of the good laboratory practice (GLP) and in 

compliance with the main provisions of the Council of Eu-
ropean Convention on the Protection of Vertebrates which 
are used in experiments and for other scientific purposes of 
March 18, 1986, the Directive of the European Parliament 
and Council EU 2010/63 / EC of 22 September 2010 on 
the protection of animals used for scientific purposes; The 
order of the Ministry of Health of Ukraine from Decem-
ber 14, 2009, No. 944 «On approval of the procedure for 
preclinical study of medicinal products and examination 
of materials for preclinical study of medicinal products» 
and the Law of Ukraine of February 21, 2006 No. 3447-IV 
«On the protection of animals from cruel treatment» 25].

An investigation of the interrelation of «molecular 
structure-biological activity» of vanillin was carried out 
in silico with the help of the PASS-analysis of the spec-
trum of biological activity, which was performened on-
line with the direct introduction of the structural formula 
(see Fig. 1 (a)) in the browser using Marvin JS web -re-
source «PASS Online».

The Statistical interpritation of the obtained results 
was done with the use the application program for the 
spreadsheets «Microsoft Office Excel 2003; 2013 «(Mic-
rosoft Corporation, USA) with the assistance of the» Real 
Statistics «extension” for the Widows XP Professional en-
vironment (Microsoft Corporation, USA). The character of 
the distribution of the values in each group of the sample 
was estimated by using the Shapiro-Wilk W-test (n <50). 
The homogeneity of the dispersions was determined by the 
Levene’s test. A statistical analysis was performed using 
parametric and nonparametric criteria on purpose to assess 
the significance of the revealed differences in the studied 
parameters under the different experimental conditions, 
Since all the investigated quantities obeyed the law of 
normal distribution (the Gauss-Laplace distribution), the 
reliability of the differences between them was determined 
in pairs by the Student’s t-criterion, which was calculated 
by the formula: 

              t =                        , 

where M is the arithmetic mean.
The standard error of the arithmetic mean (standard 

error (SE), m) was calculated from the formula: 

                             m =         , 

where SD (standard deviation (SD), σ) is the stan-
dard (standard deviation) deviation, and it was compared 
with the critical values.

The values obtained were compared with the criti-
cal values ​​at a confidence level over 95.0% (p ≤ 0.05), 
over 99.0% (p ≤ 0.01), over 99.5% (p ≤ 0.005), and over 
99.9% (P ≤ 0.001), and a conclution about the probability 
of error was made.

To assess the relationship between the variables un-
der the condition of normal distribution of values, the 
one-factor Pearson correlation analysis was carried out.  
By using the value of the absolute value of the Pearson 
coefficient (r), the correlation relation was characterized 

1 2
2 2
1 2
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by the following criteria: r <0 – feedback; 0 ≤ | r | <0,1 
– there is no connection; 0,1 ≤ | r | <0.3 – weak; 0.3 ≤ | 
r | <0.7 – moderate; 0.7 ≤ | r | <0.99 – strong; 0.99 <| r | 
≤ 1 – complete (functional) and indicates the probabil-
ity of error (p) of the identified links. The direction of 
the connection was determined depending on the sign of 
the correlation coefficient: the direct connection with the 
positive sign (+) and the inverse is in the case of a nega-
tive sign (-).

Digital data in the case of a normal distribution of 
quantities are demonstrated in the form “M ± m” (M ± 
SE), where M is the arithmetic mean, m (SE) is the stan-
dard error of the arithmetic mean, or M (95% CI: 5% 
– 95%), where 95% CI is 95% confidence interval (Con-
fidence interval – CI) [25, 31].

Results and discussion. The study showed that a 
five-day-administration of ASA to the rats of the control 
group caused damage to the gastric mucosa in the form 

of hyperemia, puffiness, smoothing of folds, spot hemor-
rhage and the tissue destruction (erosion and ulcerative 
defects) in 100% of animals (PI = 12.1). The revealed 
changes indicated the formation of ASA-induced gast-
ropathy in rats, which agrees with the data of the litera-
ture sources [23, 25].

The study of homogenates of the gastric mucosa with 
the ASA-gastropathy without correction showed (Table 1) 
that on the 5th day of the experiment the MDA level statisti-
cally significant (p≤0,001) increased by 132,9 ± 22,8%, and 
the catalase activity decreased (p≤0,001) by 38.0 ± 4.5%  
compared to the indices of intact animals (9.7 ± 0.35 (95% 
CI: 9.1-10.4) μmol/kg and 3.4 ± 0.11 (95% CI : 3.2-3.7)  
mkat/kg) and were 22.3 ± 1.76 (95% CI: 18.9-25.8)  
μmol/kg and 2.1 ± 0.20 (95% CI: 1.7-2.5) mcat/kg. It 
should be noted that there was a statistically significant 
(p = 0.0005) strong inverse correlation (r = -0.96 ± 0.12) 
between the MDA level and the catalase activity (fig. 2).

Figure 2 – Correlation between the changes in the catalase activity and the level of malonic dialdehyde in the 
gastric mucosa on the background of development of ASA-induced gastropathy on day 5 of the experiment

These changes led to a decrease in the ProAntidex 
by 70.5 ± 5.1%, which indicated the development of an 
imbalance of the prooxidant-antioxidant system in the 
gastric mucosa, caused by the activation of LPO.

The content of NO metabolites in the gastric mucosa 
under conditions of ASA-induced gastropathy was sta-
tistically significant (p≤0,001) decreased by 40.5 ± 6.3% 
reletevely to the indices of intact rats (902.4 ± 34.95 
(95% CI: 833.9-970,9) mmol/g) and was 535.7 ± 40 65 
(95% CI: 446.7-605.3) mmol/g tissue. 

The use of omeprazole led to a significant weakening of 
the ulcerogenic effect of ASA (PI = 1.4) and to the leveling 

of oxidative stress with gastric mucosa (ProAntidex = 22.0 
± 2.93), which was confirmed by a 38.0 ± 3.9% decrease 
in the MDA level (p≤ 0.01) and an increase in the catalase 
activity by 34.9 ± 1.5 (p≤0.05) relatively to those of animals 
with the ASA-gastropathy without treatment. It occured due 
to the oppression of HCl production by the parietal cells of 
the stomach and, that brought a decrease in the acidity of 
gastric juice, which acts as a leading damaging factor in the 
conditions of the reduced protective barrier of gastric mu-
cosa caused by the influence of ASA.  In addition, it is con-
sistent with the literature data of the antioxidant properties 
possessed by omeprazole [32].
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It was also determined that the content of NO me-
tabolites in the gastric mucosa with the use of omepra-
zole increased by 35.9 ± 8.5% (p≤0.01) relatively to the 
animals in the control group (527.7 ± 40.61 (95% CI: 
446,1-605.3) mmol/g) and was 697.6 ± 34.26 (95% CI: 
630.4-764.7) mmol/g tissue.

The preventive use of the agonist TRPV1 vanillin 
(100 mg / kg) was accompanied by a statistically signifi-
cant (p≤0.05) increase in the ProAntidex of the gastric mu-
cosa by 87.9 ± 19.7% relatively to that of the control group 
(ProAntidex = 9.4), which indicated the normalization of 
the balance of pro- and antioxidant processes. According 
to the PASS-prognosis, the antioxidant properties of van-
illin can be due to its ability to inhibit aldehyde oxidase 
(Pa = 0.96, Pi = 0.002), thus leading to a decrease in the 
formation of active oxygen forms and, as a consequence, a 
decrease in the LPO intensity. In addition, vanillin acts as 
a direct inhibitor of LPO (Pa = 0.7, Pi = 0.005).

 An analysis of the results of studies [12-19] that had 
a goal to study the effect of modulators of TRPV1 ac-
tivity on the functional state of the gastrointestinal tract 
showed that the vanilloid receptor agonists (in particular 
active components of burning spices – vanillin, capsa-
icin, gingerol, singerol, isothiocyanate, etc.)) have an im-
pessive gastroprotective effect. An activation of TRPV1 
leads to exocytosis from the C-afferents of neuropeptides 
(CGRP, SP, NKA, somatostatin, etc.). Somatostatin by 
influencing G-protein-conjugated receptors (GPCR), 
leads to a decrease in production of HCl in the stomach 
[33, 34]. The release of CGRP triggers the activation of 
Pg-mediated mechanisms for protecting the gastric mu-
cosa – increasing the production of PgE2, which, by in-
teracting with the EP1 receptors, leads to an increase in 
HCO3- production (fig. 3).

Figure 3 – Mechanisms for the realization of gastroprotective action  
of vanilloid receptor agonists (TRPV1)

Notes:
TRPV1 – transient receptor potential cation channel subfamily V member 1;
CGRP – сalcitonin gene related peptide;
GPCR – G protein-coupled (linked) receptors (heptahelical receptors, serpentine receptor);
Pg E2 – рrostaglandin E2;
EP1 – рrostaglandin E2 receptor 1 (PTGER1);
SP – substance P;
NK1R – neurokinin 1 receptor (tachykinin receptor 1 (TACR1), substance P receptor (SPR)). 
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An important mechanism of the gastroprotective 
effect is the induction of NO formation under the influ-
ence of CGRP and SP, which interacts with the neuroki-
nin receptors of the first type (NK1R). It is known from 
the literature sources [35-37] that NO has a protective 
effect on GIT: it increases the mucus formation and se-
cretion of bicarbonates, improves gastrointestinal blood 
flow, accelerates angiogenesis, reduces gastric secretion, 
blocks adhesion of neutrophils to vascular endothelium, 
etc. The Aformentioned properties of this gas transport-
er, have served as the basis for the development of a 
number of NO-releasing NSAIDs: NO-aspirin, NO-di-
clofenac, NO-naproxen, NO-flubiprofen, NO-ketopro-
fen, NO-sulindac, NO-ibuprofen, NO-indomethacin, etc. 
[35-37].

The conducted study showed that the introduction 
of vanillin resulted in a statistically significant (p≤0,001) 
increase of 68,0 ± 19,1% of the NO metabolites in the 
gastric mucosa relatively to those of the control group 
with ASA-gastropathy and was 841.4 ± 35.95 (95% CI: 
771.0-911.9) mmol/l, which was practically compared 
with the indices of intact rats (902.4 ± 34.95 mmol/g).

In the combined use of omeprazole and vanillin, the 
anti- ulcerogenic effect (PI = 0.8) was superior to that 
of the monotherapy with omeprazole or the monother-
apy with vanillin (see Table 1). The increase of IPI by  
28.8 ± 8.5% (27.4 ± 2.9) exceeded the indices of mono-
therapy with omeprazole (22.0 ± 2.93) and was practical-
ly compared with the parameters of intact animals (35.0 
± 0.63). It should be noted that against the background 
of the combined use of vanillin and omeprazole, an in-
crease in the NO content of the gastric mucosa was ob-
served at 82.9 ± 16.3% (p≤0.001) relatively to the control 
group animals (697.6 ± 34.26 mmol/g) and was 927.4 ± 
34.78 (95% CI: 859.2-995.5) mmol / g, which was in-

significantly (3.8 ± 5.7%) higher than that of intact rats  
(902.4 ± 34.95 mmol/g).

Conclusion:
1. The formation of ASA-induced gastropathy in rats 

is accompanied by the development of oxidative stress 
with gastric mucosa. This was indicated by the statisti-
cally significant (p≤0.05) increase in the MDA level by 
132.9% and correlative (r = -0.96; р≤0.05) decrease in 
the catalase activity by 38.0% in homogenates of the gas-
tric mucosa the 5th day of the experiment. There was also 
a decrease in the content of NO metabolites by 40.5%.

2. The preventive prophylactic use of vanillin (100 
mg/kg) leads to a decrease in the intensity of LPO pro-
cesses in the gastric mucosa caused by the action of ASA 
(150 mg/kg). This was indicated by a statistically signifi-
cant (p≤0.05) decrease in the MDA content by 26.4% and 
an increase in the catalase activity by 29.0% relatively 
to those of animals with  the ASA-induced gastropathy 
without correction.

3. The use of vanillin resulted in a statistically signif-
icant (p≤0.05) increase in the content of NO metabolites 
by 68.0% (841.4 ± 35.95 mmol/g) compared to the an-
imals in the control group. With combined use of van-
illin and omeprazole, a statistically significant (p≤0.05) 
absolute normalization of the NO metabolite level (927.4 
± 34.78 mmol/g) in the gastric mucosa was established, 
that corresponded to the indices of intact animals.
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