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МЕТОДИКА ОПРЕДЕЛЕНИЯ СУММЫ ФЕНОЛЬНЫХ СОЕДИНЕНИЙ  
В ГРИБЕ XEROCOMUS SUBTOMENTOSUS
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Представлены результаты оптимизации методики определения суммы фенольных соединений в грибе 
Xerocomus subtomentosus. Рекомендуется однократное экстрагирование спиртом этиловым 30 %-ым при 100 ºС 
на кипящей водяной бане с обратным холодильником в течение 60 минут и при соотношении сырья и экс-
трагента 1 : 8. Далее экстракт без кусочков гриба переливается в отдельную колбу с притертым горлом для 
остывания до комнатной температуры с последующим процеживанием через ватный тампон в мерную колбу 
и доведением объема раствора экстрагентом до первоначального объема. Затем готовится реакционная смесь  
из 0,3 мл извлечения, 0,3 мл реактива ФЧ, 4,5 мл 10 %-го раствора натрия карбоната и 4,90 мл воды, время ре-
акции 22 минуты, измерение оптической плотности при длине волны 740 нм относительно компенсационного 
раствора, состоящего из 0,3 мл реактива ФЧ, 4,8 мл 10 %-го раствора натрия карбоната и 4,90 мл воды. Реко-
мендуется тщательное перемешивание реакционной смеси после добавления каждого реактива.
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Введение. На территории Республики Бе-
ларусь произрастает большое количество гри-
бов с различной пищевой ценностью. Одним 
из часто употребляемых в пищу грибов яв
ляется моховик зелёный (Xerocomus subtomen-
tosus). Помимо пищевой ценности исследованы 
некоторые виды его фармакологической актив-
ности: антиоксидантная, противомикробная, 
противогрибковая, антигиалуронидазная [1; 2]. 
Для изучения перспектив использования гри-
ба в медицине необходимо оптимизировать 
методику экстракции фенольных соедине- 
ний (ФС), одной из основных групп биологи-
чески активных веществ в плодовых телах, 
а также методику определения суммы ФС.

Цель работы – оптимизировать методику 
спектрофотометрического определения сум-
мы фенольных соединений в грибе Xerocomus 
subtomentosus.

Задачи исследования: Эксперименталь-
ным путем определить оптимальные условия 
экстракции фенольных соединений (экстра-
гент, температура, время экстракции, соотно-
шение «сырье : экстрагент», метод разделения); 
определить оптимальные объемы извлечения 
и реактивов, времени реакции, длины волны 
в спектрофотометрическом определении.

Материалы и методы. В качестве объекта 
исследования использовались плодовые тела 
моховика зелёного, выращенные в естественных  
условиях в лесах на территории Республики Бе-
ларусь и хранящиеся при температуре –18 °С. 
При исследовании использовались следу-

ющие реактивы: реактив Фолина – Чиокалтеу  
(ООО «Аналит Комплект», Россия), натрий угле-
кислый безводный (х.ч., ООО «АО РЕАХИМ», 
Россия), спирт этиловый технический (марки 
«Экстра-М», 96,41 %), вода очищенная; стан-
дарт – галловая кислота (98 %, Acros Organics 
BVBA, Бельгия); оборудование: аквадистил-
лятор электрический АЭ-25, весы аналитиче-
ские Explorer EX125D, баня водяная WB-12, 
плитка электрическая Goodhelper ES-10P10, 
спектрофотометр SOLAR PB 2201.

Методология исследования основана на 
статье [3]. Извлечение ФС из сырья гриб-
ного происхождения проводилось методом 
экстрагирования с обратным холодильником 
при различных условиях с последующим ох-
лаждением до комнатной температуры, отде-
лением осадка и доведением до необходимого 
объема извлечения. Затем проводилось опре-
деление суммы ФС в полученных извлечени-
ях спектрофотометрическим методом [4]. Ис-
следование проводили в трех повторностях. 
Расчет суммы ФС в пересчете на галловую 
кислоту осуществлялся с использованием по-
строенного ранее градуировочного графика [1] 
и выведенных формул [3]. 

Все результаты были подвержены стати-
стической обработке и представлены в виде 
среднего значения и полуширины доверитель-
ного интервала. Значимость отличий по извле-
чению ФС из сырья при разных условиях экс-
тракции оценивалась с помощью t-критерия 
Стьюдента, сравнивались два условия экстрак-
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ции с наибольшими значениями содержания 
суммы ФС в пересчете на галловую кислоту. 
Статистическая обработка результатов химиче-
ского эксперимента осуществлялась с исполь-
зованием пакета «Анализ данных» компьютер-
ной программы Microsoft office Excel 2019. 

Результаты и их обсуждение. В качестве 
растворителей для получения извлечения из 
сырья выбраны вода, спирт этиловый в следу-
ющих концентрациях: 30 %, 40 %, 70 %, 96 %. 
Экстрагирование осуществлялось однократно 
при температуре 100 ºС на кипящей водяной 
бане с обратным холодильником 60 минут 
при соотношении сырья и экстрагента 1 : 8. 
Результаты подбора оптимального экстраген-
та представлены на рис. 1. Проанализировав 
график и результаты статистической обработ-
ки, можно сделать вывод, что ФС из плодовых 

тел моховика зелёного лучше всего извлека-
ются при экстрагировании спиртом этиловым 
30 %-ым. 

Извлечение ФС из плодовых тел иссле-
довалось при комнатной температуре 20  ºС, 
а также на водяной бане с обратным холо-
дильником при 40 ºС, 60 ºС, 80 ºС, 100 ºС. Экс-
трагирование осуществлялось спиртом этило-
вым 30 %-ым в течение 60 минут при соотно-
шении сырья и экстрагента 1 : 8. Результаты 
подбора оптимальной температуры экстрак-
ции представлены на рис. 2. На основании по-
лученных данных и результатов статистиче-
ской обработки можно сделать вывод, что при 
температуре 100 ºС происходит интенсифика-
ция извлечения ФС из плодовых тел.

Извлечение ФС в течение 30, 45, 60, 75, 
90, 120 и 150 минут осуществлялось спиртом 

Рис. 1. Зависимость извлечения ФС от экстрагента

Рис. 2. Зависимость извлечения ФС от температуры экстракции
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этиловым 30 %-ым при температуре 100 ºС 
и соотношении «сырьё : экстрагент» 1 : 8 од-
нократно. Результаты подбора оптимальной 
продолжительности экстракции представле-
ны на рис. 3. На основании полученных дан-
ных и результатов статистической обработки 
можно сделать вывод, что оптимальное время 
экстракции ФС 60 минут.

Далее исследовали, при каком соотноше-
нии сырья и экстрагента (1 : 5, 1 : 8, 1 : 10, 1 :  
15, 1 : 20 (г/мл)) будет наблюдаться наиболь-
шее извлечение ФС из плодовых тел. Экстра-
гирование осуществлялось спиртом этиловым 
30 %-ым при температуре 100 ºС в течение  
60 минут однократно. Все значения пересчи-
таны на одинаковую массу сырья (1 г) для 
сопоставления результатов и представлены 

на рис. 4. После статистической обработки 
сделан вывод, что оптимальное соотношение 
сырья и экстрагента 1 : 8.

Затем исследовали извлечение ФС из пло- 
довых тел при однократной, двукратной 
и трехкратной экстракции. Экстрагирование 
осуществлялось спиртом этиловым 30 %-ым 
при температуре 100 ºС в течение 60 минут 
при соотношении «сырьё : экстрагент» 1 : 8. 
При двукратной и трехкратной экстракции каж
дая порция извлечения сливалась в отдельную 
колбу для последующего охлаждения до ком-
натной температуры, а в колбу с остатками 
гриба после предыдущей экстракции добавля-
ли точный объем экстрагента и снова помещали 
на водяную баню на 60 мин. Затем объединя-
ли охлажденные извлечения (в однократной –  

Рис. 3. Зависимость извлечения ФС от времени экстракции

Рис. 4. Зависимость извлечения ФС от соотношения «сырьё : экстрагент»
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одно, в двукратной – два, в трехкратной – три), 
процеживали в мерную колбу через ватный 
тампон и доводили объем до метки в подходя-
щей мерной колбе; в расчетах для возможности 
сопоставления результатов был учтен разный 
объем полученного извлечения. Все значения 
пересчитаны на одинаковый объем (25 мл)  
для сопоставления результатов (рис. 5). На гра-
фике и по результатам статистической обработ-
ки видно, что при однократной и двукратной 
экстракции степень извлечения ФС статисти-
чески значимо не отличается. Для уменьше-
ния затрат времени рекомендуется проводить 
однократную экстракцию.

После снятия извлечения с водяной бани 
при переливании в другую колбу в него мо-
гут попадать маленькие частички гриба, при 
охлаждении постепенно снижается раствори-
мость балластных веществ, на которые могут 
адсорбироваться ФС, поэтому необходимо по-
добрать оптимальный способ их отделения. 
Поскольку при разделении есть вероятность 
адсорбции ФС на вспомогательных материа-
лах или их осаждения, следует изучить, при 
каком методе разделения (отстаивание, проце-
живание через ватный тампон, двойное проце-
живание (извлечение процеживали через ват-
ный тампон в отдельную емкость, затем сно-
ва процеживали через новый ватный тампон 
в мерную колбу, вымывая впитанное в вату 
извлечение спиртом этиловым 30 %-ым при 
доведении до метки), фильтрация с помощью 
фильтровальной бумаги «белая лента» и цен-
трифугирование) потери ФС будут наимень-
шими. Извлечение ФС проводилось однократ-
но спиртом этиловым 30 %-ым при температу-

ре 100 ºС в течение 60 минут при соотношении 
сырья и экстрагента 1 : 8. По представленным 
на рис. 6 данным и результатам статистиче-
ской обработки видно, что наибольшее коли-
чество ФС сохраняется при отделении осадка 
с помощью процеживания через ватный там-
пон. Фильтрация через фильтр «белая лента» 
и двойное процеживании способствуют осаж-
дению большого количества ФС на вспомога-
тельном материале, центрифугирование спо-
собствует осаждению ФС вместе с осадком.

Далее с полученным по оптимизирован-
ной методике извлечением осуществлялась 
оптимизация методики спектрофотометриче-
ского определения суммы ФС в пересчете на 
галловую кислоту.

Исследовалась реакционная смесь из 0,1, 
0,2, 0,3, 0,4 и 0,5 мл извлечения, 0,15 мл реак-
тива Фолина-Чокальтеу (ФЧ), 4,76 мл 10 %-го 
раствора натрия карбоната и воды до 10 мл. 
Через 30 минут измерялась оптическая плот-
ность раствора при длине волны 760 нм. Для 
каждого извлечения был параллельно приго-
товлен компенсационный раствор с пересчи-
танным объемом 10 %-го раствора натрия 
карбоната для получения суммарного объема 
извлечения 10,0 мл. Все значения были пе-
ресчитаны на одинаковый объем извлечения  
для возможности сопоставления результатов. 
На основании данных на рис. 7 и результатов 
статистической обработки видно, что наиболь-
шее значение суммы ФС в пересчете на галло-
вую кислоту наблюдается при использовании 
0,3 мл извлечения.

Далее исследовалась реакционная смесь 
из 0,3 мл извлечения, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 

Рис. 5. Зависимость извлечения ФС от кратности экстракции
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0,35, 0,40 мл реактива Фолина-Чокальтеу (ФЧ), 
4,76 мл 10 %-го раствора натрия карбоната 
и воды до 10 мл. Через 30 минут измерялась 
оптическая плотность раствора при длине 
волны 760 нм. Для каждого извлечения был 
параллельно приготовлен компенсационный 
раствор с соответствующим количеством ре-
актива ФЧ. На рис. 8 и по результатам стати-
стической обработки видно, что наибольшее 
содержание суммы ФС в пересчете на галло-
вую кислоту определено при использовании 
0,3 мл реактива ФЧ.

Далее исследовалась реакционная смесь из 
0,3 мл извлечения, 0,30 мл реактива ФЧ, 4,00, 

4,20, 4,25, 4,30, 4,45, 4,50, 4,76, 4,90, 5,00, 5,10, 
5,20, 5,25, 5,30, 5,40, 5,50 и 5,60 мл 10 %-го рас- 
твора натрия карбоната и воды до 10 мл. Че-
рез 30 минут измерялась оптическая плот-
ность раствора при длине волны 760 нм. Для 
каждого извлечения был параллельно при-
готовлен компенсационный раствор с соот-
ветствующим количеством 10 %-го раствора 
натрия карбоната. На рис. 9 и по результатам 
статистической обработки видно, что наи-
большее содержание суммы ФС в пересчете 
на галловую кислоту определено при исполь-
зовании 4,5 мл 10 %-го раствора натрия кар- 
боната.

Рис. 6. Зависимость содержания ФС от метода разделения

Рис. 7. Зависимость содержания ФС от объема извлечения
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Для определения времени реакции реги-
стрировали оптическую плотность получен-
ного раствора (0,30 мл извлечения, 0,30 мл 
реактива ФЧ, 4,50 мл раствора натрия карбо-
ната, 4,90 мл воды) при длине волны 760 нм 
каждые две минуты на протяжении 120 мин. 
На рис. 10 видно, что через 22 минуты реак-
ции оптическая плотность раствора значимо 
не изменяется, что может свидетельствовать 
о том, что все ФС в растворе вступили в реак-
цию с реактивом ФЧ образованием гетеропо-
ликомплексов. 

Далее регистрировали спектр поглощения 
раствора (0,30 мл извлечения, 0,30 мл реактива 
ФЧ, 4,50 мл раствора натрия карбоната, 4,90 мл  

воды) через 22 минуты в диапазоне длин волн 
от 700 нм до 800 нм для определения опти-
мальной длины волны в измерении оптиче-
ской плотности раствора. На рис. 11 видно, что 
в диапазоне длин волн 734–744 нм оптическая 
плотность раствора значимо не изменяется. 
В дальнейшем в работе измерение оптической 
плотности проводилось при 740 нм.

Для извлечений из плодовых тел мохови-
ка зелёного была проведена проверка влияния 
количества воды на оптическую плотность 
и содержание ФС в извлечении. Регистриро-
вали оптическую плотность реакционной сме-
си (0,30 мл извлечения, 0,30 мл реактива ФЧ, 
 4,50 мл раствора натрия карбоната, без воды, 

Рис. 8. Зависимость содержания ФС от объема реактива ФЧ

Рис. 9. Зависимость содержания ФС от объема 10 %-го раствора натрия карбоната
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с добавлением 1,00, 2,50, 3,00, 3,90, 4,90 мл 
воды) через 22 минуты при 740 нм относи-
тельно параллельно приготовленных компен-
сационных растворов с соответствующим объ-
емом воды. Для возможности сопоставления 
результатов все значения оптических плотно-
стей были приведены к одинаковому общему 
объему раствора (10,0 мл). На рис. 12 и по ре-
зультатам статистической обработки видно, 
что наибольшая сумма ФС наблюдалась, если 
не добавлять воду к реакционной смеси. Од-
нако полученные значения оптической плот-

ности слишком высоки для прибора, поэтому 
рекомендовано проводить определение ФС 
с разбавлением раствора до объема 10 мл,  
т.е. с добавлением 4,90 мл воды к реакцион-
ной смеси.

Заключение. Оптимальным методом из-
влечения ФС из плодовых тел моховика зелё-
ного является однократное экстрагирование 
спиртом этиловым 30 %-ым при темпера-
туре 100 ºС на кипящей водяной бане с об-
ратным холодильником в течение 60 минут 
и при соотношении сырья и экстрагента 1:8. 

Рис. 10. Зависимость оптической плотности раствора от времени реакции

Рис. 11. Зависимость оптической плотности раствора от длины волны
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Далее экстракт без кусочков гриба перелива-
ется в отдельную колбу с притертым горлом 
для остывания до комнатной температуры 
с последующим процеживанием через ват-
ный тампон в мерную колбу и доведением 
объема раствора экстрагентом до первона-
чального объема.

При спектрофотометрическом определении 
суммы ФС рекомендуется использовать реак-
ционную смесь из 0,3 мл полученного извлече-

ния, 0,3 мл реактива ФЧ, 4,5 мл 10 %-го рас-
твора натрия карбоната и 4,90 мл воды, время 
реакции 22 минуты, измерение оптической 
плотности при длине волны 740 нм относи-
тельно параллельно приготовленного компен-
сационного раствора, состоящего из 0,3 мл 
реактива ФЧ, 4,8 мл 10 %-го раствора натрия 
карбоната и 4,90 мл воды. Рекомендуется тща-
тельное перемешивание реакционной смеси 
после добавления каждого реактива.

Рис. 12. Зависимость содержания ФС от объема воды в реакционной смеси
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METHOD FOR DETERMINING THE TOTAL PHENOLIC COMPOUNDS  
IN THE XEROCOMUS SUBTOMENTOSUS MUSHROOM

Lukashou R.I., Mandryk N.I., Savitskaya D.I.

Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of Belarus

The results of optimization of the method for determining the sum of phenolic compounds in the Xerocomus subtomen-
tosus mushroom are presented. A single extraction with 30 % ethyl alcohol at 100 ºС in a boiling water bath with a reflux 
condenser for 60 minutes and with a raw material and extractant ratio of 1:8 is recommended. Then the extract without mush-
room pieces is poured into a separate flask with a ground neck to cool to room temperature, followed by filtering through  
a cotton swab into a measuring flask and bringing the volume of the solution with the extractant to the original volume. Then 
a reaction mixture is prepared from 0.3 ml of the extract, 0.3 ml of the FC reagent, 4.5 ml of a 10 % sodium carbonate solu-
tion and 4.90 ml of water, the reaction time is 22 minutes, the optical density is measured at a wavelength of 740 nm relative 
to the compensation solution consisting of 0.3 ml of the FC reagent, 4.8 ml of a 10 % sodium carbonate solution and 4.90 ml 
of water. Thorough mixing of the reaction mixture after adding each reagent is recommended.

Keywords: Xerocomus subtomentosus; phenolic compounds; methodology; extraction; optimization.


