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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МЕТОДА ВЭЖХ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ БИОЛОГИЧЕСКИ 
АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ ВАЛЕРИАНЫ И СИНЮХИ В СИРОПЕ
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Для идентификации и количественного определения суммы сесквитерпеновых 
кислот и тритерпеновых сапонинов в пересчете на β-эсцин в сиропе, содержащем 
экстракты валерианы и синюхи (в соотношении 1:1), а также вспомогательные ве-
щества (калия сорбат, аскорбиновая кислота, масло мяты, сироп сахарный 64%) 
использована ранее разработанная нами методика для таблеток и капсул на основе 
тонко измельченных порошков валерианы и синюхи с использованием метода высо-
коэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ).

Проведена валидация предлагаемой методики по таким характеристикам, как 
специфичность, линейность и диапазон применения, правильность, сходимость,что 
позволяет использовать ее для идентификации и количественного определения био-
логически активных веществ (БАВ) валерианы и синюхи в сиропе.
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хи, количественное определение, сесквитерпеновые кислоты, тритерпеновые сапо-
нины, β-эсцин, ВЭЖХ, сироп.

ВВЕДЕНИЕ

Сироп является распространенной ле-
карственной формой, особенно широко 
применяется в педиатрической и герон-
тологической практике. Сироп на основе 
синюхи и валерианы является комбиниро-
ванным седативным лекарственным сред-
ством (ЛС) [1, 2]. 

В последние годы при стандартиза-
ции лекарственного растительного сырья 
(ЛРС) все чаще используют инструмен-
тальные методы анализа. Принципы стан-
дартизации ЛС на основе ЛРС ничем не 
отличаются от стандартизации ЛС иного 
происхождения. Одним из наиболее широ-
ко используемых в настоящее время явля-
ется метод ВЭЖХ, который может исполь-
зоваться  как для идентификации, так и для 
количественного определения активных 
веществ.

В связи с вышеуказанным при раз-
работке ЛС в форме сиропа, содержаще-
го экстракты валерианы (валереновая и 
ацетоксивалереновая кислоты) и синюхи 
(тритерпеновые сапонины в пересчете на 
β-эсцин), нами в качестве основного был 
выбран метод ВЭЖХ, позволяющий опре-
делять активные вещества валерианы и си-
нюхи в малых количествах [3, 4].

Целью исследования явилось под-

тверждение возможности использования 
ранее разработанной методики опреде-
ления биологически активных веществ 
валерианы и синюхи в таблетках и капсу-
лах при совместном их присутствии с по-
мощью метода ВЭЖХ в сиропе на осно-
ве сухих экстрактов валерианы и синюхи 
[3, 4].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для анализа в качестве стандартно-
го образца использовали фармакопейный 
стандартный образец (ФСО) сухого экс-
тракта валерианы стандартизированного, 
ФСО β-эсцина, реактивы – спирт этило-
вый 96% Р, вода  Р, кислота фосфорная Р, 
плацебо для сиропа (сахарный сироп 64%, 
аскорбиновая кислота, калия сорбат, масло 
мяты). 

Объектом исследования был сироп, со-
держащий экстракты валерианы и синюхи 
(в соотношении 1:1).

Для идентификации и количественно-
го определения БАВ валерианы и синюхи 
в сиропе использовали ранее разработан-
ную методику ВЭЖХ для лекарственного 
растительного сырья валерианы и синюхи 
и их комбинированных таблеток. Исследо-
вания проводили на приборе Agilent 1200 с 
диодно-матричным детектором [3, 4].
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Методики определения суммы сескви-
терпеновых кислот (ацетоксивалереновой 
и валереновой) в пересчете на валерено-
вую кислоту экстракта валерианы и суммы 
тритерпеновых сапонинов в пересчете на 

β-эсцин экстракта синюхи в сиропе мето-
дом ВЭЖХ изложены в таблице 1.

Для доказательства пригодности раз-
работанной методики для подтверждения 
подлинности и определения количествен-
ного содержания БАВ валерианы и синюхи  
в сиропе была проведена ее валидация по 

Валериана Синюха

Требования по 
количественно-
му содержанию

Не менее 0,1% суммы сесквитерпено-
вых кислот (ацетоксивалереновой и 
валереновой) в пересчете на валере-
новую кислоту в 100 г сиропа.

Не менее 8,0 % суммы тритер-
пеновых сапонинов в пересче-
те на β-эсцин в 100 г сиропа.

Приготовление 
испытуемого 
раствора:

1,000 г сиропа помещали в мерную колбу вместимостью 50,0 мл, до-
водили этиловым спиртом 96% до метки и тщательно перемешивали. 
Необходимое количество полученного раствора фильтровали через 
мембранный фильтр типа «Миллипор» с диаметром пор 0,45 мкм.

Приготовление 
раствора
стандартного 
образца:

0,1180 г ФСО сухого экстракта ва-
лерианы помещали в мерную кол-
бу вместимостью 100,0 мл, добав-
ляли 50 мл этилового спирта 96%, 
выдерживали около 20 мин на уль-
тразвуковой бане, охлаждали по-
лученный раствор до комнатной 
температуры и доводили объем 
раствора этиловым спиртом 96% 
до метки и перемешивали. Необ-
ходимое количество полученного 
раствора фильтровали через мем-
бранный фильтр типа «Милли-
пор» с диаметром пор 0,45 мкм.

0,0500 г ФСО β-эсцина помеща-
ли в мерную колбу вместимостью 
25,0 мл, добавляли 15 мл этило-
вого спирта 96 %, выдерживали 
около 30 минут на ультразвуко-
вой бане, охлаждали полученный 
раствор до комнатной темпера-
туры, доводили объем раствора 
этиловым спиртом96 % до метки 
и перемешивали. Необходимое 
количество полученного раствора 
фильтровали через мембранный 
фильтр типа «Миллипор» с диа-
метром пор 0,45 мкм.

Условия 
хроматографи-
рования

По 20 мкл испытуемого раствора 
и раствора стандартного образца 
попеременно хроматографирова-
ли на жидкостном хроматографе 
со спектрофотометрическим де-
тектором, получая не менее 3 хро-
матограмм для каждого из раство-
ров, в следующих условиях:
– колонка размером 250×4,6 мм 
типа Zorbax SB-C18, заполненная 
силикагелем октадецилсилиль-
ным для хроматографии Р, с раз-
мером частиц 5,0 мкм или анало-
гичная;
– скорость подвижной фазы – 0,63 
мл/мин;
– детектирование при длине вол-
ны 220 нм;
– температура хроматографиче-
ской колонки – 30ºС;
– длительность хроматографиро-
вания – 22 мин.
Состав подвижной фазы меняется 
во времени:

По 10 мкл испытуемого раствора 
и раствора стандартного образца 
попеременно хроматографирова-
ли на жидкостном хроматографе 
со спектрофотометрическим де-
тектором, получая не менее 3 хро-
матограмм для каждого из раство-
ров, в следующих условиях:
– колонка размером 250×4,6 мм 
типа Zorbax SB-C18, заполненная 
силикагелем октадецилсилиль-
ным для хроматографии Р, с раз-
мером частиц 5,0 мкм или анало-
гичная;
– скорость подвижной фазы – 0,5 
мл/мин;
– детектирование при длине вол-
ны 210 нм;
– температура хроматографиче-
ской колонки – 30ºС;
– длительность хроматографиро-
вания – 35 минут.
Состав подвижной фазы меняется 
во времени:

Таблица 1 – Методики определения БАВ валерианы и синюхи в сиропе
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Время, 
мин

Буферный 
раствор рН 

3,5 (%)

Ацетонитрил 
Р (%)

0–5 53 47
5–18 53→32 47→68
18–22 32 68

Время, 
мин

Буферный 
раствор рН 

3,5 (%)

Ацетонитрил 
Р (%)

0–30 95 5
30–32 95→40 5→60
32–35 40→95 60→5

Формула
расчета

где X – содержание суммы сесквитерпеновых кислот (ацетоксивале-
реновой и валереновой) в пересчете на валереновую кислоту или со-
держание суммы тритерпеновых сапонинов в пересчете на β-эсцин, 
мг/100 г сиропа;
S1 – сумма площадей пиков ацетоксивалереновой и валереновой кис-
лот или тритерпеновых сапонинов в испытуемом растворе;
S0 – сумма площадей пиков ацетоксивалереновой и валереновой кис-
лот или тритерпеновых сапонинов в стандартном растворе;
C1 – концентрация испытуемого раствора, мг/мл;
C0 – концентрация ФСО сухого экстракта валерианы или ФСО 
β-эсцина в стандартном растворе, мг/мл;
P – содержание валереновой кислоты или  β-эсцина в стандартном 
образце, %.

Пригодность 
хроматографи-
ческой системы

Хроматографическая система счита-
ется пригодной, если на хроматограм-
мах раствора стандартного образца:
– разрешение между пиками ацеток-
сивалереновой и валереновой кислот 
– не менее 15;
– число теоретических тарелок – не 
менее 4000 для пиков ацетоксивале-
реновой кислоты и не менее 15 000 
для пиков валереновой кислоты;
– фактор асимметрии, рассчитанный 
по пикам ацетоксивалереновой и ва-
лереновой кислот, не менее 0,8 и не 
более 1,5.

Хроматографическая систе-
ма считается пригодной, если 
на хроматограммах раствора 
стандартного образца:
– фактор асимметрии, рассчи-
танный по пикам тритерпено-
вых сапонинов, должен быть 
не менее 0,8 и не более 1,5;
– относительное стандартное 
отклонение площадей пиков, 
рассчитанное по сумме пиков 
тритерпеновых сапонинов, 
должно быть не более 2,0%.

Продолжение таблица 1.

параметрам специфичность, линейность и 
диапазон применения, правильность.

Валидация методики. Для подтверж-
дения отсутствия влияния плацебо сиро-
па (вспомогательных веществ) на опре-
деление БАВ валерианы и синюхи была 
подтверждена специфичность методики 
[5–7]. В 6 повторениях анализировали рас-
твор готового ЛС (испытуемый раствор) и 
раствор плацебо, содержащий все компо-
ненты ЛС, за исключением сухих экстрак-
тов валерианы и синюхи. Критерий прием-
лемости: на хроматограмме раствора пла-
цебо не должно быть пиков, совпадающих 
по временам выхода с пиками валереновой 
и ацетоксивалереновой кислот и с пиками 
эсцин Ia и Ib, изоэсцин Ia и Ib.

Для определения специфичности ме-
тодики были приготовлены следующие 
растворы модельных смесей:

– плацебо: калия сорбат, аскорбино-
вая кислота, масло мяты, сироп сахарный 
64%) (рисунки 1, 2);

– раствор ФСО сухого экстракта вале-
рианы стандартизированного (стандарт-
ный образец) и раствор ФСО β-эсцина 
(стандартный образец) готовили в соот-
ветствии с методикой, описанной выше 
(рисунки 3, 4)

– раствор для проверки специфично-
сти: смешивали 5,00 мл раствора стандарт-
ного образца и 5,00 мл раствора плацебо 
(рисунки 5, 6);

– растворитель (этанол) (рисунок 7).
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Рисунок 1 – Хроматограмма раствора плацебо для валерианы

Рисунок 2 – Хроматограмма раствора плацебо для синюхи

Рисунок 3 – Хроматограмма раствора ФСО сухого экстракта валерианы 
стандартизированного
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Рисунок 4 – Хроматограмма раствора ФСО β-эсцина

Рисунок 5 – Хроматограмма раствора для проверки специфичности методики 
определения БАВ валерианы

Рисунок 6 – Хроматограмма раствора для проверки специфичности методики 
определения БАВ синюхи



55

Вестник фармации №3 (69) 2015                                                                         Научные публикации

Изучение линейности в диапазоне 
применения методики осуществляли на 
шести модельных растворах лекарствен-
ной формы, которые готовили с учетом 
номинальной концентрации ФСО сухого 
экстракта валерианы стандартизированно-
го и ФСО β-эсцина (в диапазоне от 80%до 
120%). Каждый раствор хроматографи-
ровали трижды по методикам, представ-

Рисунок 7 – Хроматограмма растворителя (этанол)

ленным выше. Критерий приемлемости: 
коэффициент корреляции должен быть не 
менее 0,99. Полученные результаты обра-
батывали методом наименьших квадратов 
для прямой yi = bxi +a. Результаты пред-
ставлены в таблицах 2, 3.

Построение градуировочных графиков 
проводили в нормализованных координа-
тах (рисунки 8, 9) [1].

Рисунок 8 – График зависимости площади пика от концентрации ФСО сухого экстракта 
валерианы стандартизированного

На основании полученных результатов 
(таблицы 2, 3) можно утверждать о соблю-
дении линейности в диапазоне примене-
ния методики (80–120%).

Определение правильности аналити-
ческой методики проводили на растворах 
пяти модельных смесей на всем диапазоне 
применения, для каждой из которой далее 

готовили по 3 испытуемых раствора. По-
лученные растворы хроматографировали 
в соответствии с методикой, описанной в 
таблице 1. Количественное содержание се-
сквитерпеновых кислот  и тритерпеновых 
сапонинов в пересчете на β-эсцин устанав-
ливали как среднее из результатов анализа 
пятнадцати определений (n=15) для каж-
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дого из соединений. Данные обрабатывали 
статистически и сравнивали с критерия-

ми по ГФ РБ [5]. Полученные результаты 
представлены в таблицах 4, 5.

Рисунок 9 – График зависимости площади пика от концентрации ФСО β-эсцина

Таблица 2 – Характеристики линейной зависимости yi = bxi +a для валерианы

Таблица 3 – Характеристики линейной зависимости yi = bxi +a для синюхи
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Идентификация БАВ валерианы и 
синюхи. Идентификация сухих экстрак-
тов валерианы и синюхи осуществлялась 
при количественном определении БАВ по 
временам удерживания. Времена удержи-
вания пиков валереновой и ацетоксивале-
реновой кислот на хроматограммах испы-
туемого раствора соответствуют временам 
удерживания пиков валереновой и ацеток-
сивалереновой кислот на хроматограммах 
раствора сравнения (рисунок 10) [8]. Вре-
мена выхода  эсцина Ia и Ib, изоэсцина Ia 
и Ib соответствуют литературным данным 

(рисунок 11) [9]. 
Для подтверждения сходимости ме-

тодики испытания было последовательно 
проанализировано одним химиком в один 
и тот же день  на одном и том же оборудо-
вании пять образцов одной серии ЛС. 

Метрологические результаты количе-
ственного определения сесквитерпено-
вых кислот экстракта валерианы и три-
терпеновых сапонинов в пересчете на 
β-эсцин экстракта синюхи в сиропе с по-
мощью описанной методики представле-
ны в таблице 6.

Рисунок 10 – Хроматограмма испытуемого раствора для валерианы

Рисунок 11 – Хроматограмма испытуемого раствора для синюхи
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ВЫВОДЫ

1. Подтверждена возможность исполь-
зования ранее разработанной методики опре-
деления БАВ валерианы и синюхи в таблет-
ках и капсулах для идентификации и количе-
ственного их определения в сиропе в присут-
ствии вспомогательных веществ (калия сор-
бат, аскорбиновая кислота, масло мяты, сироп 
сахарный 64%) с помощью метода ВЭЖХ. 
Проведена валидация методики.

2. Доказана специфичность методики 
по отношению к сиропу.

3. Данная методика использована для 
составления спецификации по контролю 
качества сиропа на основе экстрактов ва-
лерианы и синюхи (RSD≤1,1%и RSD≤3,5% 
соответственно).

SUMMARY

Y. A. Sheryakova, O. M. Khishova
HPLC IDENTIFICATION OF 

BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES 
OF POLEMONIUM CAERULEUM AND 
VALERIANA OFFICINALIS IN SYRUP

The object of the study was sugar syrup 
64%, containing dry extracts of Polemonium 
caeruleum and Valeriana officinalis in 1:1 ra-
tio, and excipients (potassium sorbate, ascor-
bic acid, peppermint oil). 

For identification and quantitative deter-
mination of sesquiterpene acids and triterpene 
saponins in terms of β-escin the previously 
developed HPLC technique for tablets and 
capsules has been used. 

This method was validated for the pa-
rameters like specificity, linearity and range 
of application, accuracy, convergence, which 

allows to use it for identification and quan-
titative determination of biologically active 
substances of Polemonium caeruleum and 
Valeriana officinalis in syrup. 

Keywords: rhizomata cum radicibus Va-
leriana officinalis, rhizomata cum radicibus 
Polemonium caeruleum, quantitative deter-
mination, sesquiterpene acids, triterpenoid 
saponins, β-estsin, HPLC, syrup.
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0,112
0,111
0,110
0,110
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ε = 0,90%

Тритерпеновые 
сапонины синюхи

8,36
8,44
8,42
8,30
8,35

x = 8,37
S = 0,295
Sx = 0,132

RSD= 3,5%
∆x = 0,34
ε = 4,05%
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С. Э. Ржеусский, В. В. Кугач, В. И. Фадеев

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПОВИАРГОЛА В СУППОЗИТОРИЯХ

Витебский государственный ордена Дружбы народов медицинский университет

В статье представлены результаты разработки и валидации методики рода-
нометрического определения повиаргола в суппозиториях. 

Выбрана среда растворения и способ интенсификации процесса, установлен 
срок годности титранта и рабочего раствора. 

Разработанная методика валидирована по показателям: избирательность, 
линейность (коэффициент корреляции в уравнении линейной регрессии составляет 
0,9998, отклонения найденных концентраций от теоретически рассчитанного со-
держания не превышают 0,67%), повторяемость, внутрилабораторная прецизион-
ность (относительное стандартное отклонение для одного аналитика составляет 
0,895%, для второго – 0,901%, а для двух испытаний, проведенных в разные дни – 
0,908%), правильность (правильность определения повиаргола в суппозиториях на-
ходилась в диапазоне 99,37–101,30%; среднее значение составило 100,21%). Установ-
лен диапазон применения методики, который составляет 70–130% от номинально-
го содержания повиаргола в суппозитории.

Ключевые слова: суппозитории, наночастицы серебра, повиаргол, титрование, 
валидация.

ВВЕДЕНИЕ

Перспективным направлением в ме-
дицине является разработка новых лекар-
ственных средств антибактериального 
действия [1]. Потребность в них постоянно 
увеличивается в связи с повышением бак-
териальной резистентности к существую-
щим лекарственным средствам [2].

Витебским государственным медицин-
ским университетом, совместно с ООО 
“Рубикон”, разрабатывается новое лекар-
ственное средство, представляющее собой 
суппозитории с повиарголом, обладающим 
антимикробной и ранозаживляющей ак-
тивностью. В качестве фармацевтической 
субстанции в суппозиториях используется 

металл-полимерная композиция, содержа-
щая высокодисперсное металлическое се-
ребро.

Одним из этапов создания нового ле-
карственного средства является разработка 
методики анализа действующих веществ, 
входящих в его состав. Теме анализа на-
ночастиц посвящена большая доля совре-
менных публикаций по нанотехнологии 
[3]. Для определения количественного со-
держания серебра предлагаются электро-
химический [3, 4], рентгенофлюоресцент-
ный [5], потенциометрический [6] и даже 
спектрофотометрический методы анализа 
[7]. Однако для определения серебра в ле-
карственном средстве в наибольшей сте-
пени подходит простой и надежный метод 




