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Аннотация. Род растений соссюрея (Saussurea DC.) является одним из крупнейших представи-
телей семейства сложноцветные (Asteraceae), его численность превышает 450 видов, широко рас-
пространенных на территории всего мира, на территории Сибири произрастает 54 вида. Для наи-
более распространенных видов проведено изучение элементного состава, содержания флавоноидов, 
фенольных соединений и полисахаридов.

Группа полисахаридов особенно привлекает внимание исследователей в современной фармацев-
тической науке, так как для нее характерен широкий спектр биологической активности (гиполи-
пидемические, противовоспалительные, иммуностимулирующие и противоопухолевые свойства). 
Кроме этого для полисахаридов, выделенных из Saussurea salicifolia, Saussurea controversa и Sau-
ssurea frolovii установлено наличие прямого NO-активирующего действия на антигенпрезентирую-
щие клетки. 

Таким образом, разработка препаратов на основе полисахаридов, выделенных из растений рода 
Saussurea является актуальной задачей. Однако для введения в фармацевтическую практику необхо-
дима разработка методик определения подлинности и количественного содержания, подтверждаю-
щих доброкачественность и химический состав, от которого зависит биологическая активность. Ва-
лидация методик количественного определения биологически активных веществ является важным 
этапом стандартизации лекарственного растительного сырья и препаратов на его основе. 

Целью исследования являлась валидация методик количественного определения полисахаридов 
соссюреи иволистной (Saussurea salicifolia (L.) DC.). В данной статье предложены и валидированы 
спектрофотометрические методики количественного определения гексоз и уроновых кислот в по-
лисахаридном комплексе Saussurea salicifolia, основанные на реакциях взаимодействия продуктов 
гидролиза полисахаридов с фенолом и 3,5-диметилфенолом. Проведена валидационная оценка ре-
зультатов методик по показателям: специфичность, линейность, правильность и прецизионность. 
Все валидационные характеристики находятся в пределах критериев приемлемости. Линейность 
методики установлена в диапазоне концентраций 60-120 % (r≥0.99), значения относительного стан-
дартного отклонения варьировались при оценке правильности в пределах 96.92-98.83 %, прецизион-
ности в условиях повторяемости 0.22-2.57 % и воспроизводимости 1.08-2.53 %.

На основании вышеописанных результатов доказано, что методики определения гексоз и уроно-
вых кислот валидны по исследуемым показателям и могут рекомендоваться к включению в проект 
нормативной документации.
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В современной фармацевтической науке боль-
шое внимание уделяется изучению химического 
состава и фармакологической активности расти-
тельного сырья. Одним из наиболее многочис-
ленных родов (более 450 видов), широко распро-
страненных на территории всего мира и Сибири, 
является род растений соссюрея (Saussurea DC.), 

входящий в семейство сложноцветные (Asterace-
ae) [1]. Растения рода Saussurea широко исполь-
зуются в традиционной народной Китайской и 
Тибетской медицине, народной медицине Даль-
него востока, Сибири, Бурятии и Монголии [2-3]. 
Представители рода соссюрея (Saussurea DC.), 
относятся к перспективным объектам для разра-
ботки, так как содержат в своем составе комплекс 
биологически активных веществ, обладающих 
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широким спектром фармакологической актив-
ности [4-6, 7]. Для семи видов, произрастающих 
на территории Сибири, проведено изучение эле-
ментного состава, содержания флавоноидов, 
фенольных соединений и полисахаридов [8]. В 
настоящее время интерес к изучению группы по-
лисахаридов и проявляемой ими иммунотропной 
активности, только возрастает [9-10]. Это объяс-
няется тем, что подавляющее большинство рас-
тительных полисахаридов являются биосовме-
стимыми, биоразлагаемыми и относительно не 
токсичными и не вызывают значимых побочных 
эффектов, что является существенным ограниче-
нием для медицинского применения в качестве 
иммуномодуляторов полисахаридов микробного 
и синтетического происхождения [11-13]. Уста-
новлено, что виды Saussurea salicifolia, Saussurea 
controversa и Saussurea frolovii содержат в своем 
составе наибольшее количество водораствори-
мых полисахаридов. В результате ранее проведен-
ного исследования иммунотропной активности 
полисахаридного комплекса (ПСК), выделенного 
из растений рода соссюрея, установлено прямое 
NO-активирующее действие на антигенпрезенти-
рующие клетки [14]. Показано, что полисахари-
ды, выделенные из S. salicifolia не оказывали ци-
тотоксического действия и вызывали увеличение 
активности продукции оксида азота макрофагами 
в 19.2-20.1 раз [15]. Таким образом, полисахари-
ды, выделенные из надземных частей растений S. 
salicifolia, являются перспективным объектом для 
дальнейшего исследования химического состава, 
биологической активности и стандартизации, не-
отъемлемой частью которой является валидация 
методик количественного определения основных 
групп биологически активных веществ [16].

Для количественного определения фармацев-
тических субстанций на основе полисахаридов 
часто применяется сочетание нескольких мето-
дов, основанных на спектрофотометрическом 
определении различных моносахаридов после 
реакции со специфическими реагентами [17-19]. 
Нами предложен способ количественного опре-
деления полисахаридного комплекса травы S. 
salicifolia по содержанию гексоз и уроновых кис-
лот, в основе которого лежат реакции с фенолом 
и 3,5-диметилфенолом продуктов окислительного 
гидролиза серной кислотой концентрированной.

 На основе предварительного исследования 
мономерного состава, проведенного методом га-
зожидкостной хроматографии триметилсилиль-
ных эфиров, выявлены преобладающие структур-

ные элементы полисахарида: глюкоза, галактоза, 
ксилоза, рамноза.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объекта исследования использо-

вали полисахаридный комплекс, выделенный из 
травы соссюреи иволистной - Saussurea salicifolia 
(L.) DC. В ходе предварительного скринингового 
исследования влияния условий экстракции, уста-
новлено, что рН экстракции 2 позволяет получить 
целевую группу БАВ обладающую эндотоксин 
независимым NO-стимулирующим действием на 
антигенпрезентирующие клетки [15]. При иссле-
довании влияния температуры экстракции (25, 60 
и 95°С) на выход ПСК установлено, что выход, со-
держание гексоз и уроновых кислот в нем преоб-
ладают при температуре экстракции 95°С. Таким 
образом экстракцию ПСК проводили на кипящей 
водяной бане в течение 3 часов при соотношении 
сырья и экстрагента 1:30, pH=2. Раствор ПСК от-
деляли фильтрацией, затем осаждали спиртом 
этиловым 96% в соотношении 1:4 и оставляли на 
сутки. Полученный осадок центрифугировали, 
растворяли в воде очищенной и диализировали 
с использованием полупроницаемой мембраны в 
течение 48 часов против воды очищенной с кон-
тролем электропроводности (не более 4,0 мкСм/
см, кондуктометр F3 FiveGo™ («Mettler-Toledo», 
Китай)). Концентрат подвергали сублимацион-
ной вакуумной сушке.

Подготовка проб. Стандартные растворы 
моносахаридов (глюкоза, галактуроновая кисло-
та) готовили следующим образом: 0.1000 г стан-
дартного образца помещали в мерную колбу на 
100.0 см3, добавляли 60 см3 воды очищенной и 
перемешивали до полного растворения. После 
чего доводили объем раствора до метки тем же 
растворителем и перемешивали. Отбирали 2.5 см3 
полученного раствора в мерную колбу вместимо-
стью 25 см3, доводили объем раствора до метки 
водой очищенной и перемешивали. 

Для количественного определения около 0.1000 
г испытуемого образца полисахарида помещали в 
мерную колбу на 100 см3, добавляли 40 см3 воды 
очищенной и помещали на мешалку на 30 минут. 
После чего доводили объем раствора до метки тем 
же растворителем и перемешивали. Отбирали 2.5 
см3 полученного раствора в мерную колбу вмести-
мостью 25 см3, доводили объем раствора до метки 
водой очищенной и перемешивали. 

В пробирку №1 помещали 0.20 см3 испыту-
емого раствора, добавляли 0.20 см3 5% раствора 
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фенола, 1 см3 кислоты серной концентрирован-
ной, перемешивали и через 10 минут измеряли 
оптическую плотность испытуемого и стандарт-
ных растворов относительно раствора сравнения 
при длине волны 480 нм.

В пробирку №2 помещали 0.25 см3 испытуе-
мого раствора, добавляли 0.25 см3 20% боратно-
го раствора, перемешивали. По стенке пробирки 
медленно добавляли 2 см3 кислоты серной кон-
центрированной, содержимое пробирки переме-
шивали. Нагревали на кипящей водяной бане в 
течение 40 минут. Далее пробирку охлаждали до 
комнатной температуры, добавляли 50 мкл 3,5-ди-
метилфенола, тщательно перемешивали и через 
10 минут измеряли оптическую плотность. Для 
нивелирования влияния нейтральных сахаров оп-
тическую плотность испытуемого и стандартных 
растворов измеряли относительно раствора срав-
нения при длинах волн 400 и 450 нм.

Количественное содержание моносахаридов 
определяли из градуировочных графиков, постро-
енных по данным оптических плотностей, полу-
ченных для стандартных растворов моносахари-
дов в диапазонах концентраций 0.01-0.10 мг/см3 
для глюкозы и 0.01-0.12 мг/см3 для галактуроно-
вой кислоты.

Валидационные показатели методик опреде-
ляли согласно требованиям ОФС.1.1.0012.15 «Ва-
лидация аналитических методик» по показателям 
специфичность, линейность, правильность, пре-
цизионность [20]. 

Специфичность методик устанавливали срав-
нением двух электронных спектров, записанных в 
присутствии образцов стандартных моносахаридов.

Линейность методик определяли на шести 
уровнях концентраций стандартных растворов 
в диапазоне от 60 до 120% (60, 80, 90, 100, 110 
и 120%). Критерием приемлемости являлся ко-
эффициент корреляции, рассчитанный на осно-
ве регрессионного анализа полученных данных 
(r≥0,99).

Правильность методик устанавливали для 
модельных растворов следующих концентраций: 
0.06, 0.08, 0.10, 0.12 мг/см3. Оценку проводили по 
значениям относительного стандартного отклоне-
ния (σr, %).

Прецизионность методик определяли в усло-
виях повторяемости и воспроизводимости. 

Проверку повторяемости проводили по значе-
ниям величины относительного стандартного от-
клонения (σR, %) в трехуровневом эксперименте 
с использованием растворов стандартных концен-

траций ПСК: 80, 100, 120 % (n=6). 
Воспроизводимость методик определяли, 

сравнивая результаты, полученные двумя иссле-
дователями в двух разных лабораториях на трех 
уровнях концентраций в шести повторностях по 
значениям σR (%).

Промахи в выборке выявляли с использовани-
ем значений Q-критерия.

Для количественных показателей вычисля-
ли среднее значение (Х) и стандартную ошибку 
среднего (δср, %).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Специфичность методик доказывали срав-

нением спектров стандартных образцов моноса-
харидов. На рисунках 1 и 2 представлены элек-
тронные спектры продуктов реакции стандартов 
моносахаридов и ПСК с фенолом и 3,5-диметил-
фенолом, доказывающие специфичность методи-
ки. На рисунке 1 наблюдается максимум погло-
щения равный 483 нм, характерный для продукта 
взаимодействия фенола с оксиметилфурфуролом, 
образующимся в результате кислотного гидроли-
за. На рисунке 2 – максимум поглощения 450 нм, 
что соответствует литературным данным по опре-
делению галактуроновой кислоты.

Линейность устанавливали в диапазоне со-
держания ПСК от 60 до 120%. Для оценки линей-
ности строили градуировочные графики, описан-
ные уравнениями: y=0.3688x-0.2314 для гексоз, 
y=0.0869x-0.698 для уроновых кислот. Значения 
коэффициентов корреляции r=0.9995 и r=0.9991 
соответственно, что свидетельствует об удовлет-

Рис. 1. Электронные спектры, полученные 
при определении специфичности с фенолом.
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ворительной линейной зависимости оптической 
плотности от концентрации моносахаридов в за-
данном диапазоне.

Рис. 2. Электронные спектры, полученные 
при определении специфичности с 3,5-диметил-
фенолом.

Относительное стандартное отклонение (σr, %) 
находится в диапазоне 0.22-2.57 %, что указывает 
на удовлетворительную прецизионность методик в 
условиях повторяемости (табл. 1).

Таблица 1
Оценка повторяемости методик количественного 

определения уроновых кислот и гексоз 
в полисахаридном комплексе S. salicifolia

Уровень содержания Хcp, % Sх ΔХ σr, %
Содержание гексоз, %

80 80.47 2.06 2.94 2.57
100 100.76 1.67 3.60 1.66
120 117.30 0.25 0.36 0.22

Содержание уроновых кислот, %
80 75.52 1.71 1.86 1.73
100 100.65 2.21 3.14 2.20
120 116.43 1.61 3.46 1.38

Таблица 2
Оценка воспроизводимости методик количественного 
определения уроновых кислот и гексоз в полисахарид-

ном комплексе S. salicifolia
Уровень 

содержания Х1,cp, % Х2,cp, % F расч Sх
σR, 
%

Содержание гексоз, %
80 80.47 79.31 1.31 1.93 2.41

100 100.76 100.37 1.39 1.85 1.84
120 116.81 119.03 1.32 1.27 1.08

Содержание уроновых кислот, %
80 78.82 75.52 1.74 1.18 2.53

100 100.23 100.65 1.40 1.95 1.94
120 119.41 116.43 1.14 1.67 1.42

Таблица 3
Оценка правильности методик количественного опре-

деления уроновых кислот и гексоз 
в полисахаридном комплексе S. salicifolia

Содержание гексоз, мкг/мл δ, % δср,%теоретическое найденное

22,00
22.40
21.80
21.36

1.80
0.94
2.91

98.12

29,34
29.94
29.58
28.93

2.06
0.84
1.40

98.57

36,67
36.65
37.32
37.37

0.06
1.76
1.90

98.76

44,01
43.87
42.91
43.69

0.32
2.49
0.70

98.83

Содержание уроновых кислот, 
мкг/мл

4.88
4.51
4.40
4.63

3.08
0.37
5.79

96.92

6.51
5.88
5.80
5.79

1.04
2.37
2.59

98.00

7.43
7.08
7.11
7.37

4.71
4.36
0.82

96.71

8.92
8.78
8.71
8.90

1.55
2.29
0.22

98.64

Результаты оценки межлабораторной прецизи-
онности, представленные в табл. 2, свидетельству-
ют, что величина относительного стандартного 
отклонения не превышает 2.53 %, следовательно, 
методики анализа воспроизводимы.

Исходя из полученных данных, представлен-
ных в табл. 3, установлено, что методики являют-
ся правильными, относительная ошибка в диапа-
зоне концентраций 60-120 % не превышает 5 %.

Согласно выполненной валидационной оцен-
ке, методики количественного определения уро-
новых кислот и гексоз в полисахаридном ком-

плексе S. salicifolia являются специфичными, 
линейными, повторяемыми, воспроизводимыми и 
правильными.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, валидированы спектрофото-

метрические методики количественного опреде-
ления гексоз и уроновых кислот в полисахаридном 
комплексе S. salicifolia. В результате эксперимен-
та установлено, что методики специфичны и обе-
спечены приемлемой линейностью в диапазоне 
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концентраций 60-120%, значения относительно-
го стандартного отклонения варьировались при 
оценке правильности 96.92-98.83 %, прецизион-
ности в условиях повторяемости 0.22-2.57 % и 
воспроизводимости 1.08-2.53 %.

Работа выполнена в рамках государственного задания 
№ 056-00116-23-01.
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Гулина Е.И.,  Николаева Ю.А., Зыкова А.В.

VALIDATION OF METHODS FOR QUANTITATIVE 
DETERMINATION OF SAUSSUREA SALICIFOLIA L. 

POLYSACCHARIDES
E.I. Gulina, A.V. Zykova, Yu.A. Nikolaeva

Siberian State Medical University

Abstract. Saussurea plant genus (Saussurea DC.) is one of the largest representatives of the Asteraceae 
family, its number exceeds 450 species, widely distributed throughout the world, 54 species grow in Siberia. 
The study of the elemental composition, content of flavonoids, phenolic compounds and polysaccharides 
for the most common species was carried out.

The group of polysaccharides especially attracts the attention of researchers in modern pharmaceutical 
science, since it is characterized by a wide range of biological activity (lipid-lowering, anti-inflammatory, 
immunostimulating and antitumor properties). In addition, for polysaccharides isolated from Saussurea 
salicifolia, Saussurea controversa and Saussurea frolovii, a direct NO-activating effect on antigen-
presenting cells was found.

Thus, the development of drugs based on polysaccharides isolated from plants of the Saussurea genus is 
an urgent task. However, for introduction into pharmaceutical practice, it is necessary to develop methods 
for determining the authenticity and quantitative content, confirming the good quality and chemical 
composition, on which biological activity depends. Validation of methods for the quantitative determination 
of biologically active substances is an important step in the standardization of medicinal plant materials and 
preparations based on it.

The aim of the study was to validate the methods for quantitative determination of polysaccharides 
in Saussurea salicifolia (L.) DC. This article proposes and validates spectrophotometric methods for the 
quantitative determination of hexoses and uronic acids in the Saussurea salicifolia polysaccharide complex, 
based on the interaction reactions of polysaccharide hydrolysis products with phenol and 3,5-dimethylphenol. 
A validation evaluation of the results of the methods was carried out in terms of indicators: specificity, 
linearity, correctness and precision. All validation characteristics are within the acceptance criteria. The 
linearity of the technique was established in the concentration range of 60-120% (r≥0.99), the values of 
the relative standard deviation varied in the assessment of accuracy within 96.92-98.83%, precision under 
repeatability conditions 0.22-2.57% and reproducibility 1.08-2.53%.

Based on the results described above, it was proved that the methods for determining hexoses and 
uronic acids are valid in terms of the studied indicators and can be recommended for inclusion in the draft 
regulatory documentation.

Keywords: quantitative determination, validation, Saussurea salicifolia, polysaccharide complex, 
spectrophotometry.
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