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КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
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Резюме. Проведена сравнительная оценка содержания глицирризиновой кислоты в корнях солодки методами УФ-
спектрофотометрии (ГФ РФ XIII) и высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Разработана пробоподготовка для 
ВЭЖХ-метода количественного определения глицирризиновой кислоты в образцах отечественного производства. Экспери-
ментально установлена малая селективность УФ-спектрофотометрии при определении глицирризиновой кислоты и показана 
перспективность метода ВЭЖХ для стандартизации сырья солодки.
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OPTIMIZATION OF HPLC METHODS FOR QUANTITATIVE DETERMINATION OF GLYCYRRHIZIC ACID IN LICORICE ROOTS
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Abstract. Comparative evaluation of glycyrrhizic acid content in licorice roots by methods of UV-spectrophotometry (GF RF XIII) and 
high-performance liquid chromatography (HPLC) was carried out. Sample preparation for HPLC method of quantitative determination 
of glycyrrhizic acid in samples of domestic production is developed. Small selectivity of UV-spectrophotometry at determination of 
glycyrrhizic acid is experimentally established and perspective of HPLC method for standardization of licorice raw materials is shown.
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РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время актуальной является 

оптимизация методов контроля качества рас-
тительных лекарственных средств (в том чис-
ле исходного сырья), используемых для контро-
ля серийной продукции и надежного выявления 
фальсификатов. 

Развитие методов высокоэффективной жид-
костной хроматографии (ВЭЖХ) расширяет воз-
можности её использования для анализа ле-
карственного растительного сырья.

Солодка давно и широко используется в ле-
чебной практике. Известна своими целебны-
ми свойствами благодаря содержащимся в её 
корнях тритерпеновым сапонинам, флавонои-
дам, глицирризиновой кислоте и другим био-
логически активным соединениям (БАС). Ко-
личественное содержание глицирризиновой 

кислоты (ГК) согласно ФС.2.5.0040.15 «Солодки 
корни» ГФ РФ XIII издания [1] проводится мето-
дом УФ-спектрофотометрии (не менее 6%) [2], в 
то время как в зарубежных фармакопеях Евро-
пейского союза, США, Китая и Японии [3–6] для 
стандартизации сырья солодки используется ме-
тод ВЭЖХ и содержание ГК нормируется на уров-
не 2–4%. Следует отметить, что в РФ используется 
сырье солодки голой (Glycyrrhiza glabra  L.) и со-
лодки уральской (Glycyrrhiza uralensis Fisch.). За ру-
бежом наряду с указанными видами солодки ис-
пользуют корни других видов, например солодки 
вздутой (Glycyrrhiza inflata Вat.)

Цель исследования

Разработать ВЭЖХ-методику для стандарти-
зации сырья и препаратов солодки, применяе-
мых в отечественной фармацевтической практи-
ке. Провести сравнительную оценку содержания 
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ГК в корнях солодки методом УФ-спектрофотометрии 
и ВЭЖХ. Оценить селективность метода УФ-спектро- 
фотометрии и ВЭЖХ.

Объекты и методы исследования

В качестве объекта исследования были взяты 
образцы корней солодки производства ОАО  «Крас-
ногорсклексредства» (серия 141116), в качестве 
эталона сравнения использовался стандартный 
образец моноаммонийной соли кислоты глицирризи-
новой USP CRS (СО ГК). Исследования проводили на УФ-
спектрофотометре Shimadzu UV-1800 с двухлучевой 
оптической схемой, спектральным диапапзоном 190–
1100 нм, с детектором – кремниевым фотодиодом и 
шириной щели 1 нм, а также на ВЭЖХ-системе Alliance, 
Empower 2 (Waters, США), снабженной спектрофото-
метрическим детектором и колонкой Luna-Omega С18, 
4,6×250 мм (Phenomenex, США), заполненной полнопо-
ристым октадецилсиланом, с размером частиц 5 мкм. 
В качестве подвижной фазы использовали смесь аце-
тонитрила и раствора 0,5% ортофосфорной кислоты 
в соотношении 40:60 при расходе элюента 1 мл/мин. 
Детектирование осуществляли при 254 нм, объем вво-
димой пробы составлял 10 мкл. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследуемый объект был проанализирован фар-

макопейным методом УФ-спектрофотометрии по 
ФС.2.5.0040.15 «Солодки корни». Далее изучали хрома-
тографические характеристики стандартного образ-
ца моноаммонийной соли глицирризиновой кислоты 
(СО ГК). В ходе исследования готовили раствор СО ГК 
из расчета содержания ГК в корнях солодки не менее 
6% в следующей концентрации: 0,0165 г стандартно-
го образца аммония глицирризината помещали в мер-
ную колбу вместимостью 25 мл, растворяли в 15 мл 
метанола, доводили до метки метанолом и перемеши-
вали (концентрация – 660 мкг/мл). УФ-спектр раствора 
СО ГК не отличался от спектра испытуемого раствора 
(рисунок 1). Данное исследование проводили для уста-

новления возможности использования метода про-
боподготовки по ГФ XIII при количественном опреде-
лении ГК методом ВЭЖХ. При сравнении максимумов 
поглощения на УФ-спектрофотометре испытуемого 
раствора и раствора СО ГК спектры не отличались друг 
от друга. Далее проводили сравнительное изучение 
экстракции ГК фармакопейным способом при помо-
щи методов УФ-спектрофотометрии и ВЭЖХ с целью 
определения погрешности первого и возможности ис-
пользования фармакопейного метода пробоподготов-
ки для второго. В результате было установлено, что ме-
тод УФ-спектрофотометрии определяет содержание 
ГК на уровне 10%, а ВЭЖХ – на уровне 2%. Исследова-
ния проводили в шести повторностях. Данные пред-
ставлены в таблице 1.

Таблица 1.

 Результаты определения содержания ГК  
методами УФ-спектрофотометрии и ВЭЖХ
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1 2,0233 0,5801 8,93 176,242 1,86

2 2,1402 0,8167 11,88 217,883 2,16

3 2,3343 0,9110 12,15 230,578 2,10

4 1,8865 0,6219 10,26 175,809 1,98

5 2,3475 0,7126 9,45 233,945 2,12

6 2,5395 1,0150 12,44 260,597 2,18

Среднее 10,85 2,06

Ст. откл. 1,50 0,12

RSD, % 13,81 5,81

Стоит отметить, что при определении содержания 
ГК методом ВЭЖХ в растворах, полученных фармако-
пейным способом пробоподготовки, на хроматограм-
мах наблюдался дополнительный пик на 3,345 мину-
ты, который был значительно больше пика искомого 
компонента (рисунок 2). На хроматограмме СО ГК до-
полнительного пика не наблюдалось (рисунок 3). При 
использовании фармакопейного способа пробоподго-

Рисунок 1. УФ-спектр раствора СО ГК Рисунок 2. Хроматограмма испытуемого раствора

СЕКЦИЯ:   Контроль качества лекарственного растительного сырья
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товки в процессе экстракции из корней солодки, кро-
ме глицирризиновой кислоты, в раствор дополнитель-
но экстрагируется сумма веществ, поглощающих в 
диапазоне длин волн от 250 до 270 нм.

Результаты, полученные методом УФ-спектро- 
фотометрии, соответствуют требованию ФС.2.5.0040.15 
и превышают нормированное содержание ГК в кор-
нях солодки в 1,5–2 раза; данные ВЭЖХ дают результат 
в 2–3 раза меньше нормы, установленной ФС. Нужно 
отметить, что метод выделения моноаммонийной со-
ли ГК, изложенный в ГФ ХIII, не в полной мере полно-
ценен и существует целый ряд исследований по его 
модификации [9, 10]. Для установления более точного 
содержания ГК в корнях солодки было принято реше-
ние применить метод ВЭЖХ, как более селективный, и 
на основании литературных данных подобрать способ 
пробоподготовки, обеспечивающий наилучшую экст- 
ракцию ГК. В ходе анализа литературных сведений [7, 
8, 11] установлено, что наилучшие результаты экстра-
гирования были получены при использовании водно-
метанольной смеси в соотношении 50:50. В приведен-
ных литературных источниках указано, что сырьем 
для исследований служили корни солодки Коржинс- 
кого (Glycyrrhiza korshinskyi Grig.), не являющейся офи-
цинальным видом в РФ. Учитывая этот факт, нами при 
разработке методики ВЭЖХ для оценки качества сы-
рья и препаратов солодки, разрешенных в РФ, экспе-
риментально были подобраны условия экстракции и 
экстрагенты. В исследовании апробированы следую-
щие водно-метанольные смеси: соотношение мета-
нол  : вода – 50:50; 70:30; 30:70. Экстракцию проводи-
ли при комнатной температуре на УЗ-бане дважды по 
30 минут с перерывом 10 минут. 

При проведении испытаний готовили по пять на-
весок (около 0,5 г). Для анализа точную навеску из-
мельченных корней солодки, около 0,5 г, с размером 
частиц, проходящих сквозь сито 0,2 мм, помещали в 
коническую колбу вместимостью 100 мл, прибавля-
ли 100 мл соответствующего растворителя, закрывали 
пробкой, перемешивали, маркировали в соответствии 
с установленным кодом раствора. Помещали в УЗ-баню 
и обрабатывали ультразвуком в течение 30 минут. По 

истечении установленного времени колбу вынимали 
из ванны, давали раствору остыть при комнатной тем-
пературе в течение 10 минут, затем снова обрабатыва-
ли ультразвуком в течение 30 минут. При охлаждении 
растворов в перерывах между экстрагированиями во-
ду в бане заменяли на свежую комнатной температу-
ры. Такой подход к экстрагированию был определен 
в ходе анализа данных литературы, согласно которым 
наилучший результат был достигнут при двукратной 
обработке ультразвуком с перерывом для охлаждения 
образцов [8]. Все растворы после их соответствующей 
обработки отстаивали в течение 10 минут. Далее, ис-
пользуя автоматический дозатор вместимостью 10 мл, 
отбирали 5 мл испытуемого раствора из центра соот-
ветствующей конической колбы, переносили в пласти-
ковый шприц Лурье, который был соединен с фильт- 
рующей насадкой PVDF диаметром 15 мм и размером 
пор 0,45 мкм (CHROMAFIL P-45/15 MS, Macherey-Nagel, 
кат. № 729 044). Пробу фильтровали, отбрасывая пер-
вый миллилитр. Фильтрат использовали в хроматогра-
фическом анализе. В указанных условиях пик глицир-
ризиновой кислоты фиксируется на хроматограмме на 
6,456 минуты при эффективности 6500±350 т.т. и коэф-
фициенте асимметрии 0,85–1,0. Время хроматографи-
рования – 15 мин. С каждым экстрагентом извлечение 
проводили в пяти повторностях, а хроматографирова-
ние каждой пробы проводили дважды и затем усред-
няли полученные результаты. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Как описано выше, при использовании фармако-

пейного способа пробоподготовки в процессе экст- 
ракции из корней солодки, кроме глицирризиновой 
кислоты, в раствор дополнительно экстрагируется 
сумма веществ, поглощающих в диапазоне длин волн 
от 250 до 270 нм, это дает основание считать, что ме-
тод УФ-спектрофотометрии является интегральным и 
дает завышенный результат совокупности экстраги-
рованных веществ. Об этом свидетельствует и метод 
ВЭЖХ: на приведенных примерах хроматограмм до-
полнительный пик значительно больше пика искомо-
го компонента. Подтверждением этому является дос- 
таточно большой разброс значений содержания ГК 
при её количественном определении в корнях солод-
ки разными методами (таблица 1): среднее значение 
УФ-спектрофотометрии – 10,85% (минимум составля-
ет 8,93%, максимум – 12,44%, разброс значений – 32%); 
ВЭЖХ – 2,06% (минимум составляет 1,85%, максимум – 
2,19%, разброс значений – 16%). 

Как уже было сказано выше, для определения 
наилучшей экстракции ГК были подобраны три соот-
ношения растворителей (метанол/вода) – 50:50; 70:30; 
30:70. Растворители готовили, точно отмеривая мер-
ным цилиндром количества, приливая метанол к воде. 
Для проведения испытаний подготавливали по пять 

Рисунок 3. Хроматограмма раствора СО ГК

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля



1652018 № 3 (24)       www.pharmjournal.ru      

навесок (около 0,5 г) и экстрагировали на УЗ-бане при 
описанных выше условиях. Хроматографирование по 
каждой навеске вели в двух повторностях, получен-
ные данные усредняли. Данные по количественному 
содержанию глицирризиновой кислоты выбранным 
методом представлены в таблице 2.

Таблица 2. 

Результаты определения ГК с использованием  
указанных типов экстрагентов
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1 0,5117 5,02 1 0,5022 5,64 3–1 0,4980 5,54

2 0,4931 5,39 2 0,5050 5,57 3–2 0,4933 5,67

3 0,4997 5,34 3 0,5105 5,65 3–3 0,5015 5,69

4 0,4967 5,47 4 0,4912 5,62 3–4 0,4912 5,82

5 0,4997 5,52 5 0,4982 5,64 3–5 0,5086 5,81

Среднее 
значение

5,35 5,62 5,70

Стат. 
откл.

0,19 0,04 0,10

RSD, % 3,51 0,76 1,84

Как видно из таблицы, максимальное содержание 
ГК достигается при использовании в качестве экстра-
гента смеси метанол : вода в соотношении 30:70. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе разработки ВЭЖХ-методики для стандарти-

зации сырья солодки проведена сравнительная оцен-
ка содержания глицирризиновой кислоты в корнях 
солодки методом УФ-спектрофотометрии (ГФ XIII) и 
предложенным методом ВЭЖХ с использованием про-
боподготовки по ГФ XIII. Установлено, что фармакопей-
ный метод дает завышенные результаты (более 10% 
ГК от нормы); предложенный метод ВЭЖХ показывает 
содержание ГК в корнях солодки около 2%, что свиде-
тельствует о большей селективности метода. 

Ввиду сложности пробоподготовки фармакопей-
ного метода и наличия в экстракте дополнительной 
суммы веществ разработана методика ВЭЖХ, в рамках 
которой экспериментально обоснованы оптимальные 
условия экстракции ГК из сырья солодки, применяемо-
го в отечественной фармацевтической практике.

Результаты проведенного исследования свиде-
тельствуют о целесообразности использования ме-
тода ВЭЖХ для оценки качества сырья и препара-
тов солодки, а также включения его в нормативную 
документацию.
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