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СТАНДАРТИЗАЦИЯ АКТИВНОЙ ФАРМАЦЕВТИЧЕCКОЙ  

СУБСТАНЦИИ α (1,2)-L-РАМНО- α (1,4)-D-ГАЛАКТОПИРАНОЗИЛУРОНАНА 
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Целью работы являлась стандартизация фармацевтической субстанции α(1,2)-L-рамно-α(1,4)-D-галактопиранозилуронана и 

разработка проекта спецификации.  
Материал и методы. Объект исследования – фармацевтическая субстанция α(1,2)-L-рамно-α(1,4)-D-галактопира-

нозилуронана Acorus calamus L. Подлинность устанавливалась методом инфракрасной спектроскопии. Количественное со-
держание определяли спектрофотометрически. Валидность методик устанавливали в соответствии с Руководством по ва-
лидации аналитических методик проведения испытаний лекарственных средств и Государственной Фармакопеей РФ. 

Результаты. Субстанция представляет собой белый с кремовым оттенком порошок без запаха, медленно растворимый 
в воде, окраска 5%-го водного раствора бледнее эталона BY5. В спектре содержится несколько характерных областей по-
глощения, отличающихся от аналогов углеводородной природы. Методика количественного определения линейна в диапа-
зоне концентраций 0,01-0,50 мг/мл, аналитическая область – 40-240%. При оценке повторяемости методики, значения от-
носительного стандартного отклонения находились в диапазоне 0,70-1,10%. При определении правильности процент вос-
становления составил 98,5-101,5%. Правильность методики определения молекулярно-массового распределения составила 
4,09-4,84% (линейная модель регрессии). Содержание белка составляет менее 1,55%, тяжелых металлов и мышьяка – менее 
0,0001%. Потеря в массе при высушивании составляет 2,11% для серии 011122 и 1,68% для серии 031119, pH 1% раствора – 
3,05 для серии 011122 и 3,08 для серии 031119. 

Выводы. Субстанция α(1,2)-L-рамно-α(1,4)-D-галактопиранозилуронана Acorus calamus L. стандартизована по заявлен-
ным показателям, разработан проект спецификации. 

Ключевые слова: водорастворимые полисахариды, валидация, метрологическое сопровождение методик. 
 

S.V. Krivoshchekov, D.A. Isakov, A.V. Zykova, M.V. Belousov 
STANDARDIZATION OF THE ACTIVE PHARMACEUTICAL  

SUBSTANCE α(1,2)-L-RAMNO- α(1,4)-D-GALACTOPYRANOSYLURONANE 
 
The aim of the research was the standardization of the pharmaceutical substance α(1,2)-L-rhamno-α(1,4)-D-galactopyra-

nosyluronane and the development of a draft specification.  
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Material and methods. The object of the study is the pharmaceutical substance α(1,2)-L-rhamno-α(1,4)-D-galactopyra-
nosyluronane Acorus calamus L. Authenticity was established by infrared spectroscopy. The quantitative content was determined by 
spectrophotometry. The validation of the methods was established in accordance with the Guidelines for the validation of analytical 
Methods for testing medicines and the State Pharmacopeia of the Russian Federation. 

Results. The substance is an odorless white powder with a creamy tint, slowly soluble in water, the color of 5% aqueous solu-
tion is paler than the BY5 standard. The spectrum contains several characteristic absorption regions that differ from analogues of a 
hydrocarbon nature. The method of quantitative determination is linear in the concentration range of 0.01-0.50 mg/ml, the analytical 
range is 40-240%. When assessing the repeatability of the technique, the values of the relative standard deviation were in the range 
of 0.70-1.10%. When determining the correctness, the recovery percentage was 98.5-101.5%. The accuracy of the method for de-
termining the molecular weight distribution was 4.09-4.84% (linear regression model). The protein content is less than 1.55%, heavy 
metals and arsenic are less than 0.0001%. The weight loss during drying is 2.11 for 011122 series and 1.68% for 031119 series, the 
pH of 1% solution is 3.05 and 3.08 respectively. 

Conclusion. The substance α(1,2)-L-rhamno-α(1,4)-D-galactopyranosyluronane Acorus calamus L. has been standardized ac-
cording to the declared indicators, a draft specification has been developed. 

Key words: water-soluble polysaccharides, validation, metrological support of methods. 
 
Аир болотный (Acorus calamus L.) – 

многолетнее травянистое растение из рода 
Аирные (Acoraceae). Установлено, что водо-
растворимые полисахариды, выделенные из 
корневищ аира, обладают противоопухоле-
выми [1-4], гиполипидемическим, иммуно-
стимулирующими [5-7], антиоксидантными 
[8] свойствами. При этом показано отсутствие 
острой токсичности при двукратном внутри-
желудочном, подкожном и внутривенном 
введение [9] и общетоксических свойств при 
длительном парентеральном введении [10]. 

Ранее в СибГМУ проведены доклиниче-
ские исследования нового препарата на осно-
ве α(1,2)-L-рамно-α(1,4)-D-галактопиранозил-
уронана аира болотного (Acorus calamus L.), 
который c 2022 года находится на I фазе кли-
нических испытаний [11-13].  

Разработка новых лекарственных пре-
паратов требует стандартизации фармацевти-
ческих субстанций (ФС), заключающейся в 
определении параметров качества. Кроме то-
го, существует необходимость поддержания 
нормативной документации на разрабатывае-
мые препараты в актуальном состоянии в со-
ответствии с изменяющимися требованиями к 
субстанциям и готовым лекарственным фор-
мам (ГЛФ). 

Согласно требованиям Государственной 
Фармакопеи (ГФ) фармацевтическая субстан-
ция должна характеризироваться рядом пара-
метров: описание, растворимость, подлин-
ность, количественное определение и др. 
Кроме того, исследуемая ФС является поли-
сахаридом, следовательно, её биологическая 
активность напрямую зависит от молекуляр-
ной массы и молекулярно-массовых характе-
ристик, в связи с этим дополнительно требу-
ется разработка методики контроля молеку-
лярно-массового распределения.  

Целью данной работы и явилась стан-
дартизация фармацевтической субстанции 
α(1,2)-L-рамно-α(1,4)-D-галактопиранозилуро-
нана Acorus calamus L. и разработка проекта 
спецификации.  

Материал и методы 
Для приготовления растворов исполь-

зовали воду Milli-Q, полученную из систе-
мы Direct-Q Ultrapure Water System от 
Millipore (Бедфорд, Массачусетс, США) с 
электропроводностью 0.054 мкСм×см-1. Реа-
генты: кислота серная (ГОСТ 4204-77, 
ч.д.а.), кислота сульфаминовая (ТУ 6-09-
2437-79, х.ч.), карбазол (ТУ 6-09-3255-78, 
ч.), натрия тетраборнокислый 10-водный 
(ГОСТ 4199-76, ч.д.а.), натрия хлорид 
(ГОСТ 4233-77, х.ч.), натрия азид (ГОСТ 
4168-79, ч.д.а.), калия бромид (ГОСТ 4160-
74, ч.д.а.), реактив Фолина-Чокалтеу 
(Central Drug House, Индия). В качестве 
стандартных образцов использовали D-(+)-
кислоту галактуроновую моногидрат ≥ 99% 
(Sigma-Aldrich, США), декстраны в диапа-
зоне молекулярных масс 1000-670000 Да 
(Sigma-Aldrich, США). Объектом исследо-
вания являлась активная фармацевтическая 
субстанция, произведенная в Центре внед-
рения технологий СибГМУ, представляю-
щая собой полисахарид из корней и корне-
вищ аира болотного – α(1,2)-L-рамно-α(1,4)-
D-галактопи-ранозилуронан Acorus calamus 
L. (серии 011122, 031119) 

Подлинность устанавливали методом 
инфракрасной спектроскопии. Запись ИК-
спектров образцов субстанции и модельных 
смесей, таблетированных с калия бромидом, 
проводили на ИК-Фурье-спектрометре ФСМ 
2201 («Инфраспек», Россия). 

Количественное определение субстан-
ции выполняли методом спектрофотометрии в 
ультрафиолетовой области на спектрофото-
метре Unico 2800 (United products & 
instruments, USA). 

Валидность методик устанавливали в 
соответствии с Руководством по валидации 
аналитических методик проведения испыта-
ний лекарственных средств [14] и ГФ РФ.  

Подготовка проб для количественного 
определения. Около 0,10 г (точная навеска) 
испытуемого образца помещали в мерную 
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колбу вместимостью 100 мл, растворяли в 40 
мл воды очищенной. После чего объем рас-
твора в колбе доводили до метки тем же рас-
творителем и перемешивали. Аликвоту 5,0 
мл полученного раствора переносили в мер-
ную колбу вместимостью 50 мл и доводили 
объем раствора до метки тем же растворите-
лем и перемешивали (испытуемый раствор 
ФС, концентрация 0,1 мг/мл), 250 мкл испы-
туемого раствора помещали в пробирку, па-
раллельно готовили раствор сравнения, ис-
пользуя 250 мкл воды очищенной. В пробир-
ки с анализируемым и контрольным раство-
рами добавляли 0,01 мл 4 М раствора суль-
фаминовой кислоты и тщательно перемеши-
вали. Затем пробирки помещали в емкость со 
льдом и осторожно, по каплям, по стенке 
пробирки добавляли по 1,5 мл 0,25% раство-
ра тетрабората натрия в серной кислоте, 
охлажденного до 4ºС, не допуская нагрева-
ния смеси. Пробирки нагревали в кипящей 
водяной бане в течение 6 мин, после чего 
охлаждали до комнатной температуры. В 
пробирки с анализируемым и стандартным 
растворами добавляли 0,05 мл 0,2% раствора 
карбазола и помещали в кипящую водяную 
баню на 10 мин, затем охлаждали до комнат-
ной температуры и измеряли оптическую 
плотность анализируемого раствора относи-
тельно стандартного раствора при длине 
волны 525±2 нм. Концентрацию галактуро-
новой кислоты определяли по калибровоч-
ному графику, построенному по стандарт-
ным растворам галактуроновой кислоты в 
диапазоне концентраций 0,01-0,5 мг/мл. 

Молекулярно-массовое распределение 
определяли методом эксклюзионной хромато-
графии на жидкостном хроматографе Ultimate 
3000 («Thermo», Германия) с рефрактометри-
ческим детектором RI-101 («Shodex», Япо-
ния). Анализ осуществляли на колонке Ul-
trahydrogel 120 7,8 × 300 мм, размер пор 120Å, 
размер частиц 6 мкм. Подвижная фаза – вод-
ный раствор, содержащий 0,9% натрия хлори-
да и 0,1% натрия азида. Объем вводимой про-
бы 20 мкл, скорость потока элюента 1 мл/мин, 
температура термостата колонки 30ºС, темпе-
ратура ячейки детектора 40ºС. 

Приготовление стандартных раство-
ров. Около 1 мг (точная навеска) рабочего 
стандартного образца (РСО) декстрана с уста-
новленной молекулярной массой помещали в 
пробирку, добавляли 1 мл подвижной фазы и 
перемешивали до полного растворения декс-
трана. Затем раствор центрифугировали при 
12000 об/мин в течение 10 минут. Суперна-
тант отбирали для анализа. 

Приготовление испытуемого раствора. 
Около 10 мг (точная навеска) субстанции по-
мещали в мерную колбу на 10 мл, приливали 
5 мл подвижной фазы и перемешивали в те-
чение 30 минут. Затем объем содержимого 
колбы доводили до метки тем же растворите-
лем и перемешивали, далее раствор центри-
фугировали при 12000 об/мин в течение 10 
минут. Супернатант отбирали для анализа. 

Определение белка проводили в соот-
ветствии с ОФС.1.2.3.0012 «Определение бел-
ка» по методу 2В (с предварительным оса-
ждением белка) на спектрофотометре Unico 
2800 (United products & instruments, USA) при 
длине волны 750 нм.  

Определение тяжелых металлов и мы-
шьяка проводили по ОФС.1.2.2.2.0012 «Тяже-
лые металлы» методом 1 и по 
ОФС.1.2.2.2.0004 «Мышьяк» методом 1. По-
терю в массе при высушивании определяли по 
ОФС.1.2.1.0010 «Потеря в массе при высуши-
вании» методом 1. Показатель pH раствора 
определяли по ОФС.1.2.1.0004 «Ионометрия» 
на анализаторе жидкости FIVE Easy F20 
(Mettler Toledo, США). Степень окраски жид-
костей определяли по ОФС.1.2.1.0006 «Сте-
пень окраски жидкостей» методом 2. 

Результаты и обсуждение 
Визуальным методом установлено, что 

ФС представляет собой белый с кремовым 
оттенком порошок без запаха. Фармацевтиче-
ская субстанция (ФС) медленно растворима в 
воде с образованием прозрачного вязкого рас-
твора без запаха. Окраска 5% водного раство-
ра субстанции менее интенсивна, чем окраса 
эталона BY5. Фармацевтическая субстанция 
нерастворима в органических растворителях 
(этанол, хлороформ, бензол).  

Подлинность. В спектре содержится не-
сколько характерных областей поглощения, 
отличающихся от аналогов углеводородной 
природы (крахмал, галактуроновая кислота и 
другие некрахмальные полисахариды) при 
волновых числах 603±4 и 676±4 см-1. Широ-
кая интенсивная полоса 900 – 1150 см-1 с мак-
симумами при 1010±10 см-1; 1050±10 см-1; 
1070±10 см-1. Уширенные полосы низкой ин-
тенсивности 1190 – 1270 см-1, 1350 – 1450 см-

1, 1550 – 1650 см-1. Сдвоенная широкая полоса 
с максимумами 2915±10 см-1 и 2975±10 см-1 

(см. рисунок). 
Количественное определение. Опреде-

лен диапазон концентрации галактуроновой 
кислоты, в котором наблюдается линейная 
зависимость оптической плотности – 0,01-0,5 
мг/мл, аналитическую область методики ис-
следовали путем изменения объема раствора 



39 

Медицинский вестник Башкортостана. Том 19, № 1 (109), 2024 

А (0,1-0,6 мл). Установлено, что график име-
ет линейный характер в диапазоне содержа-
ния 40-240%; коэффициент корреляции со-
ставил 0,999. Результаты валидации методи-
ки, полученные при оценке повторяемости 
(сходимости) методики, показали ее пригод-
ность для определения содержания галакту-
роновой кислоты в субстанции α(1,2)-L-
рамно-α(1,4)-D-галактопиранозилуронан 
Acorus calamus L. в диапазоне содержаний 
80-120%, значения RSD лежат в диапазоне 
0,70-1,10% и в диапазоне относительного до-
верительного интервала среднего значения – 
0,74-1,16% (табл. 1). 

 

 
Рис. Репрезентативный ИК-спектр фармацевтической субстан-

ции α(1,2)-L-рамно- α(1,4)-D-галактопиранозилуронана 
 

Таблица 1  
Результаты оценки метрологических характеристик методики количественного определения 

Уровень 
cодержания, 

% 

Повторяемость  Внутрилабораторная  
прецизионность Воспроизводимость Правильность 

σr, % ∆ x  σR, % ∆ x  σ, % ∆ x  ε, % ∆ x  
80 0,93 0,98 3,11 3,15 4,57 4,61 100,1 0,69 
100 0,70 0,74 2,57 2,62 2,33 2,38 98,5 0,77 
120 1,10 1,16 3,73 3,78 2,10 2,15 101,5 1,05 

 
Относительные стандартные отклонения 

среднего не превышают критериев приемлемо-
сти как для внутрилабораторной прецизионно-
сти 2,57-3,73%, так и для межлабораторной 
прецизионности 2,10-4,57% (табл. 1). 

Правильность устанавливали добавле-
нием известного количества стандартного об-
разца галактуроновой кислоты. Критерием 
приемлемости являлся средний процент вос-
становления при использовании растворов 
заданных концентраций, скорректированный 
на 100%, средняя величина которого должна 
находиться в пределах 100±5%. В разработан-
ной методике процент восстановления нахо-
дился в пределах 98,5-101,5 (табл. 1). 

Молекулярно-массовое распределение. 
Для валидации методики построена калибро-

вочная зависимость lg (MW) = f(tr) по резуль-
татам хроматографирования стандартных об-
разцов декстранов с Mw: 1000, 5220, 11600, 
21400, 40600, 80900, 150000, 270000, 670000 
Да. Правильность методики оценивали по от-
носительному стандартному отклонению рас-
четных молекулярных масс от номинальных 
во всем диапазоне Mw по формуле 1 (табл. 2). 

Метрологические характеристики мето-
дики, определенные в эксперименте, состави-
ли от 4,09 до 4,84%, что удовлетворяет требо-
ваниям, предъявляемым к методикам в фар-
мацевтическом анализе  

(1) 
 

Таблица 2 
Результаты определения правильности методики молекулярно-массового распределения 

Номинал tR среднее lg Mw среднее Mw среднее RSD (%) 
1000 7,147 3,0053 1012 4,56 
5220 6,270 3,7270 5333 4,43 

11600 5,867 4,0586 11443 4,30 
21400 5,539 4,3287 21317 4,37 
40600 5,207 4,6014 39937 4,15 
80900 4,836 4,9073 80770 4,40 

150000 4,510 5,1751 149666 4,84 
270000 4,204 5,4267 267119 4,01 
670000 3,720 5,8251 668430 4,15 

 
 

Белок. Результаты определения количе-
ственного содержания белка представлены в 
табл. 3. Согласно полученным эксперимен-
тальным данным, количество белковых при-
месей в субстанциях не превышало 1,55%. 

 
 

 
Таблица 3 

Результаты определения содержания белка, %. 
Номер серии 011122 031119 
Параллель 1 1,53 1,55 
Параллель 2 1,20 1,18 
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Тяжелые металлы и мышьяк. В резуль-
тате анализа установлено, что содержание тя-
желых металлов и мышьяка не превышает 
0,0001% для обеих серий испытуемого образца. 

Потеря в массе при высушивании. Уста-
новлено, что значение показателя «потеря в 
массе при высушивании» составило 2,11% для 
серии 011122 и 1,68% для серии 031119. 

Значение рН.  Показатель pH 1% раствора 
субстанции составил 3,05 для серии 011122 и 
3,08 для серии 031119. 

В табл. 4 приведен проект специфика-
ции на активную фармацевтическую субстан-
цию α(1,2)-L-рамно-α(1,4)-D-галактопирано-
зилуронана Acorus calamus L. 

 
Таблица 4 

Проект спецификации на активную фармацевтическую субстанцию  
α(1.2)-L-рамно-α(1.4)-D-галактопиранозилуронана Acorus calamus L. 

Наименование показателя Результат 
Описание Белый с кремовым оттенком порошок без запаха. 

Растворимость Медленно растворим в воде с образованием вязкого раствора без запаха. Нерастворим в 
органических растворителях (этанол, хлороформ, бензол). 

Цветность 5% раствор субстанции должен выдерживать испытание при сравнении с эталоном BY5 

Подлинность 
Коричнево-красное окрашивание при реакции с тимолом в сернокислой среде. 

ИК-спектр исследуемого вещества должен совпадать со спектром стандартного образца 
α(1.2)-L-рамно-α(1.4)-D-галактопиранозилуронана. 

Молекулярно-массовое  
распределение Массовая доля фракций ≥300 кДа не менее 10% 

Белок Не более 1,8% 
Тяжелые металлы Не более 0,0001 % 

Мышьяк Полоска бумаги из прибора с испытуемым раствором не должна быть окрашена или ее 
окраска не должна быть интенсивнее полоски эталонной. 

Потеря в массе при высушивании Не более 9,0 % 

Микробиологическая чистота 

Общее число аэробных бактерий. дрожжевых и плесневых грибов (суммарно)  
не более 10 КОЕ в 1 г. 

Отсутствие энтеробактерий. устойчивых к желчи. в 1 г. 
Отсутствие Pseudomonas aeruginosa в 1 г. 

Отсутствие Staphylococcus aureus в 1 г. 
Бактериальные эндотоксины Не более 3,5 ЕЭ/мг 
Количественное определение Содержание галактуроновой кислоты не менее 20,00% 

 
Заключение  
Метрологические характеристики мето-

дики количественного определения галактуро-
новой кислоты в субстанции α(1,2)-L-рамно-
α(1,4)-D-галактопиранозилуронана Acorus cala-
mus L. и определения молекулярно-массовых 
характеристик, установленные эксперименталь-
но, удовлетворяют требованиям, предъявлен-
ным к методикам в фармацевтическом анализе. 
Субстанция стандартизована по показателям: 
описание, растворимость, цветность, подлин-
ность, количественное определение, молеку-

лярно-массовое распределение, содержание 
белка, тяжелых металлов и мышьяка, потеря в 
массе при высушивании, значение pH, кото-
рые вошли в проект нормативной документа-
ции на активную фармацевтическую субстан-
цию α(1,2)-L-рамно-α(1,4)-D-галактопирано-
зилуронана Acorus calamus L. 
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К.А. Пупыкина, С.Р. Шамсутдинова, Г.М. Латыпова, Р.Р. Шакирова 
ОСНОВНЫЕ ПОДХОДЫ К СТАНДАРТИЗАЦИИ ТРАВЫ  

CIRSIUM ARVENSE L. ПО СОДЕРЖАНИЮ ФЛАВОНОИДОВ  
ФГБОУ ВО «Башкирский государственный медицинский университет»  

Минздрава России, г. Уфа 
 
Цель исследования. Определение количественного содержания флавоноидов в траве бодяка полевого (Cirsium arvense 

L.), собранной в различных местообитаниях некоторых районов Республики Башкортостан. 
Материал и методы. Проанализировано 60 образцов сырья травы бодяка полевого, заготовленных в лесных и луговых 

фитоценозах на территории Уфимского, Иглинского, Чишминского, Бирского, Благоварского и Гафурийского районов Рес-
публики Башкортостан в 2018-2021 гг. в фазу цветения. Определение количественного содержания флавоноидов проводили 
методом дифференциальной спектрофотометрии с помощью разработанной нами методики. Согласно данной методике стан-
дартизацию исследуемого сырья по количественному содержанию суммы флавоноидов проводили в пересчете на апигенин. 
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