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Глубокоуважаемые читатели, коллеги!

XXI век – время бурного развития научно-технического про-
гресса, результаты которого используются как в повседневной 
жизни, так и в инновационном секторе государства. Благодаря 
исследованиям в области медико-биологических наук междуна-
родное сообщество вышло на  новый уровень технологий соз-
дания лекарственных средств, их  адресной доставки в  клет-
ки-мишени, при  относительно быстром периоде выведения 
из организма и минимизации нежелательных явлений.

В  настоящее время перед регуляторными органами сфе-
ры обращения лекарственных средств стоит острая задача 
по разработке и внедрению современной системы обеспечения 
качества, затрагивающий все этапы жизненного цикла лекар-
ственного препарата и отвечающей вызовам времени.

Научно-практический журнал «Вопросы обеспечения каче-
ства лекарственных средств» выпускается с  2013  года пери-
одичностью 4 номера в год и является печатным органом Тех-
нического комитета «Лекарственные средства» Федерального 
агентства по техническому регулированию и метрологии (Рос-
стандарт). Основная цель периодического издания заключает-
ся в доведении до научной и профессиональной общественности 
современных публикаций, посвященных актуальным вопросам 
нормативно-правового регулирования сферы обращения ле-
карств, обеспечения их качества, фармацевтического анализа, 
фармакологии, технологии лекарственных препаратов, эконо-
мической оценки фармакотерапии основных нозологий, подго-
товки и  повышении квалификации кадров для  фармацевтиче-
ской отрасли.

Приглашаем всех заинтересованных специалистов к сотруд-
ничеству в наполнении контента журнала и надеемся, что ма-
териалы, представленные на страницах нашего издания, будут 
интересны и  полезны для  представителей отечественного 
здравоохранения и фармацевтической отрасли, а также широ-
кого круга специалистов, работающих в  сфере обращения ле-
карственных средств.

 С уважением, 

Главный редактор, профессор 

 А.А. Маркарян
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не  только общее количество каротиноидов 
в растении, но и их фракционный состав, яв-
ляется метод высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ). Изучение соста-
ва каротиноидов растений приобретает все 
большую актуальность ввиду их  физиологи-
ческой активности. Каротиноиды входят в со-
став препаратов, применяемых при  лечении 
воспалительных процессов, ушибов, ожогов, 
заболеваний сердечно-сосудистой системы, 
желудочно-кишечного тракта, помимо это-
го проведены исследования по  изучению 
противоопухолевой активности данного 
класса веществ [1,2,3]. Внимание исследо-
вателей обращено на  проблемы получения 
качественного сырья, содержащего кароти-
ноиды. Наиболее распространенный путь по-
лучения каротиноидов  – экстракция из  рас-
тительного материала, в  качестве которого 
часто используются цветки Календулы лекар-
ственной (Calendula officinalis), являющейся 
доминантой в  промышленности данного на-
правления. Для получения качественного сы-
рья в промышленных масштабах необходимо 
учесть множество факторов, среди которых: 

Проведены исследования по  разработ-
ке методики качественного и  количествен-
ного определения каротиноидов в  цветках 
Calendula officinalis L. методом ВЭЖХ для иден-
тификации и определения содержания данного 
класса веществ в  растительном сырье. Об-
разцы цветков, используемые для  методиче-
ской работы, отобраны с растений, выращен-
ных в  2013–2014  годах в  одинаковых условиях 
при  наличии двух различных агрохимических 
фонов.

Ключевые слова: Calendula officinalis L., 
Календула лекарственная, каротиноиды, 
определение каротиноидов, метод ВЭЖХ, 
хроматография.

В  последние годы исследование био-
логически активных веществ, в  том числе 
каротиноидов, извлекаемых из  раститель-
ного сырья, получило новое направление 
с  появлением современных методов анали-
за состава лекарственных растений. Одним 
из  таких методов, позволяющих определять 
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соли NH4NO3) и  цинкового (препарат E-Zn-15 
компании Dissolvine) удобрений, схема вне-
сения которых для  обоих годов одинакова 
(вариант 1: без применения удобрений; вари-
ант 2: N – 35 мг/кг почвы, Zn – 50 мг/кг почвы).

Разделение, качественное и  количествен-
ное определение фракций каротиноидов, со-
держащихся в  цветках Календулы, произво-
дилось методом ВЭЖХ, основанным на статье 
Adela Pintea et al. 2003 [7] с предварительным 
выполнением поиска оптимальной системы 
растворителей и  внешних условий для  экс-
тракции каротиноидов из цветков Календулы, 
условий омыления, очистки, а  также условий 
для проведения хроматографирования.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Подготовка образцов к экстрагированию
Для  определения фракций каротиноидов 

в цветках Calendula officinalis L. нами была про-
ведена предварительная подготовка образцов 
к  экстрагированию. Каротиноиды являются 
соединениями, обладающими высокой све-
точувствительностью, поэтому на  всех этапах 
работы с  ними необходимо избегать воздей-
ствия света. Растительный материал был вы-
сушен при температуре 35°С и при отсутствии 
света, после чего измельчен на  мельнице 
для помола растительных проб. Хранение об-
разцов производилось в низкотемпературной 
холодильной камере.

Для  химического анализа использовали 
точную навеску образца массой 0,1000 г. Об-
разец был помещен в  сухую ступку (охлаж-
денную жидким азотом), далее заливался 
жидким азотом и растирался пестиком до со-
стояния пудры. (В случае отсутствия жидкого 
азота измельчение образца проводят квар-
цевым песком.) Измельченный образец был 
перенесен в тефлоновую пробирку объемом 
50 мл, изолированную от  света алюминие-
вой фольгой.

выбор вида растения, позволяющего полу-
чить максимальное количество каротинои-
дов, условий произрастания (свойства почвы, 
влажность, температурный и  световой ре-
жимы, питание растений, др.), сроков посева 
и сбора [4].

Метод ВЭЖХ позволяет с  высокой досто-
верностью оценить изменение биохимиче-
ского состава растения под  воздействием 
различных факторов, что  может позволить 
корректировать условия выращивания рас-
тений и оценивать качество получаемого про-
мышленного сырья. Основными проблема-
ми является отсутствие в  литературе ссылок 
на стандартизованные методики и отсутствие 
полного описания существующих методов 
ВЭЖХ, применяемых при  работе с  кароти-
ноидами. Каждая методика создается иссле-
дователями индивидуально и  заново [5,6,7], 
что  осложняет работу с  опубликованными 
результатами исследований и снижает вероят-
ность их  корректного воспроизводства. Раз-
работка методики определения каротинои-
дов, включающей в себя полную информацию 
по  условиям проведения, будет способство-
вать развитию контроля качества сырья, цвет-
ков Calendula officinalis L.

Цель работы: разработать методику опре-
деления состава каротиноидов в  цветках Ка-
лендулы лекарственной на основе ВЭЖХ мето-
да идентификации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Разработка методики и ее подтверждение 
проводились на  образцах цветков Кален-
дулы лекарственной сорта «Кальта» (оран-
жевая; сорт селекции ФГБНУ ВИЛАР), ото-
бранных в  2013–2014  гг. Растения выращены 
в  вегетационных опытах указанных годов 
на  черноземе обыкновенном (место отбора: 
Воронежская обл., «Каменная степь») с  при-
менением различных доз азотного (в  форме 
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веществ растворили в 10 мл этоксиэтана (диэ-
тилэфир) и затем внесли 1 мл приготовленного 
метанольного раствора 30%-го КОН. Омыле-
ние проводилось при отсутствии света в тече-
ние 12 часов, затем содержимое колбы было 
перенесено в делительную воронку и промы-
то насыщенным раствором KCl: выдерживали 
20–30 минут, после чего отбрасывали образо-
вавшуюся нижнюю фазу. Промывание системы 
повторялось до полного обесцвечивания ниж-
ней фазы. Верхняя фаза была количественно 
отобрана в затемненный шприц и пропущена 
через мелкопористый мембранный фильтр 
в испарительную колбу Б (изолирована от све-
та фольгой). Фильтр промывался этоксиэтаном 
для полного переноса веществ в колбу Б. Со-
держимое колбы Б упарили на роторном испа-
рителе, после чего сухой осадок растворили 
в 2 мл системы «ацетон-гексан» (2 : 3, v/v).

Была попытка произвести хроматографи-
рование без  предварительного омыления 
образца. Разрешение пиков хроматограммы 
было неудовлетворительным, что  говорит 
о  необходимости обязательного проведения 
этапа омыления, который позволяет очистить 
экстракт от  жирных кислот, восковых эфиров 
и хлорофилла [8].

Подготовка к работе прибора ВЭЖХ  
и его параметры

Методика была разработана в  2014  г. 
на  приборе Beckman HPLC System GOLD 126 
на  образцах цветков Календулы, отобранных 
в  2013  г. Определение проводилось методом 
классической обращенно-фазовой ВЭЖХ (RP-
HPLC) на  колонке с  фазой типа C18 (Beckman 
Ultrasphere 5 µm ODS column, 250 × 4,6 мм).

Были приготовлены системы элюентов 
линий А и  Б для  градиентного элюирова-
ния по  схеме, предложенной Adela Pintea 
в  2003  г.  [7] (табл. 1, 2). Перед проведением 
хроматографирования колонку промывали 
системой линии А в течение часа при ее рас-
ходе 1 мл/мин.

Экстрагирование
По  итогам предварительного скрининга 

в  качестве экстрагента каротиноидов из  об-
разцов Календулы лекарственной была вы-
брана система растворителей «ацетон-гексан» 
в присутствии антиоксиданта ионола.

Были  приготовлены  раствор  ионола 
(C15H24O) с  концентрацией 10-3 моль в  литре 
и система растворителей для экстракции «аце-
тон-гексан» (2 : 3, v/v) из расчета 50 мл на пробу.

В  подготовленную пробирку с  навеской 
вносился раствор ионола (0,1% по объему  – 
0,05 мл, для получения рабочей концентрации 
10-6 моль), затем объем был доведен систе-
мой растворителей до  50 мл. В  закрепленной 
на  встряхивателе (ELMI Rotamix RM-1) закры-
той пробирке осуществлялось ротационное 
перемешивание в  течение 15–20 минут, после 
которого проводилось центрифугирование 
при программе 3000 об/мин в течение 4,5 ми-
нуты. Полученную надосадочную жидкость 
отфильтровали через воронку со  стеклянным 
фильтром в  испарительную колбу A (при  этом 
снаружи фильтр и  колба были закрыты фоль-
гой). Промывка фильтра производилась аце-
тоном. Центрифугат подвергали экстрагиро-
ванию еще  2 раза по  описанной выше схеме 
с  переносом фильтрата надосадочной жидко-
сти в испарительную колбу A. С помощью ваку-
умного роторного испарителя произвели упа-
ривание растворителей в испарительной колбе 
A при  температуре 30°С, после чего смесь ве-
ществ, оставшихся в колбе, дробно по 2 мл рас-
творили в хлороформе (конечный объем 4 мл) 
и перенесли в виалу из темного стекла (в таком 
виде можно осуществлять хранение в  холо-
дильной камере низких температур).

Омыление
Омыление экстрагированных веществ про-

водится 30%-ным метанольным раствором 
КОН. Для выполнения данного этапа получен-
ное ранее извлечение в хлороформе упарили 
на  роторном испарителе. Осушенную смесь 
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в  2014  г. Определение проводили при  помо-
щи ВЭЖХ системы Agilent 1100 с  диодно-ма-
тричным детектором на хроматографической 
колонке цианопропильной модификации 
Nucleodur 100‑5 СN-RP 5 µm, 125 × 4,6 мм. С ус-
ловиями проведения анализа и  программой 
элюирования можно ознакомиться в табл. 3, 4.

Были получены 2 серии хроматограмм, раз-
личных по разрешению и характеристикам пи-
ков (рис. 1–4). Для хроматограмм, полученных 
в  2015  г., помимо бета-каротина идентифици-
рованы: флавоксантин, лютеин, зеаксантин, ру-
биксантин, ликопин, альфа-каротин (рис. 3–4).

ВЭЖХ образца
Для  введения пробы в  хроматограф было 

проведено предварительное разведение: 
аликвоту объемом 0,1 мл перенесли в  виа-
лу из  затемненного стекла, где разбавили ее 
в 10 раз (конечный объем 1 мл) системой «аце-
тон-гексан» (2  :  3, v/v). Условия и  программа 
элюирования представлены в табл. 1, 2.

Подтверждение методики
В 2015 г. была проведена проверка методи-

ки экстракции и омыления для образцов цвет-
ков Календулы лекарственной, отобранных 

Таблица 1
ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЕ УСЛОВИЯ, 2014 г.

Подвижная  
фаза А

ацетонитрил : вода (9 : 1) 
с 0,25% триэтиламина

Подвижная  
фаза В

этилацетат  
с 0,25% триэтиламина

Скорость потока 1 мл/мин

Температура 
колонки

25°С

Детектор 450 нм

Объем вводимой 
пробы

20 мкл

Таблица 2
ПРОГРАММА ГРАДИЕНТА, 2014 г.

Время, 
мин

Состав  
подвижной фазы

Режим  
элюирова-

нияА, % Б, %

0 → 10 90 → 50 10 → 50 Линейный 
градиент

10 → 20 50 → 10 50 → 90 Линейный 
градиент

20 → 30 10 → 90 90 → 10 Регенерация

Таблица 3
ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЕ УСЛОВИЯ, 2015 г.

Подвижная фаза А ацетонитрил : 
вода (5 : 95) 

Подвижная фаза В ацетонитрил

Скорость потока 1 мл/мин

Температура колонки 25°С

Детектор 450 нм

Объем вводимой пробы 1 мкл

Таблица 4
ПРОГРАММА ГРАДИЕНТА, 2015 г.

Время, 
мин

Состав  
подвижной фазы

Режим  
элюирова-

нияА, % Б, %

0 → 14 40 → 0 60 → 100 Линейный 
градиент

14 → 18 0 100 Изократиче-
ский режим

18 → 28 0 → 40 100 → 60 Регенерация
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Рис. 1. Хроматограмма извлечения из цветков Calendula officinalis L. Вариант 1. Сбор 2013 г.;  
колонка Beckman Ultrasphere 5 µm ODS

 Рис. 2. Хроматограмма извлечения из цветков Calendula officinalis L. Вариант 2. Сбор 2013 г.;  
колонка Beckman Ultrasphere 5 µm ODS
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Рис. 3. Хроматограмма извлечения из цветков Calendula officinalis L. Вариант 1. Сбор 2014 г.;  
колонка Nucleodur 100–5 СN-RP 5 µm

Рис. 4. Хроматограмма извлечения из цветков Calendula officinalis L. Вариант 2. Сбор 2014 г.;  
колонка Nucleodur 100–5 СN-RP 5 µm

ВЫВОДЫ

Предложенный метод экстракции с после-
дующим этапом омыления позволяет наиболее 
селективно выделить каротиноиды из цветков 

Календулы лекарственной для  определения 
качественного и  количественного состава 
данных веществ методом ВЭЖХ. 

Хроматограммы извлечений из  цветков 
Calendula officinalis L., полученные на  колонке 
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цианопропильной модификации Nucleodur 
100‑5 СN-RP 5 µm, 125 × 4,6 мм, обладают луч-
шим разрешением пиков за счет более высо-
кой селективности стационарной фазы систе-
мы к определяемым веществам.
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STUDY HPLC METHOD FOR ANALYSIS OF CAROTENOIDS  
IN DRY PLANT MATERIAL (FLOWERS) OF CALENDULA OFFICINALIS L.
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Conduct research to development of a methodology for quantitative and qualitative analysis of 
carotenoids in flowers of Calendula officinalis L. by HPLC method to identify and evaluate the content of 
this class of substance in plant material. Flowers samples grown in 2013 and 2014 under similar conditions 
at two different agrochemical backgrounds.

Key words: pot marigold, carotenoids, determination of carotenoids, HPLC, chromatography.
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