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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ


ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография


ГХ – газовая хроматография


ИК - инфракрасный


ТСХ – тонкослойная хроматография


УФ – ультрафиолетовый


ЯМР – ядерный магнитный резонанс
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РЕФЕРАТ


Отчет 39 страниц


ХРОМАТОГРАФИЯ, БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫЕ СОЕДИНЕНИЯ, ГЕЛЬ, 

ЯДЕ РНЫЙ МАГНИСТНЫЙ Р Е ЗОНАНС , МАСС -СПЕКТ РОМЕРИЯ , 

КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ АНАЛИЗ


Цель работы – провести фитохимические исследования субстанций, разработать 

методики качественного и количественного определения биологически активных 

соединений в гелях линейки . «Fitodent Periogel».  


Объекты исследований - «Fitodent Periogel», гель с хлорофиллом, корой осины и 

кверцетином и «Fitodent Periogel», гель с хлорофиллом и хлоргексидином. 


В результате исследований из коры осины были выделены и очищены два 

индивидуальных вещества, идентифицированные по данным ЯМР 1Н и 13С, масс-

спектрометрия как салицин и популин. Из хвойного экстракта выделен мальтол.


С использованием методов высокоэффективной жидкостной колоночной 

хроматографии и газовой хроматографии идентифицированы кверцетин, мальтол, 

метилсалицилат, эвгенол, ментол, метилпарабен. 


Разработаны и валидированы методики количественного определения ментола, 

эвгенола, метилсалицилата методом газовой хроматографии и кверцетина методом 

высокоэффективной жидкостной хроматографии.


Проанализировано высвобождение действующих вещество из гелей. В среднем в 

течение 6 часов эксперимента высвобождалось около 20-30% ментола, эвгенола и 

метилсалицилата.  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ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ


ВВЕДЕНИЕ


Сырье растительного происхождения используется с давних времен в качестве 

источника биологически активных соединений (БАС) и находит применение в составе 

лекарственных препаратов, пищевых добавок, средств в косметологической 

промышленности. Растительное сырье широко применяется в терапии стоматологических 

заболеваний, в частности для ухода за деснами, лечения пародонтита; поражения десен и 

слизистой полости и при ряде других заболеваний [6, 9, 11]. 


Применение БАС растительного происхождения в стоматологии обусловлено их 

положительным влиянием на кровоточивость десен, отечность мягких тканей, процессы 

воспаления, благоприятным воздействием на процессы регенерации, обезболивающим и 

рядом других эффектов [6, 9, 11]. 


Примерами недавних и успешных разработок в области стоматологии является 

линейка отечественных средств из растительного сырья для ухода за дёснами и слизистой 

полости рта «Fitodent Periogel». Основными действующими компонентами этих средств 

являются производные хлорофилла, флавоноиды, экстракт осиновой коры и другие 

биологически активные вещества (витамины А, Д, Е, К, лютеин, аллантоин, пантенол, 

каротиноиды хвои сосны и ели, эвгенол и натрия альгинат и др.) [2, 3]. 


В ходе ранее проведенных исследований продемонстрирована высокая 

эффективность применения геля с корой̆ осины и флавоноидами у пациентов с 

пародонтитом лёгкой̆ и средней̆ степеней̆ тяжести после проведения санации полости рта. 

Регулярное применение композиции в форме геля с экстрактами коры осины и медным 

комплексом хлорофилла обеспечивает эффективное воздействие на ткани пародонта при 

профилактике и лечении воспалительных заболеваний пародонта. Гель показал высокие 

противовоспалительные, кровоостанавливающие, очищающие, противогалитозные и 

антимикробные свойства.  Кроме того, гелевая основа сама по себе обеспечивает 

пролонгированное воздействие активных компонентов на ткани [2, 3].


Имеется опыт применения геля с хлорофиллом и 0,12%-раствором хлоргексидина 

при хирургическом лечении рецессий десны, в том числе превентивно перед проведением 

ортодонтического лечения [4].


Одними из компонентов, обеспечивающих биологическую активность гелей 

являются флавоноиды, компоненты эфирных масел (эвгенол и ментол, метилсалицилат), 
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которые могут вносить вклад в антиоксидантную, противовоспалительную, 

противогрибковую и антимикробную активность гелей [7, 12, 14, 16, 24].


Эвгенол (рис. 1) продемонстрировал широкий спектр антимикробной активности 

по отношению к грамположительным и грамотрицательным микроорганизмам, в том 

числе бактериям со сложными питательными потребностями и факультативным 

анаэробам ротовой полости, а также проявлял противогрибковое и противовирусное 

действие [21]. Эвгенол также был эффективным в отношении патогенных 

микроорганизмов с множественной лекарственной устойчивостью. 





Рисунок 1 – Структурная формула эвгенола


Ментол – циклический монотерпеновый спирт, обладающий хорош известными 

охлаждающими свойствами и мятным запахом (рис. 2). В различных исследованиях in 

vitro и in vivo подтверждены биологические свойства ментола, в том числе 

обезболивающее, антибактериальное, противогрибковое, анестезирующее и усиливающее 

проникновение других активных соединений действие, а также химиопрофилактическое и 

иммуномодулирующее действие [18]. Продемонстрировано, что L-ментол (1% или 5%) 

значительно увеличивает проникновение тетракаина (анестетика) и метилсалицилата в 

кожу мышей из гелей по сравнению с отрицательным контролем [20, 29].





Рисунок 2 – Структурная формула L-ментола


Другим действующим веществом геля, также входящим в состав эфирных масел, 

является метилсалицилат (рис. 3). Метилсалицилат широко применяется в качестве 

местного обезболивающего средства, оказывает сосудорасширяющее действие [22, 27].
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Рисунок 3 – Структурная формула метилсалицилата


В состав гелей входит кверцетин, - один из наиболее известных представителей 

широкого класса природных флавоноидов, которые участвуют во многих процессах, 

протекающих в организме (оказывают выраженное антиоксидантное действие, снижают 

свертываемость кровь, оказывают противовоспалительное действие, уменьшают ломкость 

капилляров, улучшают обменные процессы и др.) (рис. 4) [10]. Установлено, что 

кверцетин оказывает благотворное влияние на здоровье полости рта благодаря своим 

широким фармакологическим свойствам в качестве профилактического и лечебного 

средства при кариесе зубов с противовоспалительным эффектом, а также 

антиоксидантного и противоракового средства [13]. In vivo добавление кверцетина 

уменьшало экспрессию цитокинов, инфильтрацию воспалительных клеток и деструкцию 

альвеолярной костной ткани. Анализ микробиома выявил более здоровый микробный 

состав полости рта в группе, получавшей кверцетин, по сравнению с контрольной 

группой, который характеризовался уменьшением количества патогенных видов, включая 

Enterococcus, Neisseria и Pseudomonas, и увеличением количества непатогенных 

Streptococcus sp. и бактериального разнообразия. In vitro кверцетин уменьшал выработку 

воспалительных цитокинов за счет модуляции влияния убиквитин-редактирующего 

фермента A20 на сигнальный путь NF-κB в макрофагах человека после инфицирования 

полости рта микроорганизмами и после применения агонистов толл-подобных рецепторов 

(TLR). Следовательно, применение кверцетина способствовало установлению 

сбалансированного гомеостаза тканей пародонта посредством ограничения воспаления и 

создания микросреды в полости рта, благоприятной для симбиотической микробиоты [23]. 

В исследования in vitro кверцетин способствовал пролиферации кератиноцитов слизистой 

оболости полости рта и реэпителизации [16]. Дентин, обработанный кверцетином, 

характеризовался более низким процентным снижением микротвердости и меньшими 

значениями эрозивного стирания по сравнению с контрольной группой. Дентин после 

обработки кверцетином меньше продуцировал С-концевых телопептидов коллагена I типа 

и имел более толстый слой деминерализованного органического матрикса [18]. 
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Рисунок 4 – Структурная формула кверцетина


Включение в состав гелей коры осины вносит вклад в антимикробную, 

противовоспалительную активность гелей [23, 30]. В качестве основных действующих 

веществ указывают фенологликозиды (салицин, популин), гликозиды кемпферола [16, 41], 

Доказано, что экстракт коры осины обладает ярко выраженным гастрозащитным 

(противоязвенным), актопротекторным (влияет на выносливость и физическую 

работоспособность), анальгезирующим, спазмолитическим, антимикробным, умеренным 

гиполипидемическим, противоопухолевым и противоописторхозным действием [1, 5, 6, 7, 

8, 14, 20]. На основе экстракта коры осины были получены лекарственные препараты: 

таблетки «Экорсин» и капсулы «Экорсин форте», обладающие противовоспалительной и 

противоязвенной активностью, причем данный эффект оказался выше у капсулированной 

формы [4, 7]. Из коры осины было выделено вещество - тремулоидин, которое в ряде 

опытов показало, что обладает выраженными диуретическими свойствами и 

предупреждает развитие гентамициновой нефропатии [3, 5, 6]. Популин использовался 

для лечения сепсиса, вызванного липополисахаридами, у крыс, что может снизить уровни 

маркеров окислительного стресса и цитокинов у пациентов с сепсисом [33].


Обеспечение высокого качества продукции является гарантией их эффективности и 

безопасности. В рамках данной работы были разработаны методики качественного и 

количественного анализа эвгенола и ментола в средствах «Fitodent PerioGel» (гель с 

хлорофиллом, корой осины и кверцетином и гель с хлорофиллом и хлоргексидином [8].


Актуальность исследования обусловлено тем, что при лечении стоматологических 

заболеваний наряду с синтетическими препаратами широко применяются средства с 

активными компонентами растительного происхождения. Растительные компоненты 

имеют ряд премуществ в сравнении с синтетическими средствами. В частности, они 

способны заменить стандартную антисептическую терапию при наличии 

антибактериальных свойств. Кроме того, они имеют перпспективу применения без 
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ограничения продолжительности, в связи с отсутствием формирования резистентности 

бактериальной флоры к активным компонентам [5].  


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

1. Объекты исследования


В качестве объектов исследования использовали «Fitodent Periogel», гель с 

хлорофиллом, корой осины и кверцетином и гель с хлорофиллом и хлоргексидином: 


Состав геля с хлорофиллом, корой осины и кверцетином (на 100 г готового 

продукта): 


− экстракт осиновой коры 0,06 (в пересчете на абс. сух. массу)


− натрий медь хлорофиллин 0,02


− экстракт пихты сибирской 0,07


− кверцетин 0,3


− натриевую соль метилпарабена 0,2


− ароматизатор 0,05


− ментол 0,01


− эвгенол 0,05


− сорбит 70%-ый водный раствор 70,0


− эмульгатор 2,75


− метилсалицилат 0,1


− гидроксиэтилцеллюлозу 1,0


− лимонную кислоту 0,04


− аллантоин 0,2


− Д-пантенол 0,3


− альгинат натрия 0,35


− касторовое масло 2,5


− вода – сколько необходимо до получения общей массы 100 г. 


Состав геля с хлорофиллом и хлоргексидином (на 100 г): 


− Сорбитол 70% 70,3-77,7


− Вода 5,77-6,38


− Гидрогенизированное касторовое масло 2,61-2,88


− Гидроксиэтилцеллюлоза QP-100 1,9-2,1
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− Альгинат натрия 2,5%-й раствор (по сухому веществу) 1,42-1,57


− Д-пантенол 0,28-0,31


− Хлоргексидина биглюконат 0,19-0,21


− Аллантоин 0,03-0,04


− Метилпарабен 0,09-0,1


− Метилсалицилат 0,06-0,07


− Ароматизатор Пектраль BLT x21 0090 0,04-0,05


− Ментол 0,04-0,05


− Экстракт пихты 0,04-0,05


− Натрий медь Хлорофиллин 0,01-0,02


− Эвгенол 0,01-0,02


− Пектин 0,57-0,59


Экспериментальные данные были получены с использованием следующих 

приборов, оборудования:


1. Аналитические весы «Mettler Toledo XS 204», весы Мора ВА-4М, весы для 

сыпучих материалов технические ВСМ-1, ВСМ-5, ВСМ-20. Весы 

электронные САРТО ГОСМ ЛВ 210-А.


2. Спектрофотометр «Specord 40» (Analytik Jena).


3. ЯМР спектрометр JEOL JNM ECX-400  


4. Тандемный жидкостный/газовый квадрупольно-тандемный масс-спектрометр 

высокого разрешения Bruker Maxis;


5. Жидкостный хроматограф ВЭЖХ МАЭСТРО (ООО «Интерлаб»)


6. Газовый хроматограф «МАЭСТРО 7820» с масс-спектрометром модели 

Agilent 5975 и автоинжектором. 


7. рН-метр pH-150МИ (“Измерительная техника”)


Используемые расходные материалы включали: 


• хроматографические колонки Ultra C18, 5 um, 150 × 3.0 mm (Restek, USA); 

капиллярная кварцевая колонка HP-5ms 30 м×0,25 мм×0,25 мкм 

(неподвижная фаза: 5%-дифенил-95%-диметилсилоксан)
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• хроматографические пластинки «Силуфол УФ-254», «Сорбфил ПТСХ-АФ-

А-УФ», «Сорбфил-ПТСХ-П-А-УФ», системы элюирования (хлороформ-

этанол-вода и хлороформ-метанол-вода в различных соотношениях);


• элюенты для ВЭЖХ: ацетонитрил (ООО «Компонент-реактив», «Для 

высокоэффективной жидкостной хроматографии»); вода, полученная с 

использованием системы для получения воды очищенной с 

многоступенчатой системой очистки (адсорбция, обратный осмос, 

мембранное фильтрование) и проверенная на чистоту в условиях 

хроматографического анализа.


Реактивы и остальные растворители (этанол, хлороформ, гексан, ацетон и др.) 

имели степень чистоты ч.д.а. или х.ч. 


2. Методы исследования


2.1. Методы пробоподготовки


В общем случае подготовка для целей количественного определения БАС 

проводилась следующим образом: около 1 г геля (точная навеска) помещали в колбу со 

шлифом вместимостью 25-50 мл, прибавляли около 10 мл 95% этанола, перемешивали, 

нагревали на кипящей водяной бане в течение 10 мин. Извлечение фильтровали через 

бумажный обеззоленный фильтр («Красная лента») в мерную колбу вместимостью 25 мл. 

Процедуру повторяли еще один раз, пробу фильтровали в ту же колбу, затем объем 

доводили 95% этанолом до метки. Извлечение разводили 95% этанолом в соотношении 

1:1. Для хроматографических исследований раствор дополнительно фильтровали через 

мембранный фильтр Millipore (0,45 мкм).


Приготовление растворов стандартных образцов заключалось в растворении 

0,025-0,030 г (точная навеска) веществ в подходящем растворителе в мерной колбе 

вместимостью 50 мл, доведении объема раствора до метки тем же растворителем. 


Для изучения состава летучих органических соединений 3,0 г геля (точная навеска) 

обрабатывали 2 раза хлороформом по 10 мл, каждый раз фильтруя извлечение в мерную 

колбу вместимостью 25 мл.  


2.2. Определение рН вытяжек из гелей


1,0 г геля растворяли в 50 мл дистиллированной воды при интенсивном 

перемешивании, электроды pH-метра были подготовлены согласно инструкции 

эксплуатации на прибор. Измерения проводили, погружая электрод в раствор так, чтобы 
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анализируемая проба полностью покрывала шарик стеклянного электрода. Показания 

прибора считывали через 3 минуты. Проба анализировалась в двух повторах.


2.3. Хроматографические методы


2.3.1.Тонкослойная хроматография


В исследовании ТСХ-разделение проводили на хроматографических пластинках 

“Силуфол УФ-254”, “Сорбфил-ПТСХ-П-А-УФ” или «Сорбфил ПТСХ-АФ-А-УФ». 

Пластинки предварительно выдерживали для активации в сушильном шкафу при 

температуре 100-105 ºС в течение 1 часа. Пробы наносили микропипеткой на линию 

старта, проведенную на расстоянии 1,5 см от нижнего края пластинки вдоль линии 

накатки, так чтобы пятна отстояли друг от друга на расстоянии около 1 см. После 

нанесения проб пластинку высушивали на воздухе в течение 5 мин, затем помещали в 

предварительно насыщенную парами растворителей камеру и хроматографировали 

восходящим способом в различных системах (хлороформ-этанол-вода 25:18:2). Когда 

фронт растворителей проходил около 8-9 см, пластинку вынимали и сушили на воздухе в 

течение 5-10 минут до удаления запаха растворителей. Детекцию проводили в видимой 

области спектра и в УФ-свете (254 и 366 нм), а также после обработки раствором 

диазобензолсульфокислоты в насыщенном растворе натрия карбоната.





Рисунок 5 — Камера для проведения анализа методом тонкослойной 

хроматографии
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2.3.2.Адсорбционная жидкостная колоночная хроматография


С целью изучения химического состава субстанций была проведена адсорбционная 

жидкостная колоночная хроматография. Растворенный экстракт осины и хвойный экстракт 

упаривали и смешивали с силикагелем для колоночной хроматографии, высушивали до 

получения сыпучего порошка. Для заполнения колонок использовали суспензионный 

метод. Хроматографическое разделение проводили на сорбенте силикагеле L40/100 с 

использованием в качестве элюентов хлороформа, спирто-хлороформных смесей в 

различных соотношениях, 95% этанола. Схемы элюирования представлены в Таблице 1. 


Таблица 1 – Схемы элюирования при проведении исследования компонентного состава 
экстракта осины и хвойного экстракта методом адсорбционной жидкостной колоночной 

хроматографии


Фракции собирали объемам по 100-200 мл; упаривали в роторно-вакуумном 

испарителе при температуре 50±2 °С до остаточного объема 5-6 мл. Ход 

хроматографического разделения контролировали методом ТСХ в нескольких системах с 

Элюирующие смеси Экстракт осины


Объемы (номера фракций)

Хвойный экстракт


Объемы (номера фракций)

Хлороформ 500 мл (1, 2) 500 мл (1, 2)

1 % EtOH – 99 % CHCl3 - 1500 мл (3-13)

3 % EtOH – 97 % CHCl3 1200 мл (3-9) 1400 мл (14-22)

5 % EtOH – 95 % CHCl3 500 мл (10-12) 1000 мл (23-29)

7 % EtOH – 93 % CHCl3 500 мл (13-15) 700 мл (30-33)

10 % EtOH – 90 % CHCl3 1000 мл (16-21) 700 мл (34-37)

15 % EtOH – 85 % CHCl3 1300 мл (22-28) 500 мл (38-40)

20 % EtOH – 80 % CHCl3 1200 мл (29-35) 1000 мл (41-47)

30 % EtOH – 70 % CHCl3 1200 мл (36-42) 500 мл (48-50)

40 % EtOH – 60 % CHCl3 1500 мл (43-50) 500 мл (51, 52)

60 % EtOH – 40 % CHCl3 1200 мл (51-57) 500 мл (53-55)

EtOH 500 мл (58-61) 500 мл (56, 57)
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использованием различных способов детекции (визуально в видимой области; в УФ-свете 

при длине волны 254 и 366 нм).


В 22-24 и 33-36 фракциях коры осины выпадали осадки, которые были очищены 

перекристаллизацией из спиртовых и водно-спиртовых смесей, образцы переданы для 

проведения структурных исследований (ЯМР 1Н-, 13С и масс-спектрометрия). По данным 

УФ-спектров можно предположить фенольную природу выделенных соединений.  


Дополнительную очистку содержащихся во фракциях веществ планируется 

проводить рехроматографией на полиамиде (Woelm) и силикагеле L40/100 и 

перекристаллизацией.




Рисунок 6 — Упаривание фракций





Рисунок 7 — Процесс упаривания фракций, полученных из хвойного экстракта


15






Рисунок 8  — Рабочий процесс хроматографического деления субстанций, 

используемых для получения гелей





Рисунок 9  — Упаривание фракции, полученной из хвойного экстракта
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Рисунок  10 — Процесс хроматографического деления извлечения из хвойного 

экстракта
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Рисунок 11 — Процесс хроматографического деления извлечения из экстракта коры 

осины


2.3.3.Высокоэффективная жидкостная хроматография


ВЭЖХ-анализ осуществляли с использованием хроматографа ВЭЖХ МАЭСТРО 

(ООО «Интерлаб») в следующих условиях: метод обращенно-фазовой хроматографии, 

колонка Ultra C18, 5 um, 150 x 3.0 mm (Restek, USA); в качестве подвижных фаз 

использовали ацетонитрил (подвижная фаза А) и 1% водный раствор уксусной кислоты 

(подвижная фаза В). 
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Режим элюирования: 0-5 мин А/В 10/90 (изократический); 5-15 мин до А/В 60/40 

(градиентный); 15-20 мин А/В 60/40 (изократический); 20-25 мин до А/В 80/20 

(градиентный); 25-35 мин А/В 80/20 (изократический). 


Детекцию вещество проводили при длинах волн 254, 290 и 350 нм. Объемы 

инжектируемых проб составляли от 1 до 10 мкл. 


Пригодность хроматографической системы оценивали в соответствии с 

ОФС.1.2.1.2.0001.15 «Хроматография». Показатели пригодности хроматографической 

системы (эффективность колонки, разрешение между пиками, фактор асимметрии) 

рассчитывали по результатам 5-кратного анализа 2-5 мкл испытуемых растворов.


2.3.4.Газовая хроматография


Компонентный состав летучих соединений стоматологических композиций 

определяли с помощью газового хроматографа «МАЭСТРО 7820» с масс-спектрометром 

модели Agilent 5975 и автоинжектором. Анализ проводили с использованием капиллярной 

кварцевой колонки HP-5ms 30 м×0,25 мм×0,25 мкм (неподвижная фаза: 5%-дифенил-95%-

диметилсилоксан). 


В общем случае условия хроматографирования: 


1. газ-носитель: гелий, скорость потока 1 мл/мин;


2. программирование температуры термостата колонок: изотерма 40°C в течение 5 

мин – нагрев до 80°C со скоростью 3°C/мин – нагрев до 180°C со скоростью 

4°C/мин – нагрев до 280°С со скоростью 8°С/мин - изотерма 280°C в течение 10 

мин.; 


3. температура испарителя 270°C; температура источника ионов 150°C; 

температура квадруполя 230°С; температура переходной камеры 280°С; 


4. объем вводимой жидкой пробы 1 мкл.


Для идентификации компонентов определяли линейные индексы удерживания, 

сопоставляли полученные результаты и полные масс-спектры с библиотечными 

(библиотеки масс-спектров «NIST 2.0») и литературными данными. Рассматривались 

только компоненты, определяемые по библиотеке с вероятностью более 90%. Долю 

каждого компонента эфирного масла от суммы всех компонентов рассчитывали методом 

внутренней нормализации по площадям соответствующих пиков на хроматограмме, 

построенной по полному ионному току.
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 Рисунок 12 — Автосемплер газового хроматографа





 Рисунок 13 — Газовый хроматограф «МАЭСТРО 7820» с масс-спектрометром 

модели Agilent 5975 и автоинжектором
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2.4. Спектральные методы (УФ-, ЯМР-спектроскопия, масс-спектрометрия)


При изучении химического состава использовали УФ-, ЯМР-спектроскопию, масс-

спектрометрию, а также сочетание экстракционных методов и перекристаллизации.


Спектральные свойства выделенных веществ изучали с использованием 

следующих методов: ЯМР-спектроскопия с использованием ЯМР-спектрометра JEOL 

JNM ECX-400  и масс-спектрометрия с использованием тандемного жидкостного/газового 

квадрупольно-тандемного масс-спектрометр высокого разрешения Bruker Maxis.


Регистрацию электронных спектров проводили с помощью спектрофотометра 

«Specord 40» (Analytik Jena) в диапазоне длин волн 190-700 нм в кюветах с толщиной слоя 

10 мм. Результаты измерений обрабатывались с помощью программ WinASPECT и 

Microsoft Excel.


2.5. Анализ высвобождения биологически активных соединений из гелей


О способности действующих веществ к высвобождению судили по результатам 

изучения диализа через полупроницаемую мембрану в опытах in vitro. В качестве 

полупроницаемой мембраны использовали мешок для диализа (M-Cel диаметр пор 3,5 

кДа). В качестве диализной среды использовали фосфатный буферный раствор с 

кислотностью рН =6,5, соответствующей диапазону рН ротовой жидкости (pH 6,4-7,4). 


Мешок для диализа предварительно кипятили в 10 мМ растворе динатриевой соли 

ЭДТА и 10 мМ растворе соды на деионизированной воде (в двухкомпонентном растворе) в 

течение 30 минут. Навеску геля наносили равномерным слоем на полупроницаемую 

мембрану, неподвижно закрепляли на конце полой трубки. Площадь диализной 

поверхности – 8,04 ± 0,10 см2. Трубку с навеской опускали на 2-3 мм в диализную среду. 

Объем диализной среды – 25 мл. Диализ проводили при температуре 37 ± 1 °С в течение 6 

часов, пробы отбирали через 10, 30, 60, 90, 120, 180, 240 и 360 мин с восполнением 

диализной среды. Количественное определение проводили хроматографическими 

методами в условиях, аналогичных тем, которые были подобраны для количественного 

определения действующих компонентов (высокоэффективная жидкостная или газовая 

хроматография).


Для определения степени высвобождения летучих органических соединений 1 мл 

диализата обрабатывали трехкратно хлороформом, каждый раз отделяя нижний слой. 

Полученное объединенное извлечение фильтровали через слой безводного сульфата 

натрия и доводили объем до 3 мл. 
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Для определения степени высвобождения кверцетина 1 мл диализата упаривали 

досуха, растворяли остаток в 2 мл метанола, фильтровали через фильтр 0,45 мкм и пробу 

вводили в жидкостный хроматограф. Объем пробы 5 мкл. 


Опыты проводили в трехкратном повторении на трех навесках. 


3. Статистическая обработка


Статистическая обработка результатов количественного определения проводилась в 

соответствии с ОФС.1.1.0013.15 «Статистическая обработка результатов химического 

эксперимента». 


4. Валидация методик


Валидационная оценка методик количественного определения проводилась по 

показателям : специфичность , линейность , правильность (открываемость), 

прецизионность. Специфичность методики определялась по соответствию времен 

удерживания стандартных образцов и пиков, соответствующих этим стандартам на ГХ-

хроматограмме испытуемого раствора.


Определение линейности проводили на пяти уровнях концентраций растворов 

стандартных образцов. На основании полученных данных строили график в координатах 

«концентрация, мг/мл – высота пика» или «концентрация, мг/мл – площадь пика» и 

рассчитывали уравнение линейной регрессии (Y = aX + b), значение коэффициента 

детерминации (r2), стандартное отклонение с использованием программного обеспечения 

Microsoft Excel 2013. 


Правильность методики тестировали путем введения в навеску геля добавки 

стандартного образца в количестве от 80 % до 120 % от исходного содержания в пробе. 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1. РЕЗУЛЬТАТЫ ФИТОХИМИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ


1. Качественный анализ


Все исследуемые образцы гелей имели слабокислую реакцию среды. Значение рН 

для геля «Fitodent Periogel» с хлорофиллом, корой осины и кверцетином – 5,5±0,1 ед., для 

геля «Fitodent Periogel» с хлорофиллом и хлоргексидином – 5,4±0,1 ед.


На ТСХ-пластинках в извлечениях из геля «Fitodent Periogel» с хлорофиллом, корой 

осины и кверцетином обнаруживалось пятно на уровне, соответствующем стандартному 

образцу кверцетина. 


В результате исследования были подобраны оптимальные условия для 

хроматографического разделения компонентов гелей методом ВЭЖХ, описанные в разделе 

«Материалы и методы». 


По соответствию времен удерживания извлечения и присланных стандартов и 

методом добавок было подтверждено наличие кверцетина, эвгенола, метилсалицилата 

(рис. 14-16).


. 

Рисунок 14 – ВЭЖ-хроматограммы геля «Fitodent Periogel» с хлорофиллом, корой осины и 
кверцетином (синяя линия) и рабочего стандартного образца кверцетина (зеленая линия) 

(время удерживания – 11,80 мин)

А



Б




В
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Рисунок 15 – ВЭЖ-хроматограммы геля «Fitodent Periogel» с хлорофиллом, корой осины и 
кверцетином (синий; А), геля «Fitodent Periogel» с хлорофиллом и хлоргексидином 

(зеленый, Б) и рабочего стандартного образца метилсалицилата (В) (время удерживания – 
14,78 мин)





Рисунок 16 – ВЭЖ-хроматограммы рабочего стандартного образца эвгенола (время 
удерживания – 14,26 мин)


Следует отметить, что на ВЭЖХ-хроматограммах образцов гелей «Fitodent 

PerioGel» с хлорофиллом и хлоргексидином не обнаруживался хлоргексидин, несмотря на 

наличие пика на хроматограмме субстанции, используемой для получения 

стоматологического продукта (рис. 17).





Рисунок 17 – ВЭЖ-хроматограммы рабочего стандартного образца хлоргексидина (время 
удерживания – 11,14 мин)


Изменение значения рН экстрагента также не приводило к появлению пика, 

соответствующего пику хлоргексидина на хроматограмме извлечения. Изучение 

литературных данных и анализ физико-химических свойств хлоргексидина 

продемонстрировали возможность образования водонерастворимых комплексов между 

хлоргексидином и вспомогательными веществами гелей, в частности анионными 
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полимерами (натрия альгинатом, карбоксиметилцеллюлоза) [32, 40, 41]. Исследование 

вы с во б ожд ени я х л о р г е кс и дин а би глюкон ат а и з г е л е й , с од е ржащих 

гидроксипропилцеллюлозу, показало существенное отличие от контрольной группы [27, 

45]. В то же время в публикациях отмечается, что при использовании в качестве 

субстанции стехиометрических комплексов хлоргексидина и натрия альгината или 

карбоксиметилцеллюлозы возможно сохранение антимикробных свойств (на примере 

E.coli) на фоне улучшения органолептических свойств [32]. 


На ГХ-МС хроматограмме обнаруживались ментол, эвгенол, мальтол, 

метилсалицилат и метилпарабен (рис. 9). Определенном методом внутренней 

нормализации процентное соотношение площадей пиков представлено в Таблице 2.


Таблица 2 – Процентное соотношение распределения площадей на ГХ-МС хроматограмме 
гелей «Fitodent PerioGel»




Рисунок 10 – ГХ/МС – хроматограмма хлороформного извлечения из гелей серии 
«Fitodent PerioGel» на примере геля с хлорофиллом, корой осины и кверцетином


В дальнейшем для целей количественного определения метилсалицилата, эвгенола 

и ментола нами был выбран метод газовой хроматографии с связи с более высокой 

№ 
п/п

Наименование Время 
удерживания, 

мин

«Fitodent PerioGel» с 
хлорофиллом, корой 
осины и кверцетином

«Fitodent PerioGel» с 
хлорофиллом и 
хлоргексидином

Мальтол 21,358 0,005±0,002 0,004±0,002

Ментол 24,708 10,05±0,29 5,67±0,74

Метилсалицилат 25,408 3,94±0,17 2,73±0,12

Эвгенол 31,347 0,99±0,31 0,71±0,31

Метилпарабен 34,984 49,25±8,34 42,14±4,94
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чувствительностью методики, для количественного определения кверцетина – метод 

ВЭЖХ. 


2. Результаты хроматографических исследований субстанций


С использованием метода газовой хроматографии с масс-селективным детектором 

проведено исследование компонентного состава хвойного экстракта – субстанции, 

используемой для получения гелей (рис. 18). Преобладающим компонентом на 

хроматограмме был мальтол, который также обнаруживался на хроматограмме 

хлороформного извлечения из геля (табл. 3). 


Таблица 3 – Компонентный состав хвойного экстракта по результатам хромато-масс-
спектрометрии





Рисунок 18 – ГХ/МС-хроматограмма хвойного экстракта


В результате хроматографического деления компонентов методом адсорбционной 

жидкостной колоночной хроматографии из экстракта осины и хвойного экстракта 

выделены несколько индивидуальных соединений.


№ 
п/п

Название вещества Время 
удерживания, мин

Доля от суммарной площади 
идентифицированных компонентов, %

Мальтол 22,061 63,90±2,89

Борнеол 24,474 1,26±0,25

Куминовый альдегид 24,971 2,77±0,32

Эстрагол 25,6120 0,51±0,16

Карвон 27,506 0,88±0,18

Анетол 29,067 0,37±0,12

5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
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Из хвойного экстракта при элюировании через колонку смесью хлороформ-этанол 

(v/v 99/1) было выделено белое кристаллическое вещество, с температурой плавления 

161-162 °С (перекр. из этанола). В ИК-спектре соединения видны характеристические 

полосы поглощения 1560 см-1, 1627 см-1, 1654 см-1 характерные для валентных -С=С и 

-С=O колебаний, а также полосы 2924 см-1, 3063 см-1, 3265 см-1, характерные для 

валентных =СH2, -СH, -OH колебаний (рис. 19).


ИК-спектр, ν, см-1: 3265, 3375, 3063, 2924, 2852, 1654, 1627, 1560, 1460, 1259, 1198, 

1076, 920. 


В спектре ЯМР 13С присутствует сигнал атома углерода карбоксильной группы в 

области 173,2 м.д., сигналы атомов углерода при двойных связях в области 113,3 м.д., 

143,4 м.д., 149,6 м.д. и 154,2 м.д. Также в спектре наблюдается сигнал углерода в сильной 

области 14,37 м.д., характерный для метильной группы (рис. 20А).


В спектре ЯМР 1H наблюдаются сигналы протонов метильной группы (-CH3) в 

области 2,32 м.д., виден уширенный синглет в области 7,4 м.д., характерный для протонов 

–ОН группы, также видны два с дублета в области 6,37-6,39 м.д. и 7,66-7,67 м.д., 

характерные для протонов при двойной связи С=С (рис. 12В).


ЯМР 13С (100 МГц, DMSO-d6),δ, м.д.: 14,37 (CH3), 113,3 (=С-С=О), 143,4 (С-ОН), 

149,6 (С- CH3), 154,2 (=С-O-), 173,2 (С=О).


ЯМР 1H (400 МГц, DMSO-d6),δ, м.д.: 2,32 (3H, c), 6,37-6,39 (1H, д, J=5,52 Гц), 7,40 

(1H, уш.с), 7,66-7,67 (1H, д, J=5,52 Гц).


Предполагаемая структура соединения – мальтол (3-гидрокси-2-метил-4-пирон)





Рисунок 19 – ИК-спектр вещества, выделенного из хвойного экстракта
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Рисунок 20 – ЯМР 13С и ЯМР 1Н вещества, выделенного из хвойного экстракта


 


Рисунок 21 — хроматографического деления извлечения из хвойного экстракта
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Рисунок 22  — Хроматографическое деление и сбор фракций, полученных из 

хвойного экстракта





Рисунок 23 — Фракции, полученные из хвойного экстракта (элюент – хлороформ)
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Рисунок 24 — Фракции, полученные из хвойного экстракта 





Рисунок  25 — Фракции, полученные из хвойного экстракта 





Рисунок 26  — Фракция, полученная  из хвойного экстракта, в колбе для 

последующего упаривания
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Рисунок 27  — Фракция, полученная  из хвойного экстракта


Из экстракта коры осины при элюировании через колонку смеси хлороформ-

этанол (v/v 80/20) было выделено белое кристаллическое вещество (1), с температурой 

плавления 205-206 °С (перекр. из этанола). В ИК-спектре соединения видна широкая 

полосы поглощения 3346 см-1 характерные для –ОН группы, полосы  поглощения в 

области 2933 см-1, 2894 см-1 характерные для валентных –СH колебаний, а так же полосы 

1604 см-1, 1589 см-1 соотносимые с С-С колебаниями ароматических атомов углерода.


ИК-спектр, ν, см-1: 3346, 2933, 2894, 2870, 1604, 1589, 1494, 1454, 1415, 1242, 1190, 

1116, 1084, 1042, 1014, 756 (рис. 28).





Рисунок 28 – ИК-спектр вещества, выделенного из коры осины (1)


В спектре ЯМР 13С присутствуют сигналы атомов углерода ароматического кольца 

в области 115,3 – 132,0 м.д, сигнал ароматического атома углерода, смещенный в слабое 

поле, связанный с атомом кислорода в области 155,3 м.д., наблюдаются сигналы 

алифатических атомов углерода, связанных с атомами кислорода 58,78 м.д. и 61,30 м.д., а 
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так же сигналы атомов углерода фрагмента глюкозы в области 70,29 м.д.– 101,9 м.д. (рис. 

14А). 


В спектре ЯМР 1H наблюдаются сигналы протонов ароматического кольца в 

области 6,96 – 7,33 м.д., а так же протоны при углеродных атомах глюкозы и протоны 

гидроксильных групп в области 3,10 – 5,30 м.д. (рис. 29В).


ЯМР 13С (100 МГц, DMSO-d6),δ, м.д.: 58,78 (-CarСН2ОH), 61,30 (-CСН2ОH), 70,29 

(CH), 73,95 (CH), 77,04 (CH), 77,61 (CH), 101,9 (OCHO), 115,3 (Car), 122,3 (Car), 127,7 

(Car), 128,2 (Car), 132,0 (Car), 155,2 (OCCar). 


ЯМР 1H (400 МГц, DMSO-d6),δ, м.д.: 3,10-3,16 (1H, м), 3,19-3,29 (3H, м), 3,41-3,47 

(1H, м), 3,65-3,69 (1H, м), 4,40-4,45 (1H, м), 4,53-4,56 (1H, м), 4,58-4,63 (1H, м), 4,72-4,74 

(1H, м), 4,93-4,95 (1H, м), 4,96-4,99 (1H, м), 5,03-5,04 (1H, м), 5,30-5,31 (1H, м), 6,96-6,98 

(1H, м), 7,04-7,06 (1H, м), 7,15-7,16 (1H, м), 7,32-7,33 (1H, м).


Предполагаемая структура соединения – салицин (2-(гидроксиметил)-6-[2-

(гидроксиметил)фенокси]оксан-3,4,5-триол).


 


Рисунок 29 - ЯМР 13С и ЯМР 1Н вещества, выделенного из коры осины (1)


В УФ-спектре вещества наблюдаемый максимум поглощения соответствовал 

270±2 нм. 


Из экстракта коры осины при элюировании через колонку смеси хлороформ-этанол 

(v/v 90/10) было выделено белое кристаллическое вещество (2), с температурой плавления 

180-182°С (перекр. из этанола). В ИК-спектре соединения видна широкая полосы 

поглощения 3417 см-1 характерные для –ОН группы, полосы  поглощения в области 2978 

см-1, 2964 см-1 характерные для валентных –СH колебаний, видна сильная полоса 
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поглощения 1720 см-1 характерная для –С=О колебаний, а так же полосы 1605 см-1, 1589 

см-1 соотносимые с С-С колебаниями ароматических атомов углерода (рис. 30).


ИК-спектр, ν, см-1: 3417, 2978, 2964,1720, 1605, 1593, 1497, 1456, 1400, 1287, 1278, 

1068, 968, 756.


В спектре ЯМР 13С присутствуют сигналы атомов углерода ароматических колец в 

области 115,1 – 133,9 м.д, сигнал ароматического атома углерода, смещенный в слабое 

поле, связанный с атомом кислорода в области 155,3 м.д. виден сигнал углерода 

карбоксильной группы в области 166,0 м.д. Наблюдаются сигналы алифатических 

углеродов, связанных с атомами кислорода в области 58,65 м.д. и 64,83 м.д., а так же 

сигналы атомов углерода замещенной глюкозы в области 70,71 м.д.– 101,5 м.д. (рис. 31А). 


В спектре ЯМР 1H наблюдаются сигналы ароматических протонов в области 6,91 – 

7,96 м.д., а так же протоны при углеродных атомах глюкозы и протоны гидроксильных 

групп в области 3,30 – 5,42 м.д. (рис. 31В).


ЯМР 13С (100 МГц, DMSO-d6),δ, м.д.: 58,65 (-CarСН2ОH), 64,83 (-CСН2ОСО), 70,71 

(СH), 73,86 (СH), 74,29 (CH), 76,84 (СH), 101,5 (OCHO), 115,1 (Car), 122,3 (Car), 127,9 

(Car), 129,3 (2 Car), 129,7 (2 Car), 130,2 (Car), 132,1 (Car), 133,9 (Car), 154,8 (OCCar), 166,0 

(OC=O). 


ЯМР 1H (400 МГц, DMSO-d6),δ, м.д.: 3,30-3,34 (3H, м), 3,73-3,77 (1H, м), 4,28-4,30 

(1H, м), 4,43-4,45 (1H, м), 4,59-4,60 (2H, м), 4,83-4,84 (1H, м), 4,92-4,94 (1H, м), 5,20-5,21 

(1H, м), 5,36-5,37 (1H, м), 5,41-5,42 (1H, м), 6,91-6,98 (2H, м), 7,03-7,05 (1H, м), 7,31-7,33 

(1H, м), 7,50-7,54 (2H, м), 7,63-7,66 (1H, м), 7,94-7,96 (2H, м).


Предполагаемая структура соединения – популин (2-(гидроксиметил)фенил β-D-

глюкопиранозид 6-бензоат).





Рисунок 30 - ИК-спектр вещества, выделенного из коры осины (2)
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Рисунок 31 - ЯМР 13С и ЯМР 1Н вещества, выделенного из коры осины (2)


В УФ-спектре вещества максимум поглощения приходился на 274±2 нм.


Выделенный салицин и популин были проанализированы методом жидкостной 

хроматографии в условиях подобранных для компонентного анализа гелей. Время 

удерживание салицина составляет 1,81 мин, популина – 12,1 мин (детекция при длине 

волны 254 нм) (рис. 32).


  


А	 	 	 	 	 	    Б


Рисунок 32 – ВЭЖ-хроматограммы салицина (А) и популина (Б)


	 На хроматограмме геля с хлорофиллом и корой осины, присутствует пики, 

совпадающие по времени удерживания пику выделенных индивидуальных веществ. 

Увеличенные фрагменты хроматограмм спиртового извлечения из геля с хлорофиллом и 

корой осины представлены ниже (рис. 33).
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А	 	 	 	 	 	    Б


Рисунок 33 – ВЭЖ-хроматограммы салицина (А) и популина (Б)





Рисунок 34 – Процесс хроматографического деления извлечения из экстракта коры осины
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Рисунок 35 — Фракции с салицином (экстракт из коры осины)





Рисунок 36 — Образцы популина (22 фракция) и салицина (35 фракция), выделенные в 
результате адсорбционной колоночной хроматографии
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Рисунок 37 — Образцы популина (20, 22, 23 фракции) и салицина (35 фракция), 
выделенные в результате адсорбционной колоночной хроматографии





Рисунок 38 — Фракции, полученные в результате хроматографического деления 
извлечения из экстракта коры осины
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Рисунок 39 —  Фракции, полученные из экстракта коры осины (элюент – хлороформ)





Рисунок 40 —  Фракции, полученные из экстракта коры осины
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Рисунок 41 —  Фракции, содержащие салицин


Выводы по главе:


1. В результате исследований из коры осины были выделены и очищены два 

индивидуальных вещества, идентифицированные по данным ЯМР 1Н и 13С, масс-

спектрометрия как салицин и популин. Из хвойного экстракта выделен мальтол.


2. С использованием методов высокоэффективной жидкостной колоночной 

хроматографии и газовой хроматографии идентифицированы кверцетин, мальтол, 

метилсалицилат, эвгенол, ментол, метилпарабен. 


3. В дальнейшем для целей количественного определения метилсалицилата, 

эвгенола и ментола нами был выбран метод газовой хроматографии с связи с более 

высокой чувствительностью методики, для количественного определения кверцетина 

– метод ВЭЖХ. 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2. РАЗРАБОТКА МЕТОДИК КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ЭВГЕНОЛА И МЕНТОЛА В ОБРАЗЦАХ ГЕЛЕЙ МЕТОДОМ 

ХРОМАТО-МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ


1. Разработка методик количественного определения эвгенола, ментола и 

метилсалицилата в образцах гелей методом хромато-масс-спектрометрии.


С использованием метода хромато-масс-спектрометрии были разработаны 

методики количественного определения ментола и эвгенола в исследуемых образцах 

гелей. 


Зависимость площади хроматографического пика от концентрации эвгенола 

описывалась линейной регрессией в диапазоне концентраций от 0,25 до 2,06 мкг/мл (рис. 

42), для ментола – в диапазоне от 0,10 до 2,00 мкг/мл (рис. 43), для метилсалицилата – в 

диапазоне от 0,23 до 2,34 мкг/мл (рис. 44). Для зависимости площади пика от 

концентрации исследуемых веществ коэффициенты корреляции составили 0,9912, 0,9981 

и 0,9963 соответственно. Указанные диапазоны концентраций можно рассматривать как 

аналитические области методик.





Рисунок 42 – Градуировочный график зависимости площади пика от концентрации 
эвгенола в пробе





Рисунок 43 – Градуировочный график зависимости площади пика от концентрации 

ментола в пробе
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Рисунок 44 – Градуировочный график зависимости площади пика от концентрации 

метилсалицилата в пробе 


Метрологические характеристики предлагаемых методик свидетельствуют о том, 

что ошибка определения среднего результата содержания эвгенола, ментола и 

метилсалицилата в исследуемых образцах гелей с доверительной вероятностью 95 % 

составляет ± 7,02 %, ± 6,74 % и ±7,32 % для геля с хлорофиллом, корой осины и 

кверцетином и ± 7,17 %, ± 7,11 % и ± 7,77 % для геля с хлорофиллом и хлоргексидином 

(табл. 4 и 5). Правильность методики определяли методом добавок путем добавления 

растворов эвгенола, ментола и метилсалицилата с известной концентрацией (80 %, 100 % 

и 120 %) к испытуемому раствору. При этом средний процент восстановления эвгенола и 

ментола составил соответственно 95,4 %, 96,6 % и 97,3 % для геля с хлорофиллом, корой 

осины и кверцетином и 94,5 %, 94,7 % и 97,6 % для геля с хлорофиллом и хлоргексидином 

(табл. 6 и 7). Ошибки определения эвгенола и ментола в пробах с добавками стандартных 

образцов находились в пределах ошибки единичного определения, что свидетельствует об 

отсутствии систематической ошибки. 


При оценке внутрилабораторной прецизионности также показаны 

удовлетворительные результаты, так как относительная погрешность определения 

эвгенола и ментола в первый и второй дни анализа находится в диапазоне от 0,91 до 1,1.


R² = 0,9963
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Таблица 4 – Метрологические характеристики методики количественного определения 
эвгенола и ментола в геле «Fitodent Periogel», гель с хлорофиллом, корой осины и 

кверцетином


Таблица 5 – Метрологические характеристики методики количественного определения 
эвгенола и ментола в геле «Fitodent Periogel», гель с хлорофиллом и хлоргексидином


Таблица 6 – Результаты определения правильности методики определения эвгенола и 
ментола в геле «Fitodent PerioGel», гель с хлорофиллом, корой осины и кверцетином


Анализируемое 
вещество

f S P, % t (P,f)

Эвгенол 5 0,093 0,00619 95 2,57 ±0,007 ±7,02

Ментол 5 0,035 0,00225 95 2,57 ±0,002 ±6,74

Метилсалицилат 5 0,108 0,00755 95 2,57 ±0,008 ±7,32

, %ε̄ΔX̄, мг/гX̄

Анализируемое 
вещество

f S P, % t (P,f)

Эвгенол 5 0,085 0,00595 95 2,57 ±0,006 ±7,38

Ментол 5 0,043 0,00293 95 2,57 ±0,003 ±7,11

Метилсалицилат 5 0,055 0,00404 95 2,57 ±0,004 ±7,77

, мг/гX̄ ΔX̄ , %ε̄

И с х о д н о е 
содержание , 
мг/г геля

Добавлено, 
мг/г геля

Содержание эвгенола, мг/
г

Ошибка

Расчетное Найденное Абсолютная, 
мг/г

Относительная, 
%

Эвгенол

0,093 0,074 0,164 0,154 -0,010 -6,10

0,093 0,093 0,186 0,176 -0,010 -5,38

0,093 0,112 0,205 0,200 -0,005 -2,44

Ментол

0,035 0,028 0,063 0,060 -0,003 -4,76

0,035 0,035 0,070 0,069 -0,001 -1,43

0,035 0,042 0,077 0,074 -0,003 -3,90

Метилсалицилат

0,108 0,086 0,194 0,185 -0,009 -4,85

0,108 0,108 0,216 0,219 +0,003 +1,20

0,108 0,130 0,238 0,227 -0,011 -4,50
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Таблица 7 – Результаты определения правильности методики определения эвгенола и 
ментола в геле «Fitodent PerioGel», гель с хлорофиллом и хлоргексидином


Содержание эвгенола в образце «Fitodent PerioGel», гель с хлорофиллом, корой 

осины и кверцетином, составило 93,0 ± 6,5 мкг/г, «Fitodent PerioGel», гель с хлорофиллом 

и хлоргексидином – 100,0 ± 7,0 мкг/г; ментола – 35,3 ± 2,4 и 43,0 ± 3,1 мкг/г, 

метилсалицилата – 0,33 ± 0,02 и 0,23 ± 0,01 мг/г соответственно. В качестве норматива 

можно ввести показатели «Содержание эвгенола должно быть не менее 80,0 мкг/г 

(0,008%), ментола – не менее 30,0 мкг/г (0,003%), метилсалицилатат – не менее 0,2 мг/г 

(0,02 %) (при использовании разработанных методик).


И с х о д н о е 
содержание, 
мг/г геля

Добавлено, 
мг/г геля

Содержание эвгенола, 
мг/г

Ошибка

Расчетное Найденное Абсолютная , 
мг/г

Относительная, 
%

Эвгенол

0,085 0,068 0,153 0,142 -0,011 -7,25

0,085 0,085 0,170 0,161 -0,009 -5,10

0,085 0,102 0,187 0,179 -0,008 -4,10

Ментол

0,043 0,034 0,077 0,073 -0,004 -5,49

0,043 0,043 0,086 0,081 -0,005 -6,13

0,043 0,052 0,095 0,091 -0,004 -4,41

Метилсалицилат

0,055 0,044 0,099 0,095 -0,004 -3,85%

0,055 0,055 0,110 0,105 -0,005 -4,95%

0,055 0,066 0,121 0,123 +0,002 +1,50%
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Рисунок 45 —  Регистрация ГХ-МС хроматограммы хлороформных извлечений из гелей





Рисунок 46 —  Анализ данных, полученных в результате ГХ-МС анализа
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2. Разработка методик количественного определения кверцетина в 

образцах гелей методом высокоэффективной жидкостной хроматографии


Результаты оценки пригодности системы подтверждают пригодность 

хроматографической системы для количественного определения кверцетина в 

исследуемых образцах гелей с детекцией при длине волны 254 и 350 нм (табл. 8).


Таблица 8 – Оценка пригодности хроматографической системы (по кверцетину)


В дальнейшем для количественного определения и для оценки высвобождения 

кверцетина нами была выбрана методика с детекцией при длине волны 254 нм. 


В условиях анализа время удерживания пика кверцетина на хроматограмме 

стандартного образца и этанольного извлечения из геля составило 11,83 ± 0,05 мин (рис. 

47).


 


Рисунок 47 – ВЭЖ-хроматограмма этанольной вытяжки из геля «Fitodent PerioGel», гель с 
хлорофиллом, корой осины и кверцетином (детекция при длине волны 254 нм)


Показано, что растворитель и подвижная фаза не влияют на результаты анализа. 

Полученные результаты подтверждают специфичность методики.


Зависимость площади хроматографического пика от концентрации кверцетина 

описывалась линейной регрессией в диапазоне концентраций от 0,024 до 0,24 мг/мл (рис. 

48). Этот диапазон можно рассматривать как аналитическую область методики. 

Коэффициент корреляции составил 0,9958. 


Параметр 
хроматографической 

колонки

Значение 
(детекция при 

254 нм)

Значение 
(детекция при 

350 нм)

Н о р м а т и в н ы й 
показатель

Эффективность колонки 144089 143927 Н е м е н е е 5 0 0 0 
теоретических тарелок

Разрешение между наиболее 
близкими пиками 

3,60 5,76 Не менее 1,5

Фактор асимметрии 0,93 0,97 Не более 1,5
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Рисунок 48 – Градуировочный график зависимости площади пика от концентрации 

кверцетина в пробе 


Открываемость кверцетина составила в среднем 98,0 %, что подтверждает 

правильность методики (табл. 9). В опытах с добавками определено, что ошибка анализа 

находится в пределах ошибки единичного определения, что свидетельствует об отсутствии 

систематической ошибки методики.


Исследование повторяемости методики указывает на сходимость полученных 

концентраций кверцетина: относительная ошибка среднего результата определения 

содержания флавоноида с доверительной вероятностью 95 % составляет ± 2,44% (табл. 

10) . При оценке внутрилабораторной прецизионности также показаны 

удовлетворительные результаты, так как относительная погрешность определения 

кверцетина в первый и второй дни анализа и при анализе разными аналитиками находится 

в диапазоне от 0,95 до 1,1.


Таблица 9 – Результаты определения правильности методики  кверцетина в геле с 

хлорофиллом, корой осины и кверцетином


Таблица 10 – Метрологические характеристики методики количественного 

определения кверцетина в геле с хлорофиллом, корой осины и кверцетином


Пл
ощ

ад
ь,

 у
.е

., 

0

1000

2000

3000

4000

Концентрация кверцетина, мг/мл
0 0,075 0,15 0,225 0,3

y = 13197x + 72,139
R² = 0,9976

И с х о д н о е 
содержание, 
мг/г

Добавлено , 
мг/г

Содержание, мг/г Ошибка

Расчетное Найденное Абсолютная , 
мг

Относительная, 
%

2,793 2,234 5,027 5,102 +0,075 +1,49%

2,793 2,793 5,586 5,608 +0,022 +0,39%

2,793 3,352 6,145 6,024 -0,121 -1,97%
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Обозначения: f – число степеней свободы;  – среднее значение; S – стандартное 
отклонение; P – доверительная вероятность, t - t-критерий Стьюдента, Δ  – 
полуширина доверительного интервала среднего результата;  – относительная ошибка 
среднего результата.


С использованием этой методики было проанализировано содержание кверцетина в 

образце геля «Fitodent PerioGel», которое составило 2,79 ± 0,07 мг/г геля. Соответственно, 

можно рекомендовать нижний предел содержания не менее 2,5 мг/г. 





Рисунок 49 – Жидкостный хроматограф ВЭЖХ «МАЭСТРО» (насос и автосемплер)


f S P, % t (P,f)

10 2,7945 0,1016 95 2,23 ±0,0683 ±2,44

,X̄ , %ε̄ΔX̄

X̄
X̄

ε̄
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Рисунок 50 – Процедура проведения анализа методом ВЭЖХ извлечений из гелей


Выводы по главе


1. Разработаны и валидированы методики количественного определения ментола, 

эвгенола, метилсалицилата методом газовой хроматографии и кверцетина методом 

высокоэффективной жидкостной хроматографии.


2. Продемонстрированы удовлетворительные метрологические характеристики 

методик (по показателям правильности, прецизионности, специфичности). 


3. Рекомендованы нижние пределы содержания для проанализированных 

действующих веществ. 
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3. ОЦЕНКА ВЫСВОБОЖДЕНИЯ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ 

СОЕДИНЕНИЙ ИЗ ГЕЛЕЙ


Оценка степени высвобождения действующих компонентов геля показало, что в 

среднем для эвгенола в течение 6 часов значение составило 34,7 ± 4,5 % для геля с 

хлорофиллом и хлоргексидином и 32,2 ± 4,3 % для геля с хлорофиллом, корой осины и 

кверцетином (рис. 51). Для эвгенола достижения равновесного состояния наблюдалось с 

240 мин (4 ч). 


Рисунок 51 - Степень высвобождения эвгенола.


Степень высвобождения ментола за 6 ч составила 14,0 ± 0,5 % для геля с 

хлорофиллом и хлоргексидином и 13,7 ± 1,3 % для геля с хлорофиллом, корой осины и 

кверцетином (рис. 52). Для метилсалицилата соответствующие значения составили 16,4 ± 

3,0 % и 15,9 ± 2,3 % (рис. 53). Высвобождение ментола достигало равновесного состояния 

к 180 мин (3 часа), метилсалицилата – к 30 мин (для геля с хлорофиллом и 

хлоргексидином) и к 60 мин (для геля с хлорофиллом, корой осины и кверцетином). 


А. Гель с хлорофиллом и хлоргексидином В. Гель с хлорофиллом, корой осины и кверцетином
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Рисунок 52 - Степень высвобождения ментола


Рисунок 53 - Степень высвобождения метилсалицилата


Степень высвобождения кверцетина из геля была незначительной и составляла 
0,01-0,03% в течение 6 часов проведения диализа через полупроницаемую мембрану (рис. 
54). Низкое значение, по-видимому, обусловлено введением кверцетина в состав геля в 
сухом виде или в виде суспензии (не истинного раствора). Ранее уже отмечалась низкая 
степень высвобождения веществ из мягких лекарственных форм при подобном введении 
(порошок или суспензия) [2, 11].


А. Гель с хлорофиллом и хлоргексидином В. Гель с хлорофиллом, корой осины и кверцетином

А. Гель с хлорофиллом и хлоргексидином В. Гель с хлорофиллом, корой осины и кверцетином

50



Рисунок 54 - Степень высвобождения кверцетина


Выводы по главе


1. Проанализировано высвобождение ментола, метилсалицилата, эвгенола и 

кверцетина из исследуемых образцов гелей. 


2. Степень высвобождения ментола, метилсалицилата и эвгенола составляла от 14 

до 37%; для кверцетина соответствующее значение составило 0,03%, что, возможно, 

обусловлено введением флавоноида в состав геля в виде суспензии и его низкой 

растворимостью в воде. 
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Заключение


Таким образом, инициировано исследование компонентного состава субстанций, 

используемых для получения «Fitodent Periogel», гель с хлорофиллом, корой осины и 

кверцетином, «Fitodent Periogel», гель с хлорофиллом и хлоргексидином. Из экстракта 

осины выделены салицин и популин, из хвойного экстракта – мальтол, которые были 

идентифицированы по данным ЯМР 1Н и 13С, ИК-спектроскопии. 


Предложены методики качественного анализа исследуемых гелей методами 

высокоэффективной жидкостной хроматографии и газовой хроматографии. 


Разработаны и валидированы методики количественного определения ментола, 

метилсалицилата и эвгенола методом газовой хроматографии с масс-селективным 

детектором и кверцетина методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

Продемонстрированы удовлетворительные метрологические характеристики 

разработанных методик. 
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