
1 
 

МІНІСТЕРСТВО ОХОРОНИ ЗДОРОВ’Я УКРАЇНИ 

НАЦІОНАЛЬНИЙ МЕДИЧНИЙ УНІВЕРСИТЕТ ІМЕНІ О. О. 

БОГОМОЛЬЦЯ 

ФАРМАЦЕВТИЧНИЙ ФАКУЛЬТЕТ 

КАФЕДРА АНАЛІТИЧНОЇ, ФІЗИЧНОЇ ТА КОЛОЇДНОЇ ХІМІЇ 

 

 

 

 

ВИПУСКНА КВАЛІФІКАЦІЙНА  РОБОТА 

на тему «ВИЗНАЧЕННЯ РЕСВЕРАТРОЛУ В ДІЄТИЧНИХ 

ДОБАВКАХ ХРОМАТОГРАФІЧНИМ МЕТОДОМ» 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Київ 2024 

Виконала здобувачка вищої освіти 3-го 

курсу, групи118Б2Б  

напряму підготовки 226 «Охорона 

здоров`я»  

освітня програма «Фармація»  

Дворецька Дар’я Михайлівна 

 

Керівниця: завідувачка кафедри 

аналітичної, фізичної та колоїдної хімії, 

кандидатка хімічних наук, доцентка 

Зайцева Галина Миколаївна 

 

Рецензентка:д.фарм.н., професорка 

Вельчинська Олена Василівна 

 

 



2 
 

ЗМІСТ 

 Перелік умовних позначень, символів, скорочень і термінів. 4 

 Вступ. 5 

 ОСНОВНА ЧАСТИНА. Розділ 1. Ресвератрол, методи 

визначення.  

8 

1.1. Загальна  характеристика  сполук  фенольної  та 

поліфенольної  природи. 

8 

1.2. Фізико-хімічні методи аналізу резвератролу. 9 

1.3.  Визначення сполук фенольної і поліфенольної природи 

методами хроматографії. 

11 

1.4.  Визначення сполук фенольної і поліфенольної природи в 

різних об'єктах. 

12 

 Розділ 2. Експериментальна частина. 14 

2.1. 
Реагенти,  приготування розчинів  та об’єкти дослідження. 

14 

2.2.  Адсорбент для ТЕ. 16 

2.2.2. 
Приготування патронів (хроматографічна колонка)  для ТЕ та 

їх кондиціювання.  

17 

2.3.  Прилади. 17 

2.4.  Методики дослідження. 19 

2.4.1.  Пробопідготовка об’єкту дослідження. 19 

2.4.2.  Методика визначення ресверантролу у зразку.  19 

2.4.3. Методика визначення оптимізації умов динамічного 

концентрування ресвератролу з стандартних розчинів  та їх 

десорбції з фази сорбенту. 

20 

 Розділ 3. Результати та їх обговорення.  21 



3 
 

3.1.  Вибір рухомої фази.  21 

3.2. Підбір оптимальних умов елюювання. 22 

3.3. Вплив складу розчинників. 24 

3.4. Визначення кореляційних залежностей між концентрацією 

фенольних сполук та хроматографічними параметрами 

(побудова градуювального графіка). 

24 

3.5.  Дослідження стабільності розчинів ресвератролу у часі. 26 

3.6.  Дослідження сорбційних характеристик SiO2-С18/ЧАС в 

динамічних умовах. 

26 

3.7. 
Оптимізація умов десорбції ресвератролу. 

29 

3.8.  Визначення ресвератролу в об`єкті дослідження. 30 

 Висновки. 32 

 СПИСОК ВИКОРИСТАНИХ ДЖЕРЕЛ 33 

 ДОДАТКИ 37 

 Анотація (Summary) 40 

 

 

 

 

 

  



4 
 

ВСТУП 

Фенольні та поліфенольні сполуки, будучи цінними біологічно 

активними речовинами (БАР) рослинного походження, мають широкий 

спектр біологічної активності: антиоксидантну, противірусну, 

протизапальну, антибактерицидну, антиканцерогенну, Р-вітамінну, капіляро 

зміцнюючу та ін. [1]. 

Зважаючи на великий інтерес до біологічно-активних сполук 

фенольного типу, розробка надійних методик визначення індивідуальних 

антиоксидантів набуває великого значення через різну фізіологічну дію 

окремих складових рослинних екстрактів та харчових добавок, можливості 

фальсифікації. Особливо це важливо в процесі контролю якості дієтичних 

добавок та фармацевтичних препаратів. 

На даний час для ідентифікації та кількісного визначення сполук 

фенольної та поліфенольної природи у лікарських засобах та дієтичних 

добавках  широко використовуються методи високоефективної рідинної 

хроматографії (ВЕРХ)[2,3]. Але необхідною стадією пробопідготовки 

багатокомпонентних фармацевтичних препаратів та рослинної сировини є 

попереднє концентрування з метою відокремлення цільового компоненту від 

матриці. У зв’язку з вищезазначеним  широке розповсюдження отримав 

метод твердофазної екстракції (ТЕ) [4-12]. Цей метод простий і підтвердив 

свою ефективність для концентрування різних типів фенольних сполук перед 

їх хроматографічним визначенням. Проте відомі патрони для 

концентрування на основі гідрофобізованого силікагелю (SiO2-С18) погано 

підходять для концентрування поліфенольних сполук через можливість їх 

іонізації в нейтральному та лужному середовищах, що призводить в свою 

чергу до втрат аналізу, невисоких коефіцієнтів концентрування та низької 

ємності ТЕ по відношенню до поліфенольних сполук. 
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Актуальність теми: Пошук нових адсорбентів для вилучення 

поліфенолів методом ТЕ, а також їх удосконалення і спрощення 

багатостадійних етапів пробопідготовки. 

 

Мета: даної роботи полягала у розробці хроматографічної методики 

кількісного визначення ресвератролу у дієтичних добавках. 

Завдання: 

- підібрати оптимальні умови розділення та детектування ресвератролу у 

складних багатокомпонентних об’єктах – дієтичних добавках; 

- розробити та апробувати хроматографічну методику кількісного визначення 

ресвератролу у дієтичній  добавці; 

- провести часткову валідацію методики. 

Методи дослідження: бібліосемантичний, хроматографія, 

твердофазна екстракція, хемометричний. 

Новизна та значення одержаних результатів: Вивчено умови 

концентрування ресвератролу з модельних розчинів на кремнеземі 

зковалентно-закріпленими групами довголанцюгової четвертинної солі 

алкіламмонію (SiO2-С18/ЧАС). Встановлено, що сорбент SiO2-С18/ЧАС є 

придатним для використання в якості ТФЕ при концентруванні сполук 

фенольної природи при рН=5,0. Найбільш придатним елюентом для 

десорбції ресвератролу в умовах, що забезпечують інтеграцію 

запропонованого підходу з ВЕРХ визначенням сполук в елюаті є 0,5% 

метанольний розчин соляної кислоти. В оптимальних умовах методом ОФ-

ВЕРХ показано можливість використання  SiO2-С18/ЧАС для ТФЕ 

ресвератролу та визначення його у дієтичних добавках. 
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Апробація результатів дослідження: 

Результати дослідження представлено на  науково-практичній 

конференції з міжнародною участю «Фармацевтична освіта, наука та 

практика: стан, проблеми, перспективи розвитку», присвяченій 25-річчю 

фармацевтичного факультету, 19-20.12.2023(Додаток 3). 

 

Структура роботи. Рисунків 10, таблиць - 6, додатків - 3, робота 

представлена на 42 сторінках. 
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ВИСНОВКИ 

 

1. Встановлено, що сорбент SiO2-С18/ЧАС кількісно вилучає  ресвератрол 

при рН=5,0. Найбільш придатним елюентом для десорбції 

ресвератролу в умовах, що забезпечують інтеграцію запропонованого 

підходу з ВЕРХ визначенням сполук в елюаті є 0,5% метанольний 

розчин соляної кислоти. 

2. В оптимальних умовах методом ВЕРХ показано можливість 

використання  SiO2-С18/ЧАС для твердофазної екстракції ресвератролу 

Умови ОФ-ВЕРХ у порівнянні з іншими дають можливість більш 

швидко визначити ресвератрол (за 8 хв).  

3. Проведено часткову валідацію методики за лінійністю, специфічністю. 

збіжністю. 
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Анотація (Summary) 

 

 

Considering the great interest in biologically active compounds of the 

phenolic type, which includes resveratrol, the development of reliable methods for 

the determination of individual antioxidants is of great importance. This is due to 

both the different physiological effects of the components of plant extracts and 

biologically active additives, as well as the possibility of falsification. This is 

especially important in the quality control process of dietary supplements. 

The purpose of the study was to develop a chromatographic technique for the 

determination of resveratrol and a method for its identification. 

A solid-phase extractant for concentration of resveratrol from sample 

solutions before the stage of its liquid chromatographic determination - silica with 

covalently fixed groups of long-chain quaternary alkylammonium salt (SiO2-

C18/CHAS) and dietary supplement with antioxidant action "Evelor" (capsules, 

active ingredient: trans-resveratrol 50 mg), Agetis Supplements Ltd, Cyprus, EU. 

Research methods. Cartridges for solid-phase extraction (SFE) from Agilent 

with the C18 phase and cartridges with the SiO2-C18/CHAS phase were used in the 

work, prepared by filling a standard plastic cartridge with a water-methanol 

suspension containing 0.1 g of sorbent. Determination of resveratrol was carried 

out on a modular liquid chromatograph Agilent 1200 Series (Agilent Technologies, 

USA). 

The optimal conditions of sorption/desorption of resveratrol on the surface of 

modified silica SiO2-C18/CHAS were studied in dynamic mode by passing standard 

solutions through TFE cartridges at a rate of 1 ml/min. Portions of the solution at 

the exit from the cartridge were collected and the analyte content determined by 

the chromatographic method. The degree of adsorption of resveratrol was 

calculated by the difference between its initial and equilibrium content in the 

solution after passing through the cartridge. 
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Identification of resveratrol was carried out by the method of standard 

additions, as well as by optical absorption spectra of individual compounds. The 

detection wavelength of trans-resveratrol is 305 nm. 

The initial solution of resveratrol (St=5000 mg/l) was prepared by dissolving 

a capsule of trans-resveratrol standard of the company "Fitopanaceya" (98.5% 

purity) in 10 ml of methanol. Standard solutions were prepared by mixing aliquots 

of the original solutions and diluting the mixture with methanol. The starting and 

standard solutions were stored in a dark place at a temperature of 50C for no more 

than 1 month. 

Research results. It was established that resveratrol is sorbed much better on 

SiO2-C18/CHAS sorbent than on SiO2-C18. This can be explained by the fact that in 

the process of sorption of resveratrol on SiO2-C18/CHAS, not only the hydrophobic 

octadecyl groups of the sorbent, but also the quaternary ammonium salt groups of 

the sorbent take part. The value of the full dynamic capacity of SiO2-C18/ CHAS in 

relation to resveratrol is 45 μmol/g at pH=5.4. At these pH values, the silanol 

groups of SiO2-C18/CHAS are in molecular form and do not affect the adsorption 

of resveratrol. Therefore, the optimal pH for TFE of resveratrol SiO2-C18/CHAS is 

5.4, which was created with an acetate buffer. Under these conditions, the degree 

of extraction of resveratrol on SiO2-C18/ CHAS is more than 99%. 

It is shown that the efficiency of solid-phase extraction depends on the degree 

of ionization of compounds, that is, on the pH of the investigated solution. It was 

established that with increasing ionization of the analyte molecules, the efficiency 

of resveratrol extraction increases and reaches a maximum at pH≥5.0. And the 

efficiency of elution increases if the analyte is in molecular form, i.e. in solutions 

with pH ≤ 2.0. Quantitative desorption of resveratrol under conditions that ensure 

the integration of the proposed approach with HPLC determination of resveratrol 

in the eluate is achieved using a methanol solution containing 0.5% hydrochloric 

acid. 
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The method of internal and external standards (additive method) was used to 

identify resveratrol. It was established that the retention time of resveratrol in the 

model mixture and in the research objects is practically the same. Therefore, the 

identification of the peaks was carried out by comparing the absorption spectra of 

pure substances with the position of the peaks of the standards in the additive 

method. 

It is shown that the intensity of the peaks on the chromatogram increases in 

proportion to the increase in the concentration of resveratrol. It has been confirmed 

that the retention time of resveratrol in the solution without and with sample 

preparation coincides. This made it possible to apply the obtained results for 

quantitative determination of resveratrol content in real objects using the additive 

method. The result of the chromatographic determination of the content of 

resveratrol in the research object is 46 ±0.09 mg. 

Conclusions. A methodology for the determination of resveratrol and a 

method of identification by solid-phase extraction of resveratrol on silica with 

covalently attached groups of long-chain quaternary alkylammonium salt (SiO2-

CHAS) followed by its liquid chromatographic determination are proposed. The 

use of SiO2-C18/CHAS to concentrate resveratrol leads to a decrease in its detection 

limit. 


