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СЕЗОННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ АНТИОКСИДАНТНОЙ АКТИВНОСТИ  

И СОДЕРЖАНИЯ ОСНОВНЫХ ГРУПП ВЕЩЕСТВ  
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Цель исследования. Исследование антиоксидантной активности экстракта шишек ели обыкновенной, полученного из 

сырья разных сроков заготовки. 
Материал и методы. Объектом исследования являются ели обыкновенной шишки, заготовленные на территории Иль-

инского района Пермского края с июля 2020 по март 2021 г. Экстракты получали по запатентованной нами методике (па-
тент №2756009 от 24.09.2021) и методике Государственной Фармакопеи 14-го издания. Для определения антиоксидантной 
активности использовали реакцию со стабильным свободным радикалом 2,2-дифенил-1-пикрилгидразилом. Содержание 
флавоноидов определяли спектрофотометрически по разработанной нами методике. 

Результаты и обсуждение. Установлено, что наибольшая антиоксидантная активность наблюдается у экстрактов, по-
лученных из сырья, заготовленного в период с сентября (IC50 = 28,02±0,68) по декабрь (IC50 = 32,68±2,29). Антиоксидант-
ная активность экстракта, полученного по методике, описанной в патенте RU №2756009, достоверно выше показателей ан-
тиоксидантной активности экстракта, полученного по фармакопейной методике. Максимум накопления флавоноидов в 
шишках ели обыкновенной наблюдается в январе (0,22±0,04%). Начиная с августа (37,92±5,89%) наблюдается увеличение 
содержания окисляемых веществ. 

Выводы. Полученные результаты показывают необходимость расширения сроков заготовки шишек ели обыкновенной для 
получения экстрактов с максимальным содержанием действующих веществ и наибольшей антиоксидантной активностью. 

Ключевые слова: ель обыкновенная, антиоксидантная активность, флавоноиды, окисляемые вещества. 
 

D.O. Semakin, D.K. Gulyaev, V.D. Belonogova  
SEASONAL CHANGES IN THE ANTIOXIDANT ACTIVITY AND THE CONTENT  

OF THE MAIN GROUPS OF SUBSTANCES IN COMMON SPRUCE CONES  
 
Objective. The research of the antioxidant activity of the extract of the cones of the common spruce obtained from raw materials 

of different harvesting periods. 
Material and methods. The object of the study are common spruce cones harvested on the territory of the Ilyinsky district of 

Perm Krai from July 2020 to March 2021. Extracts were obtained according to the procedure specified in the patent (№2756009 of 
24.09.2021) and the methodology of the State Pharmacopoeia of the 14th edition. To determine the antioxidant activity, a reaction 
with a stable free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl was used. The content of flavonoids was determined spectrophotometrically 
according to the method developed by us. 

Results and discussion. It was found that the greatest antioxidant activity is observed in extracts obtained from raw materials 
harvested in the period from September (IC50 = 28.02 ±0.68) to December (IC50 = 32.68±2.29). The antioxidant activity of the ex-
tract obtained by the method specified in the RU №2756009 patent is significantly higher than the antioxidant activity of the extract 
obtained by the pharmacopoeia method. The maximum accumulation of flavonoids in the cones of spruce is observed in January 
(0.22 ± 0.04%). Since August (37.92±5.89%), there has been an increase in the content of oxidizable substances. 

Conclusions. The results obtained show the need to extend the harvesting time of the common spruce cones to get extracts with 
the maximum content of active substances and the greatest antioxidant activity. 

Key words: common spruce, antioxidant activity, flavonoids, oxidizable substances. 
 
Ель обыкновенная (Picea abies L.) явля-

ется широко распространенным древесным 
растением на территории Российской Федера-
ции. На лесосеках после заготовки древесины 
остается огромное количество древесных от-
ходов, которые являются источниками за-

грязнения и повышения риска возникновения 
лесных пожаров. Древесными отходами ели 
обыкновенной являются: кора, древесная зе-
лень, корневая система и шишки. Шишки ели 
обыкновенной имеют богатый химический 
состав и могут рассматриваться в качестве 
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перспективного источника биологически ак-
тивных веществ. 

В настоящее время активно изучается 
состав биологически активных веществ ши-
шек ели. Исследован состав и фармакологиче-
ские свойства флавоноидов, полисахаридов, 
сапонинов, полифенолов и стильбенов, выде-
ленных из шишек ели [6,7,8]. 

Водные извлечения из шишек Picea 
abies проявляют антиоксидантные свойства. 
Эта активность характерна для зеленых, зре-
лых и даже уже раскрывшихся шишек. Анти-
оксидантное действие преимущественно свя-
зано с содержанием полифенолов [9]. Мощ-
ный антиоксидантный эффект шишек ели 
обыкновенной может быть связан с содержа-
нием стильбенов, в частности, производных 
пикеатаннол-о-гликозида. Среди экстрактив-
ных веществ шишек Рicea abies с сильным 
антиоксидантным действием являются произ-
водные кумаровой кислоты и гликозиды 
кемпферола [10].  

Ранее нами была доказана выраженная 
антиоксидантная активность водного извле-
чения и сухого водного экстракта из шишек 
ели обыкновенной [1]. Следующим этапом 
являлись изучение влияния сроков заготовки 
сырья на содержание биологически активных 
веществ (БАВ), оказывающих антиоксидантную 
активность, и установление оптимальных сроков 
заготовки шишек с высоким содержанием БАВ. 

Цель – исследование антиоксидантной 
активности экстракта шишек ели обыкновен-
ной, полученного из сырья разных сроков за-
готовки. 

Материал и методы 
Объектом исследования явились ели 

обыкновенной шишки, заготовленные на тер-
ритории Ильинского района Пермского края с 
июля 2020 года по март 2021 года.  

Сухой водный экстракт получали по 
методике, описанной в патенте RU №2756009. 
Около 50 г шишек ели, измельченных до ча-
стиц, проходящих сквозь сито с отверстиями 
диаметром 2 мм, помещали в колбу, прибав-
ляли 1,5 л воды (гидромодуль 1:30) и экстра-
гировали при перемешивании в течение 1,5 
часа при нагревании 80-85°С. По окончании 
экстракции сырье отделяли от экстракта 
фильтрованием. Полученный экстракт сгуща-
ли под вакуумом при температуре 80-85°С в 10 
раз от первоначального объема. Далее проис-
ходит отделение балластной, неактивной 
фракции путем охлаждения упаренного экс-
тракта при температуре -18°С в течение 15 ми-
нут. При этом выпадает осадок, в который по-
падают с частью полисахаридного комплекса, 

белки, дубильные и смолистые вещества. Оса-
док уплотняют центрифугированием и отбра-
сывают. Далее надосадочную жидкость выпа-
ривают в вакуум-выпарном аппарате до густой 
массы и высушивают в сушильном шкафу при 
температуре 50°С [2].  

Также был получен экстракт в соответ-
ствии с требованиями ОФС «Экстракты» [3]. В 
качестве экстрагента использовали воду очи-
щенную. 

Для определения антиоксидантной ак-
тивности ели обыкновенной шишек экстракта 
сухого использовали реакцию со стабильным 
свободным радикалом 2,2-дифенил-1-
пикрилгидразилом (DPPH) (Sigma-Aldrich, 
США, CAS номер: 1898-66-4).  

К 1 мл разведения экстракта сухого ши-
шек ели добавляли 3 мл раствора DPPH в 95% 
спирте этиловом в концентрации 5 мг/100 мл. 
В качестве контрольного образца измеряли 
оптическую плотность 3 мл раствора DPPH в 
95% спирте этиловом в концентрации 5 
мг/100 мл и 1 мл воды очищенной. Измерение 
проводили на спектрофотометре марки СФ 
2000 при длине волны 517 нм в кювете с тол-
щиной слоя 10 мм. Далее вычисляли антиок-
сидантную активность и поглощение радика-
ла по формуле:  

Процент связывания радикала  
 

 
 

где А0 – оптическая плотность кон-
трольного образца при 517 нм; 

Ах – оптическая плотность исследуемо-
го образца при 517 нм. 

Затем определяли величину IC50 – кон-
центрацию вещества, способную связать по-
ловинную концентрацию радикала DPPH, 
мкг/мл. Величина IC50 определяется по кривой 
ингибирования, получаемой при построении 
графиков ингибирования в процентах от кон-
центрации вещества [4]. 

Содержание окисляемых веществ прово-
дили методом согласно ГФ 14-го издания 1 [5]. 

Определение суммы флавоноидов про-
водили по разработанной нами методике для 
шишек ели обыкновенной. Навеску сырья 3,0 
(точная навеска) с размером частиц, проходя-
щих сквозь фильтр с отверстиями диаметром 
1мм помещали в коническую колбу на 100 мл с 
притертой пробкой, заливали рассчитанным 
количеством спирта этилового 50%, присоеди-
няли к обратному холодильнику и нагревали 
на водяной бане в течение 30 минут, поддер-
живая слабое кипение. Полученные извлечения 
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фильтровали в мерную колбу на 50 мл через 
бумажный фильтр и доводили до метки тем же 
спиртом. Аликвоту 3 мл помещали в мерную 
колбу на 25 мл, добавляли 3 мл алюминия 
хлорида 2% и доводили тем же растворителем 
до метки. Далее измеряли оптическую плот-
ность через 30 минут на спектрофотометре 
марки СФ2000 в пересчете на цинарозид при 
398 нм. Расчет содержания флавоноидов (в %) 
проводили по формуле: 

 

 
 

где А – оптическая плотность исследуе-
мого раствора при 398 нм; А0 – оптическая 
плотность СО цинарозида при 398 нм; а ‒ 
навеска исследуемого вещества, г; а0 – навеска 
СО цинарозида, г; 1 и 3 – аликвота 1 мл и 3 мл 
соответственно; 25 и 100 – объёмы мерных 
колб для разведения цинарозида. 

Статистическая обработка полученных 
данных проводилась с использованием 
«Microsoft Excel, 2019» методом описательной 
статистики.  

Результаты и обсуждение 
Антиоксиданты – это вещества, препят-

ствующие окислению. В живом организме 
ведущим фактором окисления является обра-
зование свободных радикалов, поэтому дей-
ствие антиоксидантов в биологических систе-
мах рассматривается преимущественно с по-
зиции предотвращения окисления органиче-
ских веществ свободными радикалами. По-
этому было важно выявить период с 
наибольшей антиоксидантной активностью 
(АО). Нами были получены экстракты шишек 
ели обыкновенной из образцов сырья заготов-
ленного в разные сезоны года. Определяли 
IC50. Величина IC50 – концентрация вещества, 
способная связать половинную концентрацию 
радикала DPPH, определяемая по кривой ин-
гибирования получаемой при построении 
графиков ингибирования в процентах от кон-
центрации вещества. Результаты определения 
представлены в табл. 1. 

По результатам исследования установ-
лено, что максимум антиоксидантной актив-
ности наблюдается у экстрактов, полученных 
из сырья, заготовленного в период с сентября 
по декабрь (табл. 1). Наименьший показатель 
антиоксидантной активности выявлен у июль-
ского образца. Также было установлено, что, 
начиная с августа, антиоксидантная (АО) ак-
тивность экстракта достоверно увеличивается. 

Представляет интерес установить АО ак-
тивность у экстракта, полученного по общим 

правилам ГФ 14, и экстракта, полученного ста-
дией холодового осаждения. В качестве препа-
рата сравнения использовали субстанцию ас-
корбиновой кислоты, антиоксидантные свой-
ства которой широко известны. Результаты 
представлены на рисунке.  

 
Таблица 1 

Сезонные изменения антиоксидантной активности экстракта 
ели обыкновенной шишек 

Месяц заготовки 
сырья 

Антиоксидантная 
активность в IC 50 

P-value к июль-
скому образцу 

Июль 57,13±5,08 - 
Август 39,18±5,59* 0,0149 

Сентябрь 28,02±0,68* 0,0091 
Октябрь 26,20±4,99* 0,0017 
Декабрь 28,34±1,47* 0,0066 
Январь 31,95±1,99* 0,0068 

Февраль 32,68±2,29* 0,0061 
Март 32,31±3,05* 0,0040 

* Статистически значимое различие (p <0,05)  
по отношению к июльскому образцу. 

 
Установлено, что антиоксидантная ак-

тивность при использовании варианта получе-
ния экстракта по предлагаемому способу до-
стоверно выше, чем у экстракта, полученного 
по ГФ 14, без стадии холодового осаждения.  

 

 
Рис. Антиоксидантная активность экстрактов  

ели обыкновенной шишек 
 

Антиоксидантная активность лекарствен-
ного растительного сырья обусловлена содер-
жанием разных групп биологически активных 
веществ (БАВ), среди которых основная роль 
принадлежит фенольным соединениям (флаво-
ноиды, дубильные вещества). 

Поэтому нами проведены исследования 
по определению содержания групп БАВ в 
экстрактах, полученных из сырья разных сро-
ков заготовки, для выявления их максимума и 
установления сроков заготовки сырья, богато-
го данными группами БАВ.  

Исследование содержания суммы окис-
ляемых веществ, проводили по стандартной 
фармакопейной методике 1 [5]. Результаты 
исследования представлены в табл. 2. 
В результате проведенного исследования было 
выявлено, что, начиная с августа, наблюдается 
увеличение содержания окисляемых веществ в 
экстракте. Содержание суммы окисляемых ве-
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ществ в образцах экстракта, полученного из сы-
рья, заготовленного в октябре и январе, не име-
ет достоверных отличий от июльского образца.  

 
 

Таблица 2 
Сезонные изменения содержания суммы окисляемых веществ  

в экстракте из ели обыкновенной шишек разных сроков заготовки 
Месяц заго-
товки сырья 

Содержание окисляе-
мых веществ, % 

P-value к июль-
скому образцу 

Июль 24,58±6,57 - 
Август 37,92±5,89* 0,0397 

Сентябрь 49,18±9,21* 0,0200 
Октябрь 32,32±0,64 0,1776 
Декабрь 39,81±7,82* 0,0252 
Январь 35,58±2,35 0,0932 

Февраль 49,95±7,75* 0,0132 
Март 43,23±1,89* 0,0345 

* Статистически значимое различие (p <0,05)  
по отношению к июльскому образцу. 

 
 

Таблица 3 
Динамика содержания флавоноидов в ели обыкновенной шишках 

Месяц заготовки сырья Содержание флавоноидов, % 
Июль 0,06±0,01 

Август 0,16±0,01 
Сентябрь 0,12±0,01 
Октябрь 0,07±0,01 
Декабрь 0,11±0,01 
Январь 0,22±0,04 

Февраль 0,14±0,03 
Март 0,1±0,01 

 

Для установления содержание флавоно-
идов проведено исследование образцов сырья, 
собранного с июля по март. Результаты иссле-
дования представлены в табл. 3.  

Максимум накопления флавоноидов в 
шишках ели обыкновенной наблюдается в ян-
варе, наименьшее содержание флавоноидов ‒ в 
июле и октябре. Среднее содержание флавонои-
дов в экстракте ели обыкновенной шишек соста-
вило 0,98±0,04%.  

Заключение 
Таким образом, установлено, что 

наибольшая антиоксидантная активность 
наблюдается у экстрактов, полученных из сы-
рья, заготовленного в период с сентября по 
декабрь. В период с сентября по март в ели 
обыкновенной шишках также увеличивается 
содержание суммы окисляемых веществ и 
флавоноидов. Эти данные свидетельствуют о 
необходимости расширения сроков заготовки 
ели обыкновенной шишек для получения экс-
трактов с максимальным содержанием действу-
ющих веществ. 

Установлено, что антиоксидантная актив-
ность при использовании технологии получения 
экстракта с холодовой стадией достоверно выше. 
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Ю.А. Труханова, Г.М. Алексеева, И.П. Яковлев 
РАЗРАБОТКА МЕТОДИКИ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ  

ДЛЯ АТТЕСТАЦИИ ПЕРВИЧНОГО СТАНДАРТНОГО ОБРАЗЦА  
НОВОГО АНАЛЬГЕЗИРУЮЩЕГО СРЕДСТВА - 

1-(ФЕНИЛ[ФЕНИЛИМИНО]МЕТИЛ)ПИРРОЛИДИН-2,5-ДИОНА  
ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный химико-фармацевтический  

университет» Минздрава России, г. Санкт-Петербург 
 
Цель. В статье представлен подход к разработке методики количественного определения для аттестации первичного 

стандартного образца нового анальгезирующего средства ‒ 1-(фенил[фенилимино]метил)пирролидин-2,5-диона (ФФМП) 
путем титрования по методу Кьельдаля. Ввиду неспецифичности данного метода и большой вероятности наличия в атте-
стуемой субстанции азотсодержащих примесей было предложено провести очистку аттестуемого вещества до максимально воз-
можной степени чистоты. Для подтверждения чистоты субстанции была разработана и валидирована методика анализа по показа-
телю «Предельное содержание родственных примесей» методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ).  

Материал и методы. Хроматографическое разделение на фазах ацетонитрил / 0.15% водный раствор муравьиной кис-
лоты (рН 2.5) в градиентном режиме на колонке Tosoh ODS (4,6×250 мм, 5 мкм) со скоростью потока 1,0 мл/мин достига-
лось за 35 минут. Регистрация сигнала осуществлялась с помощью многоволнового УФ-детектора при длине волны 257 нм.  

Выводы. С помощью валидированной методики было доказано, что чистота субстанции составляет 100,0%. По методу 
Кьельдаля проведена количественная оценка содержания основного вещества в очищенной субстанции ФФМП, аттесто-
ванное значение его составило 99,7±0,2%.  

Ключевые слова: 1-(фенил[фенилимино]метил)пирролидин-2,5-дион, метод Кьельдаля, стандартный образец, аттеста-
ция, высокоэффективная жидкостная хроматография. 

 
Yu.A. Trukhanova, G.M. Alekseeva, I.P. Yakovlev 

DEVELOPMENT OF A QUANTITATIVE DETERMINATION METHODOLOGY  
FOR THE CERTIFICATION OF THE PRIMARY STANDARD SAMPLE  

OF A NEW ANALGESIC AGENT –  
1-(PHENYL[PHENYLIMINO]METHYL)PYRROLIDINE-2,5-DIONE 

 
Aim. The article presents an approach to the development of a quantitative determination technique for the certification of the 

primary standard sample of a new analgesic agent ‒ 1-(phenyl[phenylimino]methyl)pyrrolidine-2,5-dione (PPMP) by titration using 
the Kjeldahl method. Due to the non-specificity of this method and the high probability of the presence of nitrogen-containing impu-
rities in the substance certified, it was proposed to purify the substance certified to the maximum possible degree of purity. To con-
firm the purity of the substance, a method of analysis for the indicator "Limit content of related impurities" with high performance 
liquid chromatography (HPLC) method was developed and validated.  

Material and methods. Chromatographic separation in acetonitrile / 0.15% aqueous formic acid solution (pH 2.5) phases in gra-
dient mode on a Tosoh ODS column (4.6×250 mm, 5 microns) with a flow rate of 1.0 ml/min was achieved in 35 minutes. The sig-
nal was recorded using a multi-wave UV detector at a wavelength of 257 nm. 

Conclusions. Using a validated technique, it was proved that the purity of the substance is 100.0%. According to the Kjeldahl 
method, a quantitative assessment of the content of the main substance in the purified FFMP substance was carried out, its certified 
value was 99.7 ± 0.2%. 

Key words: 1-(phenyl[phenylimino]methyl)pyrrolidine-2,5-dione, Kjeldahl method, standard sample, certification, high perfor-
mance liquid chromatography. 

 
Разработка новых биоактивных молекул 

является актуальным вопросом развития сфе-
ры здравоохранения. Решение данной нетри-
виальной задачи требует большого количе-
ства ресурсов. В силу этого актуальна мини-
мизация ошибок, связанных с ложной интер-

претацией начальных данных, для дальнейше-
го этапа разработки. Если пройдены первые 
этапы разработки и проведен целенаправлен-
ный синтез новой биоактивной молекулы, 
разработчики сталкиваются с проблемой от-
сутствия стандартных образцов для аналити-


