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Цель – разработка методики суммарного содержания флавоноидов в траве многоколосника морщинистого 
методом дифференциальной спектрофотометрии. 

Материалы и методы. Объектом исследования служила высушенная трава Agastache rugosa, выращенная 
в условиях Пензенского региона. Количественное определение проводили методом дифференциальной спектро-
фотометрии при длине волны 385 нм с использованием в качестве стандарта цинарозида.  

Результаты. Установлены оптимальные условия экстракции флавоноидов: экстрагент – спирт этиловый 70%, 
соотношение «сырье – экстрагент» – 1:50, время экстракции – 60 минут, степень измельченности сырья – 1,0 мм. 
Содержание суммы флавоноидов в пересчете на цинарозид составило 2,80±0,06%. Проведена валидационная оцен-
ка методики по показателям линейность, прецизионность и правильность; относительная погрешность единично-
го определения с доверительной вероятностью 95% составляет ±2,68%.  

Заключение. Разработанная методика может быть использована для стандартизации травы многоколосника 
морщинистого как перспективного источника флавоноидов. Данная методика позволяет оценивать качество мно-
гоколосника морщинистого травы по содержанию одной из основных групп действующих веществ – флавонои-
дов. 
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В современной фармации поиск и исследова-
ние новых источников лекарственного расти-
тельного сырья является приоритетной задачей. 
Особый интерес представляют растения семей-
ства Яснотковые (Lamiaceae), обладающие бога-
тым химическим составом и широким спектром 
фармакологической активности. Одним из пер-
спективных, но недостаточно изученных видов 
является многоколосник морщинистый 
(Agastache rugosa) – многолетнее травянистое рас-
тение, широко распространенное в Восточной 
Азии [1, 2]. 

В зарубежной медицине, особенно в Китае, 
Японии и Корее, Agastache rugosa традиционно 
используется как декоративное и лекарственное 
растение при лечении желудочно-кишечных, 
сердечно-сосудистых заболеваний, а также в ка-
честве натурального анальгетика и гипотензив-
ного средства [3, 4]. Современные исследования 
подтверждают наличие у экстрактов многоко-
лосника антиоксидантных, противовоспалитель-
ных, антибактериальных, цитотоксических и 
кардиопротекторных свойств [5–7]. Установлено, 
что ключевую роль в реализации этих эффектов 

играют фенольные соединения, в частности фла-
воноиды и фенилпропаноиды [8, 9]. 

Несмотря на доказанную фармакологическую 
ценность, трава многоколосника морщинистого 
до настоящего времени не включена в Государ-
ственную фармакопею Российской Федерации и 
не имеет утвержденных методов стандартиза-
ции. Для введения нового вида лекарственного 
растительного сырья в официальную медицин-
скую практику необходима разработка надежных 
и воспроизводимых методик количественного 
определения основных групп биологически ак-
тивных соединений [10]. 

Наиболее распространенным и доступным 
методом анализа флавоноидов в растительном 
сырье является дифференциальная спектрофото-
метрия, основанная на реакции комплексообра-
зования с хлоридом алюминия. Данный метод 
широко представлен в Государственной фарма-
копее РФ XV издания и успешно применяется 
для стандартизации многих видов лекарствен-
ных растений [11-13].  

Цель работы – разработка методики суммар-
ного содержания флавоноидов в траве многоко-
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лосника морщинистого методом дифференци-
альной спектрофотометрии. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
В качестве объекта исследования использова-

ли высушенную надземную часть (траву) 
Agastache rugosa (многоколосника морщинисто-
го), культивируемую в ботаническом саду имени 
И.И. Спрыгина, входящего в структуру Пензен-
ского государственного университета. Сбор сы-
рья осуществляли в период вегетации, после чего 
образцы подвергали воздушной сушке в защи-
щенном от прямого солнечного света месте. 

Экстракцию флавоноидных соединений из 
подготовленной травы выполняли методом од-
нократной экстракции с использованием водно-
спиртовых растворов различной концентрации. 
Процесс проводили при нагревании на кипящей 
водяной бане в течение 90 минут. Регистрацию 
спектров и измерение оптической плотности 
осуществляли на спектрофотометре марки 
СФ-103, используя кварцевые кюветы с длиной 
оптического пути 10 мм. В качестве раствора 
сравнения применяли соответствующий экстра-
гент (этиловый спирт). 

Навеску измельченного сырья массой 1,0 г 
переносили в коническую колбу с пришлифо-
ванной пробкой вместимостью 250 мл. Затем 
приливали 50 мл экстрагента – этилового спирта 
одной из исследуемых концентраций (95%, 70% 
или 40%). Колбу соединяли с обратным холо-
дильником и помещали на кипящую водяную 
баню. Момент начала кипения экстрагента внут-
ри колбы считали началом экстракции, которую 
продолжали 90 минут. После завершения нагре-
вания извлечение охлаждали до комнатной тем-
пературы и фильтровали через бумажный 
фильтр, предварительно смоченный тем же 
спиртом. Первые 10 мл фильтрата отбрасывали – 
полученный раствор обозначали как  
«раствор А». 

Далее в мерную колбу объемом 25 мл отбира-
ли 2,0 мл раствора А, добавляли 3 мл 3% раствора 
хлорида алюминия в 95% этаноле и спустя 10 ми-
нут вносили 1 мл разведенной уксусной кислоты. 
Объем жидкости в колбе доводили до метки экс-
трагентом (раствор Б). Для измерения оптиче-
ской плотности раствор Б помещали в кварцевую 
кювету (толщина слоя 10 мм) и регистрировали 
спектрофотометрический сигнал при длине вол-
ны 385 нм. В качестве референсного (фонового) 
раствора использовали образец, приготовленный 
по той же методике, но без добавления анализи-
руемого экстракта (т.е. раствор сравнения, иден-
тичный по всем компонентам, кроме сырья). 

Содержание суммы флавоноидов в пересчете 
на цинарозид и воздушно-сухое сырье в процен-
тах (Х) вычисляли по формуле: 

 
где D – оптическая плотность испытуемого 

раствора;  
m – масса сырья, г;  
W – потеря в массе при высушивании сырья 

(влажность), %;  
361 – удельный показатель поглощения ци-

нарозида при 385 нм. 
 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 
При создании методики количественного 

анализа флавоноидов в надземной части 
Agastache rugosa (многоколосника морщинистого) 
использовали реакцию комплексообразования  
с 3% раствором хлорида алюминия. 
В исходном извлечении максимум поглощения в 
электронном спектре наблюдается при 330±2 нм. 
Добавление комплексообразователя приводит к 
батохромному сдвигу этой полосы в область 
больших длин волн (рис. 1). Аналитический мак-
симум для исследуемого раствора фиксируется 
при 385±2 нм, что согласуется с известными ли-
тературными данными для комплекса цинаро-
зида с AlCl₃ [13, 16]. Этот факт позволил выбрать 
цинарозид в качестве стандартного образца (СО) 
при расчете суммарного содержания флавонои-
дов. 

Для определения общего количества флаво-
ноидов в экстракте травы многоколосника при-
меняли удельный показатель поглощения цина-
розида при λ=385 нм в условиях дифференци-
альной спектрофотометрии [8-10]. Величина 
удельного показателя поглощения Еଵсмଵ% =361 была 
использована в расчетной формуле. 

Наиболее ответственным этапом при разра-
ботке методики стала оптимизация извлечения 
флавоноидов из растительного сырья. В ходе 
экспериментов оценивали влияние следующих 
факторов: концентрация экстрагента, размер ча-
стиц сырья, гидромодуль (соотношение «сырье – 
экстрагент») и продолжительность экстракции 
(табл. 1).  

Установлено, что наибольшее содержание 
флавоноидов достигается при использовании 
в качестве экстрагента 70% этилового спирта. 
Применение 40% этанола приводит к снижению 
извлечения целевых компонентов (2,50±0,04%), 
что, вероятно, связано с меньшей степенью из-
влечения фенольных гликозидов.
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Рис. 1. Электронный спектр извлечения из надземной части многоколосника морщинистого 

с добавлением алюминия хлорида раствора 3%. 
Fig. 1. The electronic spectrum of extraction from the aboveground part of the Agastache rugosa with the addition of aluminum chlo-

ride solution of 3%. 
Таблица 1 

Table 1 
Подбор оптимальных условий для количественного определения суммы флавоноидов  

в многоколоснике морщинистом траве 
Selected optimal conditions for determining the amount of flavonoids in Agastache rugosa herb 

Условие 
Condition 

Содержание суммы флавоноидов 
в пересчете на цинарозид, % 

The content of the total flavonoids in terms of, % 

Степень измельченности сырья, мм 
The degree of crushing of raw materials, mm 

0.5 2.56±0.03 
1.0 2.62±0.04 
2.0 2.58±0.04 

Экстрагент 
Extractant 

Спирт этиловый 40% 
Ethyl alcohol 40% 

2.50±0.04 

Спирт этиловый 70% 
Ethyl alcohol 70% 

2.62±0.04 

Спирт этиловый 95% 
Ethyl alcohol 95% 

1.80±0.03 

Соотношение «сырье – экстрагент» 
The ratio of "raw material – extractant" 

1:25 2.31±0.02 
1:50 2.80±0.04 
1:100 2.62±0.04 
1:200 2.70±0.03 

Время экстракции, мин. 
Extraction time, min. 

30 2.61±0.03 
60 2.80±0.04 
90 2.27±0.03 

 
Использование 95% этанола также оказалось 

менее эффективным (1,80±0,03%), что может объ-
ясняться недостаточной растворимостью поляр-
ных соединений в высококонцентрированном 
спирте. Оптимальной степенью измельчения сы-
рья признан размер частиц 1,0 мм. Более тонкое 
измельчение (0,5 мм) не приводит к статистиче-
ски значимому увеличению выхода флавоноидов 
(p>0,05), тогда как более крупное (2,0 мм) снижает 
полноту экстракции. При соотношении «сырье – 
экстрагент» 1:50 достигается максимальное со-
держание флавоноидов – 2,80±0,04%. Увеличение 
объема экстрагента до 1:100 и 1:200 нецелесооб-
разно, так как не сопровождается пропорцио-
нальным ростом выхода целевых компонентов. 

Установлено, что оптимальная продолжитель-
ность экстракции составляет 60 минут. Сокраще-
ние времени до 30 минут приводит к неполному 
извлечению, а увеличение до 90 минут — к сни-
жению содержания флавоноидов (2,27±0,03%), что 
может быть связано с их частичной деструкцией 
при длительном нагревании.  

По результатам исследований установлены 
оптимальные параметры анализа: размер частиц 
сырья – 1,0 мм; экстрагент – 70% этиловый спирт; 
гидромодуль – 1:50; время экстракции – 60 мин. 
на кипящей водяной бане. В этих условиях со-
держание суммы флавоноидов в пересчете 
на цинарозид составило 2,80±0,06% (в расчете на 
абсолютно сухое сырье). Метрологическая оценка 
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показала, что относительная погрешность еди-
ничного определения при доверительной веро-
ятности 95% равна ±2,68%. 

Для предложенной методики проведена мет-
рологическая оценка. На основе пяти параллель-
ных определений (среднее значение Xср=2,80) 
рассчитаны: дисперсия (S²=0,004), стандартное 
отклонение (S=0,060), стандартное отклонение 
среднего результата (Sxср=0,027), относительное 
стандартное отклонение среднего результата 
(RSD=2,14%), полуширина доверительного интер-
вала (Δxср=0,074). Погрешность среднего резуль-
тата (ε, %) для суммы флавоноидов в сырье мно-
гоколосника морщинистого с доверительной ве-
роятностью 95% (Р, %) составила ±2,68% в пересче-
те на цинарозид. 

На заключительном этапе проведена валида-
ция разработанной методики в соответствии 
с требованиями ОФС.1.1.0012 «Валидация анали-
тических методик» [12]. Оценены следующие 
валидационные характеристики: линейность, 
прецизионность (повторяемость и внутрилабора-
торная прецизионность) и правильность. 

Линейность методики подтверждена в диа-
пазоне концентраций от 40% до 120% от номи-
нального значения. Коэффициент корреляции 
(R²) составил 0,9958 (рис. 2), что свидетельствует 
о линейной зависимости оптической плотности 
от концентрации флавоноидов.  

На заключительном этапе разработки мето-
дики проведена ее валидация. Валидацию мето-
дики проводили в соответствии с ОФС.1.1.0012 
«Валидация аналитических методик» Государ-
ственной Фармакопеи РФ XV издания по показа-
телям: линейность, прецизионность, правиль-
ность [8].  

Прецизионность методики оценивали 
на уровне повторяемости (5 определений в одних 
и тех же условиях) и внутрилабораторной преци-
зионности (разные дни, разные аналитики). От-
носительное стандартное отклонение (RSD) 
для повторяемости не превысило 2,62% (табл. 2), 

для внутрилабораторной прецизионности – 
3,10%, что соответствует критериям приемлемо-
сти (RSD<10%). 

Правильность методики подтверждена мето-
дом «введено – найдено» с использованием до-
бавок стандартного образца цинарозида (табл. 3). 
Средний процент восстановления составил 
100,14±1,22%, что находится в допустимых преде-
лах (100±3%).  

Таким образом, разработанная методика яв-
ляется линейной, прецизионной и правильной и 
может быть использована для количественного 
определения суммы флавоноидов в траве много-
колосника морщинистого. 

В результате мы пришли к следующим вы-
водам: 

представлена методика определения сум-
марного содержания флавоноидов в траве мно-
гоколосника морщинистого (Agastache rugosa) 
методом дифференциальной спектрофотомет-
рии. Аналитическая длина волны – 385 нм, 
стандартный образец – цинарозид. 

Экспериментально обоснованы оптималь-
ные условия экстракции флавоноидов из сырья: 
степень измельчения — 1,0 мм; экстрагент — 
спирт этиловый 70%; соотношение «сырье — 
экстрагент» — 1:50; время экстракции — 60 ми-
нут на кипящей водяной бане. 

Установлено, что содержание суммы флаво-
ноидов в пересчете на цинарозид в траве 
Agastache rugosa составляет 2,80±0,06% (в пере-
счете на абсолютно сухое сырье). Относительная 
погрешность определения с доверительной ве-
роятностью 95% не превышает ±2,68%. 

В результате валидационной оценки под-
тверждены линейность (R²=0,9958), прецизион-
ность (RSD≤3,10%) и правильность (среднее вос-
становление 100,14%) разработанной методики, 
что свидетельствует о ее пригодности для целей 
стандартизации травы многоколосника морщи-
нистого как перспективного источника флаво-
ноидов. 

 

Рис. 2. Зависимость оптической плотности раствора от содержания суммы флавоноидов в пересчете 
на цинарозид. 

Fig. 2. The dependence of the optical density of the solution on the content of the sum of flavonoids in terms of cinaroside. 
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Таблица 2 
Table 2 

Валидационная оценка внутрилабораторной прецизионности методики определения суммы 
флавоноидов (Р=95; n=5) 

Validation evaluation of the intra-laboratory precision of the method for determining the amount of flavonoids (P=95; n=5) 

Исследователь 1 
Researcher 1 

Исследователь 2 
Researcher 2 

Метрологические характеристики 
Metrological characteristics 

X,% X,% Исследователь 1 
Researcher 1 

Исследователь 2 
Researcher 2 

2.89 2.80 ܺ.% = 2.81 
S2 = 0.005 
S = 0.070 

SХ = 0.031 
RSD. % = 2.49 

Δܺ =0.087  
 3.10 = %.ߝ

ܺ.% =2.79 
S2 = 0.004 
S = 0.061 
SХ =0.027 

RSD. % = 2.19 
Δܺ.% = 0.076 
 2.70 = %.ߝ

2.81 2.88 
2.88 2.72 
2.74 2.79 

2.75 2.75 

Примечание: Р – доверительная вероятность; n – число параллельных проб. 
Note: P is the confidence probability; n is the number of parallel samples. 

Таблица 3 
Table 3 

Определение правильности методики 
Determining the correctness of the methodology 

Содержание 
флавоноидов, 

мг 

Добавлено СО 
цинарозида, 

мг 

Ожидаемое 
содержание, 

мг 

Полученное 
содержание, 

мг 

Открываемость, 
% 

Метрологические 
характеристики 

Flavonoid content, 
mg 

Added with cinaro-
side, mg 

Expected content, 
mg 

Received content, 
mg 

Discoverability, % Metrological character-
istics 

28.0 

0.5 28.50 28.34 99.43 ܺ,% =100,14 
ܺ ±Δܺ= 

100.14±1.22% 
 1.22% = ߝ

P=95%; n=5; f=4; 

1.0 29.00 29.22 100.76 
1.5 29.50 29.74 100.81 
2.0 30.00 29.63 98.77 
2.5 30.50 30.79 100.95 
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DEVELOPMENT OF A TECHNIQUE FOR THE QUANTITATIVE DETERMINATION OF THE 
AMOUNT OF FLAVONOIDS IN THE HERB OF AGASTACHE RUGOSA 
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Objective – to develop a methodology for the total content of flavonoids in the herb of Agastache rugosa by differential 
spectrophotometry. 

Materials and methods. The object of the study was dried grass Agastache rugosa, grown in the Penza region. Quanti-
tative determination was performed by differential spectrophotometry at a wavelength of 385 nm using cinaroside 
as a standard.  

Results. Optimal conditions for flavonoid extraction have been established: 70% ethyl alcohol extractant, 1:50 ratio 
of "raw material – extractant", extraction time – 60 minutes, degree of grinding of raw materials – 1.0 mm. The amount 
of flavonoids in terms of cinaroside was 2.80±0.06%. A validation assessment of the methodology was carried out in terms 
of linearity, precision and accuracy; the relative error of a single determination with a confidence probability of 95% is 
±2.68%.  

Conclusion. The developed technique can be used to standardize the herb mulberry as a promising source of flavo-
noids. This technique makes it possible to evaluate the quality of Agastache rugosa by the content of one of the main groups 
of active substances – flavonoids. 
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