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ВВЕДЕНИЕ. Актуальной задачей фармацевтической отрасли является разра-
ботка ресурсосберегающих технологий производства лекарственных средств 
(ЛРС). Один из способов эффективного использования лекарственного расти-
тельного сырья  — технологии, позволяющие получать продукты с различным 
фармакологическим действием в одном технологическом цикле. В настоящее 
время отсутствует регламентированный способ обработки данного вида сы-
рья, который бы позволил разрабатывать лекарственные препараты на осно-
ве календулы цветков с заданным фармакологическим действием. В странах 
Евразийского экономического союза (ЕАЭС) для переработки сырья календулы 
используются методы экстракции, направленные на получение в одном техно-
логическом цикле только одной фракции БАВ (только флавоноидов или только 
каротиноидов).
ЦЕЛЬ. Оценка возможности получения фракций биологически активных ве-
ществ разной полярности (каротиноиды, флавоноиды и полисахариды) из ка-
лендулы цветков путем использования поэтапной обработки лекарственного 
растительного сырья в одном технологическом цикле.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Экстракцию каротиноидов календулы цветков про-
водили гексаном. Дополнительно для предварительной обработки сырья 
использовали термическое воздействие. Количественное определение ка-
ротиноидов и флавоноидов выполняли спектрофотометрическим методом, 
полисахаридных фракций  — гравиметрическим. После отгонки гексана был 
получен твердый маслянистый остаток, который растворяли при механиче-
ском перемешивании в масле для получения масляного экстракта. Выполня-
ли трехэтапную обработку: экстракция гексаном (экстракция слабополярным 
органическим растворителем каротиноидов), экстракция смесью вода/ацетон 
в отношении 30/70 по объему (выделение флавоноидов) и экстракция водой 
(осаждение полисахаридов).
РЕЗУЛЬТАТЫ. Максимальное количество каротиноидов (~4%) содержится в ли-
пофильных вытяжках, полученных при однократной экстракции гексаном и ее 
комбинации с термообработкой, при водно-органической экстракции их содер-
жание меньше в десять раз. Масляные экстракты были получены из твердого 
маслянистого остатка после отгонки гексана при температуре его кипения, 
содержание биологически активных веществ в них сопоставимо с исход-
ным. Предварительная экстракция гексаном увеличивает выход флавоноидов 
на 68,5% при водно-органической экстракции и снижает его в 1,7 раза при вод-
ной экстракции по сравнению с нативным сырьем, что сопровождается умень-
шением их содержания во фракции водорастворимых полисахаридов практи-
чески в 10 раз. С введением новых этапов обработки суммарное содержание 
и содержание отдельных полисахаридных фракций снижается с повышением 
степени их чистоты. Соотношение полисахаридных фракций не изменяется 
при использовании всех примененных способов обработки.
ВЫВОДЫ. Поэтапная обработка сырья календулы цветков позволяет в одном тех-
нологическом цикле выделить три фракции, содержащие повышенное количество 
каротиноидов (в 3,3 раза), флавоноидов (на 44,8%) и полисахаридов (на 41,3%) 
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соответственно в сравнении с нативным сырьем. Полученный продукт характе-
ризуется более высокой степенью чистоты, чем продукт, полученный при предо-
бработке с применением двукратной экстракции гексаном, или из нативного сы-
рья. Метод рекомендовано использовать для получения лекарственных средств, 
обогащенных конкретной группой БАВ, или с меньшим содержанием примесей.
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INTRODUCTION. The pharmaceutical industry aims at developing sustainable re-
source-saving technologies for manufacturing medicines. Approaches to the effec-
tive use of herbal drugs include applying technologies yielding compounds with 
various pharmacological effects in one production cycle. To date, no standardised 
herbal drug processing technology has been designed to produce calendula flower-
based medicinal products with various pharmacological effects. The Member States 
of the Eurasian Economic Union (EAEU) process calendula flowers by extraction 
methods yielding one fraction of biologically active substances per cycle (either 
only flavonoids or only carotenoids).
AIM. This article aimed to investigate the possibility of stepwise processing of ca-
lendula flowers to obtain biologically active substances with different polarities 
(carotenoids, flavonoids, and polysaccharides) per cycle.
MATERIALS AND METHODS. The authors extracted carotenoids using hexane. 
The study included additional thermal pretreatment of the herbal drug. Carotenoids 
and flavonoids were quantified by spectrophotometry, and polysaccharides were quan-
tified by gravimetric analysis. After hexane removal, the dry oily residue was dissolved 
in oil with mechanical stirring to obtain the oil extract. The study included a three-
step processing method that comprised hexane extraction (extraction of carotenoids 
with a low-polarity organic solvent), extraction with a water–organic solvent system 
(extraction of flavonoids), and aqueous extraction (precipitation of polysaccharides).
RESULTS. The lipophilic extracts obtained by single hexane extraction or by single 
hexane extraction and heat treatment had the maximum carotenoid content (~4%), 
which was 10 times the carotenoid content in the extracts obtained using a water–
organic solvent system. Oil extracts were prepared from the dry residue left after 
removing hexane by distillation at its boiling point. The content of biologically ac-
tive substances in the oil extracts was comparable to that in the intact herbal drug. 
Water–organic solvent extraction yielded 68.5% more flavonoids from the herbal 

ABSTRACT

Raman I. Lukashou  , 
Natalia S. Gurina 

https://orcid.org/0000-0001-9547-5372
https://orcid.org/0009-0009-9150-5728


709

Календулы цветки (Calendulae officinalis flos): методы выделения фракций биологически активных веществ
Лукашов Р.И., Гурина Н.С.

Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2024. Vol. 14, No. 6

drug extracted with hexane than from the intact herbal drug. In contrast, aqueous 
extraction applied to the intact herbal drug yielded 1.7 times the amount of flavo-
noids obtained by aqueous extraction preceded by hexane extraction. The water-
soluble polysaccharide fraction extracted from the intact herbal drug had 10 times 
the flavonoid content observed in the fraction extracted from the processed herbal 
drug. Each subsequent processing step decreased the total polysaccharide content 
and the content of individual polysaccharide fractions and increased their purity. 
The ratio of polysaccharide fractions remained unchanged across all processing 
methods tested.
CONCLUSIONS. Stepwise processing of calendula flowers ensured that one process-
ing cycle provided three fractions containing increased amounts of carotenoids, fla-
vonoids, and polysaccharides. Relative to the intact herbal drug, there was a 3.3-fold 
increase in the yield of carotenoids, and the yields of flavonoids and polysaccha-
rides increased by 44.8 and 41.3%, respectively. The resulting product had a higher 
degree of purity than the products obtained by pretreatment and double hexane 
extraction or by using the intact herbal drug. The stepwise processing method is 
advisable for the production of medicines that are enriched with a specific group of 
biologically active substances or contain smaller amounts of impurities.

Keywords: step-by-step processing; calendula flowers; carotenoids; flavonoids; polysaccharides; defatting; 
removal of flavonoids; hexane; extraction; complex processing; herbal drugs
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ВВЕДЕНИЕ
Комплексная переработка лекарственного рас-
тительного сырья (ЛРС) является одной из пер-
спективных технологий, применяемых в про-
мышленной фармации стран СНГ. Целью такой 
технологии является максимально полное ис-
пользование растительного сырья, в том числе 
всех частей растения; шрота после экстрак-
ции целевых биологически активных веществ 
(БАВ); одного вида ЛРС для получения разных 
продуктов в одном технологическом процессе; 
вторичного сырья пищевых производств и из-
влечение разных групп БАВ из одного и того же 
ЛРС [1, 2].

Значимость внедрения комплексной переработки 
календулы обусловлена широким применением 
лекарственных средств на ее основе. На фарма-
цевтическом рынке Республики Беларусь пред-
ставлены следующие лекарственные препараты 
на основе календулы цветков1.

Календулы настойка 1:10 (содержит не менее 
65% этанола) относится к коду по АТХ «R02AA — 
препараты для лечения заболеваний горла. 

Антисептики». В форме полосканий после добав-
ления к теплой воде применяют для комплекс-
ной терапии воспалительных заболеваний рта 
(стоматит, гингивит, пародонтит) и горла (тон-
зиллит), легких воспалительных процессов кожи 
и небольших поверхностных ран.

Ноготков (календулы) цветки  — сырье расти-
тельное в картонных пачках и фильтр-пакетах. 
Применяют в форме водных извлечений по тем 
же показаниям, что и настойку.

Мазь для наружного применения «Календула» 
относится к коду АТХ «D03AX  — прочие ЛС, 
способствующие заживлению ран». Оказывает 
местное противовоспалительное и антисепти-
ческое действие. Применяют в терапии ожогов 
первой степени, небольших поверхностных ран.

На основе календулы цветков получают также 
жидкие экстракты в составе комбинирован-
ных лекарственных средств противовоспали-
тельного, ранозаживляющего, репаративного 
и антимикробного действия. Календула входит 
в состав биологически активных добавок к пище 
(сырье растительное, таблетки), косметических 

1	 Государственный реестр лекарственных средств. https://rceth.by/Refbank/reestr_lekarstvennih_sredstv
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средств (гель, крем, бальзам), зубных паст, опо-
ласкивателей и др.

В технологию комплексной переработки ка-
лендулы лекарственной могут быть включены 
следующие процессы: заготовка надземной ча-
сти [3]2, экстракция из шрота после извлечения 
70% этиловым спиртом органических кислот, 
полисахаридов, флавоноидов, аминокислот, ду-
бильных веществ, тритерпеновых сапонинов, ас-
корбиновой кислоты3 [4]. В работе И.В. Бурцевой 
шрот календулы, оставшийся после получения 
настойки, был использован для получения мас-
ляного экстракта, содержащего каротиноиды, 
и водного экстракта, в котором были опреде-
лены флавоноиды и полисахариды4. В той же 
работе установлена противоязвенная актив-
ность масляного экстракта и иммунокоррек-
тирующая  — водного. Противоязвенная ак-
тивность связана с обогащением экстрактов 
каротиноидами и флавоноидами [5–7], а им-
мунокорректирующая  — полисахаридами5 [8]. 
Как элемент комплексной переработки календу-
лы может быть предложено получение липо-
фильных фракций с использованием сжижен-
ных газов. Полученный липофильный экстракт 
содержит жирные кислоты, летучие вещества 
эфирных масел, фитостерины, витамины6.

В рамках концепции ресурсосбережения и мак-
симально эффективного использования ЛРС ак-
туальной является разработка такой технологии 
поэтапной обработки, при которой на каждом 
последующем этапе повышается выход БАВ 
или чистота полученного продукта. В рамках 
такого подхода разные по полярности фрак-
ции БАВ могут быть получены в три этапа: из-
влечение липофильных веществ из ЛРС путем 
экстракции слабополярным растворителем, 
извлечение фракций фенольных соединений 
из обезжиренного сырья путем водно-органи-
ческой экстракции и выделение из получен-
ного шрота полисахаридных фракций путем 
водной экстракции. При такой обработке могут 
быть получены продукты, обогащенные кон-
кретной группой БАВ, что позволит разработать 

лекарственные препараты с заданным фармако-
логическим действием.

Существующие в настоящее время в странах ЕАЭС 
технологии переработки сырья календулы за-
ключаются в использовании методов экстракции, 
направленных на получение в одном технологи-
ческом цикле только одной фракции БАВ, хотя 
фармакологическим действием обладает весь 
комплекс БАВ. Это создает предпосылки для раз-
работки новых методик получения в одном техно-
логическом процессе ряда фракций, обогащенных 
конкретной группой БАВ, для которой выражен тот 
или иной фармакологический эффект.

Цель работы  — оценка возможности получе-
ния фракций биологически активных веществ 
разной полярности (каротиноиды, флавоноиды 
и полисахариды) из календулы цветков путем 
использования поэтапной обработки лекар-
ственного растительного сырья в одном техно-
логическом цикле.

Задачи исследования:
1)  определить содержание липофильных ве-
ществ (каротиноидов) в сырье при экстракции 
гексаном, твердом маслянистом остатке и масля-
ных экстрактах, водно-органических вытяжках;
2)  выявить влияние предварительной экстрак-
ции гексаном на содержание каротиноидов, 
флавоноидов, полисахаридов при водно-орга-
нической и водной экстракции;
3)  установить зависимость содержания отдель-
ных полисахаридных фракций и их суммы 
от используемых этапов обработки;
4)  предложить методику поэтапной обработки 
календулы с получением фракций каротинои-
дов, флавоноидов и полисахаридов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования являлись промышлен-
ные серии ЛРС календулы цветков производства 
ООО «НПК Биотест» (Республика Беларусь).

Этапы обработки сырья. Первым этапом об-
работки являлась экстракция гексаном (х.ч., 
ОДО «ХимХром») (обезжиривание) календу-
лы цветков в условиях, подобранных ранее7. 

2	 Кащенко НИ. Фитохимическое исследование и совершенствование методов стандартизации цветков и травы календулы 
лекарственной (Calendula officinalis L.): автореф. дис. ... канд. фарм. наук. Улан-Удэ; 2014.

3	 Дзаурова ММ. Получение и исследование водного экстракта в условиях малоотходной технологии переработки цветков 
ноготков и его лекарственных форм: автореф. дис. ... канд. фарм. наук. Курск; 2007.

4	 Бурцева ИВ. Фармакогностическое изучение шрота цветков ноготков после получения настойки: автореф. дис. ... канд. 
фарм. наук. Пермь; 2004. 

5	 WHO monographs on selected medicinal plants. V. 2. Malta; 2002. 
6	 Дёмин МС. Разработка технологии получения и изучение состава липофильных метаболитов плодов Calendula officinalis (L.) 

и Echinacea purpurea (L.): автореф. дис. ... канд. фарм. наук. М.; 2010.
7	 Assessment report for the development of community herbal monographs and for inclusion of herbal substance(s), preparation(s) 

or combinations thereof in the community list. https://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Herbal_HMPC_as-
sessment _report/2009/12/12/WC500018122.pdf 

https://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Herbal_HMPC_assessment _report/2009/12/12/WC500018122.pdf
https://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Herbal_HMPC_assessment _report/2009/12/12/WC500018122.pdf
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В полученных после экстракции гексаном из-
влечениях определяли содержание суммы каро-
тиноидов. Для оценки возможности использова-
ния этих извлечений как источников указанной 
группы БАВ провели удаление гексана путем от-
гонки при температуре его кипения (69 ºС) в ро-
торном испарителе RV 3 eco с баней HB eco (IKA) 
и повторное определение каротиноидов, также 
установили их содержание в твердом масляни-
стом остатке (экстракте)  — плотной массе жел-
то-оранжевого цвета с каплями жирного масла.

Для оценки возможности получения из данно-
го остатка масляных экстрактов использовали 
в качестве растворителя масло подсолнечное 
в объеме, эквивалентном первоначальному 
объему вытяжки, и контролировали полноту 
растворения визуально и путем определения 
содержания каротиноидов. Процесс раство-
рения проводили при комнатной температуре 
в течение 1 ч при механическом перемешивании 
на орбитальном шейкере KS 130 basic Package 
(IKA) при 240 об./мин.

Дополнительно до и после отгонки гексана про-
водили определение каротиноидов ЛРС после 
различной предобработки: а) обезжиривание 
с последующей термообработкой; б) термо-
обработка с последующим обезжириванием; 
в) только термообработка. Термическую обра-
ботку проводили при помощи стерилизатора 
воздушного «Витязь ГП 10-3» (ОАО «Витязь», 
Республика Беларусь) при следующих условиях: 
температура в алюминиевой упаковке — 140 ºС; 
продолжительность обработки — 1,5 ч; толщина 
слоя обрабатываемого порошка сырья — до 1 см. 
Определяли содержание каротиноидов при по-
вторной (двукратной) экстракции для оценки 
полноты их извлечения.

Вторым этапом обработки являлась водно-ор-
ганическая экстракция (смесь вода/ацетон 
в соотношении 30/70 по объему) флавоноидов 
из обезжиренного гексаном сырья при подо-
бранных ранее условиях экстракции [9, 10] (да-
лее  — этап «удаление флавоноидов»). Условия 
экстракции: температура экстракции  — 60  ºС; 
продолжительность экстракции  — 1,5  ч; соот-
ношение сырья и экстрагента — 1:5 (г:мл); крат-
ность экстракции  — однократная; степень из-
мельчения сырья  — 500 мкм. Сырье оставляли 
для естественного улетучивания экстрагента 
до 5 сут под вытяжной системой при комнатной 
температуре. Высохшее сырье использовали 
для последующей водной экстракции.

На третьем этапе выполняли водную экстрак-
цию в режиме отвара8.

Определение БАВ. В водно-органическом извле-
чении из ЛРС без предварительной обработки 
и предварительно обезжиренного (экстракция 
гексаном) определяли содержание флавоно-
идов и каротиноидов. В водном извлечении 
определяли содержание водорастворимых по-
лисахаридов (ВПС), флавоноидов и каротино-
идов. В шроте, оставшемся после определения 
ВПС, устанавливали содержание других полиса-
харидных фракций (пектиновые вещества (ПВ) 
и гемицеллюлозы (ГЦ) А и Б) для предваритель-
но необработанного ЛРС, для ЛРС после уда-
ления флавоноидов и после предварительной 
экстракции гексаном с последующим удалением 
флавоноидов.

Определение содержания суммы каротиноидов 
выполняли методом прямой спектрофотомет-
рии при длине волны 442 нм [11] на спектрофото-
метре Solar PB2201 (ЗАО  «Солар», Республика 
Беларусь). Исследуемый образец разбав-
ляли гексаном или экстрагентом до значе-
ний оптической плотности 0,2–0,8 (испытуе-
мый раствор), в качестве компенсационного 
раствора использовали гексан или экстрагент  
без добавок.

Содержание суммы каротиноидов в пересчете 
на β-каротин рассчитывали по формуле (1):

	
ωкаротиноиды = × 100%, 

Апроба × Vизвлечение

Vаликвота × 250 × m 	
(1)

где ωкаротиноиды — массовая доля каротиноидов, %;  
Апроба  — оптическая плотность испытуемого 
раствора; Vизвлечение  — объем полученного из-
влечения, мл; Vаликвота — объем аликвоты, взятой 
для разведения; 250  — удельный показатель 
поглощения β-каротина; m — масса навески ис-
пытуемого сырья, г.

Определение содержания флавоноидов проводили 
по схеме: к 5,0 мл извлечения добавляли 8,0 мл 
раствора 50 г/л алюминия хлорида в 70% этиловом 
спирте, выдерживали на водяной бане в течение 
4 мин, быстро (в течение 30 с) в сосуде со льдом 
охлаждали до комнатной температуры, добавляли 
5,0 мл буферного раствора и доводили 70% эти-
ловым спиртом до объема 25 мл. Получали таким 
образом испытуемый раствор. Измерение оптиче-
ской плотности испытуемого раствора производи-
ли при 409 нм с использованием компенсационно-
го раствора соответственно.

8	 Фармакопейная статья 01/2013:РБ0002. Настои, отвары и чаи. Государственная фармакопея Республики Беларусь. 2-е изд. 
Т. 1. 2012.



712

Calendula flowers (Calendulae officinalis flos): Methods to obtain fractions of biologically active substances
Lukashou R.I., Gurina N.S.

Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2024. Т. 14, № 6

Для приготовления буферного раствора к 10 мл 
1 М раствора натрия гидроксида прибавляли 
25 мл раствора 60 г/л кислоты уксусной ледяной 
и доводили водой до объема 100 мл.

Компенсационный раствор готовили без добав-
ления алюминия хлорида: 5,0 мл извлечения 
выдерживали на водяной бане в течение 4 мин, 
быстро (в течение 30 с) охлаждали в сосуде со 
льдом до комнатной температуры, добавляли 
5,0 мл буферного раствора и доводили 70% эти-
ловым спиртом до объема 25 мл.

Пересчет суммарного содержания флавоноидов 
проводили методом одного стандарта на рутин 
(Sigma-Aldrich, кат. №  1606503). Готовили стан-
дартный раствор: к 5,0 мл раствора 2 г/л рути-
на добавляли 8,0 мл раствора 50 г/л алюминия 
хлорида в 70% этиловом спирте, выдержива-
ли на водяной бане в течение 4 мин, быстро 
(в течение 30 с) охлаждали в сосуде со льдом 
до комнатной температуры, добавляли 5,0 мл 
буферного раствора и доводили 70% этиловым 
спиртом до объема 25 мл.

Компенсационный раствор готовили без добав-
ления алюминия хлорида: 5,0 мл раствора 2 г/л 
рутина выдерживали на водяной бане в течение 
4 мин, быстро (в течение 30 с) охлаждали в сосу-
де со льдом до комнатной температуры, добав-
ляли 5,0 мл буферного раствора и доводили 70% 
этиловым спиртом до объема 25 мл.

Идентификацию флавоноидов проводили ме-
тодом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии, условия хроматографирования 
приведены в [12], времена удержания и форму 
спектров поглощения сравнивали с данными, 
полученными на стандартных образцах Sigma-
Aldrich: тифанеозид (кат. № 0002045); ман-
гаслин (кат. № 0003918); рутин (кат. № 1606503); 
изокверцитрин (кат. № 0105405); нарциссин 
(кат. № 5481663); изорамнетина 3-глюкозид 
(кат. № 0016733).

Определение содержания полисахаридных фракций 
проводили гравиметрически [13–15]. Для опре-
деления ВПС из каждого водного извлечения 
отбирали по три пробы объемом по 25 мл в цен-
трифужные пробирки, прибавляли трехкратный 
объем 96% этилового спирта и подогревали 
на водяной бане при 60 ºС 5 мин. Через 30 мин 
центрифугировали при 5000 об./мин в тече-
ние 30 мин на центрифуге Sigma 3-16L (Sigma-
Aldrich). Надосадочную жидкость фильтровали 
через предварительно высушенный до посто-
янной массы при температуре 100–105 ºС стек-
лянный фильтр ПОР 16 диаметром 40 мм, затем 

в отфильтрованной жидкости проводили коли-
чественное определение флавоноидов и каро-
тиноидов (при их обнаружении в водном извле-
чении).

Осадок количественно переносили на предва-
рительно взвешенное часовое стекло, промы-
вали последовательно смесью 96% этилового 
спирта и воды (3:1, по объему), ацетоном и этил-
ацетатом, высушивали сначала на воздухе, за-
тем при температуре 100–105 ºС до постоянной 
массы и рассчитывали содержание опреде-
ляемых веществ (ω) (ВПС, ПВ, сумма ГЦ А и В) 
по формуле (2).

ω = × 100%, 
(mчасовое стекло + ПС  – mчасовое стекло) × Vизвлечение

Vаликвота × m 	
(2)

где mчасовое стекло + ПС  — масса часового стекла 
с высохшей на нем ПС фракцией, г; mчасовое стекло — 
масса часового стекла, г; Vизвлечение  — объем из-
влечения, полученного в ходе водной экстрак-
ции, мл; Vаликвота — объем аликвоты, из которой 
проводилось осаждение ПС фракции, мл; m  — 
масса навески испытуемого сырья, г.

Конечная масса ВПС определена путем вычита-
ния из массы ВПС, рассчитанной по формуле (2), 
массы флавоноидов, содержащихся в растворе 
ВПС, который получали из осадков ВПС после их 
растворения в 25 мл воды.

Для определения содержания пектиновых ве-
ществ к полученному после извлечения ВПС 
шроту (высушивание в вытяжной системе 
в течение 3 сут) добавляли смесь растворов 
5 г/л аммония оксалата и 5 г/л кислоты щаве-
левой (1:1, по объему) при соотношении сырья 
по массе и экстрагента по объему 1:20 (г:мл). 
Помещали на водяную баню WB-4 («Белаквилон», 
Республика Беларусь) при температуре 85  ºС 
на 2 ч. После остывания до комнатной температу-
ры пробы фильтровали через ватный тампон, сы-
рье и фильтр отжимали. Фильтр с остатками ЛРС 
прибавляли к оставшемуся шроту и использова-
ли для дальнейшего извлечения суммы ГЦ А и Б 
после высушивания в вытяжной системе в тече-
ние 3 сут. Осаждение и расчет массовой доли ПВ 
проводили аналогично ВПС по формуле (2).

При определении содержания суммы гемицеллю-
лоз А и Б к полученному после извлечения ПВ 
шроту добавляли раствор 100 г/л натрия гидрок-
сида при соотношении сырья по массе и экстра-
гента по объему 1:10 (г:мл). Экстракцию прово-
дили в течение 12 ч при комнатной температуре, 
после чего фильтровали через ватный тампон, 
сырье и фильтр отжимали.

https://www.sigmaaldrich.com/BY/en/product/usp/1606503
https://www.sigmaaldrich.com/BY/en/product/usp/1606503
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Из профильтрованных извлечений отбирали 
по три пробы объемом 10 мл в центрифужные 
пробирки, к каждой пробе добавляли 10 мл 
кислоты уксусной ледяной и осаждали полиса-
харидную фракцию трехкратным объемом 96% 
этилового спирта [16, 17]. Центрифугировали 
при 5000 об./мин в течение 30 мин. Надосадочную 
жидкость фильтровали через стеклянный 
фильтр, к полученному осадку прибавляли 
20  мл воды, 1,0 мл кислоты уксусной ледяной 
и 60  мл 96% этилового спирта. Повторно цен-
трифугировали и фильтровали надосадочную 
жидкость. С осадком поступали аналогично 
тому, как описано в случае ВПС. Массовую долю 
суммы ГЦ А и Б определяли по формуле (2).

Статистическую обработку проводили при по-
мощи компьютерной программы Microsoft Office 
Exсel 2016 (пакет «Анализ данных). Каждое ис-
пытание проводили три раза (n = 3). Результаты 
представляли в виде X ± ∆X, где X — среднее зна-
чение выборки; ∆X — полуширина доверительно-
го интервала средней величины. Значения ста-
тистически значимо различались при p-значении 
(р) < 0,05. Сравнение вели с сырьем, не подвер-
гавшемся предварительной обработке.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В таблице 1 представлены результаты опре-
деления содержания каротиноидов, флавоно-
идов и полисахаридных фракций календулы 
цветков на различных этапах предобработки. 
Содержание флавоноидов больше для ЛРС, 
прошедшего предварительную обработку пу-
тем экстракции гексаном, на 44,8% (отн.) (р  = 
0,0084) по сравнению с нативным ЛРС (табл. 1), 
что подтверждается спектрами поглощения, за-
писанными в УФ- и видимой областях (рис. 1). 
Флавоноиды присутствовали во всех водных 

извлечениях, полученных как из нативного, так 
и предварительно обработанного сырья (рис. 2a).

Наиболее богато флавоноидами водное извле-
чение, полученное из нативного сырья; после 
предварительного удаления флавоноидов вод-
но-органической экстракцией и ее сочетании 
с экстракцией гексаном содержание этих со-
единений снижалось на 68,5% (отн.) (р = 0,0053) 
и в два раза соответственно. Также флавоноиды 
присутствовали в надосадочной жидкости, ко-
торая получена после осаждения ВПС 96% эти-
ловым спиртом и их отделении центрифугиро-
ванием (рис. 2b).

Максимум поглощения при длине волны 409 нм, 
характерный для продукта химической реакции 
флавоноидов календулы с алюминия хлоридом, 
отсутствовал только в надосадочной жидко-
сти после предварительного обезжиривания 
и удаления флавоноидов (рис. 2b). Содержание 
флавоноидов в надосадочной жидкости сни-
жалось в ряду «сырье без предварительной 
обработки» –> «после удаления флавонои-
дов» –> «после предварительной экстракции 
гексаном с последующим удалением флавоно-
идов», при этом содержание в двух последних 
случаях уменьшалось в 2 и 9 раз соответственно 
по сравнению с нативным сырьем.

Осадки ВПС также содержали флавоноиды, 
что подтверждено их обнаружением в раство-
рах ВПС (рис. 2c).

Больше всего флавоноидов обнаружено 
в растворе ВПС из ЛРС без предварительной 
обработки, что в 10 и 13 раз больше в сравне-
нии с раствором «после удаления флавоноидов» 
и раствором, полученном при сочетании этого 
метода предобработки с экстракцией гексаном 

нм200,000 285,714 371,429 457,143 542,857 628,571
–0,674

–0,444

–0,215

–0,015

0,245

0,475

0,705

нм200,000 285,714 371,429 457,143 542,857 628,571
–1,149

–0,776

–0,403

–0,030

0,342

0,715

1,088

a b

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Спектры поглощения, записанные при количественном определении флавоноидов в водно-органическом извлечении из 
календулы цветков. a — нативное сырье; b — сырье после предварительной экстракции гексаном

Fig. 1. Absorption spectra recorded during the quantification of flavonoids in extract of calendula flowers obtained using a water–
organic solvent system: a, intact herbal drug; b, herbal after pre-extraction with hexane
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соответственно. Длина волны максимума 
поглощения раствора ВПС (325 нм) отличается 
от длины волны максимума поглощения рутина 
(365 нм) (рис. 3), что свидетельствует об удале-
нии флавоноидов из осадка ВПС во время пред-
варительной обработки сырья  — экстракции 
гексаном и путем водно-органической экстрак-
ции, однако не исключает абсорбцию ВПС дру-
гих веществ, поглощающих в УФ-области спек-
тра (белки, простые фенолы и др.).

При проведении дополнительных процедур 
предварительной обработки содержание фла-
воноидов увеличивалось при водно-органиче-
ской экстракции и снижалось при водной экс-
тракции в надосадочной жидкости и растворе 
ВПС, что указывало на повышение степени чи-
стоты выделяемых ВПС. Это подтверждается 
тем, что при введении каждого дополнительно-
го этапа предобработки ЛРС масса ВПС снижа-
лась по сравнению с массой ВПС, полученных 

Таблица 1. Содержание каротиноидов, флавоноидов и полисахаридных фракций календулы цветков при поэтапной предвари-
тельной обработке

Table 1. Content of carotenoids, flavonoids, and polysaccharide fractions in calendula flowers observed during stepwise pretreatment

Исследуемый объект
Study object

Каротиноиды, %
Carotenoids, %

Флавоноиды, 
%

Flavonoids, %

Водорастворимые 
полисахариды, %

Water-soluble 
polysaccharides 

(WSPs), %

Пектиновые 
вещества, %

Pectic 
substances,%

Сумма 
гемицеллюлоз  

А и Б, %
Sum of 

hemicelluloses 
A and B, %

Нативное лекарственное растительное сырье
Intact herbal drug

Водное извлечение
Aqueous extract 

не обнаружено
not detected 3,59±0,12 14,10±0,13 17,36±0,18 12,37±0,20

Надосадочная жидкость
Supernatant fluid – 1,86±0,53 – – –

Раствор водорастворимых 
полисахаридов
WSP solution

– 1,47±0,17 – – –

Лекарственное растительное сырье после удаления флавоноидов
Herbal drug after removal of flavonoids

Водно-органическое извлечение
Extract obtained using a water–
organic solvent system

0,40±0,015 4,42±0,62 – – –

Водное извлечение
Aqueous extract 

не обнаружено
not detected 2,13±0,10 12,49±0,12 14,91±0,11 10,25±0,083

Надосадочная жидкость
Supernatant fluid – 0,85±0,090 – – –

Раствор водорастворимых 
полисахаридов
WSP solution

– 0,15±0,0070 – – –

Лекарственное растительное сырье после предварительной экстракции гексаном и удаления флавоноидов
Herbal drug after pre-extraction with hexane and removal of flavonoids

Водно-органическое извлечение
Extract obtained using a water–
organic solvent system

0,20±0,028 6,39±0,31 – – –

Водное извлечение
Aqueous extract 

не обнаружено
not detected 0,92±0,013 9,83±0,80 14,17±0,17 6,81±0,21

Надосадочная жидкость
Supernatant fluid – 0,20±0,028 – – –

Раствор водорастворимых 
полисахаридов
WSP solution

– 0,11±0,01 – – –

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. «–» — количественное определение для этих проб не проводили.
Note. –, no quantitative determination was performed for these samples.
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из нативного сырья, на 12,9% (отн.) (р  = 0,083) 
и 43,4% (отн.) (р = 0,0072) при удалении флавоно-
идов и сочетании этого метода предобработки 
с экстракцией гексаном соответственно, то есть 
снижение массы ВПС происходило за счет уда-
ления флавоноидов при предобработке и умень-
шении их массы в осадке ВПС на 15,4% (отн.) (р = 
0,065) и 49,6% (отн.) (р = 0,027) соответственно.

Согласно данным В.И. Дейнеки и соавт. [18], 
основными каротиноидами календулы являют-
ся лютео-, флаво- и рубиксантин (максиму-
мы поглощения при 399, 422 и 448 нм), лютеин 

(446 и 474 нм), изомеры ликопина (463–472 нм), 
β-каротина (458–462 нм). Аналогичные максиму-
мы поглощения отмечены на спектрах липофиль-
ных извлечений, полученных при экстракции гек-
саном (рис. 4). Спектры, приведенные на рисунке 4, 
совпадают со спектрами, полученными для гекса-
новых вытяжек из календулы9 [19, 20].

Каротиноиды определены только в липофильных 
вытяжках и водно-органических извлечениях 
(рис. 4) и не обнаружены в водных извлечениях 
вне зависимости от типа предварительной об-
работки. Предварительная экстракция гексаном 
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure 
is prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Спектры поглощения, записанные при количествен-
ном определении флавоноидов в сырье календулы цветков: 
а  — водное извлечение; b  — надосадочная жидкость; с  — 
раствор водорастворимых полисахаридов. 1 — без предва-
рительной обработки; 2 — после удаления флавоноидов; 3 — 
после экстракции гексаном и удаления флавоноидов

Fig. 2. Absorption spectra recorded during the quantification of 
flavonoids in calendula flower herbal drug: a, aqueous extract; 
b, supernatant fluid; c, water-soluble polysaccharide solution. 
1, without pretreatment; 2, after removal of flavonoids; 3, after 
pre-extraction with hexane and removal of flavonoids

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure 
is prepared by the authors using their own data

Рис. 4. Спектры поглощения липофильных извлечений из 
календулы цветков после экстракции гексаном: 1  — одно-
кратной; 2 — двукратной

Fig. 4. Absorption spectra of lipophilic extracts from calendula 
flowers: 1, after single hexane extraction; 2, after double hexane 
extraction

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure 
is prepared by the authors using their own data

Рис. 3. Спектры поглощения: 1 — раствор водорастворимых 
полисахаридов из сырья после экстракции гексаном и удале-
ния флавоноидов; 2 — раствор рутина

Fig. 3. Absorption spectra: 1, solutions of water-soluble 
polysaccharides from calendula flowers after extraction with 
hexane and removal of flavonoids; 2, rutin solution

9	 Афанасьева ПВ. Комплексное фармакогностическое исследование календулы лекарственной (Calendula officinalis L.): авто-
реф. дис. ... канд. фарм. наук. Самара; 2017.
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снижала содержание каротиноидов при последу-
ющей водно-органической экстракции в два раза.

Из образцов, предварительно обработанных 
гексаном с/без последующей термической об-
работкой, удалялось в 5–7 раз больше каротино-
идов, чем из образцов, обработанных термиче-
ски с/без последующей экстракцией гексаном. 
Удаление гексана (отгонка) не влияло на содер-
жание каротиноидов в образце, полученном 
при экстракции гексаном с/без последующей 
термической обработкой (р  = 0,29), при терми-
ческой обработке с/без экстракцией гексаном 
содержание каротиноидов снижалось (р = 0,037), 
что, предположительно, связано с двойным воз-
действием температуры: на этапах предобра-
ботки и отгонки гексана. Двукратная экстрак-
ция гексаном при всех примененных вариантах 
предобработки приводит к меньшему извлече-
нию каротиноидов на 37,5–250% (отн.) (рис. 5а), 
чем однократная.

Наибольшее содержание каротиноидов 
в твердом маслянистом остатке и масляном экс-
тракте отмечено в случае образца, полученного 
при экстракции гексаном с/без последующей 
термической обработкой (р  =  0,28 и 0,30 соот-
ветственно). Значимое на 41,2–250% сниже-
ние отмечено при термической обработке и ее 
комбинации с экстракцией гексаном (рис. 5b) 
по сравнению с образцами, полученными только 
с использованием экстракции гексаном.

Полисахариды календулы относятся к трем груп-
пам: водорастворимые полисахариды (31,25%), 
пектиновые вещества (9,67%), сумма гемоцел-
люлоз А и Б (5,92% от массы ЛРС). В составе 
ВПС 31,25% сахаров восстанавливающего типа 
и 25,77% кислых сахаров. Моносахаридная 
фракция содержит глюкозу, арабинозу, галакто-
зу, рамнозу, ксилозу и галактуроновую кислоту 
[21–23].

Для ВПС, полученных из нативного ЛРС, харак-
терно темно-оранжевое окрашивание, более 
светлые оттенки характерны для ВПС после уда-
ления флавоноидов с/без экстракцией гексаном 
(рис. 6a). Содержание ВПС снижалось при удале-
нии флавоноидов и его комбинировании с экс-
тракцией гексаном на 12,9% (р = 0,067) и 43,4% 
(р = 0,0048) по сравнению с нативным сырьем.

Окрашивание пектиновых веществ (светло-
оранжевое) не зависело от способа предобра-
ботки (рис. 6b). В спектре поглощения растворов 
ПВ отмечены два максимума при длинах волн 
285 и 325  нм (рис. 7), аналогичные максимумы 
отмечены в спектрах поглощения растворов 
ВПС (рис. 3). При предобработке содержание ПВ 
снижалось по сравнению с нативным сырьем 
на 16,4% (р = 0,047) в образцах после удаления 
флавоноидов и на 22,5% (р = 0,044) при допол-
нительной экстракции гексаном.

Окрашивание образцов, содержащих гемицел-
люлозу, было оранжевым независимо от способа 
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Рис. 5. Содержание каротиноидов в: а — гексановом извлечении, b — твердых маслянистых остатках и масляных экстрак-
тах. Предварительная обработка сырья: I — экстракция гексаном; II — экстракция гексаном, затем термическая обработка;  
III — термическая обработка, затем экстракция гексаном; IV — термическая обработка

Fig. 5. Content of carotenoids: a, in hexane extracts; b, in solid oily residues and oil extracts. Herbal drug pretreatment: I, hexane ex-
traction; II, hexane extraction followed by heating; III, heating followed by hexane extraction; IV, heating
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предобработки (рис. 6с). Содержание суммы ГЦ 
А и Б ПВ снижалось по сравнению с нативным 
сырьем на 20,7% (р = 0,045) при введении этапа 
удаления флавоноидов и на 81,6% (р  = 0,0031) 
при его комбинировании с экстракцией гекса-
ном. При этом снижение содержания ГЦ А и Б 
происходило более резко, чем в случае ВПС.

Соотношение полисахаридных фракций по мас-
се (ВПС:ПВ:сумма ГЦ А и Б) следующее:
•	 нативное ЛРС  — 1,00:1,30:0,90 (суммарное 

содержание ПС фракций — 43,40±0,53%);
•	 ЛРС после удаления флавоноидов  — 

1,00:1,21:0,83 (суммарное содержание ПС 
фракций — 37,50±0,33%);

•	 ЛРС после предварительной экстракции гек-
саном с последующим удалением флавонои-
дов — 1,00:1,46:0,70 (суммарное содержание 
ПС фракций — 30,70±1,18%).

Соотношение ПС фракций имеет схожий про-
филь при разных способах предварительной 
обработки (р  = 0,16), наименьшее количество 
при любом способе характерно для фракции ГЦ, 
наибольшее — для фракции ПВ. В меньшей сте-
пени снижалось содержание ПВ при увеличении 
циклов предобработки.

Суммарное содержание полисахаридных фрак-
ций снижалось при удалении флавоноидов с/без 
экстракцией гексаном на 15,7% (р = 0,046) и 41,3% 

(р = 0,024) соответственно по сравнению с натив-
ным сырьем. Снижение массы ВПС, ПВ и ГЦ А и Б 
при увеличении циклов предобработки ЛРС мо-
жет свидетельствовать о повышении степени 
чистоты выделяемых полисахаридных фракций 
за счет удаления флавоноидов, которые могут 
адсорбироваться на осадках полисахаридов.

Качественный состав флавоноидов при использо-
вании всех рассматриваемых способов предоб
работки не изменялся (рис. 8. «Хроматограммы 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 6. Внешний вид образцов из сырья календулы цветков на часовом стекле: а — водорастворимые полисахариды; b — пекти-
новые вещества; c — гемицеллюлозы А и Б. 1 — без предварительной обработки; 2 — после удаления флавоноидов; 3 — после 
экстракции гексаном и удаления флавоноидов

Fig. 6. Appearance of samples obtained from calendula flowers: a, water-soluble polysaccharides; b, pectic substances; c, hemicelluloses 
A and B. 1, without pretreatment; 2, after removal of flavonoids; 3, after pre-extraction with hexane and removal of flavonoids
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Рис. 7. Спектр поглощения пектиновых веществ из календу-
лы цветков после экстракции гексаном и удаления флаво-
ноидов

Fig. 7. Absorption spectrum of pectic substances from calen-
dula flowers after pre-extraction with hexane and removal of 
flavonoids
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водно-органического извлечения из нативных 
(a), проэкстрагированных гексаном (b), термооб-
работанных (c), проэкстрагированных гексаном, 
затем термообработанных (d) и термообрабо-
танных, затем проэкстрагированных гексаном 
(e) календулы цветков», опубликован на сайте  
журнала10).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработан способ поэтапной обработки ЛРС 
«календулы цветки», позволяющий получить про-
дукты, обогащенные конкретной группой БАВ. 
Предварительная экстракция (обезжиривание) 
слабополярным агентом (гексаном) позволя-
ет по сравнению с нативным сырьем повысить 
выход флавоноидов на 68,5% при водно-орга-
нической экстракции, снижает их содержание 
при водной экстракции в надосадочной жидко-
сти в два раза и растворе водорастворимых по-
лисахаридов практически в десять раз, повышает 
чистоту выделенных полисахаридных фракций: 
водорастворимых полисахаридов на 43,4%, 

пектиновых веществ на 22,5% и гемицеллюло-
зы на 81,6%. Липофильные вытяжки могут быть 
использованы для получения сухих и масляных 
экстрактов, в которых содержание каротиноидов 
сопоставимо с их содержанием в самом сырье. 
Соотношение полисахаридных фракций не меня-
ется при всех примененных способах обработки.

Таким образом, для повышения эффективности 
использования ЛРС и получения нескольких про-
дуктов с разными фармакологическими свойства-
ми можно предложить следующий способ поэтап-
ной обработки календулы цветков: экстракция 
сырья гексаном с получением липофильных вытя-
жек, обогащенных каротиноидами; водно-органи-
ческая экстракция с получением извлечений, обо-
гащенных флавоноидами, и водная экстракция, 
дающая возможность получить полисахариды 
высокой степени чистоты, что выгодно отличает 
предложенный способ от существующих в стра-
нах ЕАЭС одноэтапных способов получения фрак-
ций биологически активных веществ.
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