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Цель исследований – разработка галенового препарата с антимикробной активностью из бутонов гвоздики. Материалом служили 
измельченные бутоны гвоздики с фракцией частиц менее 0,5 мм. В качестве экстрагента использовали этиловый спирт различной 
концентрации 26, 43, 56, 72, 82, 97±1 % об. Методы экстракции: простая мацерация и фильтрационная экстракция. Методы ана-
лиза: ОФ ВЭЖХ, гравиметрия. Вещество-стандарт – эвгенол, галловая кислота. Применение метода ОФ ВЭЖХ анализа показало 
присутствие в спиртоводных извлечениях из бутонов гвоздики девяти основных веществ, среди которых были идентифицированы: 
эвгенол, ацетилэвгенол, галловая кислота, флавоноиды и два не идентифицированных соединения. Стандартизацию суммарных 
препаратов предложено проводить по эвгенолу. Для экстракта (1:1 м/о) рекомендован нижний предел концентрации эвгенола 
13,0% м/о, для настойки (1:10 м/о) рекомендован нижний предел концентрации эвгенола 1,3% м/о. Изучена антимикробная ак-
тивность спиртоводных растворов на основе экстракта (1:1 м/о), выявлена наименьшая концентрация эвгенола 0,44% м/о в спир-
товодных растворах, которая эквивалентна препарату сравнения – 0,05%-ного водного раствора хлоргексидина биглюконата. 
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Согласно исследованиям отечественных ав-
торов, стоматологические заболевания у людей в 
Российской Федерации широко распространены. 
При этом хронические воспалительные заболева-
ния пародонта у взрослого населения РФ достига-
ют 98%, что в итоге приводит к потере зубов [1]. 

Одним из важных пусковых механизмов развития 
гингивита, пародонтита, стоматита и ряда других 
заболеваний полости рта считается микробиоло-
гический фактор [2]. Поэтому противомикробные 
препараты часто используются для лечения забо-
леваний пародонта [3]. Однако вследствие ограни-
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ченного ассортимента синтетических противомик-
робных активных фармацевтических ингредиен-
тов и их широкой доступности существует опре-
деленная опасность развития резистентности у 
микроорганизмов к ним [4]. Одним из альтерна-
тивных путей решения данной проблемы является 
использование действующих веществ раститель-
ного происхождения, а также их комбинирование 
с синтетическими активными фармацевтическими 
ингредиентами [5–7].  

Гвоздичное дерево (гвоздика душистая), лат. 
Caryophyllus aromaticus L., или Syzygium aromati-
cum L., – многолетнее дерево семейства миртовые 
(Myrtaceae). Это растение используется как в меди-
цинских, так и в пищевых целях. Сырьем являются 
бутоны гвоздики, из которых выделяют эфирное 
масло и эвгенол. Данные субстанции широко ис-
пользуются в стоматологической практике как ан-
тисептик и составная часть зубных пломб [8–10].  

В состав бутонов входит эфирное масло – до 
20% (при этом в нем доминируют эвгенол 70–85%, 
кариофиллен 5–12% и ацетилэвгенол 3%), обна-
ружены гидролизируемые дубильные вещества – 
до 2%, галловая кислота – менее 1%, флавоноиды 
(кемпферол, кверцетин, рамнетин, мирицетин и 
др.), тритерпеновые сапонины, фитостерины и др. 
[11]. Данные вещества проявляют различные цен-
ные фармакологические свойства: антимикробные, 
обезболивающие, противораковые, антиоксидант-
ные, противовоспалительные и др. [12, 13]. 

Таким образом, разработка галенового препа-
рата из бутонов гвоздики для лечения и профилак-
тики различных стоматологических заболеваний 
инфекционного характера является перспективной 
и актуальной задачей для стоматологической 
практики. 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  – разработка 
галенового препарата с антимикробной активно-
стью из бутонов гвоздики. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Растительное сырье. Для исследований ис-

пользовали лекарственное растительное сырье 
(ЛРС) – бутоны гвоздики, приобретенное в фирме 
«Лечец» (г. Харьков, Украина), от 08/2018. Непо-
средственно перед исследованиями необходимое 
количество растительного сырья измельчали до 
фракции частиц менее 0,5 мм с помощью высоко-
скоростного измельчителя HC-500Y (Китай). От-

деление нужной фракции частиц растительного 
сырья производили с помощью лабораторного си-
та с размером ячеек 0,5 мм. 

Методы экстракции. Простая мацерация: 
1,0 г измельченного растительного сырья (точная 
навеска), помещали во флакон и заливали 10,0 мл 
экстрагента, взвешивали для большей точности; 
далее флакон герметично закрывали, настаивали 
при 24±1 °С в течение 24 ч.  

После настаивания извлечение сливали и 
центрифугировали в течение 5 мин, при 13 000 
об/мин на центрифуге Eppendorf AG 22331. 
Количественный анализ галловой кислоты и 
эвгенола в лекарственном растительном сырье и 
извлечениях проводили с помощью обратно-
фазовой высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии (ОФ ВЭЖХ). 

Фильтрационный метод: 10,0 г измельчен-
ного растительного сырья (точная навеска), поме-
щали в перколятор (насыпной объем сырья со-
ставлял 20,0±0,5 мл), который устанавливали в во-
дяной термостат с температурой 25,0±0,2 °С.  

Объемный расход экстрагента, составляющий 
0,041±0,002 мл/(г·мин), задавали с помощью 
шприцевого насоса UN 2/50. Извлечения собирали 
в мерные колбы по 10,0 мл (соотношение ЛРС : 
извлечение – 1:1 м/о), взвешивали и анализирова-
ли на сухой остаток, плотность, галловую кислоту 
и эвгенол. 

Методы анализа. Метод ОФ ВЭЖХ. Коли-
чественный анализ эвгенола в извлечениях прово-
дили методом ОФ ВЭЖХ с использованием обо-
рудования Agilent Technologies, серия Agilent 1200 
Infinity (США) при следующих условиях: подвиж-
ная фаза (А) – 1%-ный водный раствор муравьи-
ной кислоты, (Б) – этиловый спирт 96% об. в ре-
жиме элюирования с линейным градиентом; хро-
матографическая колонка Supelco Ascentis express 
C18, длина – 100 мм, внутренний диаметр – 4,6 
мм, размер частиц – 2,7 мкм; скорость подвижной 
фазы – 0,5 мл/мин; температура хроматографиче-
ской колонки – 35 °С; объем образца – 1 мкл. 
Условия анализа ОФ ВЭЖХ были такими же, как 
в работе Жиляковой и др. [14]. Аналитические 
длины волн: 370, 282, 270 нм. 

Основные параметры валидации метода ана-
лиза и пригодности ОФ ВЭЖХ системы для опре-
деления галловой кислоты и эвгенола представле-
ны в табл. 1. 

ВОПРОСЫ БИОЛОГИЧЕСКОЙ, МЕДИЦИНСКОЙ И ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, №9, т.22, 2019 4 



Фармацевтическая химия 

Таблица 1. Основные параметры валидации метода анализа и пригодности ОФ ВЭЖХ системы  
для определения галловой кислоты и эвгенола 

Параметр 
Фармакопейное 

ограничение [15] 
Галловая кислота* Эвгенол* 

Время удерживания, мин – 3,8±0,2 30,0±1,0 

Фактор асимметрии 0,8–1,5 0,87 0,84 

Разрешение между пиками ≥1,5 1,5 23,9 

Относительное стандартное отклонение, RSD, % ≤2,0 1,8 1,6 

LOD, г/мл – 1,0·10-5 7,8·10-5 

LOQ, г/мл – 3,0·10-5 2,4·10-4 

Коэффициент детерминации, r2 ≥0,98 0,9999 0,9999 

Линейное регрессионное уравнение, C(г/мл)=f(S(mAU·с)) – C=(2,39±0,02)·10−7·S C=(6,42±0,10)·10−7·S 

П р и м е ч а н и е : * – среднее значение и его ошибку (Х ± ΔХ) вычисляли при числе повторов n = 3 и уровне значимости  
р = 0,95. 

 
Плотность и сухой остаток определяли гра-

виметрическим методом, согласно общим фарма-
копейным статьям ОФС.1.2.1.0014.15 и 
ОФС.1.4.1.0021.15 [15]. Содержание экстрактив-
ных веществ, эвгенола и галловой кислоты в рас-
тительном сырье проводили по методу 1 общей 
фармакопейной статьи ОФС.1.5.3.0006.15. Выход 
экстрактивных веществ, эвгенола и галловой кис-
лоты, рассчитывали по формуле 

(%) 100C V
m Y

ϕ ⋅
= ⋅

⋅
, 

где φ – выход веществ, %; C – концентрация веще-
ства в извлечении, г/мл; V – объем извлечения 
(экстрагента), мл; m – навеска ЛРС, г; Y – массовая 
доля вещества в ЛРС, г/г. 

Реактивы и растворители. В качестве экс-
трагентов использовали этиловый спирт различ-
ной концентрации: 26, 43, 56, 72, 82, 97±1% об. 
Этиловый спирт 97% об., серия 221117, годен до 
11.2022 г. (ЗАО РФК, с. Верхняя Любовша, Ор-
ловская обл, Россия). В качестве стандартных ве-
ществ использовали: эвгенол («Sigma-Aldrich», 
Германия), содержание ≥99,0%, CAS 97-53-0, и 
фармакопейный стандартный образец галловой 
кислоты (Государственная фармакопея Украины), 
содержание ≥98,0%. 

Метод антимикробной активности. Изу-
чение антимикробной активности вытяжек прово-
дили методом диффузии в агар «колодцами». В 
исследованиях использовали шесть тест-штаммов 

микроорганизмов: Escherichia coli ATCC 25922, 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Proteus 
vulgaris ATCC 4636, Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853, Candida albicans ATCC 885/653, 
Bacillus subtilis ATCC 6633. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Н а  п е р в о м  э т а п е  исследований изу-

чали состав и выход биологически активных ве-
ществ (БАВ) в этиловый спирт с различной кон-
центрацией при помощи ОФ ВЭЖХ анализа. На 
рис. 1, представлена типичная хроматограмма из-
влечения из бутонов гвоздики на основе этилового 
спирта 82% об. при длине волны 255 нм. Хромато-
грамма при этой длине волны дает возможность 
увидеть все основные вещества (флавоноиды, гал-
ловая кислота, эвгенол, ацетилэвгенол), которые 
могут быть обнаружены с помощью диодно-
матричного детектора.  

Как видно из рис. 1, в результате ОФ ВЭЖХ 
анализа извлечения на этиловом спирте 82% об., 
обнаружено девять основных веществ. Спекры 
данных веществ представлены на рис. 2. 

Среди обнаруженных веществ доминировали 
вещества с временами выхода: 3,8 мин (галловая 
кислота), 6,9 и 7,9 мин (группа не идентифициро-
ванных веществ), 18,2 мин (не идентифицирован-
ный флавоноид), 31,2 мин (эвгенол) и 34,5 мин 
(ацетилэвгенол). Поэтому для оптимального вы-
бора экстрагента мы ориентировались на выход 
данных веществ.  
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Рис. 1. Хроматограмма извлечения из бутонов гвоздики (длина волны 255 нм) 
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Галловая кислота 
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Рис. 2. УФ-спектры и времена удерживания основных БАВ, обнаруженных в извлечениях с помощью метода ОФ ВЭЖХ 
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Результаты ОФ ВЭЖХ анализа вытяжек на 
основе этилового спирта с различной концентра-
цией представлены в табл. 2. 

Как видно из данных табл. 2, наибольшие 
значения концентрации галловой кислоты и эвге-
нола наблюдаются для этилового спирта 82% об. 
На рис. 3, представлены эмпирические графики 
зависимости выхода БАВ из ЛРС от концентрации 
этилового спирта в условиях метода простой ма-
церации. 

Как видно из графиков (рис. 3), максималь-
ный выход (более 80%) для большинства веществ 
(кроме ацетилэвгенола) из бутонов гвоздики на-
блюдается для этилового спирта с концентрацией 
82% об. При этом выход эвгенола и не идентифи-
цированного соединения (время выхода 6,9 мин) в 
этиловый спирт данной концентрации достигал 
предельной величины 100±5%. Выход для галло-
вой кислоты и не идентифицированного флавоно-
ида (время выхода 18,2 мин) был несколько 

ниже и соответственно составлял 86±4 и 77±4%. 
Наименьший выход наблюдался для ацетилэвге-
нола – 47±2%.  
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Рис. 3. Эмпирические графики зависимости выхода БАВ из 
бутонов гвоздики в этиловый спирт различной концентрации. 
Соотношение ЛРС : экстрагент 1:10 м/о, температура 24±1 °С, 
время настаивания 24 ч (число повторов n=3, уровень значи-
мости р=0,95)  

Таблица 2. Значения площади пика и концентрации для основных БАВ в извлечениях из бутонов гвоздики, 
полученных с помощью ОФ ВЭЖХ анализа в этиловом спирте различной концентрации 

Соединение 
(аналитическая длина  

волны λ, нм) 

Время  
удержива-
ния, мин 

Площадь пика соединения, mAU·s 

Этиловый спирт, % об. 

26 43 56 72 82 97 

Галловая кислота (270) 3,8±0,2 388±19 370±19 422±21 1453±73 1779±89 730±37 

Концентрация галловой кислоты, мг/мл 0,093±0,005 0,088±0,004 0,101±0,005 0,35±0,02 0,43±0,02 0,17±0,01 

Эвгенол (282) 31,2±1,0 6994±350 17550±878 21520±1076 23560±1178 24000±1200 22576±1129 

Концентрация эвгенола, мг/мл 4,5±0,2 11,3±0,6 13,8±0,7 15,1±0,8 15,4±0,8 14,5±0,7 

Не идентифицированное 
соединение (290) 

6,9±0,3 1077±54 1139±57 1184±59 1240±62 1210±61 534±27 

 (370) 18,2±0,9 2015±101 2230±112 2346±117 2311±116 2073±104 864±43 

Ацетилэвгенол (270) 34,5±1,2 138±7 679±34 1069±54 967±48 1139±57 2113±106 

П р и м е ч а н и е : среднее значение и его ошибку (Х±ΔХ) вычисляли при числе повторов n = 3 и уровне значимости  
р = 0,95. 

 
 
Таким образом, наиболее оптимальным экс-

трагентом для получения суммарного препарата  
в виде настойки или экстракта можно считать эти-
ловый спирт с концентрацией 80±5 % об., по-
скольку в этиловом спирте данной концентрации 
будет наблюдаться максимальный выход у боль-
шинства БАВ. 

Получены следующие экспериментальные 
данные по определению некоторых численных по-
казателей ЛРС в виде содержания эвгенола, галло-

вой кислоты, сухого остатка, которые переходят в 
этиловый спирт 82% об. (число повторов n=3, уро-
вень значимости р=0,95), % масс.: 
Содержание эвгенола .................................  14,7±0,7 
Содержание галловой кислоты  ............... 0,49±0,03 
Содержание сухого остатка  ......................  34,7±1,7 

Н а  в т о р о м  э т а п е  исследований изу-
чали выход сухого остатка, галловой кислоты и эвге-
нола из ЛРС в условиях применения фильтрацион-
ного метода экстракции (температура – 25,0±0,2 °С, 
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экстрагент – этиловый спирт 82±1% об.). Полу-
ченные результаты представлены на рис. 4. 

Как видно из графиков (рис. 4), выход эвге-
нола из ЛРС в первом извлечении (соотношение 
ЛРС : извлечение 1:1 м/о, время извлечения 56 
мин) достигает величины 93±5%. Выход сухого 
остатка и галловой кислоты значительно меньше и 
составляет 65±3 и 44±2% соответственно.  

К пятому извлечению (соотношение ЛРС : 
извлечение 1:5 м/о, время извлечения 154 мин) 

выход из ЛРС эвгенола, галловой кислоты и сухо-
го остатка достигает величины 104±5, 79±4, 
92±5% соответственно. Интересно отметить полу-
ченное завышенное значение выхода эвгенола, ко-
торое, вероятно, получилось вследствие неравно-
мерности содержания эвгенола в сырье. 

На рис. 5 отображены зависимости относи-
тельной концентрации галловой кислоты, эвгенола 
и сухого остатка БАВ в извлечениях от времени 
экстракции. 

 

 

 

 
Рис. 4. Зависимость выхода БАВ из ЛРС от времени экстракции. 
Фильтрационный метод экстракции (число повторов n=3 и уро-
вень значимости р=0,95) 

 Рис. 5. Зависимость относительной концентрации БАВ в извле-
чениях от времени экстракции 

 
Так, в первом извлечении (1:1 м/о) наблюда-

ется наибольшая концентрация веществ, причем 
концентрация эвгенола и сухого остатка достигает 
весьма значительной величины 13,8±0,7% м/о и 
22,7±1,1% м/о, что характерно для жидких экс-
трактов. Получить экстракт с аналогичными пара-
метрами, возможно в рамках реперколяции или с 
применением дополнительной стадии упаривания. 

Результаты исследования говорят о целесооб-
разности применения фильтрационного метода, 
как для получения жидкого экстракта (1:1 м/о), так 
и настойки (1:5 м/о) из бутонов гвоздики на осно-
ве этилового спирта с концентрацией 82% об. При 
этом выход эвгенола из ЛРС в случае получения 
жидкого экстракта достигает величины 93%, а его 
концентрация – 13,8±0,7% м/о всего за один час 
процесса экстракции. В случае получения настой-
ки (1:5 м/о), выход эвгенола достигает 100%, а его 
концентрация в настойке равна 3,0±0,2% м/о за 
время экстракции 154 мин. 

Полученный экстракт (1:1 м/о), является удоб-
ным полупродуктом для разработки на его основе 
мягких лекарственных форм, например, мазей и ге-
лей для местного применения в стоматологии, что 
будет задачей в дальнейших исследованиях.  

Стандартизацию полученного экстракта пред-
лагается проводить по доминирующему компонен-
ту – эвгенолу, который обладает рядом полезных 
фармакологических эффектов (в частности, анти-
микробным, обезболивающим и противовоспали-
тельным эффектами). При этом для обоснования 
его нижнего предела как в экстракте, так и в 
настойке необходимо проведение дополнительных 
исследований. Однако, используя полученные ре-
зультаты выхода эвгенола из ЛРС (для экстракта – 
более 90%, для настойки – 100%) и требований к 
его содержанию в растительном сырье (не менее 
150 мл/кг), согласно монографии «01/2008:0376, 
corrected 7.6, Clove», Европейской фармакопеи [16], 
можно рекомендовать нижний предел концентра-
ции эвгенола для экстракта ≥13,0% м/о 
[13,5=15,0·90/(1·100)] и для настойки (1:5 м/о) –
более ≥2,5% м/о [3,0=15,0·100/(5·100)]. 

Н а  т р е т ь е м  э т а п е  исследований 
изучали антимикробный эффект спиртоводных 
растворов на основе жидкого экстракта (1:1 м/о), 
который был получен с помощью фильтрационно-
го метода. Данные исследования позволят прове-
сти оценку биофармацевтической эквивалентно-
сти антимикробной активности разрабатываемой 

ВОПРОСЫ БИОЛОГИЧЕСКОЙ, МЕДИЦИНСКОЙ И ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, №9, т.22, 2019 8 



Фармацевтическая химия 

настойки из бутонов гвоздики и препарата сравне-
ния, в качестве которого был выбран 0,05%-ный 
водный раствор хлоргексидина биглюконата. 

Данные in vitro анализа антимикробной ак-
тивности спиртоводных растворов экстракта (1:1 
м/о) на основе этилового спирта 82% об., которые 
были получены методом диффузии в агар «колод-

цами», а также 0,05%-ного водного раствора и 
этилового спирта 70% об. представлены в табл. 3. 

Как видно из полученных данных, антимик-
робная активность спиртоводного раствора с 
наименьшей концентрацией эвгенола 0,44% м/о, 
практически эквивалентна 0,05%-ному водному 
раствору хлоргексидина биглюконата, за исклю-
чением тест-штамма C. albicans ATCC 885-653. 

Таблица 3. Противомикробная активность спиртоводных растворов жидкого экстракта (1:1 м/о)  
из бутонов гвоздики и препарата сравнения 

Вещество 

Диаметр зоны задержки роста, мм (число повторов n=3, р=0,95) 

S. aureus  
ATCC 25923 

E. coli  
ATCC 25922 

P. vulgaris 
ATCC 4636 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

B. subtilis 
ATCC 6633 

C. albicans 
ATCC 885-653 

Эвгенол, концентрация 
в растворе, % м/о 

2,6 25,7±2,5 22,0±2,5 22,0±2,5 21,7±2,5  26,0±2,5 20,3±2,5 

2,3 25,7±2,5 21,7±2,5 21,7±2,5 21,3±2,5 25,7±2,5 20,3±2,5 

1,3 25,0±2,5 22,0±2,5 20,7±2,5 20,7±2,5 25,0±2,5 19,7±2,5 

0,69 24,7±2,5 21,0±2,5 20,3±2,5 21,0±2,5 24,0±2,5 19,0±2,5 

0,44 23,3±2,5 21,3±2,5 20,3±2,5 21,3±2,5 23,7±2,5 18,7±2,5 

Хлоргексидин биглюконат 
водный раствор 0,05%-ный 

24,3±2,5 20,7±2,5 17,0±2,5 16,3±2,5 22,7±2,5 24,3±2,5 

Этиловый спирт 70% об. Рост Рост Рост Рост Рост Рост 

 
 
Используя результаты антимикробной актив-

ности спиртоводных растворов (табл. 3), можно 
пересмотреть принятое выше значение нижнего 
предела концентрации эвгенола ≥3,0% м/о для 
настойки (1:5 м/о) в сторону его снижения до зна-
чения ≥1,3% м/о, которого можно ожидать для 
настойки (1:10 м/о).  

Таким образом, проведенные исследования в 
области разработки галенового препарата из буто-
нов гвоздики позволили апробировать новую тех-
нологию получения экстракта (1:1 м/о) и настойки 
(1:5 м/о), выбрать концентрацию этилового спир-
та, в который перейдет большинство обнаружен-
ных веществ, предложить минимальную концен-
трацию эвгенола для его стандартизации в экс-
тракте и настойке, выявить уровень антимикроб-
ной активности спиртоводного извлечения, кото-
рый эквивалентен препарату сравнения. 

ВЫВОДЫ  
1. Апробирована простая технология получения 

жидкого экстракта и настойки из бутонов 

гвоздики. Установлено, что среди идентифи-
цированных веществ значительный выход 
наблюдается в этиловый спирт с концентра-
цией 80±5% об. С помощью метода фильтра-
ционной экстракции за один час процесса 
фильтрационной экстракции можно получить 
жидкий экстракт 1:1 м/о с концентрацией эв-
генола 13,8% м/о и выходом эвгенола 93%, за 
два с половиной часа – настойку 1:5 м/о с 
концентрацией эвгенола 3,0% м/о и выходом 
эвгенола 100%.  

2. Применение метода ОФ ВЭЖХ показало при-
сутствие в спиртоводных извлечениях из бу-
тонов гвоздики девяти основных веществ, сре-
ди которых обнаружены: эвгенол, ацетилэвге-
нол, галловая кислота, три флавоноида и три 
не идентифицированных соединения. Стандар-
тизацию суммарных препаратов предложено 
проводить по эвгенолу. Для экстракта  
(1:1 м/о) рекомендован нижний предел кон-
центрации эвгенола 13,0% м/о, для настойки 
(1:10 м/о) – 1,3% м/о.  
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3. Изучена антимикробная активность спирто-
водных растворов на основе экстракта (1:1 
м/о), выявлена наименьшая концентрация эв-
генола (0,44% м/о) в спиртоводных растворах, 
которая по антимикробной активности эквива-
лентна препарату сравнения 0,05%-ному вод-
ному раствору хлоргексидина биглюконата. 

Авторы выражают свою искреннюю бла-
годарность Николаю Евстахиевичу Блажеев-
скому, д.х.н., профессору кафедры физической 
и коллоидной химии Национального фарма-
цевтического университета (г. Харьков, Укра-
ина) за предоставление стандартных веществ. 

Результаты получены в рамках выполнения 
государственного задания № 12.6429.2017/БЧ 
«Комплексные исследования объектов расти-
тельного происхождения в процессе создания ряда 
целевых лекарственных форм для проктологии». 
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The article presents the results of studies on the development of a galenical drug with antimicrobial activity from clove buds. For 
studies, we used grinded clove buds with particles fraction less than 0.5 mm. As an extractant, we used ethanol with different concen-
tration 26, 43, 56, 72, 82, 97±1% v/v. Methods of extraction: simple maceration and filtration extraction. Methods of analyses: RP 
HPLC and gravimetry. Standard substances were eugenol and gallic acid. Analytical wave lengths were 370, 282, and 270 nm. For the 
antibacterial study of extracts, we used the agar well diffusion method. In our research, we used six test-strain microorganisms: Esch-
erichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Proteus vulgaris ATCC 4636, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 
Candida albicans ATCC 885/653, and Bacillus subtilis ATCC 6633. Ethanol concentration, which extracts most of the substances was 
found; minimal eugenol concentration in the extract and tincture for their standardizations was suggested; the level of antimicrobial 
activity of ethanol-water extracts equivalent to a reference drug was determined. It was found that the major yield among the sub-
stances determined is observed with an ethanol concentration of 80±5% v/v. It was found that using filtration extraction method for 
one hour of the extraction process, we could obtain the liquid extract 1:1 m/v with eugenol concentration of 13.8% m/v and its yield 
93%. In two and a half hours of the extraction process, we could obtain the tincture 1:5 m/v with eugenol concentration of 3.0% m/v 
and its yield 100%. RP HPLC method of analysis determined the presence of the following nine main substances: eugenol, acetyl eu-
genol, gallic acid, three flavonoids, and three non-identified substances in ethanol-water extracts from clove buds. It was suggested to 
carry out standardization of the resulting galenical drugs by eugenol. For the extract (1:1 m/v), low limit of eugenol concentration 
13.0% m/v was suggested, and for the tincture (1:10 m/v), low limit of eugenol concentration 1.3% m/v was suggested. Antimicrobial 
activity of ethanol-water solutions of the extract (1:1 m/v) was studied; the lowest eugenol concentration of 0.44% m/v in ethanol-
water solutions equivalent in terms of its antimicrobial activity to the reference drug 0.05% chlorhexidine digluconate water solution. 

Key words: RP HPLC analysis, antimicrobial activity, eugenol, gallic acid, clove buds, tincture, extract, filtration extraction method. 
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