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 ■ Обоснование. Орех черный (Juglans nigra L.) — вид деревьев семейства Ореховых (Juglandaceae). Данный 
представитель рода Орех (Juglans L.) недостаточно изучен по сравнению с другими видами, в том числе орехом 
грецким, однако является перспективным видом лекарственного растительного сырья, препараты которого 
оказывают противомикробное, общеукрепляющее действие. Известная антимикробная и общеукрепляю-
щая активность присутствующих на фармацевтическом рынке препаратов ореха, на наш взгляд, может быть 
обуслов лена веществами флавоноидной природы. Данные сведения свидетельствуют об актуальности изуче-
ния флавоноидов коры ореха черного.

Цель настоящего исследования — разработка методик качественного анализа и количественного определе-
ния биологически активных соединений для настойки коры ореха черного с использованием спектрофото-
метрии, тонкослойной хроматографии, микроколоночной высокоэффективной жидкостной хроматографии.

Материалы и методы. Объектом исследования стала настойка коры ореха черного, образцы которой 
были заготовлены в марте-апреле 2020 г. на территории Ботанического сада Самарского университета, стан-
дартные образцы мирицитрина, мирицетина. Регистрацию ультрафиолетовых спектров проводили с по-
мощью спектрофотометра Specord 40 (Analytik Jena). Хроматографический анализ осуществляли методами 
тонкослойной хроматографии (качественный анализ), обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной 
хроматографии на микроколоночном жидкостном хроматографе «Мили хром-6» (количественный анализ).

Результаты. В результате проведенного хроматографического исследования обнаружено наличие домини-
рующего флавоноидного вещества — мирицитрина. Данное соединение в системе растворителей хлороформ – 
этанол – вода (25 : 18 : 2) имеет величину Rf около 0,4. Разработана методика количественного определения 
суммы флавоноидов в пересчете на мирицитрин (мирицетин-3-O-α-L-рамнопиранозид) в настойке коры оре-
ха черного (Juglans nigra L.) с использованием метода дифференциальной спектрофотометрии. Определено, 
что содержание суммы флавоноидов в настойке коры ореха черного составляет 0,84 ± 0,07 % (в пересчете 
на мирицитрин). Разработана методика количественного определения мирицитрина в настойке коры ореха 
черного (Juglans nigra L.) методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. Содержание доминиру-
ющего флавоноида — мирицитрина в настойке коры ореха черного составляет 0,42 ± 0,06 %. 

Заключение. В результате проведенных исследований разработаны методики качественного анализа и ко-
личественного определения флавоноидов для настойки коры ореха черного с помощью современных инстру-
ментальных методов анализа (спектрофотометрия, тонкослойная хроматография, высокоэффективная жид-
костная хроматография). Полученные результаты могут быть использованы в решении вопросов стандарти-
зации настойки коры ореха черного.
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 ■ BACKGROUND: Juglans nigra L. is a species of trees in the Juglandaceae family. This plant of the genus Juglans L. 
has not been sufficiently studied in comparison with other species, including Juglans regia L. It is a perspective me-
dicinal plant raw material, its derivatives have an antimicrobial, general tonic effect. The known antimicrobial and 
general tonic activity of Juglans L preparations presented on the pharmaceutical market is probably due to substances 
of a flavonoid nature. These data indicate the relevance of studying the flavonoids of the Juglans nigra L. bark.

AIM: The aim of this study is to develop methods for qualitative analysis and quantitative determination of biologi-
cally active compounds for tincture of Juglans nigra L. bark with the using of spectrophotometry, thin layer chroma-
tography, microcolumn high performance liquid chromatography.

MATERIALS AND METHODS: The object of the study was the tincture of Juglans nigra L. bark, samples of which 
were prepared in March-April 2020 on the territory of the Botanical Garden of Samara University, standard samples 
of myricitrin, myricetin. UV spectra were recorded with the use of Specord 40 spectrophotometer (Analytik Jena). 
Chromatographic analysis was carried out by thin-layer chromatography (qualitative analysis), reversed-phase high 
performance liquid chromatography on a Milikhrom-6 microcolumn liquid chromatograph (quantitative analysis).

RESULTS: As a result of the chromatographic study, myricitrin were revealed, it appeared to be the dominant flavo-
noid substance. This compound has Rf value of about 0.4 in the solvent system of chloroform-ethanol-water (25:18:2). 
A method for the quantitative determination of the total flavonoids calculated on myricitrin in tincture of Juglans 
nigra L. bark was developed by means of differential spectrophotometry. It was determined that the content of the 
total flavonoids calculated on myricitrin in the tincture of Juglans nigra L. bark was 0.84 ± 0.07%. A method for the 
quantitative determination of myricitrin in tincture of Juglans nigra L. bark by high performance liquid chromatog-
raphy was developed. The content of the dominant flavonoid as myricitrin (myricetin-3-O-α-L-rhamnopyranoside) 
in the tincture of Juglans nigra L. bark was 0.42 ± 0.06%.

CONCLUSIONS: The methods of qualitative analysis and quantitative determination of flavonoids for tincture of 
Juglans nigra L. bark with the use of modern instrumental methods of analysis (spectrophotometry, thin layer chro-
matography, high performance liquid chromatography) has been developed. These results can be used to standardize 
the tincture of Juglans nigra L. bark.
 ■ Keywords: black walnut; Juglans nigra L.; bark; UV-spectrophotometry; thin layer chromatography; high perfor-

mance liquid chromatography; flavonoids; myricitrin.

Обоснование

Орех черный (Juglans nigra  L., сем. Орехо-
вые  — Juglandaceae)  — листопадное дерево, 
произрастающее на территории Российской 
Федерации, перспективный вид официального 
лекарственного растительного сырья  (ЛРС). 
Как представитель рода Орех данный вид ЛРС 
служит потенциальным источником важного 
класса биологически активных соеди нений — 
нафтохинонов [1–3]. Орех черный содержит 
также азотистые вещества, тритерпены и фе-
нольные соединения, в том числе флавоноиды, 
которые могут вносить существенный вклад 
в основное антимикробное и общеукрепляю-
щее действие ЛРС [6, 7, 11].

Проведенные ранее исследования пока-
зали перспективность получения новых ле-
карственных препаратов на основе коры оре-
ха черного (Juglans nigra L.) [6]. Это связано 
с тем обстоятельством, что для препаратов 
коры ореха черного характерна не только 
антимикробная и общеукрепляющая актив-
ность, но и противовоспалительное, антино-
цицептивное и нейротропное действие [8–10]. 
Указанные эффекты установлены для фла-
воноида мирицитрина (мирицетин-3-O-α-L-
рамнопиранозид), который является домини-
рующим и диагностически значимым соеди-
нением коры ореха черного. Из этого следует, 

что препараты коры ореха черного можно 
считать перспективными для дальнейшего 
изучения не только в области фармакологии, 
но и в плане контроля их качества [4, 5].

В данной работе нами рассматриваются 
опти мальные подходы к стандартизации на-
стойки коры ореха черного с применением 
методов тонкослойной хроматографии  (ТСХ) 
для идентификации основных групп биологи-
чески активных соединений, ультрафиолето-
вой (УФ) спектро фотометрии и высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии  (ВЭЖХ) 
для контроля содержания флавоноидов; 
установлено содержание суммы флавонои-
дов (УФ-спектро фотометрия) и мирицитри-
на (ВЭЖХ). 

Материалы и методы

В качестве объекта исследования исполь-
зовали настойку коры ореха черного, образ-
цы которой были заготовлены в марте- апреле 
2020 г. на территории Ботанического  сада 
Самарского университета. Указанный ле-
карственный растительный препарат был 
исполь зован для качественного (ТСХ) и коли-
чественного анализа (УФ-спектрофото метрия 
и ВЭЖХ). Анализировали настойку коры оре-
ха черного с использованием стандартных 
образцов (СО) мирицитрина и мирицети-
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на (рис.  1) методами ТСХ, УФ-спектрофо-
тометрии и ВЭЖХ.

В работе использовали ацетонитрил 
(ООО «Компонент-реактив») и воду, получен-
ную с использованием системы для получения 
воды очищенной с многоступенчатой систе-
мой очистки (адсорбция, обратный  осмос, 
мембранное фильтрование) и проверенную 
на чистоту в условиях хроматографическо-
го анализа. Остальные реактивы имели сте-
пень чистоты «ч. д. а.» (чистый для анализа) 
или «х. ч.» (химически чистый).

Тонкослойную хроматографию осущест-
вляли с использованием хроматографиче-
ских пластинок Sorbfil ПТСХ-АФ-А-УФ, ка-
пиллярами LactatProfi 3000 наносили 0,02 мл 
водно-спиртовых извлечений, а также их 
настойки. Рядом наносили 0,01 мл раство-
ры стандартных образцов мирицитрина 
(мирицетин-3-O-α-L-рамнопиранозид),  ми-
ри цетина (3,5,7,3ʹ,4ʹ,5ʹ-гексагидроксифлавон). 
Определение проводили в системе хлоро-
форм – этанол – вода (25 : 18 : 2). Хроматогра-
фическую пластинку помещали в камеру, ко-
торую предварительно насыщали в течение 
60 мин смесью растворителей, и хроматогра-
фировали восходящим способом. 

Полученную хроматограмму просматрива-
ли при дневном свете, в УФ-свете при длине 
волны 365  нм с помощью ультрафиолетово-
го облучателя УФО-254/365 (ООО «Петро-
лазер», Россия), а также обрабатывали щелоч-
ным раствором диазобензолсульфокислоты 
и 3 %  спиртовым раствором алюминия хло-
рида (AlCl3).

Для СО мирицитрина спектры ЯМР 1Н по-
лучали на приборе Bruker AM 300 (300 МГц), 
спектры ЯМР 13С — на приборе Bruker DRX 500 
(126,76 МГц), масс-спектры снимали на масс-
спектрометре Kratos MS-30. Для СО мирице-
тина спектры ЯМР  1Н получали на приборе 
JNM-ECX 400 (399,78 МГц), спектры ЯМР 13С — 
на приборе JNM-ECX  400 (100,52  МГц). 
Регистрацию УФ-спектров проводили с по-

мощью спектрофотометра Specord 40 (Analytik 
Jena). Спектральные характеристики указан-
ных стандартных образ цов представлены ниже.

Мирицитрин (мирицетин-3-O-α-L-рамно-
пиранозид). Желтое с кремовым оттенком 
кристаллическое вещество с т. пл. 203–205 °С  
(вод ный спирт). УФ-спектр (EtOH, λmax, нм): 
212,  260, 358; +NaOAc 268, 366; +NaOAc + 
+ H3BO3 260, 382; +АlСl3 278, 416; +АlСl3 + HCl 
270, 406.

Спектр ЯМР 1Н (300 МГц, ДМСО-d6, 
δ, м. д.): 12,68 (1H, с, 5-ОН-группа), 9,23 
(2Н, уш. с, 7-ОН- и 4ʹ-ОН-группы), 6,88 (2Н, с, 
Н-2ʹ и Н-6ʹ), 6,36 (1Н, д, J = 2,5 Гц, Н-8), 6,19 
(1Н,  д, J = 2,5 Гц, Н-6), 5,20 (1Н, д, J = 1,5 Гц, 
Н-1ʹʹ рамнозы), 3,1–5,0 (м, 4Н рамнозы), 0,84 
(3Н, д, J = 6 Гц, СН3 рамнозы). 

Спектр ЯМР 13С (126,76 МГц, ДМСО-d6, δ, 
м. д.): 177,85 (С-4), 164,24 (С-7), 161,37 (С-5), 
157,57 (С-4ʹ), 156,49 (С-9), 145,83 (С-2 и C-3), 
145,83 (С-3ʹ и С-5ʹ), 119,70 (С-1ʹ), 108,00 
(С-2ʹ и C-6ʹ), 104,12 (С-10), 102,00 (С-1ʹʹ рамно-
зы), 98,41 (С-6), 94,30 (С-8), 116,21 (С-2ʹ), 71,03 
(С-3ʹʹ), 70,62 (С-5ʹʹ), 70,47 (С-4ʹʹ), 70,08 (С-2ʹʹ), 
17,57 (С-6ʹʹ, СН3).

Масс-спектр (HR-ESI-MS, 180 °C, m/z): 
465,1016 [M + H]+, 487,0830 [M + Na]+, 503,0560 
[M + K]+. 

Мирицетин (3,5,7,3ʹ,4ʹ,5ʹ-гексагидрокси-
флавон). Желтовато-зеленое кристалличе-
ское вещество с т. пл. 357 °C (водный спирт). 
УФ-спектр (EtOH, λmax, нм): 254, 377; +NaOAc 
275, 382; +NaOAc + H3BO3 258, 392; +АlСl3 266, 
440; +АlСl3 + HCl 266, 440. 

Спектр ЯМР 1Н (399,78 МГц, ДМСО-d6, δ, 
м. д.): 12,45 (1H, с, 5-ОН-группа), 10,73 (1Н, с, 
7-ОН-группа), 9,28 (1Н, с, 4ʹ-ОН-группа), 
9,17 (2Н, с, 3ʹ-ОН- и 5ʹ-ОН-группы), 8,75 (1Н, с, 
3-ОН-группа), 7,20 (2Н, с, Н-2ʹ и Н-6ʹ), 6,32 
(1Н, д, J = 2,2 Гц, Н-8), 6,14 (1Н, д, J = 2,2  Гц, 
Н-6).

Спектр ЯМР 13С (100,52 МГц, ДМСО-d6, 
δ, м. д.): 176,29 (С-4), 164,39 (С-7), 161,25 
(С-5), 156,59 (С-9), 147,36 (С-4ʹ), 146,23 (С-3ʹ 
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Рис. 1. Структурные формулы мирицитрина (a) и мирицетина (b)

Fig. 1. Structural formulas of myricitrin (a) and myricetin (b)
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и С-5ʹ), 136,38 (С-2 и C-3), 121,30 (С-1ʹ), 107,68 
(С-2ʹ и C-6ʹ), 103,49 (С-10), 93,71 (С-8), 98,67 (С-6).

Исходя из спектральных данных, по-
скольку доминирующий флавоноид мири-
цитрин имеет в длинноволновой области 
электронного спектра максимум поглощения 
при 360 ± 2  нм, нами была выбрана длина 
волны 360 нм для детекции анализируемых 
веществ при проведении ВЭЖХ-анализа.

Приготовление рабочих растворов для 
анализа методом УФ-спектрофотомет рии.

Настойку коры ореха черного получали 
с помощью 70 % этилового спирта в соотно-
шении сырье/экстрагент 1 : 5 с применением 
метода дробной маце рации. 

Пробоподготовка для настойки коры оре-
ха черного. Около 1 мл настойки коры ореха 
черного (точная навеска) помещают в мерную 
колбу вместимостью 25 мл, доводят объем 
раствора до метки 70 %  этиловым спиртом 
(испытуемый раствор А). 1 мл испытуемого 
раствора А помещают в мерную колбу вмести-
мостью 50 мл, добавляют 2 мл 3 % спиртового 
раствора алюминия хлорида и доводят объ-
ем раствора до метки 96 % этиловым спиртом 
(испытуемый раствор Б). В качестве раствора 
сравнения использовали раствор, получен-
ный следующим образом: 1 мл испытуемого 
раствора А помещают в мерную колбу вме-
стимостью 50 мл и доводят объем раствора 
96 % этиловым спиртом до метки.

Приготовление стандартного раствора 
мирицитрина для УФ-спектрофотометрии. 
Около 0,0025 г (точная навеска) предваритель-
но высушенного мирицитрина (содержание 
основного вещества ≥98 %) помещают в мер-
ную колбу вместимостью 25 мл, растворяют 
в 15 мл 80 % этилового спирта при нагревании 
на водяной бане. После охлаждения содержи-
мого колбы до комнатной температуры дово-
дят объем раствора 80 % этиловым спиртом 
до метки (раствор А мирицитрина). 5 мл рас-
твора А мирицитрина помещают в мерную 
колбу вместимостью 25 мл, прибавляют 2 мл 
3 % спиртового раствора алюминия хлорида 
и доводят объем раствора до метки 96 % эти-
ловым спиртом (испытуемый раствор Б ми-
рицитрина).

Приготовление рабочих растворов для 
анализа методом ВЭЖХ.

Пробоподготовка для настойки коры ореха 
черного. Около 5,00 мл настойки коры ореха 
черного помещают в мерную колбу вместимо-
стью 25 мл, доводят объем раствора до метки 
96 %  этиловым спиртом (испытуемый рас-
твор А). Испытуемый раствор А предвари-
тельно фильтруют через мембранный фильтр 
Milipore (0,45 мкм).

Приготовление стандартного раствора 
мирицитрина для ВЭЖХ. Около 0,02 г (точ-
ная навеска) предварительно высушенного 
мирицитрина (содержание основного веще-
ства ≥98 %) переносили в мерную колбу вме-
стимостью 50 мл, растворяли в 70 % этаноле 
и доводили объем раствора до метки тем же 
растворителем.

Приготовление стандартного раствора 
мирицетина для ВЭЖХ. Около 0,02 г (точ-
ная навеска) предварительно высушенного 
мирицетина (содержание основного веще-
ства ≥98 %) переносили в мерную колбу вме-
стимостью 50 мл, растворяли в 70 % этаноле 
и доводили объем раствора до метки тем же 
растворителем.

Условия хроматографического разделе-
ния. Хроматографический анализ осущест-
вляли методом обращенно-фазовой ВЭЖХ 
на микроколоночном жидкостном хрома-
тографе «Милихром-6» (НПАО «Научпри-
бор») в следующих условиях: изократиче-
ский режим, стальная колонка КАХ-6-80-4 
(№ 2; 2 × 80 мм; Сепарон-C18 7 мкм), подвиж-
ная фаза ацетонитрил: 1 % раствор уксус ной 
кислоты в воде в соотношении 2 : 8, скорость 
элюирования  — 100 мкл/мин, объем элюен-
та  — 2500 мкл. Детекцию веществ осущест-
вляли при длине волны 360 нм. Объемы 
инжектируемых проб: 4 мкл (настойка, мири-
цитрин, мирицетин).

Оценка пригодности хроматографиче-
ской системы. С целью проверки пригод-
ности хроматографической системы прово-
дили 5-кратное хроматографирование 4 мкл 
испытуемого раствора настойки коры ореха 
черного. В дальнейшем рассчитывали следую-
щие показатели: эффективность колонки, раз-
решение между пиками, фактор асимметрии 
(табл. 1).

Валидационный анализ. Для построения 
градуировочного графика серию разведения 
мирицитрина (250–1500  мкг/мл) хроматогра-
фировали в описанных условиях. На основа-
нии полученных данных строили график в ко-
ординатах «концентрация, мг/мл  — площадь 
пика» и рассчитывали уравнение линейной 
регрессии (Y = aX + b), значение коэффици-
ента детерминации (r2), стандартное откло-
нение с использованием Microsoft Excel 2013. 
Статистическую обработку эксперименталь-
ных данных промежуточной прецизионности 
разработанной методики при анализе 11 проб 
образцов испытуемых растворов настойки 
(P = 95 %) проводили с использованием крите-
рия Стьюдента с помощью программ Microsoft 
Excel с вычислением граничных значений до-
верительного интервала среднего результата 
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и определением ошибки единичного определе-
ния (ГФ XIV, ОФС 1.1.0013.15). Стабильность 
методики определяли на образце настойки 
коры ореха черного, анализируя его через 2, 4, 
8, 12, 24, 48 и 72 ч после первого анализа. 
Правильность методики выявляли на образ-
це настойки коры ореха черного с введением 
в аликвоту образца раствора стандартного 
образца мирицитрина в количестве от 80  до 
120 % исходного содержания.

Результаты исследования и обсуждение. 
В результате ТСХ-анализа в системе раство-
рителей хлороформ – этанол – вода (25 : 18 : 2) 
отмечено, что наиболее информативными 
явля ются хроматограммы, просматриваемые 
при длине волны 365 нм до и после обработ-
ки спиртовым раствором алюминия хлорида 
с дальнейшей обработкой щелочным раство-
ром диазобензолсульфокислоты.

По результатам проводимых хроматогра-
фических исследований выявлен ряд осо-
бенностей хроматографических профилей 
изучаемых объектов. При детектировании 

хроматографических пластинок с 70 % спирто- 
водными извлечениями коры ореха черного, 
а также настойкой соответствующего ЛРС 
в видимом и УФ-свете при 365 нм наблюдается 
наличие широкого спектра фенольных соеди-
нений различного состава. Заметно преобла-
дание веществ флавоноидной структуры, вы-
явленных в результате усиления окраски после 
нанесения спиртового раствора AlCl3. Во всех 
извлечениях и образцах настоек обнаружены 
зоны адсорбции одного доминирующего со-
единения флавоноидной природы ярко-жел-
того цвета в видимом, темно-коричневого 
цвета в УФ-свете с Rf ≈ 0,4. Выявленные зоны 
адсорбции совпадают с зонами адсорбции 
исполь зуемого в качестве стандарта мирици-
трина (3-О-α-L-рамнопиранозид мирицети-
на). По хроматограммам видно, что мирици-
трин во всех указанных видах ЛРС является 
доминирующим компонентом. Кроме того, 
в извле чениях и настойках соответствующе-
го ЛРС обнаруживается продукт гидролиза 
мирицитрина  — агликон мирицетин. Также 

Таблица 1 / Table 1

Определение пригодности хроматографической колонки
Determination of the suitability of a chromatographic column

Параметр хроматографической колонки Значение Нормативный показатель

Эффективность колонки 5115 Не менее 2000 теоретических тарелок

Разрешение между пиками 1,65 Не менее 1,5

Фактор асимметрии 1,35 Не более 1,5

Рис. 2. Тонкослойная хроматограмма анализа водно-спиртовых извлечений коры и листьев ореха черного 
(Juglans nigra L.) в системе растворителей хлороформ – этанол – вода (25 : 18 : 2): a — детекция в видимом 
свете; b — детекция в УФ-свете при длине волны 365 нм; c — детекция в УФ-свете при длине волны 365 нм 
после обработки спиртовым раствором хлорида алюминия (AlCl3); d — детекция после обработки диазобен-
золсульфокислотой. 1  — 70 % водно-спиртовое извлечение коры ореха черного; 2  — настойка коры ореха 
черного; 3 — 70 % водно-спиртовое извлечение листьев ореха черного; 4 — настойка листьев ореха черного; 
5 — стандартные образцы мирицитрина; 6 — стандартные образцы мирицетина

Fig. 2. TLC-chromatogram of water-ethanolic extraction from Juglans nigra barks and leaves in a solvent system of 
chloroform-ethanol-water (25:18:2): a — detection in visible light; b — detection in UV light at the wavelength of 
365 nm; c — detection in UV light at the wavelength of 365 nm after the processing with an ethanolic solution of 
aluminum chloride (AlCl3); d — detection after the processing with diazobenzenesulfonic acid. 1 — 70% solutions 
of water- ethanolic extraction of Juglans nigra bark; 2 — tincture of Juglans nigra bark; 3 — 70% solutions of water-
ethanolic extraction of Juglans nigra leaves; 4 — tincture of Juglans nigra leaves; 5 — myricitrin; 6 — myricetin

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 61 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

a b c d
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в извле чениях обнаружены другие флавоно-
идные соединения, предположительно, негли-
козидной структуры (рис. 2).

При сравнительном изучении электронных 
спектров испытуемых растворов настойки 
коры ореха черного обнаруживаются харак-
терные для флавоноидов, в частности — фла-
вонолов, 2 максимума поглощения около 260 
и 360 нм, что подтверждается батохромным 
сдвигом длинноволновой полосы в присут-
ствии AlCl3, а также данными дифференци-
альных спектров с максимумом поглощения 
414–416 нм (рис. 3, 4).

Нами было выявлено, что содержащийся 
в коре ореха черного мирицитрин во мно-
гом определяет характер кривой поглощения 
водно- спиртового извлечения из коры ореха 
черного, а значит, является диагностически 
значимым веществом для данного вида  сырья. 
Принимая во внимание тот факт, что мак-
симумы поглощения раствора флавоноида 
и водно-спиртового извлечения коры ореха 
черного находятся в области 416 нм (диффе-
ренциальный вариант), целесообразно опре-
деление содержания суммы флавоноидов 
в пересчете на мирицитрин при длине волны 
416 нм (рис. 5, 6).

В ходе разработки методик количественного 
определения для настойки коры ореха черно-
го нами определены оптимальные параметры 
пробоподготовки, а также аналитическая длина 
волны для количественного анализа (416 нм).

Методика количественного определе-
ния суммы флавоноидов в настойке коры 

ореха черного. 1,00 мл настойки коры оре-
ха черного помещают в мерную колбу вме-
стимостью 25  мл, доводят объем раствора 
до метки 70 %  этиловым спиртом (испыту-
емый раствор  А). 1  мл испытуемого раство-
ра  А помещают в мерную колбу вместимо-
стью 50 мл, прибавляют 2 мл 3 % спиртового 
раствора алюминия хлорида и доводят объем 
раствора до метки 96 %  этиловым спиртом 
(испы туемый раствор Б). В качестве раствора 

Рис. 3. Электронные спектры испытуемого раствора 
настойки коры ореха черного: 1  — исходный рас-
твор; 2 — раствор с добавлением алюминия хлорида

Fig. 3. Electronic spectra of the studied solution of the 
tincture with Juglans nigra bark: 1 — initial solution; 2 — 
solution with the addition of aluminum chloride
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Рис. 4. Электронные спектры испытуемого раствора 
настойки коры ореха черного (дифференциальный 
вариант)

Fig. 4. Electronic spectra of the studied solution of the 
tincture with Juglans nigra bark (differential option)
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Рис. 5. Электронные спектры спиртовых растворов 
мирицитрина: 1  — исходный раствор; 2  — раствор 
с добавлением алюминия хлорида

Fig. 5. Electronic spectra of ethanolic solutions of myrici-
trin: 1 — initial solution; 2 — solution with the addition 
of aluminum chloride
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сравнения исполь зовали раствор, получен-
ный следующим образом: 1  мл испытуемого 
раствора  А помещают в мерную колбу вме-
стимостью 50 мл и доводят объем раствора 
96 % этиловым спиртом до метки.

П р и м е ч а н и е: Приготовление раствора 
выделенного вещества. Около 0,0025 г (точная 
навеска) предварительно высушенного ми-
рицитрина (содержание основного вещества 
≥98 %) помещают в мерную колбу вмести-
мостью 25 мл, растворяют в 15 мл 80 %  эти-
лового спирта при нагревании на водяной 
бане. После охлаждения содержимого колбы 
до комнатной температуры доводят объем 
раствора 80 %  этиловым спиртом до метки 
(раствор А мирицитрина). 5 мл раствора А ми-

рицитрина помещают в мерную колбу вмести-
мостью 25 мл, прибавляют 2 мл 3 % спирто-
вого раствора алюминия хлорида и доводят 
объем раствора до метки 96 % этиловым спир-
том (испытуемый раствор Б мирицитрина).

Содержание суммы флавоноидов в пере-
счете на мирицитрин и абсолютно сухое сырье 
в процентах (X) вычисляют по формуле:

X
D m

D V
�

� � � � �

� � � �
o

o

25 50 5 100
25 1 25

,

где D  — оптическая плотность испытуемого 
раствора; Do — оптическая плотность раство-
ра СО мирицитрина; V  — объем настойки, 
взятой для анализа, мл; mo  — масса СО ми-
рицитрина, г.

В случае отсутствия стандартного образ-
ца мирицитрина целесообразно использовать 
теоретическое значение удельного показателя 
поглощения  — 432 при длине волны 416 нм:

X D
V

� � �
�
25 50
432

,

где D  — оптическая плотность испытуемого 
раствора; V  — объем настойки, взятой для 
анализа, мл; 432  — удельный показатель по-
глощения (E1

1
см
% ) мирицитрина при 416 нм.

Метрологические характеристики мето-
дики количественного определения содер-
жания суммы флавоноидов в настойке ореха 
черного представлены в табл. 2. Результаты 
статистической обработки проведенных опы-
тов свидетельствуют, что ошибка единичного 
определения суммы флавоноидов в настойке 
коры ореха черного с доверительной веро-
ятностью 95 % составляет ±8,91 % (табл.  2).

Рис. 6. Электронный спектр раствора мирицитрина 
(дифференциальный вариант)

Fig. 6. Electronic spectra of ethanolic solution of myrici-
trin (differential option)
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Таблица 2 / Table 2

Метрологические характеристики методик количественного определения суммы флавоноидов в настойке коры 
ореха черного 
Metrological characteristics of the method of quantitative determination of the total of flavonoids from the tinctura  
Juglans nigra bark

n f X S SX P, % t (P, f) ∆X E, %

11 10 0,84 0,03357 0,01012 95 2,23 ±0,07 ±8,91

Таблица 3 / Table 3

Содержание суммы флавоноидов в настойке коры ореха черного в зависимости от добавления мирицитрина
The content of the total of flavonoids in the tincture of the Juglans nigra bark depending on the addition of myricitrin

Исходное содержание 
суммы флавоноидов, 

мг/г

Добавление  
мирицитрина, мг/г

Содержание суммы флавоноидов, мг/г Ошибка

расчетное найденное абсолютная, мг относительная, %

5,0 1,25 6,25 6,05 –0,2 –3,2

5,0 2,5 7,5 7,9 +0,4 +5,33

5,0 3,75 8,75 8,45 –0,3 –3,43
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Валидационную оценку разработанной 
методики проводили по показателям: спе-
цифичность, линейность, правильность 
и вос производимость. Специфичность мето-
дики определялась по соответствию макси-
мумов поглощения комплекса флавоноидов 
коры ореха черного и выделенного вещества 
с алюминием хлоридом. Линейность методики 
определяли для серии растворов мирицитри-
на (с концентрациями в диапазоне от 0,00795 
до 0,02385 мг/мл). Коэффициент корреляции 
составил 0,99974. 

Правильность методики определяли пу-
тем добавок раствора доминирующего со-
единения с известной концентрацией (25, 50 
и 75 %) к испытуемому раствору настойки. 
При этом средний процент восстановления 
составил 96 %. Опыты с добавками СО мири-
цитрина к навеске сырья показали, что ошиб-
ка анализа находится в пределах ошибки еди-
ничного определения, что свидетельствует 
об отсутствии систематической ошибки раз-
работанной методики (опыты с добавками) 
(табл. 3).

Содержание суммы флавоноидов, опреде-
ленное методом дифференциальной спектро-
фотомерии при аналитической длине волны 
416 нм, в исследуемых образцах настойки 
коры ореха черного составило 0,84 ± 0,07 % 
(в пересчете на мирицитрин).

При анализе методом ВЭЖХ определено, 
что в указанных условиях хроматографиро-
вания при использовании системы ацетони-
трил  – вода в соотношении 2 : 8 в испытуе-
мом растворе настойки возможно идентифи-
цировать анализируемый компонент  — ми-
рицитрин (рис. 7, 9). Кроме того, выявлено, 
что в системе ацетонитрил – вода в соотноше-

нии 2 : 8 возможно идентифицировать агли-
кон мирицитрина  — мирицетин (рис. 8, 9).

Время удерживания пиков мирицитрина 
и мирицетина на хроматограмме рабочего 
стандартного образца мирицитрина, а также 
в испытуемых растворах настойки и сухого 
экстракта коры ореха черного представлены 
в табл. 4.

Добавление раствора мирицитрина (1) 
и мирицетина (2) в испытуемые растворы на-
стойки и сухого экстракта коры ореха черно-
го проявляется на хроматограмме увеличени-
ем интенсивности пика мирицитрина и пика 
мирицетина соответственно по сравнению 
с таковой флавоноидов 1 и 2 в исходном испы-
туемом растворе (рис. 10).

Рис. 7. Высокоэффективная жидкостная хромато-
грамма мирицитрина

Fig. 7. High performance liquid chromatogram of myri-
citrin
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Рис. 8. Высокоэффективная жидкостная хромато-
грамма мирицетина

Fig. 8. High performance liquid chromatogram of myri-
cetin
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Рис. 9. Высокоэффективная жидкостная хромато-
грамма испытуемого раствора настойки коры ореха 
черного: 1 — мирицитрин; 2 — мирицетин

Fig. 9. High performance liquid chromatogram of test so-
lutions of tincture with Juglans nigra bark: 1 — myrici-
trin; 2 — myricetin
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Принимая во внимание невысокое содер-
жание мирицетина в извлечении по сравне-
нию с мирицитрином, считаем целесообраз-
ным количественный анализ осуществлять 
только по мирицитрину. Зависимость пло-
щади хроматографического пика от концен-
трации мирицитрина описывалась линей-
ной регрессией в диапазоне концентраций 

от 250 до 1500 мкг/мл (рис. 11), предел коли-
чественного определения составил 140 мкг/мл. 
Точность методики количественного опреде-
ления для настойки коры ореха черного со-
ставила 94,72–104,79 % (табл. 5).

Методика количественного определения 
мирицитрина в настойке коры ореха чер ного. 
5,00 мл настойки коры ореха черного помещают 

Таблица 4 / Table 4

Времена удерживания пиков флавоноидов настойки коры ореха черного
Peaks retention time of the tincture of the Juglans nigra bark

Флавоноид
Время удерживания на хроматограмме, мин

стандартный образец настойка сухой экстракт

Мирицитрин (1) 7,326 6,951 6,741

Мирицетин (2) 14,211 18,909 17,277

Рис. 10. Высокоэффективная жидкостная хроматограмма испытуемого раствора настойки коры ореха черного 
с добавлением мирицитрина (1) и мирицетина (2)

Fig. 10. High performance liquid chromatogram of the studied solution of the tincture of the Juglans nigra bark with 
the addition of myricitrin (1) and myricetin (2)
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Рис. 11.  График зависимости площади пика от концентрации мирицитрина в пробе и уравнение линейной 
регрессии

Fig. 11. Chart of the dependence of the peak area on the concentration of myricitrin in the sample and the equation 
of linear regression
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в мерную колбу вместимостью 25 мл, доводят 
объем раствора до метки 96 % этиловым спир-
том (испытуемый раствор А). Испытуемый рас-
твор А предварительно фильтруют через мем-
бранный фильтр Milipore (0,45 мкм).

В жидкостной хроматограф «Милихром-6» 
(НПАО «Научприбор») с УФ-детектором 
вводят 4 мкл полученного раствора. Хро-
матографируют в условиях обращенно- 
фазо вой хроматографии в изократическом 
режиме на стальной колонке КАХ-6-80-4 
(№ 2; 2 × 80 мм; Сепарон-C18 7 мкм), элюент-
ная система ацетонитрил – вода в соотноше-
нии 2 : 8 с добавлением 1 % уксусной кислоты, 
скорость элюирования  — 100 мкл/мин, объ-
ем элюента — 2500 мкл. Рабочая длина волны 
360 нм, диапазон чувствительности 0,5. 

Параллельно 4 мкл СО мирицитрина вво-
дят в хроматограф и хроматографируют, 
как описано выше. Проводят не менее 3 па-
раллельных определений для испытуемого 
раствора настойки и стандартного раствора 
мирицитрина. Указанные пробы вводят в хро-
матограф и хроматографируют, как описано 
выше. Идентифицируют пик мирицитрина 
на хроматограммах испытуемого раствора. 
Вычисляют среднюю площадь пика мирици-
трина на хроматограммах раствора СО мири-
цитрина и испытуемого раствора по результа-
там трех определений.

Содержание мирицитрина в настойке ко-
ры  ореха черного в пересчете на абсолют-
но сухое сырье в процентах (X) вычисляли 
по формуле:

X
S m V V

S V V V
�

� � � � �

� � �
0 2

0 0 1

0 98 100,
,

н

где S  — среднее значение площади пика ми-
рицитрина на хроматограмме испытуемого 
раствора; S0  — среднее значение площади 
пика мирицитрина на хроматограмме стан-
дартного раствора; V  — объем извлече-
ния,  мл; V1  — объем вводимой пробы рас-
твора испы туемого образца, мкл; V0 — объем 
раствора СО мирицитрина, мл; V2  — объем 
вводимой пробы раствора СО мирицитрина, 
мкл; Vн  — объем настойки, взятой для ана-
лиза, мл; m0  — масса СО мирицитрина, г; 
0,98 — содержание основного вещества в СО 
мирицитрина.

Содержание мирицитрина в настойке коры 
ореха черного  — 0,42 ± 0,06 %. Результаты 
оценки промежуточной прецизионности раз-
работанной методики при анализе 11 проб 
образ цов из одной серии сырья свидетельству-
ют об удовлетворительной воспроизводимо-
сти результатов анализа. Ошибка единичного 
определения содержания мирицитрина в на-
стойке коры ореха черного с доверительной ве-
роятностью 95 % составляет ±15,04 % (табл. 6). 

Таким образом, результаты проведенных 
спектральных и хроматографических иссле-
дований свидетельствуют о целесообразности 
стандартизации настойки коры ореха черно-
го путем определения суммы флавоноидов 
в пересчете на мирицитрин с использовани-
ем  метода УФ-спектрофотометрии при дли-
не волны 416 нм. Кроме того, обоснована 
методика количественного определения со-
держания доминирующего и диагностиче-
ски значимого флавоноида  — мирицитрина 
с исполь зованием методов ТСХ, ВЭЖХ и де-
тектированием на УФ-детекторе при длине 
волны 360 нм. 

Таблица 5 / Table 5

Результаты определения правильности методики
Correctness of the technique: determination findings

Исходное содержание 
суммы мирицитрина,  

мг/г

Добавление  
мирицитрина, мг/г

Содержание мирицитрина, мг/г Ошибка

расчетное найденное абсолютная, мг относительная, %

2,40 1,90 4,30 4,14 –0,16 –3,72

2,40 2,40 4,80 4,57 +0,23 +4,79

2,40 2,90 5,30 5,02 –0,28 –5,28

Таблица 6 / Table 6

Оценка промежуточной прецизионности методики количественного определения мирицитрина в коре ореха черного
Еstimation of the intermediate precision of the quantitative determination method (myricitrin fin the tincture of the Juglans nigra bark)

Образец f X S P, % t (P, f) ∆X E, %

Настойка коры 
ореха черного

10 0,42 0,02834 95 2,23 ±0,06 ±15,04
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1.  С помощью метода ТСХ определены 
основ ные группы биологически активных 
веществ настойки ореха черного, необхо-
димые для идентификации указанного пре-
парата. Определено, что доминирующим 
флавоноидом настойки коры ореха черного 
является мирицитрин с величиной Rf ≈ 0,4.

2.  Разработана методика количественного 
определения суммы флавоноидов в на-
стойке коры ореха черного методом диффе-
ренциальной спектрофотометрии с исполь-
зованием СО мирицитрина при аналитиче-
ской длине волны 416 нм.

3.  Содержание суммы флавоноидов для на-
стойки коры ореха черного составляет 
0,84 ± 0,07. Ошибка единичного определе-
ния с доверительной вероятностью 95 % — 
±8,91 %.

4.  Разработана методика количественного 
определения мирицитрина в настойке коры 
ореха черного методом ВЭЖХ. 

5.  Содержание доминирующего флавонои-
да  — мирицитрина (мирицетин-3-O-α-L-
рамнопиранозид) в настойке коры ореха 
черного 0,42 ± 0,06 %. Ошибка единично-
го определения мирицитрина в коре оре-
ха черного с доверительной вероятностью 
95 % составляет ±15,04 %.

Авторы заявляют об отсутствии кон-
фликта интересов.
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