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Аннотация: Необходимость усовершенствования фармакопейных подходов к стандартизации лекарственного 
растительного сырья (ЛРС) и лекарственных растительных препаратов (ЛРП), обеспечения выполнения принципа 
«сквозной» стандартизации в ряду «лекарственное растительное сырье –  фитосубстанция –  лекарственный рас-
тительный препарат» обусловливают актуальность разработки новых, более рациональных подходов к анализу 
объектов растительного происхождения.
Целью исследования являлось теоретико-экспериментальное обоснование использования стандартных образцов 
при разработке методик количественного анализа на примере некоторых видов растительного сырья и препаратов 
на его основе с позиции химического состава, стабильности и физико-химических свойств содержащихся в них 
биологически активных соединений.
Количественное определение действующих веществ проводили методом высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии (ВЭЖХ) с использованием хроматографа «Милихром-6» со спектрофотометрическим детектором в уль-
трафиолетовой (УФ-) области. Регистрацию УФ-спектров проводили с помощью спектрофотометра «Specord 40». 
Результаты измерений обрабатывали с помощью программ WinASPECT и Microsoft Excel 2016.
В результате исследования разработаны и валидированы методики количественного определения сирингина в коре 
сирени обыкновенной и в корневищах и корнях элеутерококка колючего, розавина и салидрозида в корневищах 
и корнях родиолы розовой, арбутина в листьях толокнянки обыкновенной и брусники обыкновенной, изосали-
пурпозида в цветках бессмертника песчаного, суммы антраценпроизводных в свежих листьях алоэ древовидного. 
Предложены спектрофотометрические методики определения суммы биологически активных фенилпропаноидов 
в пересчете на элеутерозид В (сирингин) в ЛРС и ЛРП элеутерококка колючего и суммы аралозидов в корнях аралии 
маньчжурской. На основе полученных данных научно обосновано использование в методиках анализа стандартных 
образцов сирингина (сирени обыкновенной кора, элеутерококка колючего корневища и корни), розавина и салидро-
зида (родиолы розовой корневища и корни), суммы аммонийных солей аралозидов (аралии маньчжурской корни), 
арбутина (толокнянки обыкновенной и брусники обыкновенной листья), смеси алоинов А и В (алоэ древовидного 
листья свежие). Сформулирована концепция системного подхода к анализу лекарственного растительного сырья 
и препаратов на его основе.
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активные соединения, стандартные образцы, стандартизация, высокоэффективная жидкостная хроматография, 
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Abstract: The need to improve pharmacopoeial approaches to the standardization of medicinal plant raw materials (MPRMs) 
and herbal medicinal products (HMPs), and the need to ensure the implementation of the principle of «cross-cutting» 
standardization in the series «medicinal plant raw material –  phyto-substance –  herbal medicinal product» determine the 
relevance of developing new, more rational approaches to the analysis of objects of plant origin.
The purpose of the research was the theoretical and experimental substantiation of the use of reference materials in the 
development of assay procedures on the example of certain types of plant raw materials and products based on it from 
the standpoint of the chemical composition, stability and physicochemical properties of the biologically active compounds 
contained in them.
Assay of active substances was carried out by high performance liquid chromatography (HPLC) using a Milichrome-6 
chromatograph with a spectrophotometric detector in the ultraviolet (UV-) region. The UV spectra were recorded using 
a Specord 40 spectrophotometer. The measurement results were processed using the WinASPECT and Microsoft Excel 
2016 programs.
As a result of research, procedures for assay of syringin in the bark of Syringa vulgaris, and in the rhizomes and roots of 
Eleutherococcus senticosus, rosavin and salidroside in the rhizomes and roots of Rhodiola rosea, arbutin in the leaves of 
Arctostaphylos uva-ursi and Vaccinium vitis-idaea, isosalipurposide in the flowers of Helichrysum arenarium, the amount 
of anthracene derivatives in fresh leaves of Aloe arborescens were developed and validated. Spectrophotometric methods 
for determining the amount of biologically active phenylpropanoids in terms of eleutheroside B (syringin) in MPRMs and 
HMPs of Eleutherococcus senticosus and the amount of aralosides in the roots of Aralia Manchurian were introduced. 
Based on the data obtained, the scientific rationale for the use of reference materials of syringin (Syringa vulgaris bark, 
Eleutherococcus senticosus rhizomes and roots), rosavin and salidroside (Rhodiola rosea rhizomes and roots), the sum 
of ammonium salts of aralosides (Manchurian aralia root), arbutin (Arctostaphylos uva-ursi and Vaccinium vitis-idaea 
leaves), mixtures of aloins A and B (Aloe arborescens fresh leaves) in the analysis procedures was provided. The concept 
of a systematic approach to the analysis of medicinal plant raw materials and products based on it was formulated.
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Введение
Лекарственные растительные препараты (ЛРП) со-

ставляют значительную часть объемов продаж на фар-
мацевтическом рынке. В то же время одной из проб-
лем при разработке ЛРП является идентификация ле-
карственного растительного сырья (ЛРС). Решение 
этой проблемы заключается в комбинации физичес-
ких, физико-химических, химических и биологических 
методов анализа [1]. При этом проблемными момента-
ми являются условия пробоподготовки, выбор анали-
зируемых веществ (индивидуальное вещество, группа 
биологически активных соединений (БАС), метода ана-
лиза и стандартного образца (СО) вещества, в пересче-
те на которое рассчитывается содержание БАС  [ 2–7]. 
Сравнение методик анализа ЛРС и ЛРП показывает, что 
актуальной проблемой остается неабсолютное приме-
нение принципа «сквозной» стандартизации в ряду 
«сырье-субстанция-препарат» [5–7].

Одним из примеров необходимости актуализации 
фармакопейных требований являются несовершенства 
методик анализа ЛРС, содержащего различные группы 
БАС: простые фенолы (листья толокнянки обыкновен-
ной, брусники обыкновенной), фенилпропаноиды (кор-
невища и корни элеутерококка колючего и родиолы ро-
зовой, кора сирени обыкновенной), флавоноиды (цвет-
ки бессмертника песчаного), сапонины (корни аралии 
маньчжурской), антраценпроизводные (листья алоэ дре-
вовидного) [8, 9].

Например, для определения арбутина в листьях 
толокнянки обыкновенной и брусники обыкновен-
ной в Государственной фармакопее Российской 
Федерации XIV издания используется спектрофото-
метрическая методика, предусматривающая предва-
рительную очистку водно-этанольного извлечения пу-
тем фильтрования через слой алюминия оксида [10]. 
В соответствии с Европейской и Американской расти-
тельной фармакопеями определение арбутина прово-
дят методом высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии (ВЭЖХ) [11–13]. В ВЭЖХ-методиках предусмо-
трено использование метанола, обращение с которым 

требует выполнения определенных условий. Известны 
также фотоколориметрический метод, основанный 
на реакции азосочетания с азосоединением, и хрома-
тоспектрофотометрический метод оценки содержания 
арбутина [13–16].

Фармакопейная методика количественного опреде-
ления действующих веществ сырья аралии маньчжур-
ской характеризуется многостадийностью и трудоемко-
стью. Методика включает экстракцию метанолом в тече-
ние 7 часов в аппарате Сокслета в сочетании со стадией 
кислотного гидролиза, осаждение сапогенина (олеано-
ловой кислоты) путем добавления равного объема во-
ды к метанольному извлечению, очистку осадка сапо-
генина, растворение в смеси метанола и изобутилового 
спирта с последующим потенциометрическим титрова-
нием 0,1 н раствором натрия гидроксида в смеси мета-
нола и бензола [10]. Известны методики количествен-
ного определения сапонинов методом ультрафиолето-
вой спектрофотометрии [17].

Стандартизация сырья и препаратов родиолы розо-
вой в ГФ РФ XIV издания (ФС.2.5.0036.15 «Родиолы ро-
зовой корневища и корни» и ФС.3.4.0008.18 «Родиолы 
розовой корневищ и корней экстракт жидкий») преду-
сматривает количественное определение содержания 
салидрозида и суммы гликозидов коричного спир-
та в пересчете на розавин [10]. Анализ проводят ме-
тодом ВЭЖХ с УФ-детектированием (219 нм –  опре-
деление салидрозида, 250 нм –  определение суммы 
гликозидов коричного спирта в пересчете на розавин). 
В то же время вызывает сомнение целесообразность 
определения суммы гликозидов коричного спирта в пе-
ресчете на розавин. Розавин является наиболее ла-
бильным соединением, который по сравнению с дру-
гими гликозидами коричного спирта более чувстви-
телен к условиям получения и хранения сырья в свя-
зи с возможностью ферментативного разрушения под 
воздействием фермента вицианозидазы. Кроме того, 
используемая в фармакопейной методике для детек-
ции салидрозида длина волны 219 нм менее специ-
фична по отношению к сопутствующим компонентам 



Рис. 1. УФ-спектры поглощения салидрозида (1) и розави-
на (2) (растворитель –  95 % этанол)

Fig. 1. UV absorption spectra of salidroside (1)  
and rosavin (2) (solvent –  95 % ethanol)
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по сравнению с другим максимумом поглощения это-
го соединения –  278 нм (рис. 1) [18, 19].

Для стандартизации сырья и препаратов элеу-
терококка колючего применяются разные подходы. 
В Европейской фармакопее (10 издание) стандартиза-
ция сырья элеутерококка колючего предусматривает ка-
чественный анализ сырья элеутерококка методом ТСХ 
в присутствии СО эскулина и каталпола, количествен-
ное определение суммы элеутерозидов В и Е с исполь-
зованием в качестве стандарта феруловой кислоты ме-
тодом ВЭЖХ в градиентном режиме элюирования с де-
текцией при длине волны 220 нм, при этом три указан-
ных стандарта не содержатся в сырье [11]. В Российской 
Федерации в фармакопейной статье «Элеутерококка 
колючего корневища и корни»1 качественный анализ 
основных групп БАС включает методы тонкослойной 
хроматографии в присутствии СО элеутерозида В (си-
ноним: сирингин), качественные реакции и ВЭЖХ [10]. 
Для оценки подлинности жидкого экстракта из корне-
вищ и корней элеутерококка используют методы ВЭЖХ, 
УФ-спектрофотометрии и качественные реакции [10]2. 
Количественно определяли содержание элеутерозида 
В методом ВЭЖХ и суммы элеутерозидов спектрофо-
тометрическим методом [10]. В то же время элеутерози-
ды представляют собой различные классы БАС, поэтому 

1 ФС.2.5.0053.15 Элеутерококка колючего корневища 
и корни // Фармакопея.рф. URL: https://pharmacopoeia.ru/
fs-2-5-0053-15-eleuterokokka-kolyuchego-kornevishha-i-korni

2 ФС.3.4.0009.18 «Элеутерококка колючего корневищ и кор-
ней экстракт жидкий // Государственная фармакопея Российской 
Федерации. XIV изд. М.: 2018 год.

возникает вопрос относительно целесообразности и воз-
можности определения их суммы. Кроме этого, откры-
тым остается вопрос об оптимальном экстрагенте для 
извлечения элеутерозида В (сирингина) и суммы био-
логически активных элеутерозидов, поскольку в пробо-
подготовке для определения количественного содержа-
ния в фармакопейной методике используют 70 % этанол, 
в то время как для получения жидкого экстракта исполь-
зуется 40 % этанол [10]. Поэтому актуальным является 
усовершенствование существующих нормативных под-
ходов и требований к качеству корневищ и корней элеу-
терококка колючего, принятых в Государственной фар-
макопее Российской Федерации XIV издания.

Кроме этого, целесообразна разработка унифициро-
ванной методики для определения элеутерозида В в ко-
ре сирени обыкновенной, так как кора предложена в ка-
честве источника получения фармакопейного СО си-
рингина (ВФС 42-2088-92 «Cирингин-стандартный об-
разец»). Для определения содержания сирингина в коре 
сирени используются спектрофотометрические, хрома-
тоспектрофотометрические методы, метод высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии [20]. Несмотря 
на биологическую активность и значимость в качестве 
сырья для получения фармакопейного стандартного об-
разца сирингина, кора сирени обыкновенной не вклю-
чена в ГФ РФ XIV издания [10]. Оценка качества сырья 
сирени обыкновенной осуществляется в соответствии 
с ВФС 42-2106-92 «Кора сирени обыкновенной», в кото-
рой предусмотрено хроматоспектрофотометрическое 
определение сирингина.

Согласно ФС.2.5.0007.1 «Бессмертника песчаного 
цветки»3 стандартизация этого вида ЛРС осуществля-
ется по содержанию суммы флавоноидов в пересчете 
на изосалипурпозид [10]. С учетом того обстоятельства, 
что цветки бессмертника песчаного служат источником 
получения СО изосалипурпозида, целесообразным пред-
ставляется разработка методики количественного опре-
деления именно этого соединения в ЛРС бессмертника 
методом ВЭЖХ [21–23].

Стандартизацию видов алоэ в Британской, Японской, 
Европейской фармакопеях и Фармакопее США прово-
дят по содержанию барбалоина (алоина А) спектрофо-
тометрическим методом [11, 12, 24–27]. В Российской 
Федерации в представленных на сайте Министерства 
здравоохранения проектах фармакопейных статей 
«Алоэ древовидного листья свежие» и «Алоэ древо-
видного листья» (взамен ФС 42-2191-84 и ФС 42-2800-91 

3 ФС. 2 .5 .0 0 07.1  Б е с с м ер т ник а п е с ч а н ог о ц ве т-
ки // Фармакопея.рф. URL: ht tps: //pharmacopoeia .ru /
fs-2-5-0007-15-bessmertnika-peschanogo-tsvetki/
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соответственно) количественное определение также 
предусмотрено проводить спектрофотометрическим 
методом с пересчетом содержания суммы антраценпро-
изводных на алоэ-эмодин. Все описанные в литературе 
методики многостадийны, предусматривают предвари-
тельный кислотный гидролиз в сочетании с окислени-
ем, жидкость-жидкостную экстракцию образовавших-
ся агликонов и последующее комплексообразование 
с магния ацетатом [24–28].

На основании вышесказанного целью работы явля-
лось теоретико-экспериментальное обоснование ис-
пользования СО при разработке методик количествен-
ного анализа на примере некоторых видов раститель-
ного сырья и препаратов на его основе с позиции хи-
мического состава, стабильности и физико-химических 
свойств содержащихся в них БАС.

Материалы и методы
Объектами исследования являлись образцы ЛРС 

и ЛРП: промышленные образцы корней аралии мань-
чжурской (ООО «Экогрин», 2014 г.); промышленные 
образцы «Аралии настойка» (ОАО «Дальхимфарм» 
и ОАО «Тверская фармацевтическая фабрика»); листья 
брусники обыкновенной, заготовленные в Республике 
Марий Эл, Волжский район, г. Волжск, 2018 г.; листья то-
локнянки обыкновенной, заготовленные в Республике 
Марий Эл, Волжский район, г. Волжск, 2018 г.; образцы 
корневищ и корней родиолы розовой, заготовленные 
в Алтайском крае в 2016–2018 гг.; экспериментальные 
и промышленные образцы экстракта жидкого корне-
вищ и корней родиолы розовой (экстрагент –  40 % эта-
нол); образцы коры сирени обыкновенной, заготовлен-
ные в 2018–2020 г. в Ботаническом саду Самарского уни-
верситета, в Самарской (с. Верхний Сускан, с. Ермаково) 
и Саратовской (с. Натальино) областях; образцы кор-
невищ и корней элеутерококка колючего, заготовлен-
ные в Хабаровском крае в 2015–2018 гг.; свежие листья 
алоэ древовидного, культивируемого на кафедре фар-
макогнозии с ботаникой и основами фитотерапии, со-
бранные в летне-осенний период 2020 г.; полученный 
ex tempore сок из свежих листьев алоэ древовидно-
го; лекарственные препараты «Алоэ сок» (производи-
тель ЗАО «Вифитех»), «Алоэ экстракт жидкий», раствор 
для подкожного введения двух разных производите-
лей (ЗАО «Вифитех», ОАО «Дальхимфарм»).

Использование инструментальных методов анали-
за предполагает наличие СО. В Российской Федерации 
проблемы обеспечения СО лекарственных средств (ЛС) 
включают недостаточное производство националь-
ных фармакопейных СО, длительность поставки, 

высокая стоимость зарубежных фармакопейных 
СО (Европейская, Британская фармакопеи, Фармакопея 
США) [1–3]. В связи с этим в ряде случаев, когда мето-
дики предусматривали использование СО, нами были 
получены субстанции (смесь аммонийных солей арало-
зидов, барбалоин) или индивидуальные вещества (ар-
бутин, сирингин, розавин, салидрозид, изосалипурпо-
зид), соответствующие требованиям к СО по данным 
качественных и количественных анализов, масс-спек-
трометрии, 1Н и 13С-ЯМР-спектроскопии [10, 11]. Для вы-
деления индивидуальных соединений проводили жид-
костную колоночную хроматографию приготовленных 
в лабораторных условиях водно-этанольных извлече-
ний из растительного сырья (экстрагент –  70 % этило-
вый спирт, соотношение «сырье: экстрагент» 1:5) с ис-
пользованием сорбента силикагель марки L 40/100 
мкм (Чехия) [29–37]. Элюирование осуществляли сме-
сями растворителей хлороформ-спирт этиловый 95 % 
в различных соотношениях (100:0 → 0:100). Контроль 
за ходом хроматографического разделения осуществля-
ли методом тонкослойной хроматографии (ТСХ) на пла-
стинках «Сорбфил ПТСХ-АФ-А-УФ» в системе хлоро-
форм : 95 % этанол : вода 26 : 16 : 3 (об./об./об.) с детек-
тированием в ультрафиолетовом свете зон гашения лю-
минесценции (при 254 нм) и люминесцирующих зон (при 
366 нм) с использованием хроматографического облу-
чателя (ультрафиолетовый комплекс «УФК-254/365», 
производитель ООО «Петролазер»), а также фиксиро-
вали окрашенные зоны при естественном освещении 
после обработки пластин раствором диазобензолсуль-
фокислоты в насыщенном растворе натрия карбона-
та. Для последующей очистки проводили повторное 
хроматографическое разделение на других сорбен-
тах (полиамид, сефадекс LH-20) и подбирали условия 
для кристаллизации. Выход целевых веществ состав-
лял не менее 60,0 % от их содержания в сырье, рассчи-
танного по данным количественных анализов. 1Н-ЯМР- 
и 13С-ЯМР-спектры регистрировали с использованием 
ЯМР-спектрометров «Bruker АМ 300» (300 МГц) и «Bruker 
DRX 500» (126,76 МГц). Масс-спектры электронного уда-
ра регистрировали на масс-спектрометре «Kratos MS-30» 
при энергии ионизирующих электронов 70 эВ и темпе-
ратуре ионного источника 250 °С.

В общем случае подготовка для целей количествен-
ного определения БАС проводилась следующим обра-
зом: около 1 г сырья, измельченного до размера ча-
стиц, проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 
2 мм, (точная навеска) помещали в колбу со шлифом 
вместимостью 100 см3, прибавляли 30–50 см3 водно- 
этанольной смеси (количество растворителя и состав 
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смести зависел от ЛРС и анализируемых БАС). Колбу за-
крывали пробкой и взвешивали с точностью до ±0,01 г, 
присоединяли к обратному холодильнику и нагревали 
на кипящей водяной бане (умеренное кипение) в тече-
ние 60 мин. Затем колбу охлаждали в течение 30 мин., 
закрывали той же пробкой, снова взвешивали и воспол-
няли недостающий экстрагент до первоначальной массы. 
Извлечение фильтровали через бумажный фильтр (крас-
ная полоса). Для хроматографических исследований 
раствор дополнительно фильтровали через мембран-
ный фильтр Millipore (0,45 мкм).

Приготовление растворов СО заключалось в рас-
творении 0,025–0,030 г (точная навеска) веществ в под-
ходящем растворителе в мерной колбе вместимостью 
50 мл, доведении объема раствора до метки тем же 
растворителем.

Для каждого из объектов определяли условия про-
боподготовки для последующего анализа. С этой це-
лью сравнивали экстракционную способность различ-
ных экстрагентов (вода очищенная, 40 %, 70 % и 95 % 
этанол), изучали влияние времени экстракции (30, 60 
или 90 мин.) и соотношения «сырье: экстрагент» (1:30; 
1:50 и 1:100) на выход действующих веществ [29–37].

Регистрацию ультрафиолетовых спектров проводи-
ли с помощью спектрофотометра «Specord 40» (Analytik 
Jena). ВЭЖХ-анализ осуществляли с использованием 
хроматографа «Милихром-6» (НПАО «Научприбор») 
в следующих условиях обращенно-фазовой хромато-
графии в изократическом режиме элюирования: сталь-
ная колонка «КАХ-6–80–4» (2 мм х 80 мм; Сепарон-C18), 
подвижная фаза –  ацетонитрил: 1 % раствор уксусной 
кислоты в воде в различных соотношениях, скорость 
элюирования –  100 мкл/мин., объем элюента –  1500–
2500 мкл. Оптимальное соотношение компонентов под-
вижной фазы определяли по разрешению пиков, ко-
эффициенту асимметрии пика. Расчет содержания БАС 
проводили методом внешнего стандарта, в качестве ко-
торого использовали выделенные из растительного сы-
рья и идентифицированные индивидуальные вещества 
с установленной ранее методом массового баланса сте-
пенью чистоты. Пригодность хроматографической сис-
темы оценивали в соответствии с ОФС.1.2.1.2.0001.15 
«Хроматография»4. Статистическую обработку резуль-
татов количественного определения проводили в соот-
ветствии с ОФС.1.1.0013.15 «Статистическая обработка 
результатов химического эксперимента» 5. Валидацию 

4 ОФС.1.2.1.2.0001.15 Хроматография // Фармакопея.рф. URL: 
https://pharmacopoeia.ru/ofs-1-2-1-2-0001-15-hromatografiya/

5 ОФС.1.1.0013.15 Статистическая обработка результатов 
химического эксперимента // Фармакопея.рф. URL: https://

методик осуществляли в соответствии с ОФС.1.1.0012.15 
«Валидация аналитических методик» 6. Правильность 
методик определяли методом добавок путем добав-
ления водно-этанольного раствора, выделенного ра-
нее идентифицированного индивидуального компо-
нента с установленной степенью чистоты (кандидата 
в фармакопейные СО) к испытуемому раствору (80 %, 
100 %, 120 % по отношению к содержанию вещества 
в извлечении).

Кроме этого, были получены экспериментальные 
образцы сиропов элеутерококка колючего, толокнянки 
обыкновенной и брусники обыкновенной. Сироп элеу-
терококка колючего получали на основе жидкого экс-
тракта, содержание которого с учетом рекомендуемой 
дозы зарегистрированного препарата составило 5 % 
от общей массы сиропа. Сиропы из листьев толокнян-
ки обыкновенной и брусники обыкновенной получали 
по стандартной технологии сиропов с использовани-
ем вместо воды очищенной отвара из растительного 
сырья. В качестве корригентов использовали сахаро-
зу или сорбит. При оценке количественного содержа-
ния действующих компонентов пробоподготовку осу-
ществляли путем разбавления аликвоты исследуемых 
образцов 10-кратным количеством 95 % этанола, полу-
ченные растворы выдерживали некоторое время до вы-
падения осадка и фильтровали через слой алюминия ок-
сида (х. ч., нейтральный II по Брокману) высотой 0,5 см 
в стеклянном фильтре ПОР 100 диаметром 2 см в мер-
ную колбу вместимостью 25 см3. Количественное опре-
деление биологически активных соединений в экспери-
ментальных и коммерческих препаратах проводилось 
с использованием подходов, описанных для ЛРС, на ос-
нове которых эти препараты получали.

Результаты и обсуждение
В результате исследования с использованием мето-

да ВЭЖХ разработаны и валидированы методики коли-
чественного определения арбутина в листьях толокнян-
ки обыкновенной и брусники обыкновенной, сиринги-
на в ЛРС и ЛРП сирени обыкновенной и элеутерококка 
колючего, розавина и салидрозида в ЛРС и ЛРП роди-
олы розовой, арбутина в ЛРС и ЛРП толокнянки обык-
новенной и брусники обыкновенной, изосалипурпозида 

pharmacopoeia.ru/wp-content/uploads/2016/11/OFS.1.1.0013.15-
Sta t is t icheskaya-obrabotka-rezul ta tov-eksper imenta .pdf 
ОФС.1.2.1.2.0001.15 Хроматография // Фармакопея.рф. URL: 
https://pharmacopoeia.ru/ofs-1-2-1-2-0001–15-hromatografiya/

6 ОФС.1.1.0012.15 Валидация аналитических методик // 
Фармакопея.рф. URL: ht tps: //pharmacopoeia.ru /ofs-1-1- 
0012-15-validatsiya-analiticheskih-metodik/



Та б л и ц а  1 .  Общая характеристика ВЭЖХ-методик анализа биологически активных соединений 
в исследуемом лекарственном растительном сырье
Ta b l e  1 .  The general characteristic of HPLC methods for the analysis of biologically active compounds in the 
studied medicinal plant raw materials

ЛРС Экстрагент

Соотношение 
«сырье-экс-

трагент» 
(масса- 
объем)

Необхо-
димость 
очистки 

(фильтро-
вание через 
слой алюми-
ния оксида)

Подвижная 
фаза –  аце-
тонитрил –  

1 % раствор 
уксусной 
кислоты

Детекция
Определя-

емое 
вещество

Время 
удерживания 
компонентов, 

мин.

Листья 
толокнянки 
обыкновенной

40 % этанол 1:50 Требуется 1:9 280 нм арбутин 4,87±0,03*

Листья 
брусники 
обыкновенной

Вода 
очищенная

1:50 Требуется 1:9 280 нм арбутин 4,87±0,03*

Кора сирени 
обыкновенной

70 % этанол 1:30 Не 
требуется

15:85 266 нм сирингин 
(элеутеро-
зид В)

2,82±0,08

Корневища 
и корни эле-
утерококка 
колючего

40 % этанол 1:50 Требуется 15:85 266 нм сирингин 
(элеутеро-
зид В)

2,84±0,08

Корневища 
и корни родио-
лы розовой

70 % этанол 1:30 Не 
требуется

14:86 252 нм розавин 12,82±0,07

278 нм салидрозид 2,98±0,07

Цветки бес-
смертника 
песчаного

70 % этанол 1:50 Не 
требуется

25:75 360 нм изосали-
пурпозид

12,84±0,08
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в ЛРС и ЛРП бессмертника песчаного. Оптимальные ус-
ловия пробоподготовки и анализа, определенные по наи-
большей концентрации извлекаемых БАС, представле-
ны в  табл. 1. Во всех случаях определено, что оптималь-
ным временем экстракции из изученного диапазона (30, 
60 и 90 мин.) было 60 мин.

Для всех методик подтверждена линейность зави-
симости высоты пика от концентрации анализируемо-
го вещества в указанном в табл. 2 диапазоне, получены 
удовлетворительные метрологические характеристики 
по показателям правильности, повторяемости, проме-
жуточной прецизионности.

С использованием разработанных методик опреде-
лено количественное содержание действующих компо-
нентов в ЛРС на основе исследуемых ЛРС с использова-
нием принципа унификации подходов к анализу в ряду 
«ЛРС –  фитосубстанция –  ЛРП» (табл. 3).

Для тех случаев, когда затруднительно определе-
ние индивидуального компонента, вносящего наиболь-
ший вклад в биологическую активность ЛРС и ЛРП и/
или в наибольшей степени подверженного процессам 
деструкции в процессе заготовки сырья и его хранения, 
были разработаны методики определения суммы БАС 
спектрофотометрическим методом.

В частности, нами были разработаны подходы 
для оценки количественного содержания суммы са-
понинов (аралозидов) в сырье и препаратах аралии 
маньчжурской с использованием в качестве СО сум-
мы аммонийных солей аралозидов, обозначаемых как 
«Сапарал». Для этого оптимизирована технологичес-
кая схема получения «Сапарала» [17]. Полученные 
в ходе наших исследований образцы сапарала пред-
ставляли собой аморфный порошок кремового цвета 
без запаха с содержанием суммы аралозидов более 



Т а б л и ц а  2 .  Метрологические характеристики ВЭЖХ-методик анализа биологически активных 
соединений в исследуемом лекарственном растительном сырье
Ta b l e  2 .  Metrological characteristics of HPLC methods for the analysis of biologically active compounds 
in the investigated medicinal plant raw materials

ЛРС (БАС) X εε, %
X εε , % (Р = 95 %, 

n = 10)
Диапазон концентрации для 
определения линейности (r2)

Правильность 
(открываемость), %

Листья толокнянки 
обыкновенной (арбутин)

11,2 3,1 0,076–0,49 мг/мл (0,9994) 99,5

Листья брусники 
обыкновенной (арбутин)

4,8 2,1 0,076–0,49 мг/мл (0,9994) 99,5

Кора сирени 
обыкновенной (сирингин)

5,4 3,2 0,34–0,51 мг/мл (0,9997) 98,8

Корневища и корни элеутеро-
кокка колючего (сирингин)

0,089 3,3 0,34–0,51 мг/мл (0,9997) 98,3

Корневища и корни родиолы 
розовой (розавин)

1,4 4,4 0,12–0,96 мг/мл (0,9973) 100,4

Корневища и корни родиолы 
розовой (салидрозид)

2,9 4,7 0,15–1,47 мг/мл (0,99996) 99,1

Цветки бессмертника 
песчаного (изосалипурпозид)

1,45 4,1 0,20–1,40 мг/мл (0,9964) 97,8

Обозначения: X εε –  среднее значение; P –  доверительная вероятность, X εε  –  относительная ошибка среднего результата, r2 –  ко-
эффициент детерминации.

Та б л и ц а  3 .  Содержание действующих веществ в коммерческих и экспериментальных препаратах 
на основе исследуемых видов лекарственного растительного сырья
Ta b l e  3 .  The content of active ingredients in commercial and investigational products based on the studied 
types of medicinal plant raw materials

ЛРП Тип ЛРП

Необходимость 
очистки (фильтрование 
через слой алюминия 

оксида)

Определяемое 
вещество

Содержание 
действующего 
вещества, %

Толокнянки сироп Экспериментальный Требуется арбутин 0,86 ± 0,02

Брусники сироп Экспериментальный Требуется арбутин 0,70 ± 0,02

Сирени обыкновен-
ной настойка

Экспериментальный Не требуется сирингин 
(элеутерозид В)

0,45 ± 0,03

Элеутерококка 
экстракт жидкий

Коммерческий Требуется сирингин 
(элеутерозид В)

От 0,065 ± 0,003  
до 0,089 ± 0,004

Элеутерококка 
сироп

Экспериментальный Требуется сирингин 
(элеутерозид В)

От 0,0026 ± 0,0003 
до 0,0029 ± 0,0003

Родиолы экстракт 
жидкий

Коммерческий Не требуется розавин От 0,21 ± 0,03  
до 0,32 ± 0,04

салидрозид От 0,96 ± 0,04  
до 2,75 ± 0,08

Цветки бессмертни-
ка песчаного

 Коммерческий Не требуется изосалипурпозид От 1,22 ± 0,03  
до 1,42 ± 0,03
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80 % (85,06±1,12 %) в пересчете на аммонийную соль 
аралозидов А, В и С с усредненной молекулярной мас-
сой. Выход готового продукта составил 62,9–65,0 %.

Разработана методика количественного опреде-
ления суммы сапонинов аралии (аралозидов) в сырье 
и препаратах аралии маньчжурской методом спектро-
фотометрии продуктов взаимодействия анализируе-
мых веществ с концентрированной серной кислотой 
при аналитической длине волны 510 нм. Расчет коли-
чественного содержания проводили с использованием 
данных по «Сапаралу» или (в случае отсутствия стан-
дартного образца «Сапарала») с использованием значе-
ния удельного показателя поглощения для «Сапарала» 
после взаимодействия с концентрированной серной кис-
лотой с учетом содержания в нем суммы аралозидов 

–56,0. Для сырья установлено, что оптимальными усло-
виями экстракции являются следующие условия: 70 % 
этанол, соотношение «сырье –  экстрагент» 1:50, вре-
мя экстракции –  60 мин. С использованием этой мето-
дики проанализировано содержание суммы сапонинов 
в образцах корней аралии маньчжурской (варьировало 
от 9,41±0,18 % до 10,46±0,15 %), а также в образцах ком-
мерчески доступных настоек аралии маньчжурской (со-
ставляло от 1,51±0,05 % до 1,72±0,06 %).

Для сырья и препаратов элеутерококка колючего 
взамен фармакопейной методики по определению сум-
мы элеутерозидов предложена методика определения 
суммы биологически активных фенилпропаноидов, ко-
торая заключаются в получении водно-спиртового из-
влечения из корневищ и корней элеутерококка колючего, 
его очистке путем фильтрования через слой алюминия 
оксида с последующим спектрофотометрическим опре-
делением суммы фенилпропаноидов при аналитической 
длине волны 266 нм в пересчете на элеутерозид В (си-
рингин). Изучение влияния экстракционной способно-
сти различных водно-этанольных смесей показало, что 
наиболее оптимальным экстрагентом в отношении из-
влечения суммы фенилпропанидов является 40 % эта-
нол при соотношении «сырье: экстрагент» 1:50 и вре-
мени экстракции 60 мин. Метрологические характерис-
тики спектрофотометрической методики определения 
суммы фенилпропаноидов в пересчете на элеутерозид 
В (с очисткой через слой алюминия оксида) свидетель-
ствуют о том, что относительная ошибка среднего ре-
зультата количественного определения в корневищах 
и корнях элеутерококка колючего с доверительной веро-
ятностью 95 % составляет +4,20 %, в жидком экстракте –  
+6,24 %. Содержание суммы фенилпропаноидов в кор-
нях и корневищах элеутерококка колючего варьирова-
ло от 0,30 % ±0,02 % до 0,37 % ± 0,02 %.

Разработана и валидирована методика количествен-
ного определения суммы антраценпроизводных мето-
дом дифференциальной спектрофотометрии (макси-
мум поглощения при длине волны 412 нм) в пересчете 
на барбалоин в ЛРС и ЛРП алоэ древовидного. В хо-
де разработки методики определено, что важными па-
раметрами являются: состав экстрагента (40 % эта-
нол), соотношение «сырье-экстрагент» –  1:50, время 
экстракции 60 мин. Подтверждена линейность зави-
симости значения оптической плотности от концен-
трации анализируемого вещества, получены удовлет-
ворительные метрологические характеристики по по-
казателям правильности, повторяемости, промежуточ-
ной прецизионности. Относительная ошибка среднего 
результата определения суммы антраценпроизво-
дных в свежих листьях алоэ древовидного с довери-
тельной вероятностью 95 % составила ±3,36 %. В со-
ответствии с принципами унификации и гармониза-
ции аналитических подходов для ЛРС и ЛРП на его 
основе разработанная для анализа сырья методика 
была адаптирована нами для анализа, полученного 
ex tempore сока алоэ древовидного и лекарственных 
препаратов «Алоэ сок» (ЗАО «Вифитех»), «Алоэ экс-
тракт жидкий», раствор для подкожного введения (ОАО 
«Дальхимфарм»; ЗАО «Вифитех»). Содержание суммы 
антраценпроизводных в пересчете на барбалоин соста-
вило 0,50±0.02 % в свежеприготовленном соке алоэ 
древовидного, 0,135±0,006 % в препарате «Алоэ сок» 
и 0,020±0,001 % в препаратах «Алоэ экстракт жидкий», 
раствор для подкожного введения.

В результате проведенных исследований сформули-
рована концепция системного подхода к анализу ЛРС 
и ЛРП, содержащих БАС ароматической и терпеноид-
ной природы (рис. 2).

Основные положения этой концепции можно сфор-
мулировать следующим образом:

 – при выборе метода анализа количественного опре-
деления действующих веществ следует учитывать целе-
вое назначение ЛРС (источник СО, суммы БАС, экстрак-
ционные препараты и др.), фармакотерапевтическую 
значимость компонентов, технологические особеннос-
ти (возможность выделения БАС из ЛРС) и стабильность 
БАС (имеются ли диагности значимые лабильные БАС).

 – при выборе СО в фармакопейных методиках ана-
лиза следует использовать диагностически значимое 
вещество, присутствующее в растении, или вещество 
того же класса БАС с близкими физико-химическими 
характеристиками.

 – принцип унификации подходов к оценке подлин-
ности и количественному определению действующих 



Рис. 2. Принципы системного подхода к анализу ЛРС и ЛРП

Fig. 2. The principles of a systematic approach to the analysis of medicinal plant raw materials  
and herbal medicinal products
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веществ в ЛРС и полученных на его основе фармацев-
тических субстанциях и ЛРП.

Заключение
Таким образом, в результате исследований научно 

обосновано использование в методиках качественно-
го и количественного анализа СО сирингина (сирени 
обыкновенной кора, элеутерококка колючего корневи-
ща и корни), розавина и салидрозида (родиолы розо-
вой корневища и корни), суммы аммонийных солей ара-
лозидов (аралии маньчжурской корни), арбутина (то-
локнянки обыкновенной листья, брусники обыкновен-
ной листья), смеси алоинов А и В (алоэ древовидного 
листья свежие).

Разработаны и валидированы методики количествен-
ного определения сирингина в ЛРС и ЛРП сирени обык-
новенной и элеутерококка колючего, суммы биологиче-
ски активных фенилпропаноидов в ЛРС и ЛРП элеуте-
рококка колючего, розавина и салидрозида в ЛРС и ЛРП 
родиолы розовой, арбутина в ЛРС и ЛРП толокнянки 
обыкновенной и брусники обыкновенной, изосалипурпо-
зида в ЛРС и ЛРП бессмертника песчаного, суммы антра-
ценпроизводных в пересчете на барбалоин в ЛРС и ЛРП 
алоэ древовидного, суммы сапонинов аралии (аралози-
дов) в корнях аралии маньчжурской.

Для унификации требований к качеству и монито-
ринга влияния технологического процесса на эффек-
тивность экстракции и стабильность БАС разработан-
ные для ЛРС подходы к количественному определе-
нию действующих веществ следует использовать для 

анализа полученных на его основе фармацевтических 
субстанций и ЛРП.
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