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 ■ Один из перспективных источников флавоноидов — цветки бархатцев отклоненных (Tagetes patula  L.). 
Цель исследования — разработка подходов к стандартизации цветков бархатцев отклоненных, заключающих-
ся в определении подлинности данного сырья и количественного определения биологически активных соеди-
нений. В результате проведенного сравнительного хроматографического исследования в цветках бархатцев 
отклоненных обнаружено наличие флавоноидов с использованием детекции при длине волны 254 и 366 нм 
до и после проявления спиртовым раствором алюминия хлорида (AlCl3). Разработана методика количествен-
ного определения патулитрина и патулетина в цветках бархатцев отклоненных (Tagetes patula  L.) методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии. Содержание доминирующего флавоноида — патулитрина 
(7-О-β-D-глюкопиранозид 3,5,7,3ʹ,4ʹ-пентагидрокси-6-метоксифлавона) в цветках бархатцев отклоненных 
варьиру ет от 5,11 ± 0,18 до 5,64 ± 0,17 %. Ошибка единичного определения патулитрина в цветках бархатцев 
отклоненных с доверительной вероятностью 95 % составляет ±3,32 %.
 ■ Ключевые слова: бархатцы отклоненные; Tagetes patula L.; цветки; флавоноиды; хроматографический ана-

лиз; стандартизация.
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 ■ The spreading marigold (Tagetes patula L.) is a prospective source of flavonoids. The aim of the study is to develop 
methods of standardization of spreading marigold flowers, consisting in determining the identity of this raw material 
and the quantitative determination of biologically active compounds. As a result of a comparative chromatographic 
study, the presence of flavonoids was revealed at the wavelength of 254 and 366 nm before and after the reaction with 
the alcohol solution of aluminum chloride. The method of determination of patulitrin and patuletin in the spread-
ing marigold flowers (Tagetes patula L.) with the use of high performance liquid chromatography was developed. 
The content of dominant flavonoid patulitrin in the flowers of T. patula varies from 5.11 ± 0.18% to 5.64 ± 0.17%. 
The error of single determination of patulitrin in the spreading marigold flowers with confidence probability of 95% 
is ±3.32%.
 ■ Keywords: spreading marigold; Tagetes patula L.; flowers; flavonoids; chromatographic analysis; standardization.

Введение

В современной фармацевтической про-
мышленности находит широкое применение 
лекарственное растительное сырье (ЛРС) 
для получения целого ряда лекарственных 

растительных препаратов, эффективных 
для лечения многих заболеваний и оказы-
вающих минимальные побочные действия. 
Особый интерес представляют лекарственные 
растения, содержащие флавоноиды, благодаря 
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актив ности [1–3].

Один из перспективных источников фла-
воноидов — цветки бархатцев отклоненных 
(Tagetes patula L.) [4–6]. На сегодняшний день 
данный вид растительного сырья не являет-
ся официальным, препаратов на его основе 
в Российской Федерации не зарегистриро-
вано. В связи с этим актуальным считается 
вопрос стандартизации цветков бархатцев 
отклоненных, как перспективного вида ЛРС, 
основанной на определении количественного 
и качественного содержания доминирующей 
в них группы биологически активных соеди-
нений — флавоноидов.

Цель настоящего исследования — разра-
ботка методик качественного и количествен-
ного определения содержания флавоноидов 
в цветках бархатцев отклоненных методами 
хроматографического анализа.

материалы и методы

Материалом исследования стали цветки 
бархатцев отклоненных сорта «Мандарин», 
собранные в августе-сентябре 2018 и 2019 гг. 
в Ботаническом саду Самарского университе-
та в период массового цветения и плодоноше-
ния растения.

Тонкослойную хроматографию (ТСХ) осу-
ществляли с использованием хроматографи-
ческих пластинок Sorbfil ПТСХ-АФ-А-УФ 
и системе растворителей хлороформ – эта-
нол – вода (25 : 18 : 2). Детекцию веществ 
на хроматограмме проводили при дневном 
свете, в УФ-свете при длине волны 254 нм 
и 366 нм (до и после проявления раствором 
алюминия хлорида). 

Хроматографический анализ осуществляли 
методом обращенно-фазовой высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) 
на микроколоночном жидкостном хромато-
графе «Милихром-6» (НПАО «Научприбор») 
в следующих условиях: изократический режим, 
стальная колонка КАХ-6-80-4 (№ 2;  2 × 80  мм; 
Сепарон-C18 7 мкм), подвижная фаза — ацето-
нитрил: 1 % раствор уксусной кислоты в воде 
в соотношении 3 : 7, скорость элюирования — 
100 мкл/мин, объем элюента  — 2500 мкл. 
Детекцию веществ осуществляли при дли-
не волны 360 нм. Объемы инжектируемых 
проб — 4 мкл (патулитрин, патулетин и извле-
чение из цветков бархатцев отклоненных).

Для выделения флавоноидов использова-
ли колоночную хроматографию на силика-
геле L  40/100 (Чехия) с последующей пере-
кристаллизацией (чистота веществ под-
тверждалась физико-химическими констан-

тами и УФ-спектро скопией). Для этих целей 
нами было получено извлечение из 150 г цвет-
ков бархатцев отклоненных сорта «Мандарин» 
с помощью 70 % этилового спирта в соотно-
шении 1 : 5, которое упаривали под вакуумом, 
наносили на силикагель L 40/100 и высушива-
ли. В качестве элюентов использовали хлоро-
форм, а также смеси хлороформа и этилово-
го спирта в соотношениях 99 : 1; 98 : 3; 97 : 5; 
93 : 7; 90 : 10; 85 : 15; 80 : 20; 70 : 30 и 60 : 40. 
Элюаты делили на фракции, примерно одина-
кового объема (по 200 мл), затем упаривали 
под вакуумом. 

Из фракций, полученных элюированием 
смесью хлороформа и этилового спирта в соот-
ношении 60 : 40, выделили доминирующее ве-
щество с величиной Rf около 0,4, а из фракций, 
где в качестве элюата выступала смесь хлоро-
форма и этилового спирта в соотношении 93 : 7, 
выделили вещество с величиной Rf около 0,7.

Идентификацию выделенных соедине-
ний проводили на основании данных УФ-, 
1Н  ЯМР-, 13С  ЯМР-спектроскопии. Спектры 
ЯМР 1Н получали на приборе JNM-ECX 400 
(399,78 МГц), спектры ЯМР 13С — на приборе 
JNM-ECX 400 (100,52 МГц).

результаты и их обсуждение

В результате хроматографических иссле-
дований нами были выделены флавоноиды, 
идентифицированные как патулитрин (7-О-β-
D-глюкопиранозид 3,5,7,3ʹ,4ʹ-пентагидрокси-
6-метоксифлавона) и его агликон — патулетин 
(3,5,7,3ʹ,4ʹ-пентагидрокси-6-метоксифлавон) 
(рис. 1).

Патулитрин (7-О-β-D-глюкопиранозид 
3,5,7,3ʹ,4ʹ-пентагидрокси-6-метоксифлаво-
на) (1). Кристаллическое вещество ярко жел-
того цвета, С22Н22О13, т. пл. 250–252 °C (спирт 
этиловый). УФ-спектр (EtOH, λmax, нм): 266, 
382; +NaOAc 266, 384; +NaOAc + H3BO3  272, 
400; +AlCl3 276, 382 пл., 443; +AlCl3 + HCl 275, 
382 пл., 438; +NaOMe 303, 373, 445 (пл.).

Спектр ЯМР 1Н (399,78 МГц, ДМСО-d6, 
δ,  м. д.): 12,47 (1H, с, 5-ОН-группа), 9,48 (3Н, 
уш.  с, 3-ОН-группа, 7-ОН-группа и 4ʹ-ОН-
группа), 7,70 (1Н, д, J = 2,5 Гц, Н-2ʹ), 7,52 
(1Н,  дд, J = 2,5 и 8,5 Гц, Н-6ʹ), 6,92 (1Н,  с, 
Н-8), 6,88 (1Н, д, J = 8,5 Гц, Н-5ʹ), 5,11 (1Н, д, 
J = 7,12 Гц, Н-1ʹʹ глюкопиранозы), 3,75 (3H, с, 
ОСН3 при С-6), 3,3–4,6 (6Н глюкопиранозы).

Спектр ЯМР 13С (100,52 МГц, ДМСО-d6, 
δ, м. д.): 176,66 (С-4), 156,89 (С-7), 151,94 (С-5), 
151,58 (С-9), 148,43 (С-4ʹ), 148,22 (С-3ʹ), 145,49 
(C-3), 135,31 (C-6ʹ), 132,32 (С-2ʹ), 122,39 (С-1ʹ), 
120,56 (С-6), 116,08 (С-2), 115,93 (С-5ʹ), 104,12 
(С-10), 100,64 (C-1ʹʹ глюкозы), 77,75 (C-5ʹʹ 
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глюкозы), 77,20 (C-3ʹʹ глюкозы), 73,72 (C-2ʹʹ 
глюкозы), 70,08 (C-4ʹʹ глюкозы), 61,15 (C-6ʹʹ 
глюкозы), 60,86 (CH3O при С-6). 

Патулетин (3,5,7,3ʹ,4ʹ-пентагидрокси-6-
метоксифлавон) (2). Кристаллическое ве-
щество ярко-желтого цвета, С16Н12О8; т.  пл. 
265–267 °C (водный спирт). УФ-спектр (EtOH, 
λmax, нм): 264, 296  пл., 378; +NaOAc  268, 
382  +NaOAc + H3BO3 270, 396; +AlCl3 274, 
381  пл., 438; +AlCl3 + HCl  275, 381  пл., 436; 
+NaOMe 328, 368 пл., 428 (пл.). 

Спектр ЯМР 1Н (399,78 МГц, ДМСО-d6, δ, 
м. д.): 12,54 (1H, с, 5-ОН-группа), 10,65 (1Н, с, 
7-ОН-группа), 9,56 (1Н, с, 4ʹ-ОН-группа), 9,32 
(1Н, с, 3-ОН-группа), 7,64 (1Н,  д, J = 2,5 Гц, 
Н-2ʹ), 7,50 (1Н, дд, J = 2,5 и 8,5 Гц, Н-6ʹ), 6,85 
(1Н, д, J = 8,5 Гц, Н-5ʹ), 6,48 (1Н, с, Н-8), 3,73 
(3H, с, ОСН3 при С-6).

Спектр ЯМР 13С (100,52 МГц, ДМСО-d6, δ, 
м. д.): 176,56 (С-4), 157,50 (С-7), 152,27 (С-5), 
151,84 (С-9), 148,24 (С-4ʹ), 147,46 (С-3ʹ), 145,49 
(C-3), 135,31 (C-6ʹ), 132,32 (С-2ʹ), 122,39 (С-1ʹ), 
120,56 (С-6), 116,08 (С-2), 115,93 (С-5ʹ), 104,12 
(С-10), 60,52 (CH3O при С-6). 

При проведении анализа методом тонко-
слойной хроматографии в качестве стандар-
тов использовали не только вещества, выде-
ленные из цветков бархатцев откло ненных, 
но и кверцетин, описанный ранее для цветков 
бархатцев отклоненных, причем этот флаво-
ноид изучен в данной в работе в качестве по-
тенциального стандартного образ ца при раз-
работке методики определения подлинности 
сырья, так как кверцетин имеет значение Rf 
около 0,7, соответствующее значению Rf пату-
летина.
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рис. 1. Структурные формулы флавоноидов цветков бархатцев отклоненных

Fig. 1. The structural formulas of flavonoids of Tagetes patula L. flowers

рис. 2. Хроматограмма анализа водно-спиртового извлечения цветков бархатцев отклоненных в системе 
растворителей хлороформ – этанол – вода (25 : 18 : 2). Детекция в УФ-свете при длине волны 254 нм (a); 
366 нм (b); 366 нм после обработки спиртовым раствором AlCl3 (c). 1 — настойка цветков бархатцев откло-
ненных; 2 — патулетин; 3 — кверцетин; 4 — патулитрин

Fig. 2. The chromatogram of the analysis of water-alcohol extraction of Tagetes patula L. flowers in the system of 
solvents chloroform – ethanol – water (25:18:2). Detection in UV light at the wavelength of 254 nm (a); 366 nm (b); 
366 nm in the presence of alcohol solution of AlCl3 (c). 1 — tincture of Tagetes patula L. flowers; 2 — patuletin; 3 — 
quercetin; 4 — patulitrin

a b c

1 2 3 4 1 2 3 41 2 3 4



108 Issue 5–6 / 2021 Aspirantskiy Vestnik Povolzhiya ISSN 2072-2354

 P
HA

RM
AC

Y Определено, что наиболее информативны-
ми являются хроматограммы, полученные в си-
стеме растворителей: хлороформ – этанол  – 
вода (25 : 18 : 2), просматриваемые при длине 
волны 366 нм до и после обработки спирто-
вым раствором алюминия хлорида (рис. 2).

Принимая во внимание то обстоятельство, 
что патулитрин и патулетин являются доми-
нирующими флавоноидными компонентами 
цветков бархатцев, считаем целесообразным 
проводить оценку количественного содержа-
ния данных флавоноидов в изучаемом расти-
тельном сырье. 

Пробоподготовка для извлечения из цвет-
ков бархатцев отклоненных. Около 1 г (точ-
ная навеска) измельченного сырья помещали 
в колбу со шлифом вместимостью 100 мл, при-
бавляли 50 мл 70 % этанола. Колбу закрыва-
ли пробкой и взвешивали на тарированных 
весах с точностью до ±0,01. Колбу присоеди-
няли к обратному холодильнику и нагревали 
на кипящей водяной бане (умеренное кипе-
ние) в течение 45 мин. Затем колбу охлаждали 
в течение 30 мин, закрывали той же пробкой, 
снова взвешивали и восполняли недостаю-
щий экстрагент до первоначальной массы. 
Извлечение фильтровали через бумажный 
фильтр (красная полоса) и затем дополни-
тельно через мембранный фильтр Milipore 
(0,45 мкм) (испытуемый раствор).

Приготовление стандартного раствора 
патулитрина. Около 0,05 г (точная навеска) 
предварительно высушенного патулитрина 
(содержание основного вещества ≥98 %) пере-
носили в мерную колбу вместимостью 50 мл, 
растворяли в 70 % этаноле и доводили объем 
раствора до метки тем же раствори телем.

Приготовление стандартного раствора 
патулетина. Около 0,05 г (точная навеска) 
предварительно высушенного патулетина (со-
держание основного вещества ≥98 %) пере-
носили в мерную колбу вместимостью 50 мл, 
растворяли в 70 % этаноле и доводили объем 
раствора до метки тем же растворителем.

Определено, что в указанных условиях хро-
матографирования при использовании систе-
мы ацетонитрил – вода в соотношении 3 : 7 
и УФ-детектировании при 360 нм возможно 
идентифицировать анализируемые компонен-
ты — патулитрин и патулетин (рис. 3–5).

Методом ВЭЖХ фиксировали время удер-
живания пиков веществ в рабочих стандарт-
ных образцах, а также в извлечении из цвет-
ков бархатцев откло ненных (табл. 1).

Добавление раствора патулитрина и пату-
летина в извлечение проявляется на хромато-
грамме увеличением интенсивности пика па-
тулитрина и пика патулетина соответственно 

по сравнению с таковой флавоноидов в исход-
ном испытуемом растворе.

Методика количественного определения 
патулитрина и патулетина в цветках бар-
хатцев отклоненных. Аналитическую пробу 
сырья измельчают до размера частиц, прохо-
дящих сквозь сито с отверстиями диаметром 
3 мм. Около 1 г (точная навеска) измельченного 
сырья помещают в колбу со шлифом вмести-
мостью 100 мл, прибавляют 50 мл 70 % этило-
вого спирта. Колбу закрывают пробкой и взве-
шивают на тарированных весах с точностью 
до 0,01. Колбу присоединяют к обратному хо-
лодильнику и нагревают на кипящей водяной 
бане (умеренное кипение) в течение 45  мин. 
Затем колбу охлаждают в течение 30 мин, за-
крывают той же пробкой, снова взвешивают 
и восполняют недостающий экстрагент до пер-
воначальной массы. Извлечение фильтруют 
через бумажный фильтр (испытуемый раствор).

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 ре-
жиме на стальной колонке КАХ-6-80-4 (№ 2; 
2 × 80  мм; Сепарон-C18 7 мкм), элюентная 
система  — ацетонитрил/вода в соотношении 
3 : 7 с добавлением 1 % уксусной кислоты, 
скорость элюирования — 100 мкл/мин, объем 
элюента — 2500 мкл, объем пробы испытуемо-
го раствора — 4 мкл.

Проводят УФ-детектирование при длине 
волны 360 нм, диапазон чувствительности 0,5. 
Проводят не менее 3 параллельных опреде-
лений.

Параллельно 4 мкл раствора патулитрина, 
а также раствор патулетина вводят в хромато-
граф и хроматографируют, как описано выше. 
Проводят определение площади пика патули-
трина и патулетина, рассчитывают среднюю 
площадь пика по результатам 3 определений.

Определяют время удерживания и иденти-
фицируют пик патулитрина и патулетина на хро-
матограмме испытуемого раствора. Вычисляют 
площадь пика патулитрина и патулетина на хро-
матограмме и рассчитывают среднюю пло-
щадь пика по 3 параллельным определениям.

Содержание патулитрина в цветках бар-
хатцев отклоненных в пересчете на абсолют-
но сухое сырье в процентах (X) вычисляют 
по формуле:

X
V V

V V
S m

S m W
�

� �
�
� � �

� � � �
0 2

0 0 1

100 100
100( )

,

где S  — среднее значение площади пика па-
тулитрина (или патулетина) испытуемого 
раствора, вычисленное из хроматограмм 
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рис. 3. Высокоэффективная жидкостная хроматограмма извлечения из цветков бархатцев отклоненных: 
1 — патулитрин; 2 — патулетин

Fig. 3. HPLC chromatogram of water-alcohol extraction from Tagetes patula L. flowers: 1 — patulitrin; 2 — patuletin
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рис. 4. Высокоэффективная жидкостная хроматограмма патулитрина (1)

Fig. 4. HPLC chromatogram of patulitrin (1)
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рис. 5. Высокоэффективная жидкостная хроматограмма патулетина (2)

Fig. 5. HPLC chromatogram of patuletin (2)
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Таблица 1 / Table 1 

Время удерживания пиков флавоноидов цветков бархатцев отклоненных
The retention time of peaks of flavonoid in Tagetespatula L. flowers

Флавоноид
Время удерживания на хроматограмме, мин

стандартный образец извлечение

Патулитрин 3,188 3,009

Патулетин 10,770 11,385
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раствора испытуемого образца; S0 — среднее 
значение площади пика раствора рабочего 
стандартного образца (РСО) патулитрина 
(или РСО патулетина), вычисленное из хро-
матограмм раствора РСО патулитрина (или 
РСО патулетина); V — объем извлечения, мл; 
V1 — объем вводимой пробы раствора испы-
туемого образца, мкл; V0  — объем раствора 
РСО патулитрина (или РСО патулетина), мл; 
V2  — объем вводимой пробы раствора РСО 
патулитрина (или РСО патулетина), мкл; m — 
масса сырья, г; m0 — масса РСО патулитрина 
(или РСО патулетина), г; W — потеря в массе 
при высушивании сырья, %.

Содержание патулетина в цветках бархат-
цев отклоненных в пересчете на абсолютно су-
хое сырье в процентах (X) вычисляют по ана-
логичной формуле (табл. 2). 

Поскольку содержание патулетина в цвет-
ках бархатцев отклоненных значительно ниже 
содержания патулитрина, целесообразно стан-
дартизировать данное сырье только по содер-
жанию патулитрина. 

Метрологические характеристики разрабо-
танной методики ВЭЖХ-анализа патулитрина 
свидетельствуют, что ошибка единичного опре-
деления содержания патулитрина в цветках 
бархатцев отклоненных с доверительной ве-
роятностью 95 % составляет +3,32 % (табл. 3).

Заключение

Таким образом, результаты проведенных 
исследований свидетельствуют о целесооб-
разности стандартизации цветков бархат-
цев откло ненных путем определения на-

личия в них диагностически значимых 
флавоноидов  — патулитрина и патулетина 
методом  ТСХ, а также количественного со-
держания доминирующего флавоноида — па-
тулитрина с использованием метода ВЭЖХ 
и детектированием на УФ-детекторе при дли-
не волны 360 нм.

Авторы заявляют об отсутствии кон-
фликта интересов.
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Содержание патулитрина в цветках бархатцев отклоненных (сорт «мандарин»)
The content of patulitrin and patuletin in water-alcohol extraction from Tagetes patula L. flowers (variety “Tangerine”)

Образец сырья Содержание 
патулитрина, %
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Таблица 3 / Table 3 

метрологические характеристики методики количественного определения патулитрина в цветках бархатцев отклоненных
Metrological characteristics of the method for the quantitative determination of patulitrin in Tagetes patula L. flowers

Образец f Xср S P, % t (P, f) ∆X E, %

Извлечение из цветков 
бархатцев отклоненных

10 5,12 0,3808 95 2,23 ±0,17 ±3,32
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