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Уважаемые читатели!

Данный выпуск журнала посвящен актуальным 
вопросам повышения эффективности контроля ка-
чества лекарственных средств, который в настоя-
щее время осуществляется с применением прин-
ципов управления рисками. Оценку безопасности 
действующих и вспомогательных веществ лекар-
ственных средств, а также их примесей, проводят 
с учетом их терапевтической дозы и путей введе-
ния в организм. 

В рамках риск-ориентированной стратегии 
контроля качества лекарственных средств основной 
акцент делается на замену неселективных методов 

контроля селективными, а также на повышение селективности и чувствительности 
применяемых методик. При контроле содержания действующих веществ лекар-
ственных средств природного происхождения применение селективных методов 
позволяет идентифицировать конкретные действующие вещества, которые ранее 
определялись в виде групп отдельных биоактивных соединений. Перечень приме-
сей, подлежащих контролю в рамках риск-ориентированной стратегии, определя-
ют на основе результатов предварительного мониторинга их содержания и анализа 
требований нормативной документации. 

В выпуске представлены статьи, которые охватывают широкий спектр тем, начи-
ная от селективных методов анализа до определения оптимальных условий дозиро-
вания при длительной терапии биомедицинским клеточным продуктом.

Я уверена, что материалы этого выпуска будут полезны как для исследователей, 
так и для практикующих специалистов, работающих в сфере контроля качества ле-
карственных средств, и послужат стимулом для дальнейших научных изысканий 
в этой критически важной области.

Искренне ваша, 
главный редактор

Косенко 
Валентина Владимировна
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Фармакопейные требования и требования 
производителей к качеству твердых 
желатиновых капсул
	 Федеральное государственное бюджетное учреждение  
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

	 Матвеева Оксана Анатольевна; matveeva@expmed.ru

ВВЕДЕНИЕ. Отсутствие национальных требований, регламентирующих качество 
твердых желатиновых капсул (ТЖК) без содержимого (до их заполнения лекар-
ственным средством), вызывает трудности не только у разработчиков и произво-
дителей капсул, но также и у экспертов, осуществляющих оценку представленных 
на экспертизу материалов. В связи с этим представляется актуальным проведение 
сравнительного анализа требований к оценке качества ТЖК в России и за рубежом 
для подготовки проекта фармакопейной статьи на ТЖК без содержимого.
ЦЕЛЬ. Оценка уровня требований к качеству ТЖК, выбор показателей качества, 
нормативных требований, методов и методик анализа для подготовки проекта 
фармакопейной статьи на ТЖК.
ОБСУЖДЕНИЕ. По результатам проведенного исследования показано, что рас-
тущий интерес производителей к выпуску лекарственных препаратов в форме 
«капсулы» объясняется преимуществами данной лекарственной формы. В фар-
макопеи Республики Беларусь (ГФ РБ), Китайской Народной Республики (ФКНР), 
Индии, Республики Корея и Японии включены монографии на ТЖК без содер-
жимого. Завершено обсуждение соответствующей монографии для Фармако-
пеи США. Отмечено, что перечень фармакопейных требований к ТЖК включает 
контроль по показателям «Описание», «Подлинность (желатин, титана диоксид, 
красители, консерванты)», «Запах», «Средняя масса капсул», «Распадаемость», 
«Потеря в массе при высушивании», «Микробиологическая чистота», а также 
контроль посторонних примесей (сульфатной золы, тяжелых металлов и мышья-
ка) и консервантов (парабенов, серы диоксида). Сравнительный анализ фарма-
копейных требований показал, что наиболее детализирован подход к контролю 
качества ТЖК в ГФ РБ и ФКНР. На основе анализа материалов регистрационных 
досье на 65 препаратов в форме «капсулы», установлено, что в России чаще 
всего используют ТЖК восьми производителей. Стандарты качества ТЖК этих 
производителей содержат все общие показатели качества, соответствующие 
фармакопейным требованиям, а также дополнительные показатели «Мышьяк», 
«Смазывающие вещества».
ВЫВОДЫ. В результате проведенного сравнительного анализа фармакопей-
ных стандартов качества на ТЖК и стандартов производителей обоснован 
выбор необходимых показателей качества, норм и требований для включения 
в проект фармакопейной статьи на ТЖК без содержимого.

Ключевые слова: твердые желатиновые капсулы; желатин; вспомогательные вещества; красители; 
консерванты; методы анализа; фармакопейные требования
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Pharmacopoeias’ and Manufacturers’ 
Requirements for the Quality of Hard Gelatin 
Capsule Shells

	 Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, 
8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, Russian Federation

	 Oksana A. Matveeva; matveeva@expmed.ru

INTRODUCTION. The lack of national requirements regulating the quality of empty 
hard gelatin capsule shells (before filling with medicines) causes difficulties not 
only for capsule developers and manufacturers but also for experts evaluating reg-
ulatory submissions. This necessitates a comparative analysis of Russian and inter-
national requirements for the quality of hard gelatin capsule shells in order to draft 
a pharmacopoeia monograph on empty hard gelatin capsule shells.
AIM. This study aimed to analyse the level of quality requirements for hard gelatin 
capsule shells, the selection of quality attributes for testing, and the applicable 
methods and analytical procedures for the preparation of a draft monograph for 
the State Pharmacopoeia of the Russian Federation.
DISCUSSION. The results of this study indicate that the growing interest of man-
ufacturers in producing capsule formulations is due to a number of features and 
advantages of this dosage form. Monographs on empty hard gelatin capsule shells 
are available in the State Pharmacopoeia of the Republic of Belarus, the Indian 
Pharmacopoeia, the Pharmacopoeia of the People’s Republic of China, the Korean 
Pharmacopoeia, and the Japanese Pharmacopoeia. The pharmacopoeial require-
ments for hard gelatin capsule shells include testing for quality attributes, such as 
description, identification (gelatin, titanium dioxide, dyes, and preservatives), odour, 
average capsule mass, disintegration, loss on drying, microbiological quality, impu
rities (sulfate ash, heavy metals, and arsenic), and preservatives (parabens and sul-
fur dioxide). Compared with other pharmacopoeias, the pharmacopoeias of Belarus 
and China provide the most detailed approach to the control of hard gelatin capsule 
shells. According to the materials of registration dossiers for 65 medicinal products 
formulated as capsules, the hard gelatin capsule shells that are most frequently 
used in Russia are produced by eight manufacturers. The specifications of these 
manufacturers include all the common quality attributes described in the pharma-
copoeias and additional tests for arsenic and lubricants.
CONCLUSIONS. The results of this comparative analysis of pharmacopoeial quality 
standards and manufacturers’ specifications for hard gelatin capsule shells justify 
the selection of the necessary quality attributes, limits, and requirements for inclu-
sion in the draft monograph on empty hard gelatin capsule shells.

Keywords: hard gelatin capsules; gelatin; excipients; dyes; preservatives; methods of analysis; pharmacopoeial 
requirements
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ВВЕДЕНИЕ
Твердые желатиновые капсулы (ТЖК) широко 
используются для производства лекарствен-
ных препаратов (ЛП). Капсульное производство 
в СССР появилось еще во второй половине 
ХХ века, но до сих пор в Российской Федерации 
отсутствуют общие требования к контролю каче-

ства пустых ТЖК (без содержимого). Представля
ется актуальным проведение сравнительного 
анализа требований зарубежных фармакопей 
к качеству ТЖК, который может стать основой 
для подготовки проекта соответствующей фар-
макопейной статьи (ФС) для Государственной 
фармакопеи Российской Федерации (ГФ РФ).
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Kovaleva E.L., Matveeva O.A., Shelestova V.V., Balatskaya K.A. 

Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2024. Т. 14, № 6

Цель работы — оценка уровня требований к каче-
ству твердых желатиновых капсул (ТЖК), выбор 
показателей качества, нормативных требова-
ний, методов и методик анализа для подготовки 
проекта фармакопейной статьи на ТЖК.

Задачи исследования:
•	 оценить объемы применения ТЖК для произ-

водства зарегистрированных в Российской 
Федерации препаратов в лекарственной 
форме «капсулы»;

•	 провести сравнительный анализ требований 
зарубежных фармакопей к качеству ТЖК;

•	 провести сравнительный анализ норматив-
ных документов производителей, регламен-
тирующих качество ТЖК (спецификаций, 
сертификатов качества, аналитических мето-
дик на ТЖК).

В работе использовали методы сравнительного 
информационно-аналитического исследования 
и контент-анализа. Проведен сравнительный 
анализ требований к качеству пустых ТЖК, кото-
рые описаны в ФС «Капсулы твердые желатино-
вые» Государственной фармакопеи Республики 
Беларусь (ГФ РБ)1, монографиях «Vacant Gelatin 
Capsules» Фармакопеи Китайской Народной 
Республики (ФКНР)2, «Hard Gelatin Capsule 
Shells» Индийской фармакопеи (ИФ)3, «Hard 
Gelatin Capsule Shells» Японской фармакопеи 
(ЯФ)4, «Capsules» Фармакопеи Республики Корея 
(ФРК)5 и проекте монографии «Hard Gelatin 
Capsule Shells» для Фармакопеи США (USP)6.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Общая характеристика ТЖК и их получение. 
Под капсулами подразумевают как готовые до-
зированные формы, состоящие из полимерной 
оболочки, наполненные различными вещества-
ми, так и незаполненные емкости заданных раз-
меров, предназначенные для капсулирования7.

Среди дозированных лекарственных форм ЛП 
в капсулах занимают приоритетное положе-
ние после таблеток и растворов в ампулах [1]. 
Производство и потребление лекарственных 
средств в форме капсул в России увеличивает-
ся [2]. К преимуществам лекарственной формы 
«капсулы» можно отнести высокую точность до-
зирования помещаемых в них лекарственных 
веществ (±3%), маскировку неприятных орга-
нолептических свойств лекарственных средств 

(вкуса, запаха), удобство в применении (некото-
рые капсулы благодаря гладким и скользящим 
оболочкам легче принимать внутрь), способ-
ность оболочки капсулы обеспечивать защиту 
от разрушающей среды желудочно-кишечного 
тракта и предупреждать контакт с пищей и дру-
гими лекарственными средствами, возможность 
применять субстанции в неизменном виде, 
не подвергая их влажной грануляции, тепло-
вому воздействию, давлению (как при произ-
водстве таблеток), возможность использовать 
меньшее количество вспомогательных веществ, 
чем при производстве таблеток [3]. Снижение 
качества ТЖК может привести к неэффективной 
доставке действующего вещества в организм 
человека [4].

В зависимости от содержания пластификаторов, 
физических характеристик оболочки и техно-
логии получения различают два типа капсул: 
мягкие (с цельной оболочкой) и твердые (кор-
пус с крышечкой) [5]. Мягкие желатиновые кап-
сулы (МЖК) получили свое название от того, 
что в процессе их изготовления наполнитель 
помещают в еще мягкую, эластичную оболочку, 
после чего капсулы подвергаются дальнейшим 
процессам формования, в результате которых 
первоначальная эластичность оболочки ча-
стично, а иногда и полностью теряется [6]. ЛП 
в форме МЖК представлены на рынке в мень-
шем количестве по сравнению с препаратами 
в ТЖК. Доля зарегистрированных препаратов, 
выпускаемых в ТЖК, на российском рынке со-
ставляет 91%, а в МЖК, соответственно, 9% [2]. 
Твердые капсулы заполняют лекарственным 
средством только после полного технологиче-
ского цикла формования, когда готовые обо-
лочки приобретут жесткость [7]. Как правило, 
пустые ТЖК не производятся самим производи-
телем ЛП, а закупаются в готовом виде. Процесс 
получения ТЖК не является простым из-за ряда 
технологических ограничений: бóльшая дли-
тельность процесса формования по сравне-
нию с таблетированием из-за медленной суш-
ки капсул, необходимость контроля качества 
капсул, возможность потенциальных дефектов 
(протекание, деформация или склеивание кап-
сул), высокая доля отходов (до 30%) в процессе 
производства капсул, гигроскопичность и воз-
можность контаминации желатиновой оболочки 

1	 Государственная фармакопея Республики Беларусь. II изд. 2012.
2	 Chinese Pharmacopoeia. Vol. 4. 2020.
3	 Indian Pharmacopoeia. 9th ed. 2022.
4	 Japanese Pharmacopoeia. 18th ed. English version; 2021.
5	 Korean Pharmacopoeia. 12th ed. 2024.
6	 https://www.uspnf.com/pharmacopeial-forum/pf-legacy-pdfs-archive-28-44
7	 ОФС.1.4.1.005 Капсулы. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1. М.; 2023.
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микроорганизмами, что требует применения 
консервантов и соблюдения определенных 
условий хранения [8]. Для производства ТЖК 
в настоящее время применяют в основном ме-
тод погружения, основанный на использовании 
охлажденных, смазанных маслом специальных 
«макальных» рам со штифтами в форме капсул. 
Штифты опускают в нагретую желатиновую мас-
су, которая застывает на них тонкой оболочкой, 
после чего оболочку снимают и формуют капсу-
лы8 [9, 10].

По внешнему виду ТЖК представляют собой 
цилиндр с полусферическими концами, состоя-
щий из двух частей — корпуса и крышечки, ко-
торые входят одна в другую, не образуя зазоров. 
Для надежного соединения корпуса с крышеч-
кой и предотвращения их раскрытия в процессе 
транспортировки на капсулах предусмотрены 
«замки» в виде специальных канавок и выступов 
[11]. ТЖК имеют восемь стандартных типоразме-
ров от 5 до 000 вместимостью от 0,13 до 1,37 мл 
и дополнительный девятый типоразмер № 0el 
вместимостью 0,78 мл (0 elongated), т.е. раз-
мер 0 капсул удлиненной формы9. Согласно ГФ 
РФ XV изд. допускается возможность использо-
вания капсул других размеров10.

Ранее, до 1980-х гг., ТЖК наполняли в основ-
ном порошками и гранулами, в настоящее вре-
мя ТЖК наполняют также капсулами меньших 
размеров, микрокапсулами, микротаблетками, 
пеллетами, липофильными вязкими жидкостями, 
пастами. В зависимости от способа применения 
различают капсулы для приема внутрь, капсулы 
ректальные, капсулы для рассасывания, капсу-
лы жевательные, капсулы вагинальные, капсулы 
с порошком для ингаляций и др.11

Основным компонентом капсульной оболочки 
является желатин, используют и другие поли-
мерные структурообразователи и вспомога-
тельные вещества: непрозрачные наполнители, 
поверхностно-активные вещества, антимикроб-
ные консерванты, красители, ароматизаторы, 
разрешенные к медицинскому применению12.

Желатин — продукт частичного гидролиза кол-
лагена, образующего главную часть соедини-

тельной ткани позвоночных. Наиболее часто 
используемыми источниками желатина являют-
ся свиная кожа (46%), бычьи шкуры (29,4%), ко-
сти свиней и крупного рогатого скота (23,1%), 
кости и хрящи рыб (1,5%) [12]. Используемый 
метод гидролиза коллагена определяет приро-
ду конечного продукта, обозначенного как же-
латин марки А (кислотный) и марки В (щелоч-
ной), которые различаются между собой 
по ряду физико-химических показателей [11, 
13]. В Российской Федерации получают жела-
тин марки В, а за рубежом в производстве кап-
сул используют смеси желатина А и В, получая 
желатиновую массу с наиболее оптимальными 
реологическими характеристиками (прочность, 
вязкость и др.) [14].

Фармакопейные требования к качеству ТЖК. 
Оценивают внешний вид капсул, их форму, по-
верхность и структуру, исходные компоненты, 
входящие в состав капсул. Капсулы должны 
иметь гладкую поверхность, не должны содер-
жать воздушных пузырьков и механических по-
вреждений13.

Согласно ГФ РБ14 требуется определение внеш-
него вида и физических характеристик капсул 
с указанием количества испытуемых капсул 
и методик анализа. Соответствие физических 
характеристик капсул определяют по пара-
метрам «длина закрытой на «замок» капсулы», 
«толщина стенки капсулы», «масса 100 капсул», 
указаны допустимые отклонения. По ИФ15 так же, 
как и по ГФ РБ, предусмотрена оценка внешнего 
вида и размеров капсул. В ФКНР приведено опи-
сание капсул, но, в отличие от ГФ РБ и ИФ, указа-
ние размеров не предусмотрено, однако преду-
смотрено определение запаха капсул в рамках 
показателя «Описание» с нормой «Запах отсут-
ствует»16. В монографии ИФ определение запа-
ха вынесено в отдельный показатель «Запах». 
Определение по этому показателю проводится 
на 100 капсулах, предварительно выдержанных 
в герметично укупоренном сосуде при темпе-
ратуре 30–40  ºС в течение суток (норма: «Не 
должно наблюдаться постороннего запаха»). 
В соответствующей монографии ФРК описа-
ние ограничено одной фразой «Эластичные 

8	 Мягкие лекарственные формы Желатиновые капсулы. Изготовление оболочек капсул способом погружения. В кн.: Бы-
ковский СН, Василенко ИА, Демина НБ, ред. Фармацевтическая разработка: концепция и практические рекомендации. 
Научно-практическое руководство для фармацевтической отрасли. М.: Перо; 2015.

9	 ОФС.1.4.1.005 Капсулы. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1. М.; 2023.
10	Там же.
11	Там же. 
12	Там же.
13	Там же.
14	Капсулы желатиновые. Государственная фармакопея Республики Беларусь. II изд. 2012.
15	Hard gelatin capsule shells. Indian Pharmacopoeia. 9th ed. 2022.
16	Vacant gelatin capsules. Chinese Pharmacopoeia. Vol. 4. 2020.
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и не имеют запаха»17. Описания внешнего вида 
капсул в ЯФ не указано18. В проекте монографии 
USP определения внешнего вида капсул также 
не предусмотрено19.

Согласно ИФ и ГФ РБ требуется определение 
средней массы капсул. В ГФ РБ по показателю 
«Масса 100 капсул» нормы не указаны. В мо-
нографии ИФ введены значения номинальной 
массы для капсул пяти размеров (от «0» до «4»), 
испытанию также подлежат 100 капсул, для ко-
торых отклонение средней массы от номиналь-
ной должно укладываться в диапазон ±10%. 
В ФКНР, ЯФ и ФРК контроль средней массы кап-
сул не предусмотрен.

Контроль качества капсул включает идентифика-
цию их химического состава. Поскольку основным 
компонентом ТЖК является желатин, его иденти-
фикация является обязательной и осуществляет-
ся с использованием качественных реакций. 
Согласно ФКНР подлинность желатина опреде-
ляют по реакции с дихроматом калия в растворе 
соляной кислоты, осаждением белков с таниновой 
кислотой и в реакции с натронной известью с об-
разованием газа, который окрашивает смоченную 
красную лакмусовую бумажку в синий цвет (реак-
ция на аминный азот в белках)20.

В ГФ РБ указаны две качественные реакции: 
с таниновой кислотой и раствором меди(II) суль-
фата (биуретовая реакция). В монографии ИФ 
приведены реакции осаждения белков пикрино-
вой и таниновой кислотами. В проекте моногра-
фии USP предусмотрено включение двух каче-
ственных реакций на желатин: взаимодействие 
с раствором меди(II) сульфата (биуретовая ре-
акция), в результате которой образуется фиоле-
товое окрашивание, и идентификация желиру-
ющего желатина (нагревание раствора твердых 
желатиновых капсул до 60 ºС в течение 15 мин 
с последующим выдерживанием до 6 ч при тем-
пературе 2–8  ºС, в результате при переворачи-
вании пробирки ее содержимое не вытекает)21. 
В ЯФ и ФРК идентификация не предусмотрена. 
Качественные реакции с раствором меди(II) 
сульфата, таниновой кислотой и реакция на ге-
леобразование используются в ГФ РФ XIV изд.22

Для придания более эстетичного вида, обозна-
чения разных дозировок одного и того же ЛП 

и удобства при использовании потребителями 
капсулы при производстве окрашивают. В каче-
стве красителей используют вещества природ-
ного происхождения (карминовая кислота, хло-
рофилл, бета-каротин и др.), малая токсичность 
которых подтверждена согласно регуляторным 
требованиям в большинстве стран, неоргани-
ческие пигменты (красители на основе железа 
оксида  — желтый, красный и черный), а также 
органические красители, разрешенные к меди-
цинскому применению. Количество красителей 
в составе одной капсулы, как правило, не пре-
вышает 50 мкг.

В ГФ РБ предусмотрена идентификация органи-
ческих красителей (хинолиновый желтый, апель-
синовый желтый, кармузан, понсо 4R, красный 
очаровательный, индигокармин, бриллиантовый 
голубой, зеленый S) методом спектрофотомет-
рии в диапазоне от 350 до 650 нм, указаны дли-
ны волн, при которых наблюдается максимум 
поглощения, и удельные показатели поглощения 
красителей23. Присутствие в капсулах в качестве 
красителя железа(III) оксида определяют каче-
ственной реакцией зольного остатка с раствора-
ми аммония персульфата и аммония роданида 
с образованием железо-роданидного комплекса, 
окрашивающего раствор в темно-красный цвет.

Если фармацевтические субстанции являют-
ся светочувствительными, используют капсулы 
с замутнителями — веществами, позволяющими 
получить непрозрачные капсулы. При добавле-
нии замутнителей в желатиновой массе обра-
зуется устойчивая мелкодисперсная суспензия. 
Чаще всего в качестве замутнителя в состав 
капсул добавляют титана диоксид, реже — алю-
миния гидроксид или кальция карбонат. В ГФ РБ 
предусмотрена идентификация титана диокси-
да: получают зольный остаток и проводят реак-
цию с калия сульфатом с последующим добав-
лением серной кислоты и нескольких капель 
раствора пероксида водорода, в результате 
образуется пероксидный комплекс титана(IV), 
окрашенный в желтый цвет24. В других фарма-
копеях идентификация красителей и замутни-
телей не предусмотрена.

В составе желатиновой капсулы вода выполняет 
функцию пластификатора, при снижении количе-
ства воды стенки капсулы теряют эластичность, 

17	Capsules. Korean Pharmacopoeia. 12th ed. 2024. 
18	Hard gelatin capsule shells. Japanese Pharmacopoeia. 18th ed. English version. 2021.
19	https://www.uspnf.com/pharmacopeial-forum/pf-legacy-pdfs-archive-28-44
20	Chinese Pharmacopoeia. Vol. 4. 2020.
21	https://www.uspnf.com/pharmacopeial-forum/pf-legacy-pdfs-archive-28-44
22	ФС.2.1.0099.18 Желатин. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 3. М.; 2018.
23	 Государственная фармакопея Республики Беларусь. II изд. 2012.
24	Там же.
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становятся хрупкими [15]. Избыточное влаго-
содержание приводит к набуханию стенок кап-
сулы. Как повышение, так и понижение влаж-
ности капсул может негативно сказываться 
на свойствах лекарственных средств, которы-
ми заполняют капсулы. Поэтому нормирова-
ние содержания влаги по показателю «Потеря 
в массе при высушивании» является критичным 
для желатиновых капсул. Согласно требованиям 
большинства фармакопей испытание проводят 
из навески массой 1 г при температуре 105  ºС. 
Нормы содержания воды по ГФ РБ, моногра-
фиям ФКНР и ИФ укладываются в диапазон 
12–17%, в ЯФ указаны более узкие нормы: 13–
16%25. Исключение составляют требования USP, 
согласно которым нижний предел содержания 
влаги 9,0%26.

Важным показателем качества ТЖК является их 
распадаемость, которую определяют по скоро-
сти разрушения капсул в результате механиче-
ского воздействия или растворения в воде, либо 
в кислоте хлористоводородной, либо в искус-
ственном (натуральном) желудочном и (или) ки-
шечном соке. Температура, при которой прово-
дят испытание распадаемости ТЖК, составляет 
37±2  ºС, если указано, используют диски. В та-
блице 1 приведено время распадаемости, регла-
ментированное различными фармакопеями.

В монографии ИФ (табл. 1) дополнительно отме-
чается, что испытание на распадаемость не при-
меняют к капсулам, предназначенным для ис-
пользования в ингаляционных препаратах. В ЯФ 
и ФРК контроль распадаемости капсул не преду-
смотрен. По ФКНР испытания проводят с кап-
сулами, заполненными тальком, что позволяет 
приблизить полученные результаты к предпо-
лагаемым результатам испытания ЛП на распа-
даемость27. Согласно USP также предусмотрена 
возможность заполнения капсул вспомогатель-
ными веществами: например крахмалом, таль-
ком или лактозой28.

Любая лекарственная форма, включая капсулы, 
должна оставаться стабильной в течение уста-
новленного срока годности, т.е. сохранять свои 
исходные свойства и соответствовать стандар-
там качества при соблюдении условий хранения. 
Чтобы обеспечить стабильность, в состав капсул 
добавляют консерванты, например метилпара-
гидроксибензоат и пропилпарагидроксибензо-
ат, имеющие разный спектр действия и часто 
использующиеся в комбинации (в соотношении 
4:1). Реже в качестве консерванта используют 
сорбиновую кислоту. Согласно требованиям 
ИФ, ЯФ и ФРК на ТЖК содержание консерван-
тов не оценивают, а в ГФ РБ и ФКНР их контроль 
предусмотрен, испытание проводят методом 

25	 Japanese Pharmacopoeia. 18th ed. English version. 2021.
26	https://www.uspnf.com/pharmacopeial-forum/pf-legacy-pdfs-archive-28-44
27	Chinese Pharmacopoeia. Vol. 4. 2020.
28	https://www.uspnf.com/pharmacopeial-forum/pf-legacy-pdfs-archive-28-44

Таблица 1. Требования зарубежных фармакопей по показателю «Распадаемость» для контроля качества твердых желатиновых 
капсул

Table 1. International pharmacopoeial requirements for the disintegration of hard gelatin capsule shells

Фармакопеи
Pharmacopoeias

Нормы
Requirements

Интерпретация результатов
Result interpretation

Государственная фармакопея 
Республики Беларусь, 2012
State Pharmacopoeia of the 
Republic of Belarus, 2012

Не более 20 мин, диски используют 
при необходимости. Допускается наличие 
оболочки на сетке
Not more than 20 min; if necessary, add discs. 
The shell may remain on the basket mesh.

1 этап — 6 капсул. Если 1 или 2 капсулы 
не распались, испытание повторяют 
на других 12 капсулах. Не менее 16 из 18 
капсул должны распадаться
Stage 1: 6 capsules. If 1 or 2 capsules fail to 
disintegrate, repeat the test on 12 additional 
capsules. The requirements of the test are 
met if not fewer than 16 of the 18 capsules 
tested have disintegrated

Фармакопея США, 2024
United States Pharmacopeia, 2024

Не более 15 мин, с использованием дисков
Not more than 15 min; with discs

Индийская фармакопея, 2022
Indian Pharmacopoeia, 2022

Не более 15 мин, с использованием дисков
Not more than 15 min; with discs

Фармакопея Китайской 
Народной Республики, 2020
Pharmacopoeia of the People’s 
Republic of China, 2020

Заполненные тальком 6 капсул должны 
распадаться в течение 10 мин, если 
одна из капсул не распалась — проводят 
повторный тест
6 talc-filled capsules disintegrate within 10 min. 
If 1 capsule fails to disintegrate, repeat the test

1 этап — 6 капсул. Если 1 капсула 
не распадется, то повторяют испытание 
на 6 капсулах. Не менее 11 капсул из 12 
должны распадаться
Stage 1: 6 capsules. If 1 capsule fails to 
disintegrate, repeat the test on 6 additional 
capsules. The requirements of the test are 
met if not fewer than 11 of the 12 capsules 
tested have disintegrated

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors
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высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии. Содержание метил- и пропилпарагидрок-
сибензоатов в ГФ РБ нормируется по верхнему 
пределу — не более 0,4 и 0,1% соответственно29. 
Согласно ФС ГФ РБ проведение испытания яв-
ляется обязательным, даже если в маркировке 
не указано наличие консервантов. Отличием 
требований ФКНР является определение обще-
го содержания парабенов (метил-, этил-, про-
пил-, и бутилпарагидроксибензоатов), которых 
в сумме должно быть не более 0,05%30. В моно-
графии ФКНР указано, что испытание не прово-
дят, если парабены не используются в произ-
водстве капсул.

Помимо определения содержания парабенов, 
в ФКНР предусмотрен контроль сульфитов, ко-
торые, как правило, в виде натрия сульфита 
или натрия метабисульфита, также могут ис-
пользоваться при производстве желатиновых 
капсул. Сульфиты служат источником диоксида 
серы, являющегося консервантом, остаточное 
содержание которого в ТЖК не должно превы-
шать 100 ppm (0,01%)31. В то же время допусти-
мое содержание диоксида серы в желатине со-
ставляет «не более 50 ppm» и регламентировано 
во всех монографиях на желатин. Увеличение 
его допустимого предела в ТЖК не совсем объ-
яснимо.

Оценку содержания примесей в ТЖК прово-
дят путем определения общей золы, сульфат-
ной золы и тяжелых металлов. Содержание 
общей золы характеризует общее содержание 
веществ минерального происхождения в ЛП 
и ТЖК и контролируется только согласно тре-
бованиям ГФ РБ. Нормы по показателю «Общая 
зола» для прозрачных и непрозрачных капсул 
различаются, что связано с содержанием за-
мутнителя, как правило, титана диоксида (про-
зрачные капсулы — не более 2,0%, прозрачные/
непрозрачные  — не более 5,0%, непрозрач-
ные  — не более 7,0%)32. Взамен показателя 
«Общая зола» в ФКНР предусмотрено опреде-
ление «Сульфатной золы» (прозрачные капсу-
лы — не более 2,0%, прозрачные/непрозрачные 
капсулы — не более 3,0%, непрозрачные капсу-
лы — не более 5,0%)33.

Испытание на тяжелые металлы, согласно 
ГФ РБ, проводят из зольного остатка, сравнива-
ют окраску испытуемого и эталонного раство-
ров (норма: «не более 0,005%»)34. По показа-
телю «Тяжелые металлы» в ФКНР установлены 
более жесткие требования: «не более 40 ppm» 
(0,004%)35, в других фармакопеях контроль тя-
желых металлов не предусмотрен.

Согласно ФКНР для ТЖК необходим контроль 
по показателю «Хром», для содержания кото-
рого установлена норма «не более 2 ppm»36. 
Определение проводят методом атомно-аб-
сорбционной спектрометрии. Обычно соеди-
нения хрома используются для дубления шкур, 
отходы кожевенного производства являются сы-
рьем для получения желатина. В Китае в 2012 г. 
в желатиновых капсулах было обнаружено вы-
сокое содержание хрома, причиной чего явля-
лось использование для производства капсул 
технического желатина вместо пищевого37. В со-
ответствии с российскими требованиями содер-
жание хрома в пищевом желатине не должно 
превышать 10 ppm, согласно ГФ РФ XIV изд. так-
же установлен предел содержание хрома «не 
более 10 ppm»38.

Желатиновая масса является благоприятной 
средой для размножения микроорганизмов. 
В ГФ РБ по показателю «Микробиологическая 
чистота» не приведены нормы, а указана ссыл-
ка на статью 5.1.4. «Микробиологическая чи-
стота нестерильных лекарственных средств 
и фармацевтических субстанций», согласно ко-
торой к ТЖК предъявляют общие требования 
по содержанию аэробных микроорганизмов  — 
не более 1000 КОЕ/г (103 КОЕ/г) и грибов  — 
не более 100 КОЕ/г (102 КОЕ/г). Дополнительно 
предусмотрен контроль специфицированных 
микроорганизмов: ТЖК должны соответство-
вать требованиям для субстанций природно-
го происхождения (национальные требова-
ния)  — отсутствие Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa и Staphylococcus aureus в 1 г; отсут-
ствие Salmonella в 10 г; не более 102 КОЕ/г гра-
мотрицательных бактерий, толерантных к жел-
чи, либо не более 102 КОЕ/г бактерий семейства 
Enterobacteriaceae при испытании в соответствии 

29	Государственная фармакопея Республики Беларусь. II изд. 2012.
30	Chinese Pharmacopoeia. Vol. 4. 2020.
31	Там же.
32	 Государственная фармакопея Республики Беларусь. II изд. 2012.
33	Chinese Pharmacopoeia. Vol. 4. 2020.
34	Государственная фармакопея Республики Беларусь. II изд. 2012.
35	Chinese Pharmacopoeia. Vol. 4. 2020.
36	Там же.
37	Morrison N. SFDA clamps down on chromium-tainted gel capsules. 2012. https://www.outsourcing-pharma.com/Article/2012/04/ 

23/SFDA-clamps-down-on-chromium-tainted-gel-capsules
38	ФС.2.1.0099.18 Желатин. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.

https://www.outsourcing-pharma.com/Article/2012/04/23/SFDA-clamps-down-on-chromium-tainted-gel-capsules
https://www.outsourcing-pharma.com/Article/2012/04/23/SFDA-clamps-down-on-chromium-tainted-gel-capsules
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с альтернативной методикой определения. 
Согласно ФКНР и ИФ, в отличие от требований 
ГФ РБ, не проводится определение грамотри-
цательных бактерий, толерантных к желчи, бак-
терий семейства Enterobacteriaceae, P. aeruginosa 
и S. aureus39 и не контролируется содержание 
дрожжевых и плесневых грибов40. Контроль 
по показателю «Микробиологическая чисто-
та» предусмотрен в ЯФ и проекте монографии 
USP. Согласно ЯФ контролируют исключитель-
но количество аэробных микроорганизмов, 
дрожжевых и плесневых грибов. В монографии 
ФРК указания по микробиологической чистоте 
не приведены (табл. 2).

Единые нормы для пустых ТЖК применять некор-
ректно, так как ЛП в лекарственной форме «кап-
сулы» классифицируют в зависимости от способа 
применения: капсулы для приема внутрь, капсу-
лы для ингаляций и др. ЛП для ингаляций долж-

ны соответствовать требованиям 2-й категории 
препаратов по микробиологической чистоте со-
гласно ГФ РФ XIV изд.41, при этом сама капсула 
в организм человека не попадает, но попадает 
ее содержимое. ЛП для приема внутрь относят 
к 3-й категории по микробиологической чистоте.

Такой же дифференцированный подход преду-
смотрен в проекте монографии USP, опреде-
лены 4 категории капсул: для приема внутрь, 
для ингаляций, для назального применения 
и вагинальные42. Требования к микробиологиче-
ской чистоте капсул, указанные в проекте моно-
графии USP, представлены в таблице 3.

В монографию ФКНР, в отличие от ГФ РБ, ИФ, АФ, 
ЯФ и ФКР, дополнительно включены показате-
ли качества «Степень уплотнения», «Хрупкость», 
«Вязкость», «Этиленхлоргидрин», «Этиленоксид 
(оксан)»43.

39	Chinese Pharmacopoeia. Vol. 4. 2020.
	 Indian Pharmacopoeia. 9th ed. 2022.
40	Indian Pharmacopoeia. 9th ed. 2022.
41	ОФС.1.2.4.0002.18 Микробиологическая чистота. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
42	https://www.uspnf.com/pharmacopeial-forum/pf-legacy-pdfs-archive-28-44
43	Chinese Pharmacopoeia. Vol. 4. 2020.

Таблица 2. Сравнительная характеристика требований зарубежных фармакопей по показателю «Микробиологическая чисто-
та» для твердых желатиновых капсул

Table 2. Comparison of international pharmacopoeial requirements for the microbiological quality of hard gelatin capsule shells

Определяемый показатель
Parameter

Фармакопейные требования
Pharmacopoeial requirements

ГФ РБ
Ph. Bel.

ФКНР
ChP

ИФ
IP

ЯФ
JP

Общее количество аэробных 
микроорганизмов
Total aerobic microbial count

Не более 1000 
КОЕ/г

Not more than 
1000 CFU/g

Не более 1000 
КОЕ/г

Not more than 
1000 CFU/g

Не более 1000 
КОЕ/г

Not more than 
1000 CFU/g

Не более 1000 
КОЕ/г

Not more than 
1000 CFU/g

Общее количество дрожжевых  
и плесневых грибов
Total yeasts and moulds count

Не более 100 КОЕ/г
Not more than 

100 CFU/g

Не более 100 КОЕ/г
Not more than 

100 CFU/g
–

Не более 100 КОЕ/г
Not more than 

100 CFU/g

Escherichia coli Отсутствие в 1 г
Absent in 1 g

Отсутствие в 1 г
Absent in 1 g

Отсутствие в 1 г
Absent in 1 g –

Staphylococcus aureus Отсутствие в 1 г
Absent in 1 g – – –

Pseudomonas aeruginosa Отсутствие в 1 г
Absent in 1 g – – –

Грамотрицательные бактерии, 
толерантные к желчи
Absence of bile-tolerant gram-
negative bacteria

Не более 100 КОЕ/г
Not more than 

100 CFU/g
– – –

Бактерии рода Salmonella
Absence of Salmonella

Отсутствие в 10 г
Absent in 10 g

Отсутствие в 10 г
Absent in 10 g

Отсутствие в 10 г
Absent in 10 g –

 Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. ГФ РБ — Государственная фармакопея Республики Беларусь, 2012; ФКНР — Фармакопея Китайской Народной Респуб-
лики, 2020; ИФ — Индийская фармакопея, 2022; ЯФ — Японская фармакопея, 2021; «–» — определение не предусмотрено.
Note. Ph. Bel., State Pharmacopoeia of the Republic of Belarus (2012); ChP, Pharmacopoeia of the People’s Republic of China (2020);  
IP, Indian Pharmacopoeia (2022); JP, Japanese Pharmacopoeia (2021); — , not provided.
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Показатель качества «Степень уплотнения» слу-
жит для проверки герметичности капсул, а по-
казатель «Хрупкость» является способом оцен-
ки прочности капсул. По показателю «Вязкость» 
определяют кинематическую вязкость водного 
раствора капсул. Эти показатели можно отнести 
к фармацевтико-технологическим испытаниям, 
которые, по нашему мнению, следует проводить 
в рамках процесса производства ТЖК.

Этиленоксид (оксан) широко использовался  
для стерилизации капсул в 1970–1980 гг.,  
но в настоящее время больше не применяется 
в странах Европейского союза и США, однако 
используется в Китае44 [16]. Этиленоксид пред-
ставляет собой бесцветный газ, который облада-
ет раздражающим, сенсибилизирующим и нар-
котическим действием45. Имеются также данные 
о его канцерогенных свойствах46. В монографии 
ФКНР отмечено, что содержание этиленокси-
да определяют в случае, если он используется 
для стерилизации капсул. Этиленхлоргидрин 

вместе с этиленгликолем образуются при раз-
рушении этиленоксида. Необходимость коли-
чественного определения этиленхлоргидрина 
связана с его высокой токсичностью. Для опре-
деления этиленоксида и этиленхлоргидрина ис-
пользуют метод газовой хроматографии.

Таким образом, на основании проведенного 
анализа требований зарубежных фармакопей 
установлено:
•	 ФС и монографии на пустые ТЖК включены 

в ГФ РБ, ФКНР, ИФ, ЯФ, ФРК. Подготовлен 
проект монографии для USP. В Российской 
Федерации отсутствуют национальные тре-
бования, регламентирующие качество ТЖК;

•	 наиболее детально требования к качеству 
ТЖК определены в ГФ РБ и ФКНР;

•	 общими показателями качества для ТЖК 
согласно требованиям ГФ РБ, ФКНР, ИФ 
являются «Описание», «Распадаемость», 
«Подлинность», «Потеря в массе при высу-
шивании», «Микробиологическая чистота». 

Таблица 3. Требования по показателю «Микробиологическая чистота», указанные в проекте монографии Фармакопеи США на 
твердые желатиновые капсулы

Table 3. Microbiological quality requirements set forth in the United States Pharmacopeia monograph on hard gelatin capsule shells

Определяемый показатель
Parameter

Требования Фармакопеи США для отдельных категорий капсул
United States Pharmacopeia requirements for specific types of capsules

Для приема внутрь
Oral capsules

Для ингаляционного 
применения

Capsules for inhalation

Для назального 
применения

Capsules for nasal use

Для вагинального 
применения

Vaginal capsules

Общее количество аэробных 
микроорганизмов
Total aerobic microbial count

Не более 1000 КОЕ/г
Not more than 
1000 CFU/g

Не более 100 КОЕ/г
Not more than 

100 CFU/g

Не более 100 КОЕ/г
Not more than 

100 CFU/g

Не более 100 КОЕ/г
Not more than 

100 CFU/g

Общее количество дрожже-
вых и плесневых грибов
Total yeasts and moulds count

Не более 100 КОЕ/г
Not more than 

100 CFU/g

Не более 10 КОЕ/г
Not more than 

10 CFU/g

Не более 10 КОЕ/г
Not more than 

10 CFU/g

Не более 10 КОЕ/г
Not more than 

10 CFU/g

Escherichia coli Отсутствие
Absent – – –

Staphylococcus aureus
– Отсутствие

Absent
Отсутствие

Absent
Отсутствие

Absent

Pseudomonas aeruginosa
– Отсутствие

Absent
Отсутствие

Absent
Отсутствие

Absent

Грамотрицательные бактерии, 
толерантные к желчи
Absence of bile-tolerant 
gram-negative bacteria

– Отсутствие
Absent – –

Candida albicans
– – – Отсутствие

Absent
Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. «–» — определение не предусмотрено.
Note. –, not provided.

44	Яковлев ГА. О нежелательности газовой стерилизации рН-зондов (ZpH-зондов) окисью этилена. Функциональная гастро-
энтерология. 2014. https://www.gastroscan.ru/literature/authors/7499 

45	Там же.
46	Монахова М. Стерилизация излучением, стерилизация этиленоксидом. http://sterilize.ru/2019/12/22/стерилизация-излу-

чением-стерилизац/ 

http://sterilize.ru/2019/12/22/%D1%81%D1%82%D0%B5%D1%80%D0%B8%D0%BB%D0%B8%D0%B7%D0%B0%D1%86%D0%B8%D1%8F-%D0%B8%D0%B7%D0%BB%D1%83%D1%87%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%B5%D0%BC-%D1%81%D1%82%D0%B5%D1%80%D0%B8%D0%BB%D0%B8%D0%B7%D0%B0%D1%86/
http://sterilize.ru/2019/12/22/%D1%81%D1%82%D0%B5%D1%80%D0%B8%D0%BB%D0%B8%D0%B7%D0%B0%D1%86%D0%B8%D1%8F-%D0%B8%D0%B7%D0%BB%D1%83%D1%87%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%B5%D0%BC-%D1%81%D1%82%D0%B5%D1%80%D0%B8%D0%BB%D0%B8%D0%B7%D0%B0%D1%86/
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По ГФ РБ и ФКНР дополнительно необходим 
контроль содержания примесей и консер-
вантов в ТЖК. Монографии ЯФ и ФРК не со-
держат большинства требований, указанных 
в ГФ РБ, ФКНР, ИФ.

Сравнительный анализ требований производи-
телей ТЖК к их качеству. На основании матери-
алов 65 регистрационных досье на ЛП в лекар-
ственной форме «капсулы» (66% ЛП российского 
производства) проведен сравнительный анализ 
требований к качеству пустых ТЖК, указанных 
в нормативных документах производителей 
(спецификации, сертификаты анализа, паспорта 
входного контроля, аналитические методы и ме-
тодики анализа).

Установлено, что большинство российских 
производителей ЛП используют готовые ТЖК 
зарубежного производства. Для анализа было 
отобрано 8 производителей ТЖК, продукция ко-
торых чаще всего используется в производстве 
ЛП (табл. 4).

В результате проведенных исследований 
установлено, что в сертификатах анализа 
производители ТЖК обычно указывают ин-
формацию о составе капсул (перечень компо-
нентов, количество каждого из них) и стандарты, 

регламентирующие их качество. В состав ТЖК 
большинства производителей помимо желатина 
также входят титана диоксид и различные кра-
сители (железа оксиды и др.). В сертификатах 
на ТЖК двух производителей в составе допол-
нительно указаны вода очищенная и натрия лау-
рилсульфат.

Показатели качества «Описание» и «Подлин
ность» включены как в зарубежные фармакопеи, 
так и в сертификаты анализа производителей 
ТЖК и спецификации готовых ЛП. Для иденти-
фикации желатина в составе ТЖК все произ-
водители, за исключением одного, используют 
качественную реакцию с образованием харак-
терного геля при охлаждении раствора капсул, 
а также качественные реакции с растворами 
пикриновой, таниновой кислот и меди(II) суль-
фата. Только один производитель ТЖК проводит 
подтверждение подлинности желатина в соот-
ветствии с методиками монографии ФКНР.

Для идентификации титана диоксида произ-
водители используют качественную реакцию 
с пероксидом водорода, аналогичную указанной 
в ГФ РБ47. Подлинность красителей в составе ТЖК 
подтверждают методом тонкослойной хромато-
графии или качественной реакцией с раство-
ром ферроцианида калия (железа оксиды). 

Таблица 4. Производители твердых желатиновых капсул, используемых в России для производства готовых лекарственных 
препаратов в лекарственной форме «капсулы»

Table 4. Manufacturers of hard gelatin capsule shells used in Russia for the production of finished medicinal products formulated as 
capsules

Название производителя капсул, страна производства
Capsule shell manufacturer, country of manufacturing

Количество лекарственных препаратов, выпускаемых 
в капсулах указанного производителя

Number of medicinal products produced using capsule shells 
from the manufacturer

Capsugel, Бельгия
Capsugel, Belgium 28

ACG Europe d.o.o, Хорватия
ACG Europe d.o.o, Croatia 19

Hubei Humanwell Pharmaceutical Excipients Co., Ltd., Китай
Hubei Humanwell Pharmaceutical Excipients Co., Ltd., China 5

Цзянсу Лэфань Кэпсюл Ко., Лтд., Китай
Jiangsu Lefan Capsule Co., Ltd, China 4

Shanxi Guansheng Medicinal Capsule Co., Ltd (GS Capsule), Китай
Shanxi Guansheng Medicinal Capsule Co., Ltd (GS Capsule), China 3

ООО «Артлайф», Россия
OOO Artlife, Russia 3

Uni-Capsule (Jiangsu) Capsule Co., Ltd., Китай
Uni-Capsule (Jiangsu) Capsule Co., Ltd., China 2

Erawat Pharma Limited, Индия
Erawat Pharma Limited, India 1

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

47	 Государственная фармакопея Республики Беларусь. II изд. 2012.
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Российский производитель ТЖК для идентифи-
кации красителей помимо тонкослойной хрома-
тографии использует метод спектрофотометрии.

Производители ТЖК, кроме одного, проводят 
определение запаха капсул, тогда как только 
в ГФ РБ, ИФ и ФРК предусмотрен его контроль. 
В документации российского производителя, 
помимо запаха, дополнительно приведена ин-
формация об отсутствии вкуса у капсул.

Показатели «Средняя масса» и «Размер капсул» 
включены во все сертификаты анализа произ-
водителей ТЖК. В таблице 5 приведены нормы, 
установленные производителями, по показа-
телю «Средняя масса» для ТЖК в зависимости 
от их размера.

При анализе данных таблицы 5 можно сделать 
вывод, что каждый из производителей самосто-
ятельно определяет допустимые нормы откло-
нений от средней массы, не всегда при этом учи-
тывая размер капсул.

В стандартах качества на пустые ТЖК у всех 
рассмотренных производителей предусмотрен 
показатель качества «Распадаемость». ТЖК 
большинства производителей должны рас-
падаться в течение 15 мин, что соответствует 
требованиям монографии ИФ, у одного произ-
водителя заявлена более жесткая норма «не бо-
лее 10 мин» по аналогии с требованиями ФКНР 

(табл. 1). У российского производителя капсул 
норма соответствует требованиям ГФ РБ — «не 
более 20 мин».

Нормы по показателю «Потеря в массе при вы-
сушивании» у всех производителей ТЖК указа-
ны в пределах «от 13 до 16%», что соответствует 
монографии ЯФ, один из производителей уста-
новил норму «от 12,5 до 16,0%» согласно моно-
графии ИФ.

Определение посторонних примесей, таких 
как сульфатная зола, тяжелые металлы и эле-
ментные примеси, указано в сертификатах ана-
лиза и спецификациях всех производителей. 
Большинство из них устанавливают норму суль-
фатной золы в ТЖК на уровне «не более 7%», один 
из производителей  — «не более 5%», что сопо-
ставимо с требованиями, указанными для непро-
зрачных капсул в монографии ФКНР. У россий-
ского производителя нормативные требования 
дифференцированы: для прозрачных капсул «не 
более 2%», прозрачных/непрозрачных «не более 
5%» и непрозрачных «не более 7%». Контроль об-
щей золы («не более 5%») предусмотрен только 
одним производителем пустых ТЖК.

Анализ стандартов качества на ТЖК пока-
зал, что не все производители контролиру-
ют тяжелые металлы. В сертификатах анализа 
европейских производителей и индийского 

Таблица 5. Требования производителей по показателю «Средняя масса» твердых желатиновых капсул в зависимости от их 
размера

Table 5. Manufacturers’ requirements for the average mass of hard gelatin capsule shells depending on the shell size

Производитель капсул
Capsule shell manufacturer

Размер и номинальная масса капсул
Capsule shell size and nominal mass

Средняя масса капсул, мг
Average capsule shell mass, mg

Uni-Capsule (Jiangsu) Capsule Co., Ltd., Китай
Uni-Capsule (Jiangsu) Capsule Co., Ltd., China

0 (96,0 мг)
(96.0 mg) 90–102 (±6%)

ООО «Артлайф», Россия
OOO Artlife, Russia

0 (96,0 мг)
(96.0 mg) 88,3–103,7 (±8%)

Capsugel, Бельгия
Capsugel, Belgium

1 (76,0 мг)
(76.0 mg) 71–81 (±7%)

Цзянсу Лэфань Кэпсюл Ко., Лтд., Китай
Jiangsu Lefan Capsule Co., Ltd, China

1 (77,0 мг)
(77.0 mg) 71–83 (±8%)

Erawat Pharma Limited, Индия
Erawat Pharma Limited, India

1 (76,0 мг)
(76.0 mg) 68,4–83,6 (±10%)

ACG Europe d.o.o., Хорватия
ACG Europe d.o.o, Croatia

2 (63,0 мг)
(63.0 mg) 58,6–67,4 (±7%)

Hubei Humanwell Pharmaceutical Excipients Co., Ltd., 
Китай
Hubei Humanwell Pharmaceutical Excipients Co., Ltd., China

2 (63,0 мг)
(63.0 mg) 57–65 (±7%)

Shanxi Guansheng Medicinal Capsule Co., Ltd 
(GS Capsule), Китай
Shanxi Guansheng Medicinal Capsule Co., Ltd (GS Capsule), 
China

3 (48,0 мг)
(48.0 mg) 45–51 (±6%)

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors
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производителя отсутствует данный показатель 
качества, тогда как часть китайских производи-
телей ТЖК осуществляет контроль и элемент-
ных примесей, и тяжелых металлов. Некоторые 
производители определяют содержание хрома 
(«менее 2 ppm») в соответствии с требованиями 
монографии ФКНР на пустые ТЖК.

Количественное определение парабенов (ме-
тилпарагидроксибензоата) включено только 
в спецификации на ТЖК отечественного произ-
водителя. Европейские производители ТЖК 
в своих сертификатах анализа заявляют об от-
сутствии консервантов и контроль по данному 
показателю не проводят. Производитель ТЖК 
Бельгии также указывает информацию об отсут-
ствии использования этиленоксида и гамма-из-
лучения при производстве капсул.

Определение серы диоксида, которое включено 
в монографию ФКНР, проводят почти все произ-
водители ТЖК, кроме российского. Практически 
во всех случаях норма содержания серы диокси-
да составляет «не более 50 ppm», однако в неко-
торых более поздних сертификатах бельгийско-
го производителя встречается норма «не более 
10 ppm». Таким образом, требование к предель-
ному содержанию серы диоксида в нормативных 
документах производителей ТЖК жестче, чем 
указано в монографии ФКНР, согласно которой 
допускается не более 100 ppm серы диоксида48.

Важно отметить, что большинство производи-
телей контролируют в капсулах содержание 
лубрикантов (растительных или минеральных 
масел и др.), поскольку их используют в процес-
се производства ТЖК для смазывания металли-
ческих форм (стержней). Согласно стандартам 
качества ТЖК всех производителей содержание 
лубриканта не превышает значение «0,5%».

В спецификациях некоторых производителей 
указано, что при производстве капсул могут 
быть использованы органические растворите-
ли 3-го  класса токсичности, предельное содер-
жание которых не должно превышать «0,5%». 
Органические растворители в производстве 
ТЖК применяют для удаления масел, которы-
ми смазывают рамы со штифтами, или других 
загрязнений, образующихся при шлифовке по-
верхности капсул. Чаще всего для промывки 
капсул применяют трихлорэтилен или изопро-
пиловый спирт49.

По сравнению с требованиями ГФ РБ и других 
зарубежных фармакопей в сертификаты анализа 

производителей ТЖК дополнительно вклю-
чены показатели «Мышьяк» и «Смазывающие 
вещества», при этом показатели, указанные 
в ФКНР «Степень уплотнения», «Вязкость» 
и «Этиленхлорид», отсутствуют.

Таким образом, стандарты качества производи-
телей ТЖК в основном содержат общие показа-
тели качества, соответствующие минимальным 
фармакопейным требованиям, и дополнитель-
но — определение мышьяка и лубриканта.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В Российской Федерации отсутствуют нацио-
нальные требования, регламентирующие каче-
ство пустых твердых желатиновых капсул (ТЖК). 
Общая фармакопейная статья на лекарственную 
форму «капсулы», включенная как в российскую, 
так и в зарубежные фармакопеи, распространя-
ется не на желатиновую капсулу, а на уже гото-
вый лекарственный препарат  — наполненную 
капсулу. При этом в ряде зарубежных фармако-
пей установлены требования к качеству пустых 
ТЖК. На основании сравнительного анализа 
этих требований показано, что общими пока-
зателями качества для пустых ТЖК в моногра-
фиях Государственной фармакопеи Республики 
Беларусь (ГФ РБ), Фармакопеи Китайской 
Народной Республики (ФКНР) и Индийской 
фармакопеи (ИФ) являются «Описание», 
«Распадаемость», «Подлинность», «Потеря в мас-
се при высушивании», «Микробиологическая 
чистота». В монографиях ГФ РБ и ФКНР допол-
нительно требуется определение содержания 
примесей и консервантов в ТЖК. Стандарты ка-
чества на ТЖК производителей капсул содержат 
все общие показатели качества, включенные 
в фармакопеи, определение содержания при-
месей и консервантов, а также дополнительные 
показатели качества «Мышьяк», «Смазывающие 
вещества».

Проведенный анализ фармакопейных требо-
ваний, а также российской и зарубежной нор-
мативной документации, регламентирующей 
качество ТЖК, свидетельствует о необходи-
мости разработки фармакопейной статьи (ФС) 
для Государственной фармакопеи Российской 
Федерации на ТЖК в соответствии с современ-
ными требованиями к контролю их качества. 
При разработке ФС на ТЖК за основу необхо-
димо принимать монографии, приведенные 
в ФКНР и ГФ РБ. ФС на ТЖК должна включать 
показатели качества «Описание», «Подлинность 

48	Chinese Pharmacopoeia. Vol. 4. 2020.
49	Грядунова ГП, Козлова ЛМ, Литвинова ТП. Руководство к практическим занятиям по заводской технологии лекарственных 

форм. М.: Медицина; 1986.
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(желатин, красители (в том числе титана диоксид), 
консерванты)», «Запах», «Средняя масса капсул 
и однородность по массе», «Размеры капсул», 
«Распадаемость», «Потеря в массе при высуши-
вании», «Микробиологическая чистота», а также 
определение посторонних примесей (сульфат-
ной золы, тяжелых металлов и мышьяка / эле-
ментных примесей), определение консервантов 

и стерилизующего агента (парабенов и серы 
диоксида).

Наличие ФС позволит отечественным произво-
дителям использовать для производства лекар-
ственных препаратов ТЖК, отвечающие совре-
менному уровню требований к их качеству. ФС 
будет использована для контроля качества ТЖК 
при производстве лекарственных препаратов.
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Подходы к оценке качества жирных 
масел и лекарственных препаратов, 
представляющих собой масляные растворы

	 Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

	 Пономаренко Анна Александровна; Kuzovkova@expmed.ru

ВВЕДЕНИЕ. В составе лекарственных препаратов (ЛП), представляющих собой 
масляные растворы, масла жирные растительные (МЖР) могут составлять 50% 
и более (в некоторых случаях ЛП может на 100% состоять из МЖР). Качество ис-
пользуемого МЖР и протекающие в нем процессы будут оказывать существенное 
влияние на качество ЛП. Технологический процесс производства, условия хране-
ния и транспортировки ЛП относятся к факторам, влияющим на образование при-
месей в МЖР, следовательно, актуальным вопросом является рассмотрение нацио-
нального и международного подходов к оценке примесей в МЖР и ЛП на их основе.
ЦЕЛЬ. Анализ фармакопейных требований к контролю примесей в МЖР и их обоб-
щение в виде рекомендаций для производителей лекарственных препаратов, 
представляющих собой масляные растворы с содержанием МЖР от 50 до 100%.
ОБСУЖДЕНИЕ. Проведен сравнительный анализ требований Государственной 
фармакопеи Российской Федерации (ГФ РФ) и ведущих зарубежных фармакопей 
к контролю примесей в МЖР на примере масел, наиболее часто используемых 
в качестве растворителей в производстве жидких лекарственных форм (кун-
жутное, оливковое, подсолнечное, соевое, рапсовое, касторовое). Установлено, 
что профиль примесей на одноименные МЖР в монографиях ведущих зарубеж-
ных фармакопей, как правило, различается либо качественно, либо количествен-
но и зависит от типа используемого масла, а также различаются требования к со-
держанию примесей в МЖР в зависимости от предполагаемой к производству 
лекарственной формы. В ГФ РФ отсутствуют частные фармакопейные статьи 
на наиболее часто используемые в процессе производства ЛП МЖР (подсол-
нечное, оливковое, кунжутное, рапсовое). Оценка качества таких масел осуще-
ствляется в соответствии с требованиями общей фармакопейной статьи (ОФС) 
«Масла жирные растительные» ГФ РФ. Требования же к оценке качества ЛП, пред-
ставляющих собой масляные растворы, приведены только в ОФС «Растворы» 
ГФ РФ, согласно которой определяют «Кислотное число» и «Пероксидное число».
ВЫВОДЫ. При подготовке фармакопейных статей на ЛП, представляющие со-
бой масляные растворы, необходимо стандартизировать подходы к оценке 
примесей, а именно предусмотреть обязательный контроль по показателям 
«Кислотное число» и «Пероксидное число», поскольку данные показатели ха-
рактеризуют качество используемого масла как на момент производства, так 
и в процессе хранения.

Ключевые слова: масла жирные растительные; фармакопейные требования; кислотное число; пероксидное 
число; йодное число; окисление; Европейская фармакопея; Фармакопея США; масляные растворы
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Approaches to Assessing the Quality of Fatty 
Oils and Medicinal Products Formulated 
as Oily Solutions
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8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, Russian Federation
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INTRODUCTION. Vegetable fatty oils can comprise over 50% of a medicinal product 
formulated as an oily solution (in some cases, 100%). The quality of the vegetable 
fatty oil used and the processes occurring in this oil have a significant impact on 
the quality of the medicinal product. The factors that influence the formation of 
impurities in vegetable fatty oils include the manufacturing process and storage 
and transportation conditions. Therefore, it is necessary to analyse national and 
international approaches to the assessment of impurities in vegetable fatty oils and 
medicinal products based on vegetable fatty oils.
AIM. This study aimed to analyse pharmacopoeial requirements for the control of 
impurities in vegetable fatty oils and summarise these requirements as recommen
dations for manufacturers of oily solution formulations containing 50–100% of 
vegetable fatty oils.
DISCUSSION. This study compared the requirements of national and international 
pharmacopoeias (State Pharmacopoeia of the Russian Federation, European Phar-
macopoeia, and United States Pharmacopeia) for the control of impurities in veg
etable fatty oils. The comparative analysis focused on the vegetable fatty oils 
most frequently used as solvents for the production of liquid dosage forms (ses-
ame, olive, sunflower, soya-bean, rapeseed, and castor oils) as a case study. Accord-
ing to the results, as a rule, the impurity profiles provided by the monographs of 
the leading international pharmacopoeias for the same vegetable fatty oils differ, 
either qualitatively or quantitatively, and depend on the type of oil. Additionally, 
the pharmacopoeial limits for impurities in vegetable fatty oils vary depending on 
the intended dosage form. The State Pharmacopoeia of the Russian Federation lacks 
individual monographs for some of the vegetable fatty oils most frequently used 
in the production of medicinal products (sunflower, olive, sesame, and rapeseed 
oils). The State Pharmacopoeia of the Russian Federation requires that the quality 
of these oils should be assessed using the general approach described in the general 
monograph Vegetable fatty oils, whereas the requirements for the quality of medi-
cinal products formulated as oily solutions are provided exclusively in the general 
monograph Solutions, which includes the acid value and peroxide value tests.
CONCLUSIONS. To draft pharmacopoeial monographs for oily solution formulations, 
it is necessary to standardise approaches to assessing impurities, in particular, to 
provide for mandatory acid value and peroxide value testing, as these attributes 
characterise the quality of oils during both production and storage.

Keywords: fatty vegetable oils; pharmacopoeial requirements; acid value; peroxide value; iodine value; oxidation; 
European Pharmacopoeia; United States Pharmacopeia; oily solutions
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ВВЕДЕНИЕ
В лекарственных препаратах (ЛП) масла жир-
ные растительные (МЖР) могут использоваться 
как в качестве действующих, так и в качестве 
вспомогательных веществ. Наиболее часто 

МЖР используют в качестве вспомогательных 
веществ при производстве различных лекар-
ственных форм: растворов для парентерально-
го применения, растворов для приема внутрь 
и для наружного применения, суппозиториев, 
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капсул, линиментов, мазей и т.д. При этом в ка-
честве вспомогательных веществ, как правило, 
используют не обладающие выраженной фар-
макологической активностью МЖР (например, 
подсолнечное, касторовое масло и др.). Их при-
меняют, если активная фармацевтическая суб-
станция не растворима в воде (ЛП, содержащие 
в качестве действующего вещества жирораство-
римые витамины) или если необходимо обеспе-
чить пролонгированное действие ЛП.

В качестве растворителей МЖР используют 
при производстве ЛП, содержащих нейролеп-
тики, гестагены, андрогены, эстрогены, поливи-
тамины, слабительные и местнораздражающие 
средства и др. [1]. Большинство ЛП, относящих-
ся к нейролептикам и гормональным средствам, 
обычно представляют собой лекарственные 
формы для парентерального применения.

Масляные растворы поливитаминов выпускают 
как в виде парентеральных лекарственных 
форм, так и в виде растворов для приема внутрь, 
а слабительные средства производят в виде 
растворов для приема внутрь. Содержание МЖР 
в таких ЛП составляет 50% и более (в некото-
рых случаях более 90%), в некоторых случаях 
ЛП может на 100% состоять из МЖР (касторовое 
масло). Следовательно, качество используемого 
МЖР и его стабильность в процессе хранения 
будут определять качество готового ЛП.

При анализе нормативной документации произ-
водителей на ЛП, в составе которых МЖР со-
ставляют более 50%, были выявлены различия 
в подходе к контролю качества этих препаратов. 
Неблагоприятные условия при производстве 
ЛП в форме масляных растворов могут при-
водить к разложению и окислению исходного 
МРЖ и стать причиной увеличения примесей 
в препарате. Поскольку в настоящее время 
в Государственной фармакопее Российской 
Федерации (ГФ РФ) отсутствуют фармакопейные 
статьи на ЛП, представляющие собой масляные 
растворы, возникла необходимость стандар-
тизации фармакопейных требований к оценке 
примесей в наиболее часто используемых МЖР 
и ЛП на их основе.

Цель работы  — анализ фармакопейных требо-
ваний к контролю примесей в маслах жирных 
растительных и их обобщение в виде реко-
мендаций для производителей лекарственных 
препаратов, представляющих собой масляные 
растворы с содержанием МЖР от 50 до 100%.

Задачи исследования:
•	 провести сравнительный анализ требо-

ваний ведущих зарубежных фармако-
пей (Европейская фармакопея1 (Ph. Eur.), 
Фармакопея США2 (USP)) к оценке приме-
сей в маслах, наиболее часто используемых 
в качестве растворителей в производстве 
жидких лекарственных форм (кунжутное, 
оливковое, подсолнечное, соевое, рапсовое, 
касторовое);

•	 проанализировать подходы к оценке при-
месей в МЖР и ЛП, принятые в ГФ РФ 
и Фармакопее Евразийского экономического 
союза (ФЕАЭС);

•	 обобщить подходы к выбору методов ана-
лиза примесей в ЛП, представляющих собой 
масляные растворы, и сформулировать реко-
мендации производителям по составлению 
спецификаций на ЛП.

Исследование было проведено информаци-
онно-аналитическим методом.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Согласно требованиям общей фармакопей-
ной статьи (ОФС) «Масла жирные раститель-
ные»3 МЖР — это природные смеси, состоящие 
из триглицеридов (сложных эфиров глицерина 
и высших жирных кислот). В зависимости от со-
става триглицеридов МЖР подразделяют на не-
высыхающие, полувысыхающие, высыхающие. 
Степень ненасыщенности жирных кислот ха-
рактеризуется значением йодного числа масла, 
и это значение позволяет оценить способность 
масел к высыханию. Если в составе масла преоб-
ладает олеиновая кислота и значение йодного 
числа составляет менее 100, то такие масла 
будут относиться к невысыхающим (оливковое, 
касторовое и др.). Если в составе масла преоб-
ладает линолевая кислота и значение йодного 
числа составляет 100–140, то масло будет отно-
ситься к полувысыхающим (подсолнечное, со-
евое, рапсовое и др.). Если же в составе масла 
преобладает линоленовая кислота, значение 
йодного числа составляет 140 и более, то мас-
ло будет относиться к высыхающим (кунжутное, 
льняное и др.) [2].

При выборе МЖР в качестве вспомогательно-
го вещества необходимо принимать во внима-
ние функциональные характеристики масла, 
способные оказывать влияние на стабильность, 
биодоступность или технологический процесс 
производства ЛП [2].

1	 European Pharmacopoeia. 11.5. Strasbourg: EDQM; 2024.
2	 United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville, MD; 2024.
3	 ОФС.1.5.2.0002 Масла жирные растительные. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1. М.; 2023.
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Для приготовления нестерильных масляных 
растворов используют как невысыхающие, так 
и полувысыхающие масла. В качестве раствори-
телей для стерильных масляных растворов долж-
ны использоваться невысыхающие, легкоподвиж-
ные и маловязкие жирные масла (ЖМ), которые 
относительно легко проходят через каналы инъек-
ционных игл (например, оливковое масло) [2].

Примеси, определяемые в МЖР, имеют различ-
ное происхождение: образуются в процессе 
роста и развития растения и извлекаются вме-
сте с маслом (например, белки) или могут оста-
ваться в маслах после проведения экстракции 
и очистки (например, остаточные органические 
растворители, вода и мыла). Впоследствии оста-
точная вода индуцирует гидролиз, в результате 
которого в процессе хранения и транспортиров-
ки масла могут образоваться гидропероксидные 
соединения.

В процессе получения и хранения МЖР под-
вергаются самоокислению, а также окисле-
нию на свету, что приводит к образованию со-
единений, ухудшающих вкус и качество масла, 
и токсичных продуктов окисления4. Окисление 
ненасыщенных жирных кислот с образованием 
пероксидных и гидропероксидных соедине-
ний — одна из основных причин порчи масел [2]. 
Физико-химическая стабильность МЖР в про-
цессе производства и хранения является важ-
ной характеристикой, так как определяет каче-
ство масла и срок его годности.

Загрязненность масла гидропероксидами (по-
казатель «Пероксидное число») является ха-
рактеристикой ранней порчи масла. Позднюю 
стадию порчи масла характеризует показатель 
«Анизидиновое число», позволяющий оценить 
загрязненность масла альдегидами, образую-
щимися при окислении гидропероксидов [3, 4]. 
«Кислотное число» позволяет оценить количе-
ство свободных жирных кислот и других ней-
трализуемых щелочью примесей. Свободные 
жирные кислоты, образующиеся при гидролизе 
триацилглицеридов, ухудшают органолептиче-
ские свойства масла. Их присутствие указывает 
на протекающие в масле процессы окислитель-
ного прогоркания [3, 4].

Содержание остаточных органических раство-
рителей определяют, если они были исполь-

зованы в процессе производства масла. Мыла 
используются в процессе очистки масла и, сле-
довательно, могут остаться в нем. Цианиды и си-
нильную кислоту определяют в маслах, полу-
ченных с использованием семян семейства 
розоцветных (например, миндаля) [3]. Вода, 
используемая в процессе производства масел 
при щелочной очистке и оставшаяся после суш-
ки, способствует реакциям ферментативного 
гидролиза, в результате которых увеличивается 
количество свободных жирных кислот в масле, 
поэтому определение содержания воды в масле 
является важным показателем.

Присутствие белков ускоряет порчу раститель-
ных масел, ухудшает их товарный вид, увели-
чивает потери при рафинировании и хранении. 
Белки способны вступать в химическое взаимо-
действие с другими веществами МЖР5.

К факторам, влияющим на окисление масел, от-
носят: жирнокислотный состав масел (более не-
насыщенные масла окисляются быстрее, чем 
менее ненасыщенные); используемый техноло-
гический процесс производства (стабильность 
к окислению МЖР, полученного методом экстрак-
ции, в некоторых случаях выше, чем полученно-
го прессованием); влияние температуры и света 
(автоокисление масел и распад гидроперокси-
дов ускоряются с увеличением температуры [5], 
хранение масел в прозрачных пластиковых бу-
тылках на свету способствует окислению масел, 
особенно нерафинированных); присутствие кис-
лорода (влияние кислорода на окисление масла 
возрастает при высокой температуре и на свету 
[6]); содержание металлов (железо, медь уско-
ряют автоокисление масла путем разложения 
гидропероксидов [7]); остаточные компоненты 
масел (свободные жирные кислоты, моно- и ди-
глицериды, металлы, фосфолипиды, пероксиды, 
хлорофиллы, каротиноиды, фенольные соедине-
ния и токоферолы [8] — некоторые из них уско-
ряют окисление масел, а некоторые действуют 
в качестве антиоксидантов). Свободные жирные 
кислоты имеют функциональные группы, более 
способные к окислению, а также снижающие по-
верхностное натяжение масел, что увеличивает 
скорость диффузии кислорода из пространства 
над маслом в объем, ускоряя этим его окисление6.

Сырое растительное масло содержит око-
ло 2% веществ, не являющихся глицеридами: 

4	 Бурункова ЮЭ, Успенская МВ, Самуйлова ЕО. Растительные масла: свойства, технологии получения и хранения, окисли-
тельная стабильность. Учебное пособие. СПб.: Университет ИТМО; 2020.

5	 https://bigenc.ru/c/rastitel-nye-masla-29692a
	 Бурункова ЮЭ, Успенская МВ, Самуйлова ЕО. Растительные масла: свойства, технологии получения и хранения, окисли-

тельная стабильность. Учебное пособие. СПб.: Университет ИТМО; 2020.
6	 Бурункова ЮЭ, Успенская МВ, Самуйлова ЕО. Растительные масла: свойства, технологии получения и хранения, окисли-

тельная стабильность. Учебное пособие. СПб.: Университет ИТМО; 2020.
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фосфолипиды, токоферолы, стеролы, смолы, 
углеводороды, пестициды, белки, металлы, пиг-
менты (госсипол, каротин и хлорофилл), сво-
бодные жирные кислоты. Состав триглицеридов 
и примесей зависит от вида лекарственного рас-
тительного сырья и условий его произрастания: 
климата, типа почвы, сезона созревания, воз-
раста растения, его состояния, микробиологиче-
ской среды, генетических вариаций [3].

По результатам сравнительного анализа требо-
ваний ведущих зарубежных фармакопей к МЖР 
рафинированным7, гидрогенизированным8 и по-
лученным путем прямого отжима, наиболее часто 
используемым для приготовления ЛП (табл. 1–3), 
выявлены различия в профиле примесей.

При анализе требований Ph.  Eur.9 и USP10 к до-
пустимому содержанию примесей в рафиниро-
ванных маслах (кунжутное, соевое, касторовое 
и оливковое) были выявлены различия уста-
новленных норм по показателям «Кислотное 
число» и «Пероксидное число» в зависимо-
сти от предполагаемого использования МЖР 
(табл. 1). Так, для рафинированного кунжутного, 
соевого и оливкового масел, предназначенных 
для производства парентеральных ЛП, соглас-
но Ph.  Eur. по показателю «Пероксидное чис-
ло» установлены требования «не более 5,0», 
для производства других лекарственных форм — 
«не более 10,0». При этом для касторового, под-
солнечного и рапсового рафинированных масел 

7	 Рафинация — обработка масла щелочью с целью выведения избыточного количества свободных жирных кислот. 
8	 Гидратация — процесс обработки масла водой для осаждения гидрофильных примесей (фосфатидов, фосфопротеидов).
9	 European Pharmacopoeia. 11.5. Strasbourg: EDQM; 2024.
10	United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville, MD; 2024.
11	European Pharmacopoeia. 11.5. Strasbourg: EDQM; 2024.
12	United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville, MD; 2024. 

Таблица 1. Требования ведущих зарубежных фармакопей к оценке примесей в рафинированных кунжутном, соевом, касторовом, 
оливковом, подсолнечном и рапсовом маслах

Table 1. Requirements of the European and United States pharmacopoeias for the assessment of impurities in refined sesame, soya-bean, 
castor, olive, sunflower, and rapeseed oils

Показатели
Parameters

Европейская фармакопея11

European Pharmacopoeia11
Фармакопея США12

United States Pharmacopeia12

Кунжутное рафинированное масло
Refined sesame oil

Щелочные примеси
Alkaline impurities

Не более 0,1 мл 0,01 моль/л соляной кислоты
Not more than 0.1 mL of 0.01 M hydrochloric acid

Не более 0,1 мл 0,01 н. соляной кислоты
Not more than 0.1 mL of 0.01 N hydrochloric acid

Кислотное число
Acid value

Не более 0,5
Maximum 0.5

Не более 2,0 мл 0,020 н. раствора натрия 
гидроксида для нейтрализации
Not more than 2.0 mL of 0.020 N sodium hydrox-
ide is required for neutralisation

Пероксидное число
Peroxide value

Не более 10,0
Не более 5,0 для парентеральных 
лекарственных форм
Maximum 10.0;
Maximum 5.0 if intended for use in the manufac-
ture of parenteral preparations

Не более 10,0
Not more than 10.0

Неомыляемые вещества
Unsaponifiable matter

Не более 2,0%
Maximum 2.0%

Не более 1,5%
Not more than 1.5%

Соевое масло рафинированное
Refined soya-bean oil

Щелочные примеси
Alkaline impurities

Не более 0,1 мл 0,01 моль/л соляной кислоты
Not more than 0.1 mL of 0.01 M hydrochloric acid

Не более 0,1 мл 0,01 н. соляной кислоты
Not more than 0.1 mL of 0.01 N hydrochloric acid

Кислотное число
Acid value

Не более 0,5
Maximum 0.5

Не более 0,3
Not more than 0.3

Пероксидное число
Peroxide value

Не более 10,0
Не более 5,0 для парентеральных 
лекарственных форм
Maximum 10.0;
Maximum 5.0 if intended for use in the manufac-
ture of parenteral preparations

Не более 10,0
Not more than 10.0

Неомыляемые вещества
Unsaponifiable matter

Не более 1,5%
Maximum 1.5%

Не более 1,5%
Not more than 1.5%
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Показатели
Parameters

Европейская фармакопея
European Pharmacopoeia

Фармакопея США
United States Pharmacopeia

Касторовое масло рафинированное
Refined castor oil

Кислотное число
Acid value

Не более 0,8
Maximum 0.8

Не более 2,0.
Не более 0,8 для парентеральных лекар-
ственных форм
Not more than 2.0.
Not more than 0.8 if intended for use in inject-
able dosage forms

Пероксидное число
Peroxide value

Не более 5,0
Maximum 5.0

Не более 10,0.
Не более 5,0 для парентеральных лекар-
ственных форм
Not more than 10.0.
Not more than 5.0 if intended for use in inject-
able dosage forms

Неомыляемые вещества
Unsaponifiable matter

Не более 0,8 %
Maximum 0.8 %

Не более 0,8%
Not more than 0.8%

Оливковое масло рафинированное
Refined olive oil

Щелочные примеси
Alkaline impurities

Не более 0,1 мл 0,01 моль/л соляной кислоты
Not more than 0.1 mL of 0.01 M hydrochloric acid

Не более 0,1 мл 0,01 н. соляной кислоты
Not more than 0.1 mL of 0.01 N hydrochloric acid

Кислотное число
Acid value

Не более 0,3
Maximum 0.3

Не более 0,3
Not more than 0.3

Пероксидное число
Peroxide value

Не более 10,0; не более 5,0 для парентераль-
ных лекарственных форм
Maximum 10.0;
Maximum 5.0 if intended for use in the manufac-
ture of parenteral preparations

Не более 10,0
Not more than 10.0

Неомыляемые вещества
Unsaponifiable matter

Не более 1,5%
Maximum 1.5%

Не более 1,5%
Not more than 1.5%

Подсолнечное масло рафинированное
Refined sunflower oil

Щелочные примеси
Alkaline impurities

Не более 0,1 мл 0,01 моль/л соляной кислоты
Not more than 0.1 mL of 0.01 M hydrochloric acid

Не более 0,1 мл 0,01 н. соляной кислоты
Not more than 0.1 mL of 0.01 N hydrochloric acid

Кислотное число
Acid value

Не более 0,5
Maximum 0.5

Не более 2,5 мл 0,020 н. раствора натрия 
гидроксида для нейтрализации
Not more than 2.5 mL of 0.020 N sodium hydrox-
ide is required for neutralisation

Пероксидное число
Peroxide value

Не более 10,0
Maximum 10.0

–

Содержание пероксидов
Limit of peroxide

– Не более 10,0 мЭкв/кг
Not more than 10.0 mEq/kg

Неомыляемые вещества
Unsaponifiable matter

Не более 1,5%
Maximum 1.5%

Не более 1,0%
Not more than 1.0%

Рапсовое масло рафинированное
Refined rapeseed oil

Щелочные примеси
Alkaline impurities

Не более 0,1 мл 0,01 моль/л соляной кислоты
Not more than 0.1 mL of 0.01 M hydrochloric acid

Не описано
Not described

Кислотное число
Acid value

Не более 0,5
Maximum 0.5

Пероксидное число
Peroxide value

Не более 10,0
Maximum 10.0

Неомыляемые вещества
Unsaponifiable matter

–

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. «–» — не нормируется.
Note. –, not standardised.

Продолжение таблицы 1

Table 1 (continued)
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по показателю «Пероксидное число» установле-
ны единые нормативные требования вне зависи-
мости от варианта дальнейшего использования 
масла. Требования USP для кунжутного, соевого 
и оливкового рафинированных масел по показа-
телю «Пероксидное число» едины  — «не более 
10,0» и применимы для масла, используемого 
в производстве как ЛП для парентерального 
применения, так и других лекарственных форм. 
Однако для рафинированного касторового масла, 
предназначенного для производства ЛП для па-
рентерального применения, в монографии USP 
по показателю «Пероксидное число» предусмот-
рены более жесткие нормативные требования — 
«не более 5,0» (для применения в производстве 
других лекарственных форм — «не более 10,0»). 
Таким образом, требования Ph. Eur. и USP для ра-
финированного касторового масла, предназна-
ченного для производства инъекционных лекар-
ственных форм, одинаковы — «не более 5,0».

По показателю «Кислотное число» деление 
нормативных требований Ph.  Eur. отсутствует 
для рафинированных кунжутного, соевого, ка-
сторового, подсолнечного и оливкового масел, 
предназначенных для производства как парен-
теральных ЛП, так и других лекарственных форм 
(табл. 1). При этом в USP для рафинированно-
го касторового масла, если оно используется 
для производства парентеральных ЛП, преду-
смотрены требования «не более 0,8», в то вре-
мя как для касторового масла, предназначен-
ного для производства других лекарственных 
форм,  — «не более 2,0». Требования по показа-
телю «Кислотное число» в монографиях Ph.  Eur. 
и USP для рафинированного соевого масла раз-
личны (не более 0,5 и не более 0,3 соответствен-
но), тогда как для рафинированного оливкового 
масла требования обеих фармакопей идентич-
ны: не более 0,3. Требования по показателю 
«Кислотное число» не зависят от лекарственной 
формы, для производства которой будет исполь-
зоваться масло. Нормирование неомыляемых ве-
ществ согласно Ph. Eur. и USP различается только 
для кунжутного рафинированного масла (табл. 1). 
Для рапсового масла провести сравнение требо-
ваний невозможно, так как в USP описано только 
гидрогенизированное рапсовое масло.

При анализе требований Ph. Eur. и USP к каче-
ству гидрогенизированных МЖР (соевое, касто-
ровое и рапсовое) отмечено, что по показате-
лям «Пероксидное число» и «Кислотное число» 
не предусмотрено отдельных требований к мас-
лу, если оно предназначено для использования 

в производстве ЛП для инъекций (табл. 2). 
Для гидрогенизированного соевого масла тре-
бования Ph. Eur. и USP идентичны по всем пере-
численным показателям качества.

Для гидрогенизированного касторового масла 
согласно Ph. Eur. предусмотрен контроль по по-
казателям «Кислотное число» и «Пероксидное 
число», тогда как требования USP по показате-
лю «Пероксидное число» отсутствуют, а требо-
вания для показателя «Кислотное число» в Ph. 
Eur. и USP различны и составляют «не более 4,0» 
и «не более 3,1» соответственно.

Монография на гидрогенизированное рапсо-
вое масло Ph. Eur. отсутствует, а требования 
USP для данного масла значительно отличают-
ся от аналогичных требований к качеству дру-
гих гидрогенизированных масел. Так, по пока-
зателю «Кислотное число» установлена норма 
«не более 6,0», а для касторового и соевого 
масел — «не более 3,1» и «не более 0,5» соот-
ветственно (табл.  2). При этом по показателю 
«Пероксидное число» для гидрогенизирован-
ного рапсового масла в USP установлены более 
высокие требования в сравнении с аналогич-
ным соевым маслом.

В таблице 3 представлены требования Ph. Eur. 
и USP к качеству касторового и оливкового ма-
сел, полученных путем холодного отжима (virgin). 
Согласно USP требования к качеству касторово-
го масла, предназначенного для производства 
парентеральных лекарственных форм, по по-
казателям «Кислотное число» и «Пероксидное 
число» более жесткие, чем к маслу для произ-
водства других лекарственных форм. При этом 
согласно Ph.  Eur. требования для касторового 
масла одинаковы независимо от его дальней-
шего использования в производстве. Оливковое 
масло, полученное путем холодного отжима, 
описано только в Ph. Eur.

Таким образом, исходя из представленных 
в таблицах 1–3 данных, можно сделать вывод, 
что к маслам, применяемым для производства ЛП 
для парентерального применения, в большинстве 
случаев предъявляются более высокие требова-
ния к содержанию примесей, чем если бы это же 
масло применялось для производства нестериль-
ных лекарственных форм.

В ГФ РФ ХIV изд. включена фармакопей-
ная статья «Клещевины обыкновенной семян 
масло жирное»13, другие МЖР, не описанные 
в ГФ РФ, должны соответствовать требованиям  

13	ФС.3.4.0011.18 Клещевины обыкновенной семян масло жирное. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIV изд. Т. 4. М.; 2018.
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ОФС16. Для включения в ГФ РФ ХV изд. разработа-
ны проекты фармакопейных статей на клещевины 
обыкновенной семян масло жирное рафиниро-
ванное, клещевины обыкновенной семян масло 
жирное гидрогенезированное, подсолнечника од-
нолетнего семян масло жирное рафинированное 
и рапса семян масло жирное рафинированное.

При оценке качества МЖР согласно ГФ РФ 
определяют органолептические свойства (цвет, 
запах, вкус), физико-химические показатели 
(растворимость, температура плавления и (или) 

затвердевания, плотность, показатель прелом-
ления, рН, йодное число, гидроксильное число), 
а также контролируют содержание примесей.

Согласно ОФС «Масла жирные растительные»17 
для оценки примесей предусмотрены показа-
тели «Анизидиновое число», «Кислотное чис-
ло», «Пероксидное число», «Число омыления», 
«Неомыляемые вещества», «Посторонние жир-
ные масла», «Летучие вещества», «Цианиды, 
синильная кислота», «Фосфорсодержащие ве-
щества», «Мыла», «Остаточные органические 

Таблица 2. Требования ведущих зарубежных фармакопей к оценке примесей в гидрогенизированном соевом, касторовом и рап-
совом маслах

Table 2. Requirements of the European and United States pharmacopoeias for the assessment of impurities in hydrogenated soya-bean, 
castor, and rapeseed oils

Показатели
Parameters

Европейская фармакопея14

European Pharmacopoeia14
Фармакопея США15

United States Pharmacopeia15

Соевое масло гидрогенизированное
Hydrogenated soya-bean oil

Щелочные примеси
Alkaline impurities

Не более 0,4 мл 0,01 моль/л соляной кислоты
Not more than 0.4 mL of 0.01 M hydrochloric acid

Не более 0,4 мл 0,01 н. соляной кислоты
Not more than 0.4 mL of 0.01 N hydrochloric acid

Кислотное число
Acid value

Не более 0,5
Maximum 0.5

Не более 0,5
Not more than 0.5

Пероксидное число
Peroxide value

Не более 5,0
Maximum 0.5

Не более 5,0
Not more than 5.0

Неомыляемые вещества
Unsaponifiable matter

Не более 1,0%
Maximum 1.0%

Не более 1,0%
Not more than 1.0%

Касторовое масло гидрогенизированное
Hydrogenated castor oil

Щелочные примеси
Alkaline impurities

Не более 0,2 мл 0,01 моль/л соляной кислоты
Not more than 0.2 mL of 0.01 M hydrochloric acid

Не более 0,2 мл 0,01 н. раствора соляной 
кислоты
Not more than 0.2 mL of 0.01 N hydrochloric acid

Кислотное число
Acid value

Не более 4,0
Maximum 4.0

Не более 3,1
Not more than 3.1

Пероксидное число
Peroxide value

Не более 5,0
Maximum 5.0 –

Рапсовове масло гидрогенизированное
Hydrogenated rapeseed oil

Щелочные примеси
Alkaline impurities

Не описано
Not described

Не более 0,4 мл 0,01 н. соляной кислоты
Not more than 0.4 mL of 0.01 N hydrochloric acid

Кислотное число
Acid value

Не более 6,0
Not more than 6.0

Пероксидное число
Peroxide value

Не более 2,0
Not more than 2.0

Неомыляемые вещества
Unsaponifiable matter

Не более 1,5%
Not more than 1.5%

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. «–» — не нормируется.
Note. –, not standardised.

14	European Pharmacopoeia. 11.5. Strasbourg: EDQM; 2024.
15	United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville, MD; 2024.
16	ОФС.1.5.2.0002 Масла жирные растительные. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1. М.; 2023.
17	Там же. 
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растворители», «Тяжелые металлы», «Мыла», 
«Парафин, воск, смоляные и минеральные мас-
ла», «Альдегиды», «Белки», «Вода».

Для ЛП в виде масляных растворов согласно тре-
бованиям ГФ РФ20 и Фармакопеи Евразийского 
экономического союза (ФЕАЭС)21 в спецификации 
должен быть предусмотрен контроль качества 
по показателю «Кислотное и пероксидное чис-
ло», что позволит характеризовать органолепти-
ческие свойства масла, входящего в состав ЛП, 
степень его окисленности и возможной порчи.

При анализе нормативной документации рос-
сийских производителей касторового масла 
для приема внутрь было установлено, что соглас-
но спецификации контроль качества ЛП проводят 
по показателям «Кислотное число», «Число омы-
ления», «Йодное число», «Гидроксильное число», 
«Пероксидное число», «Неомыляемые веще-
ства», «Посторонние масла», «Хлорсодержащие 

соединения», «Летучие вещества», «Белки», 
«Мыла» и др. Это представляется избыточным, 
поскольку данный ЛП на 100% состоит из актив-
ной фармацевтической субстанции, для которой 
контроль качества по перечисленным показа-
телям уже был проведен перед розливом ЛП. 
В дальнейшем при разработке частных фармако-
пейных статей на лекарственные формы, которые 
получают путем розлива активных фармацевти-
ческих субстанций, представляющих собой МЖР, 
для оценки примесей следует ограничиться по-
казателями «Кислотное число» и «Пероксидное 
число», поскольку они характеризуют раннюю 
порчу масла. Исключение избыточности контро-
ля окажет положительное влияние на конечную 
себестоимость ЛП.

В ГФ РФ указано22, что при производстве ЛП, пред-
ставляющих собой масляные растворы, как прави-
ло, предусмотрен процесс нагревания. Поскольку 
МЖР содержат в своем составе жирные кислоты, 

Таблица 3. Требования ведущих зарубежных фармакопей к оценке примесей в касторовом и оливковом маслах, полученных путем 
холодного отжима (virgin)

Table 3. Requirements of the European and United States pharmacopoeias for the assessment of impurities in cold-pressed (virgin) castor 
and olive oils

Показатели
Parameters

Европейская фармакопея18

European Pharmacopoeia18
Фармакопея США19

United States Pharmacopeia19

Касторовое масло холодного отжима
Virgin castor oil

Кислотное число
Acid value

Не более 1,5
Maximum 1.5

Не более 2,0.
Не более 0,8 для парентеральных лекарственных форм
Not more than 2.0.
Not more than 0.8 if intended for use in injectable dosage 
forms

Пероксидное число
Peroxide value

Не более 10,0
Maximum 10.0

Не более 10,0.
Не более 5,0 для парентеральных лекарственных форм
Not more than 10.0.
Not more than 5.0 if intended for use in injectable dosage 
forms

Неомыляемые вещества
Unsaponifiable matter

Не более 0,8%
Maximum 0.8%

Не более 0,8%
Not more than 0.8%

Оливковое масло холодного отжима
Virgin olive oil

Кислотное число
Acid value

Не более 2,0
Maximum 2.0

Не описано
Not described

Пероксидное число
Peroxide value

Не более 20,0
Maximum 20.0

Неомыляемые вещества
Unsaponifiable matter

Не более 1,5%
Maximum 1.5%

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. «–» — не нормируется.
Note. –, not standardised.

18	European Pharmacopoeia. 11.5. Strasbourg: EDQM; 2024.
19	United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville, MD; 2024.
20	ОФС.1.4.1.0011 Растворы. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1. М.; 2023.
21	2.5.1.25 Растворы. Фармакопея Евразийского экономического союза. Т.1. Ч. 2. М.; 2023.
22	ОФС.1.4.1.0011 Растворы. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1. М.; 2023.
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то повышение температуры и длительности тер-
мообработки ускоряет цепные реакции образова-
ния первичных продуктов окисления (неустойчи-
вые пероксидные соединения различных типов). 
Большая часть данных продуктов обусловливает 
посторонние привкус и запах масла [9].

Согласно документации производителей для  
ЛП, содержащих в составе кунжутное масло, 
растворение действующего вещества в масле 
осуществляют при температуре от 30 до 50  ºС. 
Производители для снижения риска порчи та-
ких ЛП стараются исключить стадию нагревания 
из технологического процесса производства. 
Было выявлено, что для ряда ЛП, представляю-
щих собой растворы для парентерального при-
менения, в состав которых входит касторовое, 
кунжутное или оливковое масло, технологиче-
ский процесс производства не всегда преду-
сматривает процесс нагревания.

Активные фармацевтические субстанции 
рассмотренных ЛП представляли собой кристал-
лический порошок, для растворения действую-
щего вещества и его равномерного распреде-
ления по всему объему применимы различные 
технологические приемы, например использо-
вание сорастворителей (этанола). Действующее 
вещество растворяют в этаноле, а затем полу-
ченный раствор смешивают с маслом. Такой 
способ широко используют при производстве 
парентеральных ЛП, действующими вещества-
ми которых являются ципротерон, тестостерон, 
фулвестрант, а в качестве основного раствори-
теля применяют касторовое масло.

Некоторые производители используют дру-
гой способ получения масляных растворов 
для парентерального применения без нагрева-
ния: добавление действующего вещества непо-
средственно в масло и затем перемешивание 
полученной суспензии до полного растворения 
действующего вещества. При этом дополни-
тельно может быть предусмотрено барботиро-
вание суспензии азотом или же перемешивание 
осуществляют в реакторе, воздух в котором за-
мещают азотом. Такую технологию используют 
при производстве ЛП, содержащих оливковое 
или кунжутное масла. Перемешивание в атмо-
сфере азота, а также использование барботи-
рования предусмотрено для того, чтобы вытес-
нить кислород из реакционной массы и свести 
к минимуму химические процессы, протекаю-
щие в масле под действием кислорода.

Технология производства ЛП, представляю-
щих собой нестерильные масляные растворы, 

также включает в себя стадию нагревания. 
Большинство таких растворов содержат в ка-
честве действующего вещества жидкие жиро-
растворимые витамины, в качестве растворите-
ля используют масло подсолнечное, нагревание 
осуществляют до 50–70  ºС. Для ЛП, в составе 
которых содержится более 50% масла, предпо-
чтительным является использование техноло-
гических приемов, исключающих нагревание, 
чтобы минимизировать процессы порчи масла 
и обеспечить длительность хранения ЛП.

Анализ спецификаций, сертификатов каче-
ства, паспортов входного контроля на МЖР, 
используемых при производстве ЛП, показал, 
что контроль по показателям «Кислотное число» 
и «Пероксидное число» проводится производи-
телями МЖР в обязательном порядке и гаран-
тирует, что МЖР, используемое в производстве 
ЛП, соответствует требованиям ГФ РФ23. Однако 
при анализе спецификаций ЛП, содержащих 
МРЖ (растворы для приема внутрь масляные, 
растворы для парентерального применения мас-
ляные), было выявлено, что на срок годности ЛП 
предусмотрен контроль только по показателю 
«Кислотное число», при этом контроль по пока-
зателю «Пероксидное число» не всегда присут-
ствует в спецификации таких ЛП. Следовательно, 
контроль гидропероксидов, свидетельствующих 
о ранней порче масла, отсутствует. Некоторые 
производители считают, что поскольку контроль 
по показателю «Пероксидное число» преду-
смотрен спецификацией на используемое МЖР, 
то контроль ЛП по данному показателю является 
избыточным. Однако в технологическом процес-
се производства ЛП может быть предусмотрена 
стадия нагревания или длительного перемеши-
вания без замещения воздуха в реакторе азо-
том, при этом перед фасовкой в тару раствор 
может некоторое время находится в реакторе. 
Совокупность указанных факторов может оказать 
существенное влияние на качество ЛП в процессе 
его хранения, и, следовательно, контроль по по-
казателям «Кислотное число» и «Пероксидное 
число» является обязательным для таких ЛП.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведен анализ требований ведущих зарубеж-
ных фармакопей к оценке примесей в наиболее 
часто используемых маслах жирных раститель-
ных. Показано, что в зависимости от лекар-
ственной формы, в которой будет использовано 
то или иное масло, подходы к оценке примесей 
и нормы по показателям «Кислотное число» 
и «Пероксидное число» могут быть различны. 
Если масло предназначено для производства 

23	ОФС.1.5.2.0002 Масла жирные растительные. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1. М.; 2023.
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лекарственных форм для парентерального при-
менения, то к нему предъявляются более высо-
кие требования.

При анализе нормативной документации на ле-
карственные препараты (ЛП), полученные путем 
розлива активной фармацевтической субстан-
ции (т.е. на 100% состоящим из масла), выявле-
на избыточность перечня контролируемых по-
казателей. Рекомендуется для ЛП, полученных 

путем розлива, составлять спецификацию с уче-
том того, что контроль по основным показате-
лям качества уже был проведен при анализе 
фармацевтической субстанции и повторный 
контроль по идентичным показателям не требу-
ется. При подготовке частных фармакопейных 
статей на ЛП, представляющие собой масляные 
растворы, в спецификацию следует включать 
показатели «Кислотное число» и «Пероксидное 
число», характеризующие раннюю порчу масла.
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Современные подходы к контролю 
неродственных технологических примесей 
в антибиотиках

	 Федеральное государственное бюджетное учреждение  
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

	 Ковалева Елена Леонардовна; Kovaleva@expmed.ru

ВВЕДЕНИЕ. Отдельным классом органических примесей в фармацевтических 
субстанциях антибиотиков являются технологические примеси, не относящи-
еся к родственным соединениям или органическим растворителям, в частно-
сти N,N-диметиланилин, 2-этилгексановая кислота и ее производные. Данные 
вещества используются в процессе производства фармацевтических субстан-
ций антибиотиков в качестве реагентов, и контроль их остаточного содержания 
предусмотрен отечественной и зарубежными фармакопеями.
ЦЕЛЬ. Обосновать требования к контролю технологических неродственных 
примесей в фармацевтических субстанциях антибиотиков.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Проведен анализ фармакопейных статей и моногра-
фий Государственной фармакопеи Российской Федерации (ГФ РФ) и зарубеж-
ных фармакопей (Европейской фармакопеи (Ph. Eur.), Фармакопеи США (USP), 
Международной фармакопеи) на фармацевтические субстанции антибиоти-
ков, а также анализ материалов регистрационных досье на фармацевтические 
субстанции антибиотиков российского и зарубежного производств, включен-
ных в Государственный реестр лекарственных средств. В работе использо-
вали методы сравнительного информационно-аналитического исследования 
и контент-анализа.
РЕЗУЛЬТАТЫ. В Ph. Eur. контроль содержания 2-этилгексановой кислоты преду-
смотрен в фармацевтических субстанциях антибиотиков (полусинтетических 
и полученных способом ферментации). В USP этот показатель не включен в част-
ные монографии. Определение остаточных количеств N,N-диметиланилина 
введено как в частные монографии на полусинтетические антибиотики Ph. Eur., 
так и USP, что, вероятно, обусловлено его высокой токсичностью. Требования 
ГФ РФ гармонизированы с Ph. Eur. При анализе материалов регистрационных 
досье было показано, что производители заменяют 2-этилгексановую кисло-
ту и N,N-диметиланилин на менее токсичные реагенты, содержание которых 
при необходимости контролируют в соответствии с общими требованиями 
к остаточным органическим растворителям.
ВЫВОДЫ. Современные технологические процессы позволяют производить 
фармацевтические субстанции антибиотиков без использования 2-этилгек-
сановой кислоты и N,N-диметиланилина. Концепция их контроля должна 
быть основана на оценке рисков, и соответствующие указания следует вклю-
чить в фармакопейные статьи, переведя показатели из статуса обязательных 
в статус контролируемых только при использовании 2-этилгексановой кислоты 
и N,N-диметиланилина в процессе производства.

Ключевые слова: фармацевтические субстанции; антибиотики; органические примеси; N,N-диметиланилин; 
контроль качества; 2-этилгексановая кислота; фармакопея; технологические примеси; неродственные 
примеси
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INTRODUCTION. Antibiotic active substances have a distinct class of organic im-
purities other than related substances or organic solvents, namely, process-related 
impurities, such as N,N-dimethylaniline and 2-ethylhexanoic acid and its derivatives. 
These compounds are used as reagents in the production process, and national and 
international pharmacopoeias require that their residual levels should be controlled.
AIM. This study aimed to justify the requirements for the control of process-related 
impurities in antibiotic active substances.
MATERIALS AND METHODS. The study analysed general chapters and individual 
monographs on antibiotic active substances of the State Pharmacopoeia of the Rus-
sian Federation and international pharmacopoeias, including the European Phar-
macopoeia (Ph. Eur.), the United States Pharmacopeia (USP), and The International 
Pharmacopoeia (Ph. Int.). The study also analysed registration dossiers for local and 
imported antibiotic active substances listed in the Russian State Register of Medi-
cines. The study used comparative and content analysis methods.
RESULTS. The Ph. Eur. requires that 2-ethylhexanoic acid should be controlled in 
antibiotic active substances, such as semisynthetic and fermentation-derived an-
tibiotics. In contrast, the USP does not include this quality attribute in individual 
monographs. The Ph. Eur. and USP individual monographs on semisynthetic antibi-
otics require manufacturers to control residual levels of N,N-dimethylaniline. This is 
probably due to the high toxicity of N,N-dimethylaniline. The relevant requirements 
of the State Pharmacopoeia of the Russian Federation are harmonised with those of 
the Ph. Eur. According to the analysis of registration dossiers, manufacturers replace 
2-ethylhexanoic acid and N,N-dimethylaniline with less toxic reagents and, if nec
essary, control the residual levels of these alternative reagents in accordance with 
the general requirements for residual organic solvents.
CONCLUSIONS. Current technological processes can produce antibiotic active sub-
stances without the use of 2-ethylhexanoic acid and N,N-dimethylaniline. There-
fore, the concept of process-related impurity control in active substances should 
be based on risk assessment. Furthermore, the relevant general chapters should 
require testing for 2-ethylhexanoic acid and N,N-dimethylaniline only if these com-
pounds are used in the production process.

Keywords: active substances; antibiotics; organic impurities; N,N-dimethylaniline; quality control; 2-ethylhexanoic 
acid; pharmacopoeia; process-related impurities; impurities

For citation: Kovaleva E.L., Arhipova K.S., Aldamova I.M. Current approaches to the control of process-
related impurities in antibiotics. Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2024;14(6):645–654.  
https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-14-6-645-654

Funding. This study was conducted by the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products as part of the applied 
research funded under State Assignment No. 056-00026-24-01 (R&D Registry No. 124022300127-0).

Disclosure. Elena L. Kovaleva has been a member of the Editorial Board of Regulatory Research and Medicine Evaluation since 
2011; the other authors declare no conflict of interest.

ABSTRACT

Elena L. Kovaleva  , 
Ksenia S. Arhipova , 
Irina M. Aldamova 

https://orcid.org/0000-0003-4163-6219
https://orcid.org/0000-0001-7855-8475
https://orcid.org/0009-0006-5856-2294


647

Современные подходы к контролю неродственных технологических примесей в антибиотиках
Ковалева Е.Л., Архипова К.С., Алдамова И.М.

Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2024. Vol. 14, No. 6

1	 ОФС.1.1.0006 Фармацевтические субстанции. ОФС.1.1.0023 Родственные примеси в фармацевтических субстанциях и ле-
карственных препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1. М.; 2023.

2	 2.3.18.0. Субстанции для фармацевтического применения. Фармакопея Евразийского экономического союза. Т. 1, ч. 2. М.; 
2023.

3	 General monograph 01/2021:2034 Substances for pharmaceutical use. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasburg: EDQM; 2021.
	 <476> Control of organic impurities in drug substances and drug products. United States Pharmacopeia. 44th ed.
4	 CPMP/ICH/2737/99. ICH Topic ОЗА (R2) Note for guidance on impurities testing: impurities in new drug substances. EMA; 2006.
	 CPMP/ICH/2738/99. ICH Topic 03B (R2) Note for guidance on impurities in new drug products. EMA; 2006.
5	 <223> N,N-Dimethylaniline. United States Pharmacopeia. 44th ed. 
6	 ОФС.1.2.2.2.0033 2-Этилгексановая кислота. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1. М.; 2023.
	 General monograph 2.4.28 2-Ethylgexanoic acid. European Pharmacopeia. 11th ed. Strasburg: EDQM; 2022.
	 N,N-диметиланилин. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1. М.; 2023.
	 General monograph 2.4.26 N,N-Dimethylaniline. European Pharmacopeia. 11th ed. Strasburg: EDQM; 2022.
	 <223> N,N-Dimethylaniline. United States Pharmacopeia. 44th ed.
7	 https://grls.minzdrav.gov.ru/

ВВЕДЕНИЕ
Общие требования к контролю органических 
примесей в лекарственных средствах приведе-
ны в Государственной фармакопее Российской 
Федерации (ГФ РФ) в общих фармакопейных 
статьях (ОФС)1, в Фармакопее Евразийского эко-
номического союза (ФЕАЭС)2, в монографиях 
Европейской фармакопеи (Ph. Eur.) и Фармакопеи 
США (USP)3, руководствах Международного 
совета по гармонизации технических требо-
ваний к лекарственным средствам для меди-
цинского применения (International Council 
for Harmonisation of Technical Requirements for 
Pharmaceuticals for Human Use, ICH)4, Решении 
Коллегии Евразийской экономической комис-
сии от 04.10.2022 № 138 «Об утверждении 
Требований к проведению исследований (испы-
таний) лекарственных средств в части оценки 
и контроля содержания примесей».

Отдельным классом органических примесей 
в фармацевтических субстанциях антибиотиков 
являются технологические примеси, не относя-
щиеся к родственным соединениям или к орга-
ническим растворителям. Основными предста-
вителями данного класса примесей являются 
N,N-диметиланилин, 2-этилгексановая кислота 
и ее производные. Данные вещества использу-
ются в процессе производства, и их контроль 
не рассматривается вышеуказанными докумен-
тами. Нормы и требования к остаточному содер-
жанию N,N-диметиланилина, 2-этилгексановой 
кислоты включены в частные фармакопейные 
статьи ГФ РФ и монографии Ph. Eur. на фарма-
цевтические субстанции антибиотиков. В USP 
нормативные требования приведены только 
для N,N-диметиланилина в общей монографии 
«Dimethylaniline»5. Методики определения оста-
точного содержания 2-этилгексановой кислоты 
и N,N-диметиланилина описаны в общих фарма-
копейных статьях и монографиях6.

Изучение принципов и подходов к оценке при-
месей имеет научно-практическое значение 

в целях гармонизации национальных требова-
ний к стандартам качества фармацевтических 
субстанций с международными требованиями 
и обеспечения качества фармацевтических суб-
станций, используемых в составе лекарствен-
ных препаратов антибиотиков.

Цель работы  — обоснование требований 
к контролю технологических неродственных 
примесей в фармацевтических субстанциях ан-
тибиотиков.

Задачи исследования:
1.  Сравнительный анализ требований ГФ РФ 
и ведущих зарубежных фармакопей к контро-
лю технологических неродственных примесей 
в фармацевтических субстанциях антибиотиков.
2.  Оценка необходимости контроля технологи-
ческих неродственных примесей в фармацев-
тических субстанциях антибиотиков российских 
и зарубежных производителей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проведен сравнительный анализ фармакопей-
ных статей и монографий Государственной фар-
макопеи Российской Федерации XIV и XV изд., 
зарубежных фармакопей (Европейской фар-
макопеи 11 изд., Фармакопеи США 44 изд., 
Международной фармакопеи 11 изд. (Ph. Int.)), 
а также материалов регистрационных досье 
на фармацевтические субстанции антибиотиков 
российского и зарубежного производств, вклю-
ченные в Государственный реестр лекарствен-
ных средств7. В работе использовали методы 
сравнительного информационно-аналитическо-
го исследования и контент-анализа.

К технологическим неродственным примесям 
антибиотиков относятся следующие соеди-
нения: N,N-диметиланилин, 2-этилгексановая  
кислота и ее производные, используемые в про-
цессе производства фармацевтических субстан-
ций в качестве реагентов. С целью обоснова-
ния подходов к контролю указанных примесей  
были выбраны фармацевтические субстанции 
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антибиотиков трех групп (полученные фермен-
тативным способом, полусинтетические, пеп-
тидные антибиотики).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Контроль содержания 2-этилгексановой кислоты. 
Спектр применения 2-этилгексановой кислоты 
в фармацевтическом производстве достаточно 
широк: используется для образования амид-
ных связей, снятия аллильной защитной группы, 
для стереоселективного восстановительного 
аминирования и т.д. [1, 2]. Важным свойством 
данного реагента является растворимость в не-
полярных органических растворителях, что поз-
воляет использовать его для получения солей 
органических соединений, в том числе антибио-
тиков. Как правило, 2-этилгексановая кислота, 
применяется в процессе производства антибио-
тиков в виде 2-этилгексаноатов натрия или ка-
лия в качестве донора ионов натрия или калия 
соответственно [3].

Ниже приведена схема получения цефотаксима 
натрия (I). При обработке цефотаксимовой кис-
лоты (1) в метилизобутилкетоне (MIBK) в присут-
ствии этилацетата (EtOAc) раствором 2-этилгек-
саноата натрия (Na-2-EH) образуется цефотаксим 
натрия (2). 2-этилгексановая кислота является 
в данном случае побочным продуктом синтеза 
(производственной примесью), что обуславли-
вает необходимость контроля ее остаточного 
содержания в фармацевтических субстанциях [4].

В соответствии с критериями классификации 
по TRGS 905 (Technische Regeln für Gefahrstoffe, 
технические правила использования опасных 
веществ)8 2-этилгексановая кислота отнесена 
к категории RD3 веществ, токсичных для ре-
продуктивной функции. Контроль содержания 
2-этилгексановой кислоты в фармацевтических 
субстанциях пептидных антибиотиков, а именно 
блеомицина сульфата, капреомицина сульфата, 
грамицидина, полимиксина В сульфата, бацит-
рацина, не предусмотрен ГФ РФ и зарубежными 
фармакопеями (USP, Ph. Eur., Ph. Int.). Требования 

к контролю 2-этилгексановой кислоты в частных 
фармакопейных статьях и монографиях на фар-
мацевтические субстанции антибиотиков, полу-
ченные ферментативным способом и полусин-
тетические, приведены в таблице 1.

Нормы по допустимому остаточному количеству 
варьируют от 0,3 до 0,8%. Требования к контро-
лю 2-этилгексановой кислоты в субстанциях ан-
тибиотиков ГФ РФ гармонизированы с требова-
ниями Ph. Eur., тем не менее, в отличие от Ph. Eur., 
которая приводит требование только к натри-
евой соли бензилпенициллина9, ГФ РФ преду-
сматривает контроль 2-этилгексановой кислоты 
и в субстанции бензилпенициллина калия10.

USP не включает контроль остаточного содер-
жания 2-этилгексановой кислоты в субстан-
циях антибиотиков. Однако следует отметить, 
что в монографиях USP и Ph. Int. на субстанцию 
калия клавуланат11, структурно родственный 
пенициллинам, но относящийся к группе инги-
биторов бета-лактамаз, введен этот показатель 
с описанием методики определения.

Для цефтриаксона натрия12, полусинтетическо-
го антибиотика, в Ph. Int. приведено указание, 
что процесс производства субстанции должен 
быть валидирован и содержание 2-этилгексано-
вой кислоты не должно превышать 0,8% (в ГФ РФ 
и Ph. Eur. предусмотрен обязательный контроль 
ее остаточного содержания).

Контроль содержания N,N-диметиланилина. N,N-
диметиланилин является одним из основных 
соединений, используемых в качестве аген-
та, поглощающего хлороводородную кислоту 
при производстве ряда антибиотиков [5]. Так, 
например, N,N-диметиланилин используется 
при производстве цефтазидима на стадии об-
работки цефалоридина триметилхлорсиланом, 
а затем пентахлоридом фосфора и 1,3-бутан-
диолом (получение промежуточного продук-
та) (II) [6]. В качестве другого примера можно 
привести использование N,N-диметиланилина 
при производстве полусинтетического 

8	 Toxical evaluation No. 275, 2-Ethylhexanoic acid 06/00, BG Chemie. https://www.bgrci.de/fileadmin/BGRCI/Downloads/DL_
Praevention/Fachwissen/Gefahrstoffe/TOXIKOLOGISCHE_BEWERTUNGEN/Bewertungen/ToxBew275-E.pdf

9	 Monograph Benxylpenicillin sodium. European Pharmacopeia. 11th ed. Strasburg: EDQM; 2022.
10	ФС.2.1.0064.18 Бензилпенициллин калия. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 3. М.; 2018.
11	Monograph Clavulanate Potassium. United States Pharmacopeia. 44th ed.
	 Monograph Clavulanate Potassium. International Pharmacopeia. 11th ed.
12	Monograph Ceftriaxone Sodium. International Pharmacopeia. 11th ed. 
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Таблица 1. Контроль содержания примеси 2-этилгексановой кислоты в фармацевтических субстанциях антибиотиков (%)

Table 1. Control of the 2-ethylhexanoic acid impurity in antibiotic active substances (%)

Наименование монографии
Monograph

Наименование фармакопеи
Pharmacopoeia

ГФ РФ Ph. Eur. USP Ph. Int.

Антибиотики, полученные методом ферментации
Antibiotics produced by fermentation

Бензилпенициллин калия
Benzylpenicillin potassium

≤0,5 – Не описан
Not described

–

Бензилпенициллин натрия
Benzylpenicillin sodium

≤0,5 ≤0,5 Не описан
Not described

–

Полусинтетические антибиотики
Semisynthetic antibiotics

Пенициллины
Penicillins

Амоксициллин натрия
Amoxicillin sodium

≤0,8 ≤0,8 Не описан
Not described

Не описан
Not described

Амоксициллин тригидрат
Amoxicillin trihydrate

– – – –

Ампициллин
Ampicillin

– – – –

Ампициллин натрия
Ampicillin sodium

≤0,8 ≤0,8 – –

Бакампициллин гидрохлорид
Bacampicillin hydrochloride

Не описан
Not described

– Не описан
Not described

Не описан
Not described

Диклоксациллин натрия
Dicloxacillin sodium

Не описан
Not described

≤0,8 – Не описан
Not described

Клоксациллин натрия
Cloxacillin sodium

Не описан
Not described

≤0,8 – –

Оксациллин натрия моногидрат
Oxacillin sodium monohydrate

≤0,8 ≤0,8 – Не описан
Not described

Пиперациллин натрия
Piperacillin sodium

Не описан
Not described

– – Не описан
Not described

Пиперациллин моногидрат
Piperacillin monohydrate

Не описан
Not described

– – Не описан
Not described

Тикарциллин натрия
Ticarcillin sodium

Не описан
Not described

≤0,5 – Не описан
Not described

Флуклоксациллин натрия моногидрат
Flucloxacillin sodium monohydrate

Не описан
Not described

≤0,8 Не описан
Not described

Не описан
Not described

Флуклоксациллин магния октагидрат
Flucloxacillin magnesium octahydrate

Не описан
Not described

≤0,8 Не описан
Not described

Не описан
Not described

Цефалоспорины
Cephalosporins

Цефазолин натрия
Cefazolin sodium

– – – Не описан
Not described

Цефалексин моногидрат
Cefalexin monohydrate

Не описан
Not described

– – Не описан
Not described

Цефалотин натрия
Cefalothin sodium

Не описан
Not described

≤0,5 – Не описан
Not described

Цефамандола нафат
Cefamandole nafate

Не описан
Not described

≤0,3 Не описан
Not described

Не описан
Not described

Цефапирин натрия
Cefapirin sodium

Не описан
Not described

≤0,5 – Не описан
Not described

Цефотаксим натрия
Cefotaxime sodium

≤0,5 ≤0,5 – Не описан
Not described
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пенициллина  — ампициллина. Ампициллин по-
лучают из 6-аминопенициллановой кислоты, 
при этом в качестве органического основания, 
поглощающего образующуюся хлороводо-
родную кислоту, может использоваться N,N-
диметиланилин. Выделяющаяся хлороводород-
ная кислота замедляет процесс синтеза, поэтому 
необходимо выведение ее из зоны реакции [7].

N,N-диметиланилин имеет высокую температу-
ру кипения, вследствие чего его сложно удалить 
из субстанции [8]. N,N-диметиланилин является 
токсичным веществом (второй класс опасности), 
вызывает метгемоглобинобразование, обладает 
репротоксическим и мутагенным действием, оказы-
вает воздействие на центральную нервную систему, 
дыхательную и сердечно-сосудистую систему, над-
почечники, селезенку, печень и морфологический 
состав периферической крови13. Высокая токсич-
ность N,N-диметиланилина обуславливает необ-
ходимость контроля его остаточного содержания 
в фармацевтических субстанциях.

Контроль содержания N,N-диметиланилина 
не предусмотрен ГФ РФ, Ph. Eur., USP, Ph. Int. 
в фармацевтических субстанциях пептидных 
антибиотиков (блеомицина сульфат, капреоми-
цина сульфат, грамицидин, полимиксина В суль-
фат, бацитрацин), и антибиотиков, полученных 

ферментативным способом (бензилпенициллин 
калия и бензилпенициллин натрия). Требования 
к контролю N,N-диметиланилина в монографиях 
и фармакопейных статьях на фармацевтические 
субстанции полусинтетических антибиотиков 
приведены в таблице 2.

В частных и общей фармакопейных статьях 
ГФ  РФ и монографиях ведущих зарубежных 
фармакопей на фармацевтические субстанции 
антибиотиков N,N-диметиланилин нормируется 
на уровне ≤0,002%.

В ГФ РФ и USP для фармацевтической субстан-
ции ампициллина14 (монография 2021 г.) указано, 
что определение N,N-диметиланилина необ-
ходимо только если его наличие обусловлено 
технологическим процессом, тогда как для ам-
пициллина натрия15 (монография пересмотре-
на в 2020  г.) и других фармацевтических суб-
станций антибиотиков данное примечание 
отсутствует. Ph. Eur. подходит к этому вопросу 
иначе: для ампициллина натрия16 (монография 
2024  г.) приводит рекомендацию проведения 
производителем оценки риска загрязнения 
N,N-диметиланилином в ходе производствен-
ного процесса (в монографии на ампициллин17 
(пересмотрена в 2017 г.) такое указание отсут-
ствует). Таким образом, Ph. Eur. также переходит 

13	Федеральный регистр потенциально опасных химических и биологических веществ. Филиал РПОХБВ ФБУН «ФНЦГ 
им. Ф.Ф. Эрисмана» Роспотребнадзора. https://rpohv.ru/online/detail.html?id=44&ysclid=m0lg7g4wib351901776

14	ФС.2.1.0372 Ампициллин. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1. М.; 2023.
	 Monograph Ampicillin. United States Pharmacopeia. 44th ed.
15	ФС.2.1.0056 Ампициллин натрия. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1. М.; 2023.
	 Monograph Ampicillin sodium. United States Pharmacopeia. 44th ed.
16	Monograph Ampicillin sodium. European Pharmacopeia. 11th ed. Strasburg: EDQM; 2022.
17	Monograph Ampicillin. European Pharmacopeia. 11th ed. Strasburg: EDQM; 2022.

Наименование монографии
Monograph

Наименование фармакопеи
Pharmacopoeia

ГФ РФ Ph. Eur. USP Ph. Int.

Цефтриаксон натрия
Ceftriaxone sodium

≤0,8 ≤0,8 – ≤0,8

Цефуроксим натрия
Cefuroxime sodium

≤0,5 ≤0,5 – Не описан
Not described

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. «Не описан» — фармацевтическая субстанция не включена в фармакопею; «–» — контроль не предусмотрен.
ГФ РФ  — Государственная фармакопея Российской Федерации, Ph. Eur.  — Европейская фармакопея, USP  — Фармакопея США,  
Ph. Int. — Международная фармакопея.
Note. ‘Not described’ stands for the active substances not included in the pharmacopoeia, and ‘–’ specifies the compounds not required 
to be controlled.
ГФ РФ, State Pharmacopoeia of the Russian Federation; Ph. Eur., European Pharmacopoeia; USP, United States Pharmacopeia; Ph. Int., The 
International Pharmacopoeia.

Продолжение таблицы 1

Table 1 (continued)
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Таблица 2. Контроль примеси N,N-диметиланилина в фармацевтических субстанциях антибиотиков

Table 2. Control of the N,N-dimethylaniline impurity in antibiotic active substances 

Наименование монографии
Monograph

Наименование фармакопеи
Pharmacopoeia

ГФ РФ Ph. Eur. USP Ph. Int.

Пенициллины
Penicillins

Амоксициллин натрия
Amoxicillin sodium

+ + Не описан
Not described

Не описан
Not described

Амоксициллин тригидрат
Amoxicillin trihydrate

+ + + +

Ампициллин
Ampicillin

+ + + –

Ампициллин натрия
Ampicillin sodium

+ + + –

Бакампициллин гидрохлорид
Bacampicillin hydrochloride

Не описан
Not described

+ Не описан
Not described

Не описан
Not described

Диклоксациллин натрия
Dicloxacillin sodium

Не описан
Not described

+ + Не описан
Not described

Клоксациллин натрия
Cloxacillin sodium

Не описан
Not described

+ + –

Оксациллин натрия моногидрат
Oxacillin sodium monohydrate

+ + – Не описан
Not described

Пиперациллин натрия
Piperacillin sodium

Не описан
Not described

+ – Не описан
Not described

Пиперациллин моногидрат
Pipperacillin monohydrate

Не описан
Not described

+ - Не описан
Not described

Тикарциллин натрия
Ticarcillin sodium

Не описан
Not described

+ + Не описан
Not described

Флуклоксациллин натрия моногидрат
Flucloxacillin sodium monohydrate

Не описан
Not described

+ Не описан
Not described

Не описан
Not described

Флуклоксациллин магния октагидрат
Flucloxacillin magnesium octahydrate

Не описан
Not described

– Не описан
Not described

Не описан
Not described

от обязательного контроля показателя к гаран-
тиям его минимального содержания или отсут-
ствия при валидации процесса производства.

Такие же тенденции отмечаются в отношении 
субстанций пиперациллина натрия18 (моногра-
фия 2022 г.), пиперациллина моногидрата19 (мо-
нография 2021 г.), флуклоксациллина натрия мо-
ногидрата20 (монография 2022 г.).

В Ph. Int. для фармацевтических субстанций амок-
сициллина тригидрата21 и цефтриаксона натрия22 
указано, что процесс производства субстанции 
должен быть валидирован и содержание N,N-
диметиланилина не должно превышать 0,002%.

Анализ материалов регистрационных досье. 
Наряду с проведенным сравнительным анали-
зом требований фармакопей был осуществлен 

анализ материалов регистрационных досье фар-
мацевтических субстанций амоксициллина на-
трия, амоксициллина тригидрата, цефтриаксона 
натрия (полусинтетические антибиотики) и бен-
зилпенициллина натрия (получен ферментатив-
ным способом), включенных в Государственный 
реестр лекарственных средств, производства 
Китая, Индии, Испании, России.

Из представленных данных (табл. 3) следу-
ет, что применение 2-этилгексановой кислоты 
в производстве анализируемых фармацев-
тических субстанций не является обязатель-
ным, так как она используется в производстве 
лишь одной из десяти указанных субстанций. 
Для ионного обмена в качестве альтернативных 
субстратов-доноров натрия применяются натрия 
изооктоат, натрия гидроксид, натрия хлорид, 

18	Monograph Piperacillin sodium. European Pharmacopeia. 11th ed. Strasburg: EDQM; 2022.
19	Monograph Piperacillin monohydrate. European Pharmacopeia. 11th ed. Strasburg: EDQM; 2022.
20	Monograph Fluoxacillin sodium monohydrate. European Pharmacopeia. 11th ed. Strasburg: EDQM; 2022.
21	  Monograph Amoxycillin trihydrate. International Pharmacopeia. 11th ed.
22	Monograph Ceftriaxone sodium. International Pharmacopeia. 11th ed.
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23	ОФС.1.1.0008 Остаточные органические растворители. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1. 
М.; 2023.

24	 2.3.2.0. Остаточные органические растворители. Фармакопея Евразийского Экономического Союза. Т. 1, ч. 1. М.; 2023.

Наименование монографии
Monograph

Наименование фармакопеи
Pharmacopoeia

ГФ РФ Ph. Eur. USP Ph. Int.

Цефалоспорины
Cephalosporins

Цефазолин натрия
Cefazolin sodium

+ + – Не описан
Not described

Цефалексин моногидрат
Cefalexin monohydrate

Не описан
Not described

+ + Не описан
Not described

Цефалотин натрия
Cefalothin sodium

Не описан
Not described

+ – Не описан
Not described

Цефамандола нафат
Cefamandole nafate

Не описан
Not described

– Не описан
Not described

Не описан
Not described

Цефапирин натрия
Cefapirin sodium

Не описан
Not described

+ – Не описан
Not described

Цефотаксим натрия
Cefotaxime sodium

+ + – Не описан
Not described

Цефтриаксон натрия
Ceftriaxone sodium

+ + – +

Цефуроксим натрия
Cefuroxime sodium

+ + – Не описан
Not described

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. «Не описан» — фармацевтическая субстанция не включена в фармакопею;
«–» — контроль N,N-диметиланилина не предусмотрен;
«+» — контроль N,N-диметиланилина предусмотрен на уровне ≤ 0,002%.
ГФ РФ  — Государственная фармакопея Российской Федерации, Ph. Eur.  — Европейская фармакопея, USP  — Фармакопея США,  
Ph. Int. — Международная фармакопея.
Note. ‘Not described’ stands for the active substances not included in the pharmacopoeia, ‘–’ marks the cases when the control of N,N-di-
methylaniline is not required, ‘+’ shows the cases when N,N-dimethylaniline is required to be controlled at ≤ 0,002%.
ГФ РФ, State Pharmacopoeia of the Russian Federation; Ph. Eur., European Pharmacopoeia; USP, United States Pharmacopeia; Ph. Int., The 
International Pharmacopoeia.

Продолжение таблицы 2

Table 2 (continued)

натрия ацетат. В связи с этим большинство 
производителей не включают данный показа-
тель в спецификацию либо включают только 
для формального соблюдения требований, ука-
занных в частной фармакопейной статье.

В настоящее время N,N-диметиланилин также 
не используется для производства проанализи-
рованных фармацевтических субстанций, а за-
меняется менее токсичными реагентами — три-
этиламином (в 6 из 10 указанных субстанций), 
N,N-диметилацетамидом (в  3 из 10 указанных 
субстанций).

Необходимость определения остаточного содер-
жания триэтиламина и N,N-диметилацетамида 
регламентируется ГФ РФ23, ФЕАЭС24, Решением 
Коллегии Евразийской экономической комиссии 
от 04.10.2022 № 138 «Об утверждении Требова
ний к проведению исследований (испытаний) ле-
карственных средств в части оценки и контроля 

содержания примесей». Учитывая, что триэти-
ламин, согласно данным регистрационных до-
сье анализируемых субстанций, используется 
на начальных стадиях производства, его контроль 
как органического растворителя 3 класса токсич-
ности может отсутствовать. Однако триэтиламин 
является третичным амином, что увеличивает 
риск образования в субстанциях нитрозоприме-
сей, и в качестве мер, направленных на обеспе-
чение безопасности лекарственных препара-
тов, производители должны проводить оценку 
рисков25 образования примесей нитрозаминов 
в фармацевтических субстанциях.

Остаточное содержание N,N-диметилацетамида 
(2 класс токсичности), который также использу-
ется на начальных стадиях производства, может 
не контролироваться, если представлены ре-
зультаты, полученные на 6 опытно-промышленных 
или 3 промышленных сериях фармацевтической 
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Таблица 3. Данные по контролю технологических неродственных примесей в субстанциях некоторых антибиотиков

Table 3. Data on the control of process-related impurities in some antibiotic active substances

Производитель
Manufacturer

Используется в производстве
Used in manufacturing Включено в спецификацию 

(предельное содержание)
Specification limit2-этилгексановая кислота

2-ethylhexanoic acid
N,N-диметиланилин
N,N-dimethylaniline

Амоксициллин натрия
Amoxicillin sodium

Производитель 1
Manufacturer 1

Не используется
Not used

Не используется
(замена на триэтиламин, 
N,N-диметилацетамид)

Not used (replaced with tri-
ethylamine, N,N-dimethylacet-

amide)

2-этилгексановая кислота 
(≤0,8%)

2-ethylhexanoic acid (≤0.8%)

Амоксициллина тригидрат
Amoxicillin trihydrate

Производитель 2
Manufacturer 2

Не используется
Not used

Не используется
(замена на триэтиламин)
Not used (replaced with tri-

ethylamine)

N,N-диметиланилин
(≤0,002%)

N,N-dimethylaniline
(≤0.002%)

Производитель 3
Manufacturer 3

Не используется
Not used

Не используется
(замена на триэтиламин, 
N,N-диметилацетамид)

Not used (replaced with tri-
ethylamine, N,N-dimethylacet-

amide) 

–

Производитель 4
Manufacturer 4

Не используется
Not used

Не используется
(замена на триэтиламин, 
N,N-диметилацетамид)

Not used (replaced with tri-
ethylamine, N,N-dimethylacet-

amide)

–

Бензилпенициллин натрия
Benzylpenicillin sodium

Производитель 5
Manufacturer 5

Не используется
Not used

Не используется
Not used

2-этилгексановая кислота 
(≤0,5%)

2-ethylhexanoic acid (≤0.5%)

Производитель 6
Manufacturer 6

Не используется
Not used

Не используется
Not used

2-этилгексановая кислота 
(≤0,5%)

2-ethylhexanoic acid (≤0.5%)

Производитель 7
Manufacturer 7

Не используется
Not used

Не используется
Not used

–

Цефтриаксон натрия
Ceftriaxone sodium

Производитель 8
Manufacturer 8

Не используется
Not used

Не используется
(замена на триэтиламин)
Not used (replaced with tri-

ethylamine)

–

Производитель 9
Manufacturer 9

Используется
Used

Не используется
(замена на триэтиламин)
Not used (replaced with tri-

ethylamine)

2-этилгексановая кислота 
(≤0,8%)

2-ethylhexanoic acid (≤0.8%)

Производитель 10
Manufacturer 10

Не используется
Not used

Не используется
Not used

–

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. «–» — не нормируется.
Note. –, not standardised.
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25	 Рекомендация Коллегии Евразийской экономической комиссии от 06.08.2019 № 23 «О Руководстве по оценке и контролю ДНК-ре-
активных (мутагенных) примесей в лекарственных средствах и установлению границ потенциального канцерогенного риска».

субстанций или промежуточного продукта, показы-
вающие, что его остаточное количество не превы-
шает 10% от предельно допустимого содержания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящее время сложилась противоречивая 
ситуация — с одной стороны, современные тех-
нологические процессы позволяют производить 
фармацевтические субстанции без использова-
ния токсичных реагентов, таких как 2-этилгек-
сановая кислота и N,N-диметиланилин, с другой 
стороны, производители вынуждены следовать 
фармакопейным требованиям, в частности вво-
дить заведомо избыточные показатели качества 
в спецификацию, создавая балластную лабо-
раторную нагрузку и снижая экономическую 
эффективность деятельности предприятия. 

Необходимо при пересмотре фармакопейных 
стандартов критически оценить перечень нор-
мируемых показателей и в тех случаях, когда 
использование того или иного реагента опцио-
нально, включать оговорку «если использова-
ние предусмотрено процессом производства».

В случае если N,N-диметиланилин, 2-этилгек-
сановая кислота используются на каком-либо 
из этапов производственного процесса, вклю-
чая промежуточные продукты, то спецификаци-
ей качества на фармацевтическую субстанцию 
должен быть предусмотрен контроль их оста-
точного содержания, например методом газовой 
хроматографии, в связи с их высокой токсично-
стью. Для установления соответствующих поро-
говых значений необходимо руководствоваться 
действующими фармакопейными стандартами.
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Стандартизация метода определения 
остаточных органических растворителей 
(обзор)
1	Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

2	Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение 
высшего образования «Российский химико-технологический университет 
имени Д.И. Менделеева», 
ул. Героев Панфиловцев, д. 20, Москва, 125480, Российская Федерация

	 Смирягин Егор Антонович; smiryaginea@expmed.ru

ВВЕДЕНИЕ. Одним из показателей качества лекарственных средств (ЛС) и вспо-
могательных веществ является содержание остаточных органических раство-
рителей (ООР). В ОФС.1.1.0008 «Остаточные органические растворители» 
Государственной фармакопеи Российской Федерации (ГФ РФ) отсутствуют ме-
тодики идентификации, установления предельного содержания и количествен-
ного определения ООР, что не позволяет стандартизировать подходы к контро-
лю качества по этому показателю.
ЦЕЛЬ. Анализ мировой фармакопейной практики и методологических подхо-
дов к контролю ООР для подготовки проекта общей фармакопейной статьи 
«Остаточные органические растворители».
ОБСУЖДЕНИЕ. В результате сравнительного анализа требований Европейской 
фармакопеи, Фармакопеи США, Фармакопеи Евразийского экономического со-
юза и ГФ РФ к контролю ООР отмечено отсутствие описания хроматографи-
ческих систем в действующей ОФС ГФ РФ и установлена необходимость их 
включения. Отмечено, что ни в одной из рассмотренных фармакопей требова-
ния к валидации соответствующих аналитических методик не устанавливают 
исчерпывающий перечень характеристик оборудования, необходимый и доста-
точный для воспроизведения всех условий выполнения анализа.
ВЫВОДЫ. Целесообразно гармонизировать ОФС «Остаточные органические 
растворители» ГФ РФ в соответствии с мировыми фармакопейными подходами 
к определению ООР методом газовой хроматографии. Рекомендовано допол-
нить проект ОФС «Остаточные органические растворители»» описанием мето-
дик идентификации, установления предельного содержания и количественного 
определения ООР.

Ключевые слова: остаточные органические растворители; контроль качества; идентификация; предельное 
содержание; количественное определение; газовая хроматография; парофазные системы ввода
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INTRODUCTION. An important quality attribute of medicines and excipients 
is the content of residual organic solvents (ROS). The general chapter on ROS 
(1.1.0008) of the State Pharmacopoeia of the Russian Federation (Ph. Rus.) does 
not provide analytical procedures for ROS identification, limit tests, and quantit-
ative determination. This impedes the standardisation of approaches to the con-
trol of ROS.
AIM. This study aimed to analyse global pharmacopoeial practices for and methodo-
logical approaches to the control of ROS in order to prepare a draft general chapter 
on ROS.
DISCUSSION. According to the comparative analysis of the requirements for the con-
trol of ROS of the European Pharmacopoeia, the United States Pharmacopoeia, 
the Pharmacopoeia of the Eurasian Economic Union, and the Ph. Rus., the current 
Ph. Rus. general chapter lacks a description of chromatographic systems, and this 
description should be provided. The validation requirements for the relevant test 
procedures in neither of the analysed pharmacopoeias include an exhaustive list of 
equipment characteristics that are necessary and sufficient to satisfy all analytical 
conditions.
CONCLUSIONS. It is reasonable to harmonise the Ph. Rus. general chapter on ROS 
(1.1.0008) with global pharmacopoeial approaches to ROS determination by gas 
chromatography. The authors recommend supplementing the draft general chapter 
on ROS with analytical procedures for ROS identification, limit tests, and quantita
tive determination.
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gas chromatography; head-space injection systems
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ВВЕДЕНИЕ
Органические растворители применяют при  
синтезе широкого спектра фармацевтических 
субстанций, вспомогательных веществ или  
при производстве лекарственных препаратов. 
Присутствие растворителей в конечном про-
дукте нежелательно, в основном из-за их ток-
сичности, влияния на терапевтическую актив-
ность, запах и (или) вкус лекарственных средств. 
Для удаления органических растворителей 
используют различные технологические про-
цессы. Однако даже после проведения таких 
процессов растворители в небольших количе-
ствах остаются в продуктах производства [1, 2]. 

Все фармацевтические субстанции, вспомога-
тельные вещества и лекарственные препараты, 
в производстве которых используются или об-
разуются летучие вещества, не полностью уда-
ляющиеся из конечного продукта, подлежат 
контролю на содержание остаточных органиче-
ских растворителей (ООР).

Методы контроля примесей делят на две группы: 
биологические испытания и физико-химические 
методы. С помощью физико-химических мето-
дов определяют органические примеси, неорга-
нические примеси и остаточные растворители. 
Для оценки фактического и (или) потенциально-
го наличия органических примесей необходимо 
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проводить объемные работы: изучение процес-
сов синтеза, очистки и хранения; разработку 
аналитических и экспериментальных методик 
для определения содержания, токсичности 
и фармакологического действия. Токсичность 
неорганических примесей и большинства оста-
точных растворителей установлена, поэтому 
возможно использование как фармакопейных, 
так и нефармакопейных валидированных ме-
тодик. Таким образом, в соответствии с пред-
писаниями фармакопей производитель обязан 
разрабатывать и валидировать методики опре-
деления ООР.

Лекарственные средства не должны содержать 
ООР больше, чем это предусмотрено данными 
по безопасности1. Традиционно для контроля 
токсичности лекарственных средств, в том чис-
ле обусловленной присутствием ООР, проводят 
in vivo испытание на аномальную токсичность. 
Количественный in vitro контроль примесей 
современными физико-химическими методами 
может позволить исключить неспецифические 
испытания на животных, такие как «Аномальная 
токсичность». Тренд на исключение показателя 
«Аномальная токсичность» обусловлен таки-
ми недостатками метода, как: высокая вероят-
ность ложноположительных результатов, низкая 
для рутинного контроля качества лекарствен-
ных препаратов эффективность, несоответствие 
международным требованиям к валидации ме-
тодик и испытаний, необходимость использова-
ния в рутинном контроле большого количества 
животных [3].

Первым аналитическим методом определе-
ния ООР, введенным в фармакопеи, был метод 
«Потеря в массе при высушивании». Данный ме-
тод прост в исполнении и проводится при нор-
мальном давлении, однако имеет ряд недо-
статков, включая отсутствие специфичности, 
высокий предел обнаружения (около 0,1%), 
необходимость в относительно большом коли-
честве образца для проведения анализа (около 
1–2 г); изменения атмосферной влажности также 
могут исказить результаты анализа [4].

На текущий момент основным методом опре-
деления ООР является газовая хроматография 
(ГХ) с использованием насадочных и капил-
лярных хроматографических колонок. Чаще 
для контроля ООР применяют капиллярные 

колонки благодаря их высокой разделительной 
способности. Разработку и валидацию новых 
аналитических методик определения ООР мето-
дом ГХ в ряде лекарственных средств продол-
жают до сих пор2 [5–7].

В случае использования в производстве ле-
карственных средств растворителей только 
третьего класса токсичности для контроля ка-
чества лекарственных средств может быть до-
статочно провести испытание «Потеря в массе 
при высушивании» или специфичное определе-
ние растворителя. Растворители первого и вто-
рого классов токсичности обычно определяют 
с применением ГХ.

В Государственную фармакопею Российской 
Федерации (ГФ РФ) включена ОФС.1.1.0008 
«Остаточные органические растворители», кото-
рая не содержит описания хроматографических 
методик и нуждается в актуализации с учетом 
мировой фармакопейной практики.

Цель работы  — анализ мировой фармакопей-
ной практики и методологических подходов 
к контролю остаточных органических раство-
рителей для подготовки проекта общей фар-
макопейной статьи «Остаточные органические 
растворители».

Задачи исследования:
•	 сравнительный анализ требований ведущих 

зарубежных фармакопей, Фармакопеи ЕАЭС 
и ГФ РФ к контролю ООР в лекарственных 
средствах и вспомогательных веществах;

•	 определение основных направлений разра-
ботки проекта ОФС «Остаточные органиче-
ские растворители»;

•	 выявление требований к проведению хро-
матографического анализа содержания ООР, 
необходимых для включения в нормативные 
документы.

Исследование было проведено информаци-
онно-аналитическим методом. Литературная 
база источников состоит из научных статей 
(2003–2024 гг.), доступных для поиска в РИНЦ 
и Scopus. Ключевые слова поиска: примеси, 
остаточные органические растворители, газовая 
хроматография, парофазный анализ, деривати-
зация, методики контроля качества. Объектной 
базой исследования послужили фармакопеи: 
Европейская фармакопея (Ph. Eur.), Фармакопея 

1	 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 04.10.2022 № 138 «Об утверждении Требований к проведе-
нию исследований (испытаний) лекарственных средств в части оценки и контроля содержания примесей». 

2	 Климова ТВ. Разработка методики определения остаточных органических растворителей в фармацевтических субстан-
циях перспективных лекарственных средств из ряда азолоазинов методом газожидкостной хроматографии: выпускная 
квалификационная работа. Екатеринбург; 2020. 
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США (USP), Фармакопея Евразийского экономи-
ческого союза (ЕАЭС) и ГФ РФ3.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Ph. Eur., USP, Фармакопея ЕАЭС и ГФ РФ содер- 
жат информацию о классификации ООР по сте-
пени риска, пределах содержания ООР и ме-
тодах их установления, допустимых суточных 
дозах и методах их установления. Оценка до-
пустимого содержания ООР основана на мак-
симальной суточной дозе действующего веще-
ства. Также в фармакопеях (за исключением 
ГФ РФ) описаны методики и хроматографиче-
ские системы, используемые для проведения 
идентификации, установления предельного со-
держания и количественного определения ООР. 
Монографии Фармакопеи ЕАЭС и Ph. Eur.4 гармо-
низированы между собой, между монографиями 
Ph. Eur. и USP5 существует ряд отличий.
1.  Согласно Ph. Eur. оценка пригодности хрома-
тографической системы А или хроматографиче-
ских систем А и Б всегда проходит на этапе иден-
тификации ООР классов 1 и 2. Для системы  А 
отношение «сигнал/шум» для пика 1,1,1-три-
хлорэтана должно быть не менее 5, а разреше-
ние между пиками ацетонитрила и дихлорме-
тана не менее 1,0. Для системы Б отношение 
«сигнал/шум» для пика бензола должно быть 
не менее 5, а разрешение между пиками аце-
тонитрила и 1,1,2-трихлорэтилена не менее 1,0. 
В USP для проведения испытаний на предельное 
содержание, когда ООР уже идентифицированы, 
предложены другие критерии пригодности хро-
матографической системы. Для системы А в слу-
чае отсутствия 1,1,1-трихлорэтана отношение 
«сигнал/шум» для любого другого растворителя 
должно быть не менее 3. Если используют бо-
лее одного растворителя, разрешение между 
интересующим пиком и любым соседним пи-
ком должно быть не менее 1,0. Для системы Б 
в случае отсутствия бензола отношение «сиг-
нал/шум» для любого другого растворителя 
должно быть не менее 3. Если используют бо-
лее одного растворителя, разрешение между 

интересующим пиком и любым соседним пиком 
должно быть не менее 1,0.
2.  Стандартный образец (СО) для раствори-
телей класса токсичности 2 в Ph. Eur. отсутству-
ет, поэтому для приготовления стандартного 
раствора предлагают взять «соответствующие 
количества растворителей класса 2». На типич-
ной хроматограмме такого стандартного раство-
ра представлены пики 25 ООР. Согласно ме-
тодике, представленной в монографии USP, 
используют два СО: смесь А (смесь 17 ООР клас-
са 2 в диметилсульфоксиде (ДМСО))6 и смесь B 
(смесь 8 ООР класса 2 в ДМСО)7, получая в итоге 
две хроматограммы. При этом в соответствии 
с USP для испытаний на предельное содержание 
ООР в случае, если заранее известен возмож-
ный состав растворителей, при приготовлении 
стандартных растворов используют только СО 
этих растворителей.
3.  В USP приведены методики количественно-
го определения растворимых и не раствори-
мых в воде ООР, также представлены форму-
лы для вычисления содержания ООР (в ppm). 
В Ph. Eur. отсутствуют методики количествен-
ного определения ООР, но указана возмож-
ность использования метода стандартных 
добавок, если содержание ООР классов токсич-
ности 2 или 3 составляет 0,1% и более.
4.  В USP в перечне ООР класса токсичности  2  
отсутствуют циклопентилметиловый эфир 
и трет-бутиловый спирт, а в перечне ООР клас-
са токсичности 3  — 2-метилтетрагидрофуран. 
Данные растворители были включены в Ph. Eur. 
изд. 10.7 с целью приведения монографии в со-
ответствие с руководством Международного со-
вета по гармонизации технических требований 
к лекарственным средствам для медицинского 
применения (ICH) Q3C (R8)8.
5.  Несколько различаются предлагаемые рабо-
чие параметры статического парофазного ана-
лиза. Температура линии подачи газовой пробы 
для методики пробоподготовки испытуемых 
образцов, в которых известно или предполага-
ется присутствие N,N-диметилацетамида и (или) 

3	 European Pharmacopoeia. 11.6. Strasbourg: EDQM; 2024.
	 United States Pharmacopeia. USP-NF. Rockville, MD; 2024.
	 Фармакопея Евразийского экономического союза. М.; 2020.
	 Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. 2023.
4	 2.3.2.0. Остаточные органические растворители. Фармакопея Евразийского экономического союза. М.; 2020.
	 2.1.4.19. Идентификация и контроль остаточных растворителей. Фармакопея Евразийского экономического союза. М.; 2020.
	 5.4. Residual solvents. European Pharmacopoeia. 11.6. Strasbourg: EDQM; 2024.
	 2.4.24. Identification and control of residual solvents. European Pharmacopoeia. 11.6. Strasbourg: EDQM; 2024.
5	 5.4. Residual solvents. European Pharmacopoeia. 11.6. Strasbourg: EDQM; 2024.
	 2.4.24. Identification and control of residual solvents. European Pharmacopoeia. 11.6. Strasbourg: EDQM; 2024.
	 <467> Residual solvents. United States Pharmacopeia. USP-NF. Rockville, MD; 2024.
6	 https://static.usp.org/pdf/EN/referenceStandards/certificates/1601281-R08520.pdf 
7	 https://static.usp.org/pdf/EN/referenceStandards/certificates/1601292-R08960.pdf
8	 ICH Q3C (R8) Impurities guideline for residual solvents. EMA/CHMP/ICH/213867/2020.
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N,N-диметилформамида, по Ph. Eur. составляет 
105  ºС, по USP  — 80–90  ºС; время пребыва-
ния под давлением — по Ph. Eur. 30 с, по USP — 
не менее 60 с.

В действующей ОФС.1.1.0008 «Остаточные орга-
нические растворители» ГФ РФ, в отличие от ана-
логичных монографий зарубежных фармакопей, 
отсутствуют методики идентификации, установ-
ления предельного содержания и количествен-
ного определения ООР. Отсутствие методик 
не позволяет унифицировать подходы к контро-
лю ООР. Поэтому, ориентируясь на положения 
монографии Ph. Eur.9, в проект ОФС «Остаточные 
органические растворители» были включены 
хроматографические методики контроля ООР, 
в том числе указаны параметры хроматографи-
ческих систем: температура и время уравнове-
шивания, температура линии передачи, время 
достижения требуемого давления, объем пробы. 
Для введения пробы предусмотрен метод ста-
тической парофазной экстракции (headspace), 
который имеет ряд преимуществ по сравнению 
с вводом жидкой пробы [8, 9].

Статический парофазный анализ состоит 
из нескольких этапов. Исходный образец по-
мещают в виалу, которую термостатируют 
при определенной температуре. Летучие со-
единения переходят из образца в газовую фазу 
над ним в соответствии со значениями коэффи-
циентов распределения в системе «пар  — кон-
денсированная фаза» для каждого конкретного 
соединения. Через некоторое время система 
переходит в состояние равновесия, при котором 
концентрация летучего аналита в газовой фазе 
остается постоянной. Затем аликвота газовой 
фазы с потоком газа-носителя попадает в хро-
матографическую колонку, где и происходит 
разделение. Такой подход позволяет минимизи-
ровать влияние матрицы, а также понизить пре-
дел обнаружения летучих соединений в составе 
исследуемого образца [10, 11].

Определяющими условиями проведения стати-
ческого парофазного анализа являются раство-
ритель испытуемого образца и способ переноса 
пробы. Растворитель влияет на чувствитель-
ность, температуру и время уравновешивания. 
Наиболее часто используемыми растворителями 
при анализе газохроматографическим методом 
являются вода, ДМСО и их смесь. Использование 

смеси вода–ДМСО позволяет увеличить раство-
римость многих соединений, а также повышает 
чувствительность метода за счет концентриро-
вания целевых компонентов [12].

Перенос пробы в колонку может быть осу-
ществлен вручную; с помощью газоплотного 
шприца; автоматически путем нагнетания дав-
ления во флакон с пробой и контролируемого 
по времени или объему переноса аликвоты 
в инжектор. Могут быть также использованы 
твердофазная микроэкстракция или допол-
нительные адсорбционные ловушки, служа-
щие для очистки летучих аналитов от избыт-
ка газа-носителя перед прохождением пробы 
через ГХ-колонку [13].

Упомянутые в тексте статьи хроматографиче-
ские системы и режимы парофазного анализа 
будут приведены в проекте ОФС и могут быть 
использованы:
1) для идентификации большинства ООР классов 
токсичности 1 и 2, если ООР неизвестны;
2) для проведения испытания на предельное со-
держание ООР класса 1 и класса 2;
3) для количественного определения ООР клас-
са 2, если их предельные значения превышают 
1000 ppm;
4) для количественного определения ООР клас-
са 3, если их содержание превышает 0,5%.

В проекте ОФС будут представлены две хро-
матографические системы с делением потока: 
система А и система Б. Для каждой системы 
будут даны подробные характеристики хрома-
тографической колонки и неподвижной фазы, 
указаны соотношение деления потоков, линей-
ная скорость, газ-носитель, тип используемого 
детектора, а также температурные режимы ко-
лонки, инжектора и детектора соответственно. 
В конце раздела, посвященного аналитическим 
методикам, будет представлен алгоритм проце-
дуры определения ООР и оценки соответствия 
их содержания допустимым пределам.

При валидации методик хроматографии необ-
ходимо провести оценку их устойчивости (ро-
бастности)  — способности аналитической ме-
тодики быть устойчивой к влиянию небольших 
задаваемых изменений в условиях проведе-
ния испытания, которая указывает на ее на-
дежность при обычном (стандартном) исполь-
зовании.

9	 2.4.24. Identification and control of residual solvents. European Pharmacopoeia. 11.0. Strasbourg: EDQM; 2024. 
10	ОФС.1.1.0012 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. 2023.
 	 2.3.14.0. Валидация аналитических методик. Фармакопея Евразийского экономического союза. М.; 2020.
	 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 17.07.2018 № 113 «Об утверждении Руководства по валида-

ции аналитических методик проведения испытаний лекарственных средств».
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В соответствии с ГФ РФ, Фармакопеей ЕАЭС, 
руководством по валидации аналитических ме-
тодик проведения испытаний лекарственных 
средств и USP10 типичными параметрами вари-
ации для газовой хроматографии являются раз-
личные колонки (разные серии и поставщики); 
температура; скорость газа-носителя.

Ни в одной из рассмотренных фармако-
пей не определены четкие критерии кри-
тически важных изменений и изменений, 
не требующих контроля. Например, в разде-
ле «Представление результатов валидации» 
ОФС.1.1.0012 «Валидация аналитических мето-
дик» ГФ РФ указано, что протокол валидации 
должен содержать полное описание методики, 
достаточное для воспроизведения и отража-
ющее все условия, необходимые для выпол-
нения анализа. В USP11 указано, что типичным 
параметром вариации в том числе является ис-
пользование различного оборудования. Такие 
формулировки не позволяют однозначно опре-
делить, какое описание оборудования, исполь-
зуемого в ГХ, будет необходимым и достаточ-
ным для воспроизведения и отражения всех 
условий выполнения анализа. Это может приво-
дить к отказу производителя от исследования 
робастности на нескольких типах оборудова-
ния и обобщению вывода о воспроизводимо-
сти методики независимо от использованного 
оборудования.

Некорректный выбор оборудования, например 
типа системы ввода, может привести к измене-
нию чувствительности и селективности методи-
ки и, как следствие, получению недостоверных 
результатов [14]. Таким образом, применение 
в испытательных лабораториях различных си-
стем ввода пробы, отличающихся от тех, кото-
рые использовались производителем, может 
привести к трудностям при воспроизведении 
методики, основанной на применении метода 
headspace.

При разработке методик определения ООР, 
основанных на применении метода headspace, 
необходимо, по возможности, учитывать свой-
ства определяемых компонентов и использо-
вать способы пробоподготовки, позволяющие 
их нивелировать. Одним из таких способов, 
позволяющих улучшить воспроизводимость 
методик определения ООР методом ГХ, яв-
ляется дериватизация. Можно выделить 
несколько основных целей использования де-
риватизации в ГХ:

•	 снижение температуры кипения вещества. 
Замена активных (полярных) атомов водоро-
да в анализируемом веществе может приво-
дить к снижению его полярности и увеличе-
нию летучести;

•	 увеличение разрешения. В некоторых слу-
чаях дериватизированные аналиты, полу-
ченные добавлением специфических соеди-
нений к близким по химической природе 
веществам, могут существенно отличаться 
друг от друга по свойствам, что позволяет 
проводить разделение. Также дериватиза-
ция может создавать более существенные 
различия между аналитами и компонентами 
матрицы. Данный прием часто используют 
для разделения хиральных молекул [15, 16];

•	 улучшение формы пика аналита за счет ми-
нимизации вторичных взаимодействий хро-
матографической колонки с частью молекул 
аналита;

•	 повышение стабильности соединения путем 
защиты определенных групп в анализируе-
мом веществе.

Химические реакции, используемые в дерива-
тизации, могут быть классифицированы следу-
ющим образом:
(1)  реакции с образованием алкильных или  
арильных производных;
(2)  реакции силилирования;
(3)  реакции с образованием ацильных произ-
водных;
(4)  реакции присоединения к углерод-гетеро-
кратным связям;
(5)  реакции с образованием циклических со-
единений;
(6)  другие реакции, специфичные для опреде-
ленного анализа.

Следует, однако, отметить, что все дополнитель-
ные операции, проводимые с испытуемым об-
разцом или аналитом, в том числе и дериватиза-
ция, могут стать источником ошибок.

В фармацевтическом анализе дериватизацию 
при проведении ГХ обычно используют для по-
вышения летучести анализируемых компонен-
тов, например жирных кислот, однако также ее 
можно использовать для улучшения воспроиз-
водимости методик определения некоторых 
ООР методом ГХ. Так, например, определяют му-
равьиную кислоту в виде этилформиата, получа-
емого методом предколоночной дериватизации 
этанолом в присутствии паратолуолсульфокис-
лоты [17].

11	<1225> Validation of compendial procedures. United States Pharmacopeia. USP-NF. Rockville, MD; 2024.
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ВЫВОДЫ
1.  Установлена необходимость включения 
в ГФ РФ методик определения ООР методом ГХ.

2.  Установлено, что монографии ЕАЭС и Ph. Eur. 
гармонизированы между собой, а между моно-
графиями Ph. Eur. и USP существует ряд отличий. 
Предложено для разработки положений ГФ РФ 
в части методик контроля ООР, в том числе опи-
сания хроматографических систем, исходить 

из положений соответствующей монографии 
Фармакопеи ЕАЭС.

3.  При разработке методик определения ООР 
необходимо предусмотреть учет влияния кон-
фигурации системы ввода проб на воспроиз-
водимость. Предложено включение дерива-
тизации пробы в качестве одного из способов 
улучшения воспроизводимости методик опре-
деления некоторых ООР.
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ВВЕДЕНИЕ. Определение подлинности лекарственного растительного сырья 
и его отличий от морфологически схожих видов часто оказывается затруд-
нительным, особенно при использовании измельченного сырья. Для анализа 
сложных смесей растительного происхождения целесообразно использовать 
дополнительные способы оценки подлинности, в частности метод иерархиче-
ской кластеризации по содержанию микроэлементов в сырье.
ЦЕЛЬ. Исследовать возможность использования метода иерархической класте-
ризации содержания микроэлементов в сложной биологической матрице (сме-
си растений) на примере ромашки аптечной.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Для ромашки аптечной, широко применяемой в ме-
дицинской практике, известен ряд морфологически схожих совместно произ-
растающих видов других растений. Объектами исследования являлись цвет-
ки с цветоносами, заготовленные от растений: Matricaria recutita L., Tanacetum 
parthenium (L.) Sch.Bip., Leucanthemum vulgare Lam., Tripleurospermum inodorum (L.) 
Sch.Bip. и Matricaria suaveolens Buchenau и искусственно созданные смеси ро-
машки и примесных видов, не соответствующие требованиям фармакопейной 
статьи. Содержание микроэлементов определяли методом масс-спектрометрии 
с индуктивно-связанной плазмой. Статистическую обработку результатов про-
водили с помощью программы Statistica 10 со встроенными алгоритмами ана-
лиза данных многофакторных экспериментов.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Определено содержание 56 микроэлементов в растениях 
и их смесях, затем с использованием методов кластерного анализа построено 
иерархическое дерево. Выявлено, что наиболее близкими по микроэлементно-
му статусу являются M. recutita и M. suaveolens, что коррелирует с их таксономией. 
Искусственно приготовленные смеси растений занимали промежуточные кла-
стеры между различными видами ромашки. При этом по критерию несходства 
все примесные виды растений и смеси с содержанием более 10% значимо отли-
чались от кластера микроэлементного состава M. recutita.
ВЫВОДЫ. Показана возможность использования метода иерархической кла-
стеризации содержания микроэлементов в биологическом объекте для ана-
лиза сложных систем, в том числе смесей растений, и выявления их различий, 
способных иметь диагностическое значение при контроле качества лекарствен-
ного растительного сырья.

Ключевые слова: ромашка аптечная; Matricaria recutita  L.; кластерный анализ; иерархическое дерево; 
лекарственное растительное сырье; примеси; качество
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INTRODUCTION. Herbal drugs can often be difficult to identify and distinguish from 
morphologically similar species, especially when fractionated. For the analysis of 
complex mixtures of herbal origin, it is reasonable to use additional identification 
methods, including hierarchical clustering of herbal drugs by their trace element 
content.
AIM. This study aimed to assess the possibility of using hierarchical clustering by 
trace element content for complex biological matrices (plant mixtures), with offi-
cinal chamomile species as a case study.
MATERIALS AND METHODS. Multiple morphologically similar species grow to-
gether with officinal chamomile species that are widely used in medical practice. 
The study examined the flowers and peduncles of Matricaria recutita L., Tanacetum 
parthenium (L.) Sch.Bip., Leucanthemum vulgare Lam., Tripleurospermum inodorum (L.) 
Sch.Bip., and Matricaria suaveolens Buchenau, as well as artificial mixtures of chamo-
mile with adulterant species (as samples non-compliant with pharmacopoeial specifica- 
tions). The content of trace elements was determined by inductively coupled plasma 
mass spectrometry (ICP-MS). The statistical treatment of the results used Statistica 10 
software with a built-in data analysis algorithm for multivariate experiments.
RESULTS. Having determined the content of 56 trace elements, the authors plotted 
a hierarchical cluster tree using cluster analysis methods. M.  recutita and M.  sua-
veolens were shown to be the closest to each other in terms of their trace ele-
ment status, which correlated with their taxonomy. Artificial plant mixtures formed 
intermediate clusters that were observed between different chamomile species. 
Moreover, according to the criterion of dissimilarity, the trace element cluster of 
M. recutita significantly differed from the trace element clusters of all the adulterant 
species and mixtures containing more than 10% of the adulterant species.
CONCLUSIONS. This study demonstrated the possibility of using hierarchical clus-
tering based on the content of trace elements in a biological object to analyse com-
plex systems, including plant mixtures, and identify differences that may have dis-
criminative value for the quality control of herbal drugs.

Keywords: chamomile; Matricaria recutita L.; cluster analysis; hierarchical cluster tree; herbal drug; impurities; 
adulterant species; quality
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ВВЕДЕНИЕ
Фармакологическое действие лекарственных 
растительных препаратов (ЛРП) определяется 
сочетанием биологически активных соединений 
в их составе. Одним из условий воспроизводи-
мости фармакологического эффекта при при-
менении ЛРП является изготовление препарата 
из подлинного и доброкачественного лекар-
ственного растительного сырья (ЛРС). Однако 
в ряде случаев существует проблема идентифи-
кации производящего лекарственного растения, 
являющегося источником подлинного ЛРС, и его 
отличия от морфологически схожих видов, ча-
сто произрастающих в тех же условиях [1]. Даже 
подлинное ЛРС может не отвечать критерию 
доброкачественности вследствие повышенного 
содержания допустимых примесей близких ви-
дов неядовитых растений [2] и поллютантов [3].

К лекарственным растениям, для которых из-
вестен ряд морфологически схожих видов, от-
носится ромашка аптечная (Matricaria recutita L.),  
широко применяемая как в мировой [4, 5], так 
и в российской медицинской практике1 [6]. 
Цветки ромашки аптечной применяются как ан-
тибактериальное, противовоспалительное, спаз-
молитическое средство при заболеваниях верх-
них дыхательных путей и пищеварительного 
тракта [5, 7].

Цветки ромашки аптечной следует отличать 
от сходных по строению корзинок других рас-
тений семейства сложноцветных (Asteraceae), 
не подлежащих заготовке [4]. Согласно инструк-
ции2 по сбору и сушке соцветий ромашки ап-
течной основными ромашковидными расте-
ниями европейской части России являются 
ромашка душистая (Matricaria suaveolens (Pursh) 
Buchenau), пупавка собачья (Anthemis cotula  L.), 
пупавка полевая (Anthemis arvensis L.), во флоре 
Сибири преобладают нивяник обыкновенный 
(Leucanthemum vulgare Lam.), трехреберник непа-
хучий (Tripleurospermum inodorum (L.) Sch.Bip.), ро-
машка душистая [8] и широко культивирующийся 
в качестве декоративного растения пиретрум де-
вичий (Pyrethrum parthenium (L.) J.G.Sm.) [9].

Эти растения обладают различным химиче-
ским составом травы, цветков, различается 
также состав их эфирных масел. Так, основны-
ми действующими веществами эфирного масла 
ромашки аптечной являются хамазулен и би-
саболол [10], тогда как в видах-примесях со-
держатся другие компоненты: эфирное масло 
M. suaveolens содержит β-мирцен, (Е)-β-фарнезен, 

геранил-3-метилбутаноат, гермакрен  D [10–13], 
T.  inodorum  — матрикариа-эфир, гермакрен D,  
(Е)-β-фарнезен [10, 13], L. vulgare — сабинен, мир-
цен, эвдесмол, (Е)-β-фарнезен [10], P. parthenium — 
камфору, (Е)-хризантенилацетат [14–16].

Поскольку ЛРС часто заготавливают сборщи-
ки без ботанического и фармакогностического 
образования, и на следующий этап обращения 
сырье уже может поступать в измельченном 
виде, то определение его доброкачественности 
становится затруднительным. Важно заметить, 
что сырье, содержащее примеси в недопусти-
мом количестве, по товароведческим показате-
лям и по количественному содержанию эфирно-
го масла и флавоноидов, нормируемых согласно 
требованиям фармакопейной статьи, может со-
ответствовать принятым нормам. Однако в связи 
с отличием состава действующих веществ из-за 
присутствия примесей может измениться фар-
макологическое действие ЛРП либо могут раз-
виться нежелательные реакции при его приеме.

В фармакопейной статье ФС.2.5.0037.153 описа-
ны методы определения подлинности и чистоты 
(наличия примесей) ЛРС по морфологическим 
признакам, достаточным для измельченного сы-
рья, в котором присутствуют частицы с размера-
ми более 2 мм. Вместе с тем в настоящее время 
значительная доля ЛРП, изготовленных из ро-
машки аптечной, выпускается в фильтр-пакетах, 
в которых частицы размером более 2 мм отсут-
ствуют. Поэтому для определения подлинности 
данной продукции использование диагностиче-
ских морфологических признаков существенно 
затруднено.

В цветках ромашки определяют количествен-
ное содержание эфирного масла, суммы флаво-
ноидов в пересчете на рутин и экстрактивных 
веществ, извлекаемых водой. Однако данные 
показатели в связи с содержанием суммы подоб-
ных веществ во многих видах растений не могут 
быть использованы в качестве эффективного 
и достоверного критерия качества ЛРС. Одним 
из возможных путей видоспецифичной диагно-
стики ЛРС может быть получение хроматограм-
мы эфирного масла, в котором могут быть выяв-
лены нехарактерные компоненты [17, 18]. В этом 
случае требуется использование нескольких 
хроматографических методов анализа: высо-
коэффективной жидкостной хроматографии 
со спектрофотометрическим детектированием 
для фенольных компонентов ЛРС и газовой хро-
матографии для компонентов эфирного масла, 

1	 Государственный реестр лекарственных средств https://grls.rosminzdrav.ru
2	 Правила сбора и сушки лекарственных растений. Сборник инструкций. М.: Медицина; 1985. 
3	 ФС.2.5.0037.15 Ромашки аптечной цветки. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4. М.; 2018. 
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4	 НСАМ № 512-МС Определение элементного состава образцов растительного происхождения (травы, листья) атомно-эмис-
сионным и масс-спектральным методами анализа. М.: ФГБУ ВИМС; 2017.

что существенно усложняет процесс контроля 
качества ЛРС.

В наших предыдущих исследованиях [19] было 
показано, что состав микроэлементов расте-
ний определяется в первую очередь видовой 
принадлежностью растения, что позволяет го-
ворить о гомеостазе микроэлементного стату-
са растения и использовать его при решении 
задач хемосистематики [20]. Важным обстоя-
тельством является установленная корреляция 
между микроэлементным статусом и компо-
нентным составом эфирного масла, получаемо-
го из растения [21].

При использовании иерархической кластери-
зации микроэлементного статуса в качестве 
критерия сходства используется Евклидово 
расстояние в N-мерном пространстве, и если 
это расстояние превышает изменчивость опре-
деляемых параметров по промысловой зарос-
ли (~15%), то кластеры считаются разными [22]. 
Применение такого подхода при анализе ЛРС 
«Чабреца трава» [20] показало, что сформиро-
ванный кластер качественного ЛРС «Чабреца 
трава» значимо отличается от кластера некаче-
ственного сырья.

Микроэлементный состав растения определяет-
ся не только условиями в месте его произраста-
ния, но и в значительной степени его геномом, 
поскольку микроэлементы необходимы для син-
теза растением видоспецифичных соединений. 
Растения семейства сложноцветных в каче-
стве запасного вещества накапливают инулин 
в отличие от характерного для растений других 
семейств крахмала [7]. Поскольку исследова-
ния по связи микроэлементного состава с так-
сономическим положением были выполнены 

для крахмалоносных семейств [19–22], пред-
ставляет интерес определить информативность 
микроэлементного состава для инулинсодержа-
щих растений.

Цель работы  — исследовать возможность ис-
пользования метода иерархической класте-
ризации содержания микроэлементов в слож-
ной биологической матрице (смеси растений) 
на примере ромашки аптечной.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования были выбра-
ны ромашка аптечная, пиретрум девичий, ни-
вяник обыкновенный, трехреберник непахучий 
и ромашка душистая, собранные в окрестностях 
пос.  Михайловский Новосибирской области 
(широта 55º04 ,́ долгота 83º27´). В качестве сы-
рья заготавливали цветки с цветоносами дли-
ной не более 3 см по правилам заготовки ЛРС 
«Ромашки аптечной цветки». После сбора сы-
рье доводили до воздушно-сухого состояния. 
Из высушенного сырья были приготовлены сме-
си на основе M. recutita с добавлением 10 и 25% 
по массе сырья примесных видов, заготовленно-
го по тем же правилам (табл. 1). Исходное сырье 
и полученные смеси измельчали в ротационной 
мельнице TSM6A (Bosch) и разделяли на фрак-
ции с помощью лабораторных сит («Экрос») 
с размерами ячеек 5,0 мм (верхнее сито) и 0,2 мм 
(нижнее сито). Фракции крупнее 5,0 мм и мень-
ше 0,2 мм отбрасывали.

Количественное определение элементов прово-
дили методом масс-спектрометрии с индуктив-
но-связанной плазмой на спектрометре ELAN 
DRC-II (Perkin Elmer Inc) в соответствии с утвер-
жденной методикой4.

Таблица 1. Состав приготовленных растительных смесей

Table 1. Composition of prepared herbal mixtures

Растение
Plant

Смесь 1
Mixture 1

Смесь 2
Mixture 2

Смесь 3
Mixture 3

Смесь 4
Mixture 4

Смесь 5
Mixture 5

Смесь 6
Mixture 6

Смесь 7
Mixture 7

Смесь 8
Mixture 8

Matricaria recutita, % 90 75 90 75 90 75 90 75

Leucanthemum vulgare, % 10 25 – – – – – –

Tripleurospermum inodorum, % – – 10 25 – – – –

Matricaria suaveolens, % – – – – 10 25 – –

Pyrethrum parthenium, % – – – – – – 10 25
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. «–» — компонент в смеси отсутствует.
Note. — The mixture does not contain the component.
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Точную навеску измельченного сырья массой 
около 0,1–0,2 г помещали во фторопластовый 
вкладыш лабораторного автоклава. Дальнейший 
анализ проб проводили, как описано в рабо-
те [23]. Для минерализации проб использо-
вали кислоту азотную концентрированную 
(«Ленреактив», кат. № 011584) и кислоту фтори-
стоводородную («Ленреактив», кат. №  200629). 
Контроль правильности определения проводи-
ли методом добавок.

Для построения калибровочных графиков ис-
пользовали многоэлементные стандартные 
растворы ICP-MS-68-A и ICP-MS-68-В 0,01  г/л 
(High-Purity Standards), а также одноэлемент-
ный стандартный раствор Hg 1 г/л (High-Purity 
Standards). Стабильность градуировочных ха-
рактеристик контролировали путем сравнения 
результатов определения содержания введен-
ного внутреннего стандарта индия (115In, High-
Purity Standards, кат. № 100024-2-100) в каждом 
анализируемом образце.

Для обеспечения стабильного режима рабо-
ты масс-спектрометра все измерения про-
водили в термостатированных условиях 
при 22,0±1,5 ºС. Проводили пять параллель-
ных определений для каждого анализируемо-
го образца, за результат принимали среднее 
значение.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с помощью программ-
ного обеспечения Statistica 10, имеюще-
го встроенные алгоритмы анализа данных 
многофакторных экспериментов. В качестве 
алгоритма анализа был принят метод иерар-
хической кластеризации5. Полученные экс-
периментальные данные были представлены 
в виде матрицы, столбцы которой соответ-
ствовали исследуемым растительным образ-
цам, а в строках были полученные средние 
значения содержания микроэлементов в рас-
тительном объекте. Для исключения влияния 
на результат величины абсолютных значений 
количества микроэлементов была произве-
дена нормировка данных с использованием 
встроенной функции стандартизации по стро-
кам и с приведением всех преобразованных 
переменных к единому диапазону значений, 
выраженных в каждой ячейке матрицы как от-
ношение количества микроэлемента в каждом 
образце к среднему значению его содержания 
по всем исследуемым образцам.

Построение дендрограммы. Для построения 
дендрограммы в качестве способа измерения 
дистанции между кластерами было выбрано 
Евклидово расстояние между точками в много-
мерном пространстве, а в качестве алгорит-
ма объединения — метод Варда [24], согласно 
которому для оценки расстояний между кла-
стерами используются методы дисперсионно-
го анализа. В качестве меры подобия (целевой 
функции) применяют внутригрупповую сумму 
квадратов отклонений, которая представляет 
собой сумму квадратов расстояний между 
каждой точкой (объектом) и средней по кла-
стеру, содержащему этот объект. На каждом 
этапе объединяются такие два кластера, ко-
торые приводят к минимальному увеличению 
целевой функции, т.е. внутригрупповой суммы 
квадратов отклонений. Значимость увеличения 
целевой функции оценивается по критерию 
Фишера при уровне доверительной вероятно-
сти 0,95. В качестве критериев объединения 
точек в кластер использовали граничное усло-
вие о том, что Евклидово расстояние между 
точками меньше величины ε [24], критическое 
значение приемлемости которой было приня-
то как изменение микроэлементного состава 
по объекту менее 15% и которая в данном слу-
чае выполняла роль доверительного интервала 
для оценки значимости различий между кла-
стерами [19].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для выявления закономерностей в многофак-
торных данных, полученных на биологических 
матрицах, использование статистического аппа-
рата оценки доверительных интервалов пара-
метрическими многофакторными корреляци-
онными методами мало применимо и наиболее 
эффективно использование методов кластер-
ного анализа. В этом случае вводится поня-
тие виртуального многомерного пространства, 
базисными ортами которого являются нор-
мированные концентрации микроэлементов. 
Построенное иерархическое дерево кластеров 
по результатам, приведенным в таблице 2, пред-
ставлено на рисунке 1.

На основании построенного иерархического 
дерева и принятого критерия несходства стати-
стически значимыми являются только кластеры 
в виде синглетонов [25] каждого из примесных 
видов, собственно M. recutita (доверительная 
вероятность p=0,95), тогда как для кластеров, 

5	 Буреева НН. Многомерный статистический анализ с использованием ППП “STATISTICA”. Учебно-методический материал 
по программе повышения квалификации «Применение программных средств в научных исследованиях и преподавании 
математики и механики». Нижний Новгород; 2007.
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Таблица 2. Содержание микроэлементов в растительном сырье и смесях

Table 2. Content of trace elements in individual herbal drugs and herbal drug mixtures
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Li 0,336 0,173 0,086 0,107 0,68 0,315 0,277 0,317 0,282 0,324 0,299 0,375 0,428

Be 0,001 0,001 0,013 0,04 0,066 0,002 0,004 0,005 0,01 0,001 0,001 0,007 0,016

Na 1545,2 548,0 66,0 268,0 295,0 1350,7 1136,2 1370,3 1185,1 1397,4 1252,8 1372,9 1191,7

Mg 2687,9 3321,0 1956,0 2055,0 2026,0 2386,0 2285,8 2395,1 2308,4 2510,6 2597,3 2392,4 2301,8

Al 485,4 310,0 86,0 156,0 150,0 417,0 360,9 423,5 377,2 438,0 413,4 422,9 375,8

Si 1303,5 1411,0 545,0 1003,0 820,0 1265,4 1148,1 1312,7 1266,3 1354,7 1371,3 1293,8 1219,1

P 7344,8 8921,0 4775,0 4960,0 5415,0 7079,1 6694,1 7097,6 6740,3 7493,2 7729,3 7143,0 6853,8

K 25575,8 28368,0 27260,0 24610,0 27219,0 26254,7 26512,3 25984,5 25836,7 26367,8 26794,9 26250,6 26502,1

Ca 9455,0 6920,0 8550,0 6770,0 6756,0 9250,4 9116,3 9074,6 8676,8 9089,5 8713,9 9073,2 8673,3

Ti 32,4 24,0 6,8 11,0 11,0 26,9 23,5 27,3 24,5 28,5 27,3 27,4 24,5

V 1,33 1,04 0,64 1,17 0,19 1,37 1,25 1,42 1,40 1,41 1,36 1,32 1,13

Cr 2,39 2,61 1,8 1,99 1,96 2,34 2,25 2,36 2,30 2,42 2,45 2,35 2,29

Mn 38,0 50,0 58,0 97,0 177,0 39,0 41,9 42,8 51,4 38,2 40,0 50,6 70,9

Fe 351,9 258,0 130,0 161,0 190,0 353,7 318,0 357,1 326,4 367,5 352,5 360,2 334,2

Co 0,31 0,26 0,29 0,26 0,46 0,28 0,28 0,28 0,27 0,28 0,27 0,29 0,32

Ni 1,34 1,04 4,54 2,45 2,98 1,75 2,26 1,53 1,7 1,38 1,33 1,58 1,84

Cu 8,04 11,56 9,21 11,24 15,92 7,44 7,6 7,63 8,06 7,65 8,14 8,05 9,13

Zn 45,0 65,9 38,3 37,1 37 45,1 44,1 45,0 43,8 47,9 51,1 45,0 43,7

Ga 0,13 0,12 0,057 0,08 0,088 0,12 0,11 0,13 0,12 0,13 0,13 0,13 0,12

As 0,32 0,25 0,23 0,59 0,12 0,29 0,28 0,33 0,37 0,29 0,28 0,28 0,26

Se 0,35 0,43 0,62 0,45 0,001 0,41 0,45 0,39 0,41 0,39 0,4 0,34 0,28

Br 31,54 19,06 60,69 28,92 62,88 34,22 38,56 31,06 30,67 30,09 28,23 34,44 39,11

Rb 10,84 9,19 36,93 26,29 25,96 13,44 17,35 12,38 14,69 10,67 10,42 12,34 14,61

Sr 15,13 9,2 8,7 5,4 20,0 14,73 13,74 14,4 12,92 14,78 13,87 15,84 16,52

Y 0,15 0,099 0,032 0,049 0,055 0,128 0,112 0,130 0,116 0,135 0,127 0,130 0,117

Zr 0,51 0,31 0,103 0,17 0,2 0,5 0,44 0,51 0,46 0,53 0,49 0,51 0,47

Nb 0,064 0,043 0,0097 0,018 0,023 0,058 0,050 0,059 0,052 0,061 0,058 0,059 0,053

Mo 3,55 5,1 0,61 3,35 2,37 3,26 2,82 3,54 3,51 3,71 3,95 3,44 3,26

Ag 0,011 0,0033 0,0065 0,0075 0,015 0,0101 0,0094 0,0102 0,0097 0,0098 0,0087 0,0109 0,0115

Cd 0,034 0,133 0,09 0,13 0,071 0,031 0,026 0,044 0,059 0,045 0,06 0,038 0,044

Sn 3,37 8,52 11,07 4,92 4,64 3,75 4,80 3,20 3,41 3,52 4,22 3,17 3,34

Sb 0,026 0,007 0,01 0,016 0,089 0,025 0,022 0,025 0,024 0,024 0,022 0,033 0,043

Cs 0,037 0,018 0,042 0,13 0,024 0,038 0,039 0,047 0,06 0,035 0,033 0,036 0,034
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Ba 5,98 3,53 3,22 2,41 4,58 5,9 5,48 5,82 5,27 5,93 5,56 6,04 5,83

La 0,177 0,112 0,039 0,063 0,054 0,174 0,152 0,177 0,159 0,182 0,172 0,176 0,156

Ce 0,37 0,22 0,072 0,11 0,11 0,35 0,3 0,35 0,32 0,37 0,34 0,35 0,31

Pr 0,041 0,03 0,0089 0,015 0,013 0,04 0,03 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,03

Nd 0,17 0,11 0,035 0,049 0,048 0,16 0,14 0,16 0,15 0,17 0,16 0,16 0,14

Sm 0,034 0,028 0,01 0,012 0,013 0,03 0,026 0,03 0,027 0,031 0,03 0,03 0,027

Eu 0,0096 0,0069 0,00052 0,002 0,0019 0,009 0,0076 0,0092 0,008 0,0097 0,0093 0,0092 0,008

Gd 0,041 0,024 0,0058 0,013 0,011 0,035 0,03 0,036 0,032 0,037 0,034 0,036 0,031

Tb 0,0058 0,0034 0,0013 0,002 0,0018 0,0055 0,0048 0,0056 0,005 0,0057 0,0053 0,0055 0,0049

Dy 0,031 0,0202 0,0071 0,0086 0,008 0,026 0,023 0,026 0,023 0,027 0,026 0,026 0,023

Ho 0,0061 0,0043 0,0012 0,0025 0,0021 0,0052 0,0045 0,0054 0,0049 0,0055 0,0053 0,0053 0,0048

Er 0,012 0,0097 0,0017 0,0039 0,0056 0,011 0,009 0,011 0,01 0,011 0,011 0,011 0,01

Tu 0,0028 0,0016 0,00064 0,00117 0,00053 0,0024 0,0021 0,0025 0,0022 0,0025 0,0023 0,0024 0,0021

Yb 0,015 0,01 0,0018 0,003 0,0051 0,015 0,013 0,015 0,013 0,016 0,015 0,016 0,014

Lu 0,0028 0,0013 0,00043 0,00075 0,00068 0,0027 0,0023 0,0027 0,0024 0,0027 0,0025 0,0027 0,0023

Ta 0,0039 0,0028 0,0005 0,0013 0,00085 0,0034 0,003 0,0035 0,0032 0,0037 0,0035 0,0035 0,0030

W 0,0072 0,008 0,0021 0,0024 0,0019 0,007 0,006 0,007 0,006 0,008 0,008 0,007 0,006

Hg 0,0032 0,011 0,012 0,0022 0,0035 0,0038 0,0051 0,0027 0,0022 0,0036 0,0047 0,003 0,003

Tl 0,0024 0,002 0,00073 0,0017 0,0028 0,0024 0,0021 0,0025 0,0024 0,0025 0,0024 0,0026 0,0027

Pb 0,29 0,19 0,)76 0,093 0,11 0,275 0,242 0,277 0,246 0,286 0,27 0,278 0,25

Bi 0,0044 0,0032 0,0028 0,011 0,0031 0,004 0,0034 0,0051 0,0061 0,004 0,0034 0,0043 0,0042

Th 0,051 0,027 0,0096 0,017 0,015 0,044 0,038 0,045 0,04 0,046 0,042 0,045 0,04

U 0,012 0,0076 0,0025 0,0036 0,006 0,0105 0,0091 0,0106 0,0094 0,011 0,0104 0,0108 0,01
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. смесь 1 — 90% Matricaria  recutita + 10% Leucanthemum vulgare; смесь 2 — 75% M. recutita + 25% L. vulgare; cмесь 3 — 
90% M. recutita + 10% Tripleurospermum inodorum; смесь 4 — 75% M. recutita + 25% T. inodorum; смесь 5 — 90% M. recutita + 10% 
M. suaveolens; смесь 6 — 75% M. recutita + 25% M. suaveolens; смесь 7 — 90% M. recutita + 10% Pyrethrum parthenium; смесь 8 — 75% 
M. recutita + 25% P. parthenium.
Note. Mixture 1: 90% Matricaria  recutita + 10% Leucanthemum vulgare; Mixture 2: 75% M. recutita + 25% L. vulgare; Mixture 3: 90% M. re-
cutita + 10% Tripleurospermum inodorum; Mixture 4: 75% M. recutita + 25% T. inodorum; Mixture 5: 90% M. recutita + 10% M. suaveolens; 
Mixture 6: 75% M. recutita + 25% M. suaveolens; Mixture 7: 90% M. recutita + 10% Pyrethrum parthenium; Mixture 8: 75% M. recutita + 
25% P. parthenium.

объединивших синглетоны 2-4-8 и 1-3-5-6-7, при-
нятый порог статистической значимости не был 
превышен (p=0,96).

В полученном распределении кластеров попа-
дание образца 6 в кластер с образцами 1, 3, 5, 
7 пока не находит своего объяснения и требует 

6	 В случае, когда синглетон характеризуется доверительной вероятностью р=0,95, а критерий несходства в виде индивиду-
альной изменчивости содержания имеет р=0,95, то общая доверительная вероятность их совместного применения будет 
равна произведению доверительных вероятностей 0,95×0,95=0,9025.

Продолжение таблицы 2

Table 2 (continued)
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дальнейшего изучения. В целом анализ иерар-
хического дерева позволил показать, что наи-
более близки по микроэлементному статусу 
ромашка аптечная и пахучая, и это коррели-
рует с их таксономией. Смеси же, что вполне 
естественно, занимают промежуточные кла-
стеры между ромашками (преобладающий 
вклад в их состав вносит ромашка аптечная). 
Все примесные виды растений и смеси с содер-
жанием 10% и более примесей только по кри-
терию несходства значимо отличаются от кла-
стера микроэлементного состава ромашки 
аптечной, при этом сама кластерная группа 
не может рассматриваться как статистически 
значимый объект по результатам кластерного 
анализа.

Таким образом, необходима дальнейшая стан-
дартизация метода кластерного анализа микро-
элементного состава ЛРС «Ромашки аптечной 
цветки» для решения вопроса о возможности его 
использовании как потенциального инструмента 

для анализа сложных смесей растительного 
происхождения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Построенное на примере растений семейства 
сложноцветных и их смесей иерархическое дере-
во кластеризации по 56 микроэлементам позво-
лило определить сходство микроэлементного со-
става близкородственных видов Matricaria recutita 
и Matricaria suaveolens. Предложенный метод поз-
воляет выявить присутствие примесных видов 
растений при их содержании в смеси более 10%.

Показана потенциальная возможность исполь-
зования метода иерархической кластеризации 
содержания микроэлементов в биологической 
матрице для анализа сложных систем, и в том 
числе смесей растений.

При дальнейшей стандартизации метода дан-
ный подход может быть использован в качестве 
дополнительного критерия комплексной оценки 
качества лекарственного растительного сырья.
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Рис. 1. Иерархическое дерево кластеризации содержания микроэлементов в растениях семейства сложноцветных

Fig. 1. Hierarchical cluster tree for the content of trace elements in Compositae spp.
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ВВЕДЕНИЕ. Лекарственные препараты на основе нафтифина широко исполь-
зуются в медицинской практике для лечения грибковых инфекций. Одним 
из основных показателей качества лекарственного препарата является со-
держание действующего вещества. При разработке методик количественного 
определения для рутинного анализа лекарственных средств особое внимание 
уделяется сокращению временных и материальных затрат.
ЦЕЛЬ. Модернизация методики количественного определения нафтифина и его 
примесей в лекарственных препаратах методом ВЭЖХ с использованием коло-
нок малого объема, позволяющих сократить время анализа и расход реактивов.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Объектами исследования были субстанция и препараты 
нафтифина в форме 1% спиртового раствора и крема для наружного примене-
ния. Хроматографирование растворов проводили на жидкостных хроматогра-
фах Agilent 1200 Infinity и Agilent Infinity II 1290, оснащенных диодно-матрич-
ными детекторами с использованием нескольких хроматографических колонок: 
XBridge Phenyl 20×4,6 мм с размерами частиц 2,5 и 3,5 мкм и Acquity BEH Phenyl 
75×2,1 мм, 1,7 мкм. Для оценки специфичности методики использовали образцы 
N-метил-1-нафталинметиламина, коричного альдегида и растворы нафтифина 
после химической, термической и фотолитической деструкции.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Подобран оптимальный нетоксичный растворитель проб — 0,1% 
раствор ортофосфорной кислоты и доказано, что для разных лекарственных 
форм могут быть применены разные растворители. Выбраны условия анализа: 
концентрация испытуемых растворов нафтифина — 10 мкг/мл, колонка XBridge 
Phenyl (20×4,6 мм; 2,5 мкм), градиентный режим элюирования смесью 0,1% 
раствора хлорной кислоты и ацетонитрила со скоростью 1 мл/мин. Показано, 
что детектирование при длине волны 254 нм обеспечивает наилучшее соотно-
шение сигнала и шума для пика нафтифина. Воспроизводимость разработан-
ной методики количественного определения нафтифина была подтверждена 
валидацией согласно требованиям Государственной фармакопеи Российской 
Федерации. Специфичность методики подтверждена хроматографированием 
растворителя, подвижной фазы и модельных растворов, содержащих основ-
ные примеси нафтифина. Линейность методики подтверждена в диапазоне 80–
120% нафтифина (коэффициент корреляции составил 0,995). При проверке пра-
вильности методики открываемость составила 100,2%. Доказана устойчивость 
методики при незначительных изменениях хроматографических параметров. 
Время удерживания пика нафтифина — около 2 мин.
ВЫВОДЫ. Разработана селективная и чувствительная ВЭЖХ-методика количе-
ственного определения нафтифина в лекарственных средствах, позволяющая 
сократить время анализа и свести к минимуму расход используемых реагентов. 
Результаты валидации методики удовлетворяют критериям приемлемости, под-
тверждают ее пригодность и воспроизводимость.
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INTRODUCTION. Naftifine medicinal products are widely used in medical practice 
to treat fungal infections. A key quality attribute of a naftifine medicinal product is 
the content of the active substance. It is essential to develop quantitative analytical 
procedures for the routine control of medicines with a particular focus on reducing 
time and costs.
AIM. This study aimed to update the analytical procedures for the quantitative de-
termination of naftifine and its impurities in medicines by high-performance liquid 
chromatography (HPLC) with small-volume columns providing a reduction in assay 
time and reagent consumption.
MATERIALS AND METHODS. This study focused on the active substance naftifine 
and naftifine-based medicinal products, including a 1% naftifine alcohol solu-
tion and a 1% naftifine cream for cutaneous use. The solutions were analysed on 
Agilent 1200 Infinity and Agilent Infinity II 1290 liquid chromatography systems 
equipped with diode-array detectors and several chromatographic columns: 
XBridge Phenyl, 20×4.6 mm, 2.5 μm; XBridge Phenyl, 20×4.6 mm, 3.5 μm; and Ac-
quity BEH Phenyl, 75×2.1 mm, 1.7 μm. The specificity of the analytical procedure 
was evaluated using spiking solutions of N-methyl-1-naphthalenemethylamine 
and cinnamaldehyde as well as naftifine solutions after chemical, thermal, and 
photolytic decomposition.
RESULTS. The authors identified the optimal non-toxic solvent (0.1% orthophos-
phoric acid solution) and demonstrated the applicability of different solvents to 
different dosage forms. Additionally, the selected analytical conditions included 
the following: 10 μg/mL naftifine solutions were chromatographed on an XBridge 
Phenyl column (20×4.6 mm; 2.5 μm) using a gradient of 0.1% perchloric acid and 
acetonitrile at an elution rate of 1 mL/min. The study showed that the selected 
detection wavelength of 254 nm provided the best signal-to-noise ratio for the naf-
tifine peak. The reproducibility of the developed quantitative determination pro-
cedure was confirmed by validation in accordance with the current requirements of 
the State Pharmacopoeia of the Russian Federation. The specificity of the analytical 
procedure was shown by chromatographic analysis of the solvent, mobile phase, and 
solutions containing the main naftifine impurities. The validation study confirmed 
the linearity of the analytical procedure in the range of 80–120% (with a correlation 
coefficient of 0.995). During the accuracy validation, the recovery rate was 100.2%. 
The validation study demonstrated the robustness of the analytical procedure to 
minor changes in the chromatographic parameters. The naftifine retention time 
amounted to approximately 2 minutes.
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CONCLUSIONS. The authors developed a selective and sensitive HPLC-based analyt-
ical procedure for the quantitative determination of naftifine in medicines. This ana-
lytical procedure provides for a reduction in assay time and reagent consumption, 
and its compliance with the validation acceptance criteria indicates its suitability 
and reproducibility.
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ВВЕДЕНИЕ
Нафтифин в лекарственной форме для наружно-
го применения используется для лечения гриб-
ковых инфекций кожи и ногтей [1], относится 
к классу аллиламинов [2] и обладает фунгицид-
ным и фунгистатическим действием.

Фунгицидное действие in vitro нафтифин ока-
зывает против дерматофитных микроорга-
низмов Trichophyton spp., Microsporum spp. 
и Epidermophyton floccosum [2, 3]. В исследо-
ваниях in vivo было показано, что активность 
нафтифина против T. rubrum и T. mentagrophytes 
аналогична клотримазолу [4]. Также нафтифин 
проявляет антибактериальную и противовоспа-
лительную активность, что важно при лечении 
поверхностных дерматозов, сопровождающих-
ся бактериальной инфекцией и воспалением.

Для количественного определения нафтифи-
на в лекарственных средствах используют ме-
тоды спектрофотометрии в ультрафиолетовом 
(УФ) диапазоне спектра [5] и высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) [6, 
7]. Однако при наличии вспомогательных ве-
ществ в составе препаратов нафтифина могут 
быть не выполнены требования специфичности 
для метода УФ-спектрофотометрии, поэтому 
наиболее востребованным в контроле качества 
является метод ВЭЖХ.

В Фармакопее США (USP)1 для анализа нафтифи-
на гидрохлорида указана методика нормально-
фазовой жидкостной хроматографии с исполь-
зованием в качестве подвижной фазы смеси 
н-гексана, этанола, диметилформамида и мура-
вьиной кислоты. Компоненты подвижной фазы 
обладают высокой токсичностью и легковоспла-
меняемы, а их летучесть может приводить со 
временем к изменению состава подвижной 

фазы. Методика достаточно продолжительная, 
при этом из-за большой скорости потока элю-
ента (2 мл/мин) расходуется большое количе-
ство подвижной фазы. Поэтому актуален выбор 
условий анализа и совершенствование методи-
ки определения нафтифина в лекарственных 
препаратах.

Цель работы  — модернизация методики ко-
личественного определения нафтифина и его 
примесей в лекарственных препаратах методом 
ВЭЖХ с использованием колонок малого объема, 
позволяющих сократить время анализа и расход 
реактивов.

Для достижения поставленной цели было необ-
ходимо решить следующие задачи:
•	 подобрать оптимальные условия хромато-

графирования нафтифина;
•	 выбрать условия пробоподготовки для раз-

личных лекарственных форм;
•	 подтвердить пригодность разработанной ме-

тодики, определив ее валидационные харак-
теристики.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования. Субстанция-порошок 
нафтифина (Olon S.p.A.), образцы лекарствен-
ных препаратов в форме 1% спиртового раство-
ра и 1% крема для наружного применения, 
зарегистрированные для применения на терри-
тории Российской Федерации2, фармакопейный 
стандартный образец нафтифина гидрохлорида 
(USP).

Реактивы. Фосфорная кислота (85%, Supelco), 
метанол (99,9%, J.T.  Baker), ацетонитрил (99,9%, 
CARLO ERBA Reagents), спирт этиловый абсолю-
тизированный (Merck), хлорная кислота (70%, 
Sigma-Aldrich), хлороводородная кислота (37%, 

1	 Naftifine Hydrocloride. USP-NF. Rockville, MD; 2023.
2	 https://grls.rosminzdrav.ru
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Merck), натрия гидроксид (99,9%, Labochem), во-
дорода пероксид (30%, Merck).

Растворы стандартного образца. Для оценки ве-
личины аналитического сигнала, эффективности 
хроматографической колонки и выбора альтер-
нативного растворителя для анализа различных 
лекарственных форм готовили по 5 растворов 
стандартного образца нафтифина (200 мкг/мл) 
в каждом из следующих растворителей: 0,1% 
растворе фосфорной кислоты (Р1), метаноле 
(Р2), смеси воды и этанола (50:50 об./об., Р3), 
этаноле (Р4), смеси 0,1% хлорной кислоты и аце-
тонитрила (70:30 об./об., Р5). Затем проводили 
второе разведение каждого раствора в том же 
растворителе до концентрации около 10 мкг/мл 
нафтифина. Все растворы после приготовления 
отфильтровывали через шприцевые мембран-
ные фильтры из политетрафторэтилена с разме-
ром пор не более 0,45 мкм (Agilent Technologies).

Модельные растворы примесей. Для выбора 
оптимальной длины волны был приготовлен 
раствор, содержащий 10 мкг/мл нафтифина, 
10  мкг/мл коричного альдегида (Sigma-Aldrich) 
и 10 мкг/мл N-метил-1-нафталинметиламина 
(Sigma-Aldrich) в 0,1% фосфорной кислоте. 
Для определения селективности при проведе-
нии валидации методики была приготовлена се-
рия модельных растворов. Раствор, содержащий 
1000 мкг/мл N-метил-1-нафталинметиламина 
(Sigma-Aldrich), 1000 мкг/мл коричного альдеги-
да (Sigma-Aldrich) и 10 мкг/мл нафтифина в 0,1% 
фосфорной кислоте, готовили путем добавле-
ния образцов примесей при втором разведе-
нии раствора стандартного образца нафтифи-
на. Растворы разложения нафтифина получали 
при втором разведении раствора стандартного 
образца путем добавления к нему растворов 
натрия гидроксида, соляной кислоты (до 0,1 М 
в конечном растворе) или водорода пероксида 
(до 10% в конечном растворе). Затем получен-
ные растворы и раствор без добавления разла-
гающих реагентов термостатировали при 80  ºС 

в течение 8 ч. Раствор примесей нафтифина, 
полученных фотолитическим разложением, го-
товили при облучении УФ-лампой (длина волны 
254 нм) раствора, содержащего 10 мкг/мл наф-
тифина в 0,1% фосфорной кислоте, в течение 8 ч.

Растворы для количественного определения. 
Для определения содержания нафтифина в ле-
карственных препаратах нафтифина использо-
вали метод внешнего стандарта. Для этого 
готовили растворы стандартного образца наф-
тифина с концентрацией около 10 мкг/мл в 0,1% 
фосфорной кислоте в двух повторениях (стан-
дартный раствор) и растворы лекарственных 
препаратов нафтифина с той же теоретической 
концентрацией, рассчитанной с учетом навесок, 
плотности и разведения препарата (испытуемый 
раствор). Все растворы после приготовления 
отфильтровали через шприцевые мембранные 
фильтры из политетрафторэтилена с размером 
пор не более 0,45 мкм (Agilent Technologies).

Оборудование. Хроматографирование при-
готовленных растворов проводили на жид-
костных хроматографах Agilent 1200 Infinity 
и Agilent Infinity II 1290 (Agilent Technologies), 
оснащенных диодно-матричными детекторами. 
Хроматографические колонки, которые были 
использованы при проведении валидации мето-
дики и оценке возможности их замены, указаны 
в таблице 1.

Условия анализа. Объем ввода пробы 5 мкл, 
скорость потока подвижной фазы 1,0 мл/мин, 
температура колонки 30  ºС, детектирование 
при 254 нм, подвижная фаза А — 0,1% раствор 
хлорной кислоты, подвижная фаза Б  — ацето-
нитрил, элюирование проводили в градиентном 
режиме (табл. 2).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
По своей структуре нафтифин (I) представляет 
собой третичный амин с метильным, (1-нафтил)
метильным и циннамильным заместителями 
на атоме азота. Нафтифин не растворим в воде, 

Таблица 1. Характеристики использованных для анализа нафтифина хроматографических колонок

Table 1. Main characteristics of the columns used for naftifine determination

Колонка
Column

Длина, 
мм

Length, 
mm

Внутренний 
диаметр, мм
Inner diameter, 

mm

Размер 
частиц, мкм
Particle size, 

μm

Степень покрытия 
(доля углерода), %

Carbon load, %

Площадь 
поверхности, м2/г
Surface area, m2/g

Свободный объем 
колонки, мл
Empty column 

volume, mL

XBridge Phenyl  20 4,6 2,5 14,5 185 0,33

XBridge Phenyl  20 4,6 3,5 14,5 185 0,33

Acquity BEH Phenyl  75 2,1 1,7 15 185 0,3
Таблица составлена авторами по данным производителя колонок (Waters Corp.) / The table is prepared by the authors using data of the column 
manufacturer (Waters Corp.)
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растворим в этаноле, метаноле, диметилсуль-
фоксиде и других органических растворителях, 
а также в водных растворах кислот.

Возможными примесями нафтифина являют-
ся N-метил-1-нафталинметиламин (II), являю-
щийся исходным продуктом при производстве 
субстанции, и коричный альдегид (III), близкий 
по структуре к циннамилхлориду  — второму 
компоненту синтеза субстанции.

Основными критериями для выбора условий 
хроматографирования были максимально воз-
можное сокращение времени анализа и сни-
жение расхода подвижной фазы. Это было до-
стигнуто за счет использования колонок малого 
объема (свободный объем около 0,3 мл) и вы-
бора состава подвижной фазы, не требующего 
длительного уравновешивания колонки.

Выбор компонентов подвижной фазы был 
основан на возможной эффективности разде-
ления, сокращении времени уравновешивания 
колонки и данных о токсичности растворителя. 
Ацетонитрил выбран как обладающий большей 
элюирующей силой и при этом менее токсичный 
компонент по сравнению с метанолом и более 

удобный в работе, чем обладающий резким 
запахом тетрагидрофуран. Хлорная кислота 
в составе подвижной фазы выбрана как компо-
нент, позволяющий обеспечить растворение 
нафтифина и при этом не требующий длитель-
ного уравновешивания колонки в отличие от со-
лей алкилсульфоновых кислот.

Применение колонок малого объема (свободный 
объем около 0,3 мл) при относительно большой 
скорости потока подвижной фазы (1 мл/мин) поз-
воляет использовать градиентное элюирование 
с быстрым изменением состава подвижной фазы 
и значительно сократить время уравновешива-
ния колонки перед последующим анализом.

В качестве неподвижной фазы при хромато-
графировании использовали колонки с фенил-
гексилсилильным сорбентом (L11 по классифи-
кации USP), поскольку при применении такого 
сорбента основные примеси нафтифина имеют 
значительно отличающуюся хроматографиче-
скую подвижность.

Пригодность хроматографической системы оце-
нивали по разделению пиков нафтифина и его 
примесей. При хроматографировании раствора, 
содержащего около 10 мкг/мл каждого из опре-
деляемых компонентов, для пиков N-метил-1-
нафталинметиламина и коричного альдегида 
разрешение составило 4,9±0,1, а для пиков ко-
ричного альдегида и нафтифина 6,9±0,1 (рис. 1).

Для спектров поглощения нафтифина и его 
примесей (рис. 2) характерны максимумы 222  
и 254 нм (нафтифин), 222 и 282 нм (N-метил-1-
нафталинметиламин) и 206, 222, 290 нм (корич-
ный альдегид).

Основанием для выбора длины волны стала наи-
большая чувствительность хроматографической 
системы, характеризующаяся соотношением 
сигнала и шума для пика определяемого компо-
нента. Для количественного определения наф-
тифина выбрали длину волны 254 нм, поскольку 
для этого максимума поглощения нафтифина 
наблюдали низкий уровень шумов и дрейфа ба-
зовой линии. Для определения примесей выбра-
ли длину волны 222  нм, при которой чувстви-
тельность хроматографической системы была 
выше, чем при 254 нм.

В таблице 3 представлены основные характери-
стики методики в зависимости от используемо-
го растворителя и количественного содержания 
нафтифина в растворе стандартного образца 
(С, мкг/мл): средние площади пиков нафтифина 
(S, mAU×c), средний отклик, выраженный как от-
ношение средней площади пика к концентрации 

Таблица 2. Программа градиентного режима элюирования

Table 2. Gradient elution programme 

Время, 
мин

Time, min

Подвижная фаза A, %
Mobile phase A, %

Подвижная фаза Б, %
Mobile phase B, %

0 70 30

2 65 35

3 20 80

3,5 70 30

5,5 70 30
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is 
prepared by the authors using their own data
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(S/C, mAU×с×мл/мкг), относительное стандарт-
ное отклонение (RSD) полученного значения 
S/C для растворов 10 и 200 мкг/мл нафтифина, 
а также для всей выборки растворов.

Для проверки отсутствия влияния растворителя 
на форму пика нафтифина, которое могло бы на-
рушить точность определения площадей пиков, 
дополнительно определяли средние значения 
времени удерживания, асимметрии пика и эф-
фективности, выраженной в количестве теоре-
тических тарелок.

RSD отношения S/C для раствора 10 мкг/мл 
стандартного образца нафтифина в различных 
растворителях составило 0,486%, что не превы-
шает 2%, требуемых для соблюдения критериев 
правильности методики. Растворы 200 мкг/мл 
стандартного образца нафтифина использо-
вали для проверки сходимости результатов. 
На хроматограммах этих растворов наблюдали 
увеличение асимметрии пика и уменьшение ко-
личества теоретических тарелок, что свидетель-
ствует о слишком большом количестве аналита  
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Хроматограмма модельного раствора, содержащего по 10 мкг/мл нафтифина (3) RT≈1,6 мин, N-метил-1-нафталинме-
тиламина (1) RT≈0,4 мин и коричного альдегида (2) RT≈0,8 мин. Условия анализа: колонка XBridge Phenyl (20×4,6 мм, с размером 
частиц 2,5 мкм), объем ввода пробы 5 мкл, скорость потока 1,0 мл/мин, температура колонки 30 ºС, детектирование при 
254 нм, подвижная фаза А — 0,1% водный раствор хлорной кислоты, подвижная фаза Б — ацетонитрил, элюирование в гради-
ентном режиме

Fig. 1. Chromatogram of a model solution with 10 μg/mL spikes of naftifine (retention time (RT)≈1.6 min) (3), N-methyl-1-
naphthalenemethylamine (RT≈0.4 min) (1), and cinnamaldehyde (RT≈0.8 min) (2). Analytical conditions: XBridge Phenyl column (20×4.6 
mm, particle size: 2.5 µm), injection volume of 5 µL, flow rate of 1.0 mL/min, column temperature of 30 ºC, detection at 254 nm, gradient 
elution with 0.1% aqueous perchloric acid (mobile phase A) and acetonitrile (mobile phase B)

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 2. УФ-спектры поглощения нафтифина (1), N-метил-1-нафталинметиламина (2) и коричного альдегида (3)

Fig. 2. UV absorption spectra of naftifine (1), N-methyl-1-naphthalenemethylamine (2), and cinnamaldehyde (3)

Длина волны, нм
Wavelength, nm

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

О
тк

ли
к,

 m
Au

Re
sp

on
se

, m
Au



679

Определение содержания нафтифина и продуктов его деструкции в лекарственных препаратах методом ВЭЖХ...
Якупов И.Ю., Кулешова С.И., Высочанская О.Н., Симонова Е.П. 

Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2024. Vol. 14, No. 6

для данной колонки, однако RSD отношения S/C 
составило 0,522% (0,566% для всей выборки). 
На хроматограммах, полученных для растворов 
нафтифина в этаноле, было отмечено уменьше-
ние числа теоретических тарелок на ≈20% и уве-
личение ширины пика, при этом другие парамет-
ры изменились в допустимых пределах.

В качестве растворителя проб выбрали 0,1% 
раствор ортофосфорной кислоты как наибо-
лее экономичный и сделали вывод о возмож-
ности применения любого из рассмотренных 
растворителей для приготовления растворов 
стандартного образца и испытуемых растворов 
препаратов, для которых может потребоваться 
альтернативный растворитель. Хроматограммы 
стандартного и испытуемого растворов пред-
ставлены на рисунке 3.

Валидацию методики проводили согласно 
фармакопейным требованиям3, оценивали 
специфичность, аналитическую область, ли-
нейность, правильность, внутрилабораторную 
прецизионность, сходимость и устойчивость 
(робастность) методики. Для проведения вали-
дации выбрали лекарственный препарат в фор-

ме 1% спиртового раствора нафтифина для на-
ружного применения, поскольку входящие в его 
состав вспомогательные вещества не влияют 
на хроматографическое поведение нафтифина 
и растворение препарата не требуется. Для пре-
паратов в форме крема с различным составом 
вспомогательных веществ могут требовать-
ся значительные корректировки растворителя 
при пробоподготовке.

Специфичность. Хроматографировали раство-
ритель (0,1% ортофосфорная кислота), подвиж-
ную фазу (смесь 0,1% хлорной кислоты и аце-
тонитрила в соотношении 70:30) и модельные 
растворы, содержащие родственные примеси 
нафтифина, получая не менее трех хромато-
грамм каждого раствора. В качестве модельных 
растворов использовали растворы, содержащие 
N-метил-1-нафталинметиламин и коричный аль-
дегид, и растворы, подвергшиеся ускоренному 
разложению.

На хроматограмме модельного раствора,  
содержащего по 1000 мкг/мл N-метил-1-
нафталинметиламина и коричного альде-
гида и 10 мкг/мл нафтифина, обнаружили 

Таблица 3. Изменение характеристик пика нафтифина на хроматограммах в зависимости от используемого растворителя проб

Table 3. Characteristics of the naftifine peak in chromatograms depending on the solvent

Определяемый показатель
Measured parameter

Растворитель
Solvent

10 мкг/мл нафтифина
10 µg/mL of naftifine

200 мкг/мл нафтифина
200 µg/mL of naftifine

Р1 Р2 Р3 Р4 Р5 Р1 Р2 Р3 Р4 Р5

S 177,4 207,5 197,5 191,4 180,2 3520,5 4078,6 3914,9 3863,4 3488,0

С 10,15 11,75 11,10 11,00 10,15 202,90 235,00 222,00 220,00 203,00

S/С 17,49 17,57 17,64 17,44 17,62 17,42 17,42 17,56 17,52 17,33

RSD, % 0,486 0,522 

RSD всей выборки, %
Total RSD, % 0,566

Время удерживания, мин
Retention time, min 2,22 2,20 2,21 2,19 2,21 2,12 2,10 2,10 2,10 2,11

Количество ТТ
NTP 2171 2179 2242 1983 2182 1768 1734 1722 1765 1685

Фактор симметрии
Symmetry factor 1,15 1,14 1,16 1,12 1,14 1,34 1,38 1,39 1,37 1,37

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. Р1 — 0,1% раствор фосфорной кислоты, Р2 — метанол, Р3 — смесь воды и этанола (50:50 об./об.), Р4 — этанол, 
Р5 — смесь 0,1% хлорной кислоты и ацетонитрила (70:30 об./об.), S — площадь пика нафтифина, С — концентрация нафтифина 
в растворе стандартного образца (мкг/мл), S/С — отношение средней площади пика к концентрации нафтифина в растворе, 
RSD — относительное стандартное отклонение, TT — теоретические тарелки.
Note. Р1, 0.1% phosphoric acid; Р2, methanol; Р3, water–ethanol mixture (50:50 v/v); Р4, ethanol; Р5, 0.1% perchloric acid–acetonitrile 
mixture (70:30 v/v); S, naftifine peak area; С, naftifine concentration in the reference standard solution (µg/mL); S/С, naftifine peak-to-
mean concentration ratio of the corresponding solution; RSD, relative standard deviation; NTP, number of theoretical plates.

3	 ОФС.1.1.0012 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1. М.; 2023.
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дополнительный пик примеси коричного аль-
дегида, элюирующейся вблизи пика нафтифина 
(рис. 4). Концентрация примесей в модельном 
растворе в 100 раз больше концентрации наф-
тифина, при этом площади пика нафтифина 
на хроматограммах модельного и стандартно-
го растворов различаются менее чем на 10%. 

Таким образом, присутствие данных примесей 
даже в значительных количествах не оказывает 
существенного влияния на определение содер-
жания нафтифина в препарате.

На хроматограммах растворов, полученных 
после термического, кислотного и щелочного 
разложения нафтифина, не обнаружили новых 
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 3. Хроматограммы стандартного (1) и испытуемого (2) растворов нафтифина. Растворитель проб — 0,1% ортофосфор-
ная кислота (3). Условия анализа: колонка XBridge Phenyl (20×4,6 мм, с размером частиц 2,5 мкм), объем ввода пробы 5 мкл, ско-
рость потока 1,0 мл/мин, температура колонки 30 ºС, детектирование при 254 нм, подвижная фаза А — 0,1% водный раствор 
хлорной кислоты, подвижная фаза Б — ацетонитрил, элюирование в градиентном режиме

Fig. 3. Chromatograms of standard (1) and test (2) solutions of naftifine. Solvent: 0.1% orthophosphoric acid (3). Analytical conditions: 
XBridge Phenyl column (20×4.6 mm, particle size: 2.5 µm), injection volume of 5 µL, flow rate of 1.0 mL/min, column temperature of 30 ºC, 
detection at 254 nm, gradient elution with 0.1% aqueous perchloric acid (mobile phase A) and acetonitrile (mobile phase B)

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 4. Хроматограммы стандартного раствора нафтифина 10 мг/мл (1) и модельного раствора (2), содержащего 10 мкг/мл 
нафтифина, 1000  мкг/мл N-метил-1-нафталинметиламина и 1000  мкг/мл коричного альдегида. Условия анализа: колонка 
XBridge Phenyl (20×4,6 мм, с размером частиц 2,5 мкм), объем ввода пробы 5 мкл, скорость потока 1,0 мл/мин, температура 
колонки 30 ºС, детектирование при 254 нм, подвижная фаза А — 0,1% водный раствор хлорной кислоты, подвижная фаза Б — 
ацетонитрил, элюирование в градиентном режиме

Fig. 4. Chromatograms of the 10 mg/mL naftifine reference standard solution (1) and a model solution spiked with 10 μg/mL of naftifine, 
1000 µg/mL of N-methyl-1-naphthalenemethylamine, and 1000 µg/mL of cinnamaldehyde (2). Analytical conditions: XBridge Phenyl 
column (20×4.6 mm, particle size: 2.5 µm), injection volume of 5 µL, flow rate of 1.0 mL/min, column temperature of 30 ºC, detection at 
254 nm, gradient elution with 0.1% aqueous perchloric acid (mobile phase A) and acetonitrile (mobile phase B)
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пиков примесей по сравнению со стандартным 
раствором, что свидетельствует об устойчиво-
сти нафтифина в данных условиях.

После окислительного и фотолитического 
разложения нафтифина на хроматограммах 
соответствующих растворов обнаружили но-
вые пики примесей, а площадь пика нафтифи-
на значительно уменьшилась. Пики примесей 
имеют разрешение с пиком нафтифина не ме-
нее 2,0 и не влияют на количественное опреде-
ление нафтифина в растворе.

Аналитическая область методики. С учетом ле-
карственных форм, в которых препараты наф-
тифина представлены на российском фарма-
цевтическом рынке (растворы для наружного 
применения и кремы для наружного применения), 
была определена аналитическая область методи-
ки. В диапазоне 80–120% от предлагаемой кон-
центрации нафтифина в испытуемом растворе 
(10 мкг/мл) проводили определение линейности, 
правильности и прецизионности методики.

Линейность. Для определения зависимости 
величины сигнала от концентрации определя-
емого вещества в испытуемом растворе гото-
вили пять растворов, содержащих 8, 9, 10, 11 
и 12 мкг/мл стандартного образца нафтифина 

в 0,1% фосфорной кислоте, соответствующих 
уровням концентрации 80, 90, 100, 110 и 120%. 
Зависимость площади пика нафтифина на хро-
матограммах полученных растворов от его кон-
центрации описывается линейным уравнением 
регрессии y=18,536x–1,4793. Аппроксимация 
линейной регрессии считается приемлемой 
при значениях коэффициента корреляции (R) 
не менее 0,99, для нафтифина в диапазоне кон-
центраций от 80 до 120% R2 составил 0,9943, 
что подтверждает линейность методики.

Правильность. Открываемость результатов 
при оценке правильности методики долж-
на находиться в диапазоне от 98,0 до 102,0%4. 
Готовили два стандартных раствора нафтифина 
(10 мкг/мл) для расчета сходимости между ними, 
а также три испытуемых раствора препарата, 
содержащих около 8, 10 и 12 мкг/мл нафтифина 
(табл. 4). Концентрацию нафтифина в испытуе-
мом растворе (Сисп) определяли методом внеш-
него стандарта по формуле (1):

	 Сисп = Sисп × Oст,	 (1)

где Sисп — площадь пика нафтифина на хромато-
грамме испытуемого раствора, Oст — среднее зна-
чение отклика пика нафтифина (Oст), рассчитан-
ного по формуле (2) для двух последовательных 

4	Там же.

Таблица 4. Результаты оценки правильности методики количественного определения нафтифина

Table 4. Accuracy assessment results for the analytical procedure for the quantitative determination of naftifine

Уровень 
содержания, 

%
Content level, 

%

Навеска 
препарата, мг
Sample weight 

(medicinal 
product), mg

Площадь 
пика, 

mAu×c
Peak area, 

mAu×c

Найденная концентрация 
нафтифина в испытуемом 

растворе, мкг/мл
Calculated naftifine concentration 

(test solution), µg/mL

Найденное содержание 
нафтифина в препарате, 

мг/мл
Calculated naftifine content 
(medicinal product), mg/mL

Открываемость, 
%

Recovery, %

80 8209,44

131,58 7,47 9,80 100,09

131,68 7,47 9,81 100,17

131,70 7,47 9,81 100,19

100 10665,80

171,03 9,71 9,81 100,17

171,32 9,72 9,83 100,34

171,13 9,71 9,81 100,22

120 13014,44

208,56 11,84 9,80 100,05

208,66 11,84 9,80 100,10

209,01 11,86 9,82 100,27

Среднее значение
Mean 9,81±0,01 100,18±0,06

RSD, % 0,09
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. RSD — относительное стандартное отклонение.
Note. RSD, relative standard deviation.
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хроматограмм стандартного раствора, получен-
ных до и после хроматографирования испытуе-
мого раствора.

	
Oст = ,

aст × Pст

Sст × Vст 	
(2)

где aст, Pст, Vст  — навеска, чистота и объем раз-
ведения стандартного образца нафтифина 
соответственно, Sст  — средняя площадь пика 
нафтифина на хроматограммах стандартного 
раствора. Содержание нафтифина в препарате 
рассчитывали по формуле (3):

	
Xисп = ,

Cисп × Vисп

aисп × ρисп 	
(3)

где aисп, ρисп, Vисп — навеска, плотность и объем 
разведения препарата нафтифина соответ-
ственно, Cисп  — концентрация нафтифина в ис-
пытуемом растворе.

Для вычисления открываемости использова-
ли известное значение содержания нафтифи-
на в препарате 9,79±0,09 мг/мл, определенное 
по методике производителя. Открываемость (%) 
рассчитывали как отношение определенного 
значения содержания нафтифина в препарате 
к известному.

Среднее значение открываемости составило 
100,18±0,06% и находилось в границах диапа-
зона приемлемости и диапазона известного 
значения содержания нафтифина в препарате. 
Полученные результаты подтверждают правиль-
ность разработанной аналитической методики.

Внутрилабораторная прецизионность и сходи-
мость. Анализ отдельных проб испытуемого 

образца, отобранных в одной и той же серии, 
проводили два аналитика в разные дни на раз-
ном оборудовании с применением одних и тех же 
реактивов. Сходимость результатов определения 
содержания нафтифина для каждого аналитика 
оценивали по значению RSD, которое не долж-
но было превышать 2,0%. Внутрилабораторную 
прецизионность определяли по значению RSD 
для общей выборки результатов двух аналитиков, 
также оценивали пересечение доверительных 
интервалов средних значений содержания наф-
тифина (табл. 5). Значение RSD не должно было 
превышать 2,0%, а пересечение доверительных 
интервалов считали приемлемым, если среднее 
значение содержания нафтифина, полученного 
каждым из аналитиков, находилось в границах 
доверительного интервала другого аналитика.

Значение RSD найденного содержания нафтифи-
на не превышало 2,0% для каждого аналитика 
(0,59 и 0,26%). Для общей выборки результатов 
двух аналитиков RSD составило 0,44%, сред-
ние значения, полученные каждым аналитиком, 
находились в границах интервала другого ана-
литика. Полученные результаты подтверждают 
внутрилабораторную прецизионность и сходи-
мость методики.

Устойчивость. Для оценки устойчивости мето-
дики количественного определения нафтифи-
на при изменении условий проведения анали-
за хроматографировали стандартный раствор 
нафтифина концентрацией 10  мкг/мл и реги-
стрировали влияние следующих параметров 
на результат:
•	 изменение температуры термостата колонок 

(от 20 до 60 оС);
•	 изменение скорости потока (±20%);

Таблица 5. Результаты оценки прецизионности и сходимости методики количественного определения нафтифина

Table 5. Precision and repeatability assessment results for the analytical procedure for the quantitative determination of naftifine

Найденное содержание нафтифина, мг/мл
Calculated naftifine content, mg/mL

Оценка сходимости
Repeatability assessment

Оценка внутрилабораторной прецизионности
Interlaboratory precision assessment

Аналитик 1
Analyst 1

Аналитик 2
Analyst 2

Аналитик 1
Analyst 1

Аналитик 2
Analyst 2

Среднее значение
Mean RSD, %

9,63 9,72

9,72±0,05
RSD=0,59%

9,71±0,02
RSD=0,26% 9,71±0,04 0,44

9,79 9,73

9,70 9,69

9,73 9,70

9,68 9,69

9,77 9,75
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. RSD — относительное стандартное отклонение.
Note. RSD, relative standard deviation.
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•	 изменение длины волны детектора (±2 нм 
от заданного значения 254 нм);

•	 использование альтернативных колонок 
(табл. 1).

Влияние изменений перечисленных парамет-
ров на результат анализа считали незначитель-
ным при соблюдении следующих характеристик 
пригодности системы:
•	 RSD площади пика нафтифина не превышает 

2,0%;
•	 RSD времени удерживания пика нафтифина 

не превышает 2,0%;

•	 фактор симметрии пика нафтифина состав-
ляет от 0,8 до 1,5;

•	 число теоретических тарелок по пику нафти-
фина составляет не менее 2000;

•	 изменение площади пика нафтифина от-
носительно полученной в стандартных 
условиях проведения анализа удовлетво-
ряет критериям правильности и находится 
в диапазоне ±2%.

Результаты проведенных тестов, а также их со-
ответствие критериям приемлемости приведе-
ны в таблице 6.

Таблица 6. Результаты оценки устойчивости методики количественного определения нафтифина при изменении условий анализа

Table 6. Robustness assessment results for the analytical procedure for the quantitative determination of naftifine (with changes in the 
analytical conditions)

Параметр системы
System parameter

Значение параметра
Parameter value RSDS, % RSDt, %

Симметрия пика
Peak symmetry

Количество ТТ
NTP ∆S, %

Температура термостата 
колонок, ºС
Column oven  
temperature, ºС

20 0,45 0,06 1,32 6206 –0,28

25 0,72 0,05 1,13 3186 –0,19

28 0,65 0,05 1,11 3200 –0,30

30 0,65 0,05 1,12 3189 –

32 0,79 0,05 1,28 3196 –0,03

35 0,81 0,05 1,42 3189 –0,46

40 0,61 0,09 1,46 3099 –0,49

50 0,61 0,11 1,41 2922 –0,34

60 0,66 0,10 1,37 2784 –0,36

Скорость потока,
мл/мин
Flow rate, mL/min 

0,8 0,30 0,26 1,36 2831 –0,60

0,9 0,24 0,47 1,36 2652 –0,46

1,0 0,20 0,20 1,38 2525 –

1,1 0,17 0,18 1,39 2434 –0,09

1,2 0,30 0,22 1,35 2320 0,35

Длина волны  
детектора, нм
Detection wavelength, nm

252 0,13 0,07 1,21 2660 –1,59

254 0,19 0,07 1,21 2660 –

256 0,30 0,07 1,21 2660 –0,38

Замена колонки
Column replacement

3,5 мкм*
3.5 µm* 0,11 0,02 1,45 2150 1,58

2,5 мкм*
2.5 µm* 0,19 0,07 1,21 2660 –

 75×2,1 мм, 1,7 мкм**
75×2.1 mm, 1.7 µm** 0,08 0,08 1,30 8567 0,16

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. RSDS — относительное стандартное отклонение площади пика, RSDt — относительное стандартное отклонение 
времени удерживания, TT — теоретические тарелки.
 * колонка XBridge Phenyl.
 ** колонка Acquity BEH Phenyl.
Note. RSDS, relative standard deviation of the peak area; RSDt, relative standard deviation of the retention time; NTP, number of theoretical 
plates.
 * XBridge Phenyl column.
 ** Acquity BEH Phenyl column.
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При изменении температуры термостатирова-
ния хроматографической колонки в диапазоне 
25–60   ºС не наблюдали значительных изме-
нений характеристик пиков. При температуре 
20 ºС обнаружили увеличение числа теоретиче-
ских тарелок для пика нафтифина, что связано 
с увеличением времени удерживания пика и его 
элюированием на другой стадии градиентной 
программы. При таком режиме элюирования 
есть вероятность наложения пика нафтифина 
на пики примесей и получения ошибочных ре-
зультатов анализа. Влияния других параметров 
системы на характеристики ее пригодности 
не обнаружили.

При изменении скорости потока учитывали, 
что особенностью проточного спектрофото-
метрического детектора является изменение 
времени нахождения детектируемого веще-
ства в ячейке детектора. Поэтому в расчетах 
при определении влияния скорости потока 
на результат значение площади пика нафти-
фина умножали на соответствующее значение 
скорости потока подвижной фазы (мл/мин). 
На основании полученных данных подтвердили, 
что при учете пересчета площадей система оста-
ется устойчивой к изменениям скорости потока 
элюента. При проведении анализа при изменен-
ной, но постоянной в течение анализа скорости 
потока, значительных влияний на результаты 
не обнаружили.

Изменение длины волны детектора в диапа-
зоне ±2 нм от заданного значения не оказало 
существенного влияния на результат анали-
за. При замене хроматографической колонки 
также не обнаружили значительных различий 
в результатах количественного определения 
нафтифина. Однако при использовании колон-
ки Acquity BEH Phenyl бóльшей длины и с ча-
стицами меньшего размера (75×2,1 мм, 1,7 мкм) 
обнаружили значительное увеличение эффек-
тивности хроматографического разделения, 
что может улучшить определение примесей 
нафтифина и послужить основой для более де-
тального анализа. За счет изменения диаметра 
колонки ее свободный объем отличается незна-
чительно (табл. 1), вследствие чего не проис-
ходит изменения времени удерживания пика 
нафтифина. Недостатком такой замены можно 
считать дополнительные требования к хрома-
тографической системе, связанные с бóльшим 
давлением на колонке Acquity BEH Phenyl, 
что требует использования хроматографа 

системы ультраэффективной жидкостной хро-
матографии (УВЭЖХ).

Полученные результаты позволили подтвердить, 
что внесение изменений в условия проведения 
анализа не приводит к значительным изменени-
ям результатов определения содержания нафти-
фина.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования была 
разработана эффективная ВЭЖХ-методика ко-
личественного определения нафтифина в ле-
карственных средствах, которая позволяет со-
кратить время анализа (время удерживания 
нафтифина — около 2 мин) и свести к минимуму 
расход используемых реагентов с сохранением 
критериев пригодности хроматографической 
системы. В ходе исследований определены оп-
тимальные условия анализа: колонка XBridge 
Phenyl (20×4,6 мм, с размером частиц 2,5 мкм), 
температура колонки 30  ºС, подвижная фаза 
А — 0,1% раствор хлорной кислоты, подвижная 
фаза Б — ацетонитрил, элюирование в градиент-
ном режиме с увеличением доли ацетонитрила 
от 30 до 80%, скорость потока подвижной фазы 
1,0 мл/мин, объем ввода пробы 5 мкл, детекти-
рование при 254 нм для количественного опре-
деления нафтифина и 222 нм для определения 
примесей.

Показана возможность использования разных 
растворителей для приготовления испытуемо-
го раствора для препаратов различных лекар-
ственных форм без значимых изменений хрома-
тографических параметров.

Проведена валидация разработанной мето-
дики, подтверждены ее специфичность, ана-
литическая область (концентрация растворов 
от 8 до 12 мг/мл), линейность (R2 составил 0,9943), 
правильность (RSD составило 0,09%), сходи-
мость (RSD составило 0,59%), внутрилаборатор-
ная прецизионность (RSD составило 0,44%) и ро-
бастность. Полученные результаты валидации 
соответствуют требованиям Государственной 
фармакопеи Российской Федерации и свиде-
тельствуют о пригодности и воспроизводимости 
разработанной методики.

Выбраны предварительные условия анализа 
для определения содержания примесей нафти-
фина. Установлена возможность их разделения 
и предварительно определена длина волны де-
тектирования (222 нм).
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Химический состав и антиоксидантная 
активность экстрактов плодовых тел 
Ganoderma lingzhi и Ganoderma lucidum
1	 Учреждение образования «Белорусский государственный медицинский 
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2	 Учебно-научно-производственное республиканское унитарное 
предприятие «Унитехпром БГУ»,  
ул. Академика Курчатова, д. 1, г. Минск, 220045, Республика Беларусь

3	 Государственное научное учреждение «Институт леса Национальной 
академии наук Беларуси»,  
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	 Горбацевич Глеб Иванович; hleb.harbatsevich@gmail.com

ВВЕДЕНИЕ. Грибы рода Ganoderma spp., используемые в восточной медицине 
и в качестве биологически активных добавок к пище, представляют интерес 
как источники эффективных антиоксидантов. В Российской Федерации и Рес-
публике Беларусь не разработана нормативная документация по контролю 
качества этого вида сырья и его биологически активных веществ, поэтому ис-
следование химического состава и спектра фармакологической активности 
экстрактов G. lingzhi и G. lucidum является актуальной задачей.
ЦЕЛЬ. Установление химического состава и антиоксидантной активности экс-
трактов плодовых тел G. lingzhi и G. lucidum.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Объектами исследования явились чистые культу-
ры G.  lingzhi и G.  lucidum из коллекции штаммов грибов ГНУ «Институт леса 
НАН Беларуси». Для культивирования биомассы использовали два субстрата 
на основе опилок ольхи (степень измельчения 1–3 мм) и стружки дуба (степень 
измельчения 5–10 мм). Экстрагирование биомассы проводили 70% этанолом 
по методу ремацерации. Для определения антирадикальной активности экс-
трактов грибов использовали реакцию со стабильным свободным радикалом 
DPPH (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил) и катион-радикалом ABTS (2,2’-ази-
но-бис(3-этилбензтиазолин-6-сульфоновой кислоты). Химический состав 
экстрактов исследовали методом хроматомасс-спектрометрии. Определение 
количества фенольных, стероидных и тритерпеновых соединений проводили 
спектрофотометрически.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Установлено, что наибольшую антирадикальную активность 
проявляет экстракт штамма 334 G.  lucidum, выращенный на субстрате оль-
хи (концентрация полумаксимального ингибирования (IC50) по реакции 
с DPPH=3,1±0,2  мкг/мл, IC50 (ABTS)=3,7±0,2 мкг/мл) и характеризующийся мак-
симальным содержанием фенольных (326,2±16,5 мкмоль/г) и тритерпеновых 
соединений (2,00±0,11 ммоль/г). Антиоксидантная активность полученных экс-
трактов может быть обусловлена содержанием ганодеровой кислоты D, люци-
деновой кислоты D и нарингенина и других фенольных соединений.
ВЫВОДЫ. Высокий выход экстракта со значительным уровнем антиоксидантной 
активности позволяет рассматривать искусственно выращенные грибы G. lingzhi 
и G. lucidum в качестве перспективных источников природных антиоксидантов.

Ключевые слова: Ganoderma lingzhi; Ganoderma lucidum; антиоксидантная активность; антирадикальная 
активность; ганодеровые кислоты; люциденовые кислоты; нарингенин; фенольные соединения; тритерпены
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Chemical Composition and Antioxidant 
Activity of Ganoderma lingzhi and 
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INTRODUCTION. Ganoderma spp. have been used as a traditional oriental medi-
cine and a bioactive dietary supplement. These fungi are a promising source 
of effective antioxidants. Currently, there is no regulatory framework to con-
trol the quality of this herbal drug and its bioactive components in the Rus-
sian Federation and the Republic of Belarus. Therefore, it is essential to study 
the chemical composition and pharmacological activity spectrum of G.  lingzhi 
and G. lucidum extracts.
AIM. The aim of this study was to determine the chemical composition and antioxi
dant activity of G. lingzhi and G. lucidum fruiting body extracts.
MATERIALS AND METHODS. The study focused on pure cultures of G.  lingzhi and 
G.  lucidum obtained from the fungal species collection of the Forest Institute of 
the National Academy of Sciences of Belarus. Fungal biomass was grown using two 
substrates, including alder sawdust (1–3 mm fraction) and oak shavings (5–10 mm 
fraction). The fungal biomass was extracted using repeated maceration with 70% 
ethanol. The study tested the free radical-scavenging activity of the extracts in 
reactions with the stable free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 
the radical cation derived from 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic 
acid (ABTS). The chemical composition was analysed by high-performance liquid 
chromatography–mass spectrometry (HPLC–MS). The assays for phenols, steroids, 
and triterpenes used spectrophotometry.
RESULTS. The extract of G. lucidum strain 334 cultivated on the alder substrate demon-
strated the highest free radical-scavenging activity (IC50=3.1±0.2 μg/mL (DPPH), 
IC50=3.7±0.2 μg/mL (ABTS)), the highest phenolic content (326.2±16.5 µmol/g), 
and the highest triterpene content (2.00±0.11 mmol/g) of all the studied extracts. 
The antioxidant activity of the extracts of G. lingzhi and G. lucidum may be attributed 
to the content of ganoderic acid D, lucidenic acid D, naringenin, and other phenolic 
compounds.
CONCLUSION. The high yield of extracts with a significant radical-scavenging activ-
ity makes artificially cultivated G.  lingzhi and G.  lucidum mushrooms a promising 
source of natural antioxidants.

Keywords: Ganoderma lingzhi; Ganoderma lucidum; antioxidant activity; free radical-scavenging activity; ganoderic 
acids; lucidenic acids; naringenin; phenolic compounds; triterpenes
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ВВЕДЕНИЕ
За последние годы описано около 220 видов 
грибов рода Ganoderma, более 400 таксонов, 
из которых 167 относится к лакированным ви-
дам [1]. Молекулярно-генетический анализ 
таксонов, обозначенных как G.  lucidum, вклю-
чая штаммы, коммерчески культивируемые 
для производства лекарственных препаратов 
и биологически активных добавок к пище, поз-
волил выявить, что это название охватывает 
множество различных видов и ранее часто при-
менялось неправильно [2]. Ошибки таксономи-
ческой идентификации штаммов ганодермы 
препятствуют комплексным стратегиям поиска 
новых лекарственных средств. Используемые 
в медицинских, химических, геномных иссле-
дованиях изоляты G.  lingzhi (син. G. sichuanense), 
а также коммерчески культивируемые штаммы 
до сих пор объединяют под общим названием 
G. lucidum, хотя около 20 лет назад было показа-
но, что образцы G. lucidum из Европы и Восточной 
Азии в большинстве своем не являются конспе-
цифическими [3], а вид G.  lingzhi отличается 
от близкородственного вида G. lucidum [4].

Экстракты плодовых тел, мицелия, культуральная 
жидкость, споры G. lucidum и G. lingzhi обладают 
широким спектром фармакологических свойств 
и используются в качестве источника биологи-
чески активных веществ (БАВ) [5], оказываю-
щих иммуномодулирующее, противоопухолевое 
[6, 7], противовирусное [8], антимикробное [9], 
гиполипидемическое, гипогликемическое [10], 
гепатопротекторное [11] и противовоспалитель-
ное действия [12]. Стоимость препаратов, полу-
чаемых из грибов рода Ganoderma, в настоящее 
время ежегодно оценивается почти в два млрд $ 
[4]. Плодовые тела Ganoderma spp. имеют уни-
кальный химический состав: содержат микроэле-
менты (железо, цинк, медь, марганец, селен) [13], 
полисахариды [14, 15], белки [16], лектины [17], 
витамины (B1, B2, B6, PP, D2), тритерпеновые соеди-
нения преимущественно ланостанового ряда [18].

Биологическая активность Ganoderma spp. в зна-
чительной степени может быть обусловлена 
антиоксидантным действием содержащихся 
в плодовых телах соединений. Избыточное 
образование свободных радикалов является 
причиной повреждения клеточных структур 

и составляющих их биомолекул (мембранные ли-
пиды, нуклеиновые кислоты, белки и ферменты), 
что может приводить к развитию хронических 
заболеваний (болезнь Альцгеймера, болезнь 
Паркинсона, сердечно-сосудистые заболевания, 
заболевания печени, язвенный колит, воспале-
ние и рак) [19]. Снизить риски или предотвратить 
прогрессирование этих патологических состоя-
ний возможно путем усиления естественной 
антиоксидантной защиты организма или с помо-
щью экзогенных антиоксидантов. В связи с этим 
изучение природных антиоксидантов и поиск 
содержащего их сырья являются весьма акту-
альными задачами современных исследований 
в области химии, биологии и фармации [20].

Дополнительной задачей при использовании но-
вого природного сырья для фармацевтических 
целей является его стандартизация. Химический 
состав растительного сырья зависит от вида 
производящего растения, условий выращива-
ния, фазы вегетации и времени сбора, способа 
подготовки сырья, режима экстракции и других 
факторов. Если источником сырья являются гри-
бы, то на качественный и количественный со-
став продукта влияют характеристики не только 
исходного штамма гриба, но и используемого 
для его выращивания субстрата. Представляется 
актуальным изучение влияния этих факторов 
на биологическую активность целевого про-
дукта с дальнейшей стандартизацией грибного 
сырья и оптимизацией условий выделения БАВ. 
Необходимым этапом исследования является 
установление взаимосвязи между химическим 
составом сырья и биологической активностью 
полученных экстрактов.

В настоящее время на территории Российской 
Федерации и Республики Беларусь отсутству-
ют зарегистрированные лекарственные сред-
ства, содержащие компоненты грибов рода 
Ganoderma. В обращении находится лишь био-
логически активная добавка «Рейши, труто-
вик лакированный, сырье растительное 25 г». 
Отсутствует также нормативная документация 
по контролю качества этого вида сырья и его 
биологически активных веществ.

Цель работы  — установление химического со-
става и антиоксидантной активности экстрактов 
плодовых тел G. lingzhi и G. lucidum.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования по получению плодовых тел 
G.  lucidum и G.  lingzhi проведены в лаборатор-
ных условиях сектора пищевых и лекарствен-
ных ресурсов леса Государственного научно-
го учреждения «Институт леса Национальной 
академии наук Беларуси». В качестве объектов 

исследований использовали чистые культу-
ры из коллекции штаммов грибов (FIB) ГНУ 
«Институт леса НАН Беларуси». G. lingzhi S.H. Wu, 
Y. Cao & Y.C. Dai (син. G. sichuanense J.D. Zhao & 
X.Q. Zhang): штаммы 244, 266, 303, 304, 331, 333, 
357, 362; G. lucidum (Curtis) P. Karst.: штаммы 171, 
334, 335, 358 (табл. 1) и коммерческий доступный 

Таблица 1. Происхождение коллекционных штаммов Ganoderma spp.

Table 1. Origins of collection strains of Ganoderma spp.

№ 
образца

Sample No.

Вид, субстрат
Species, substrate

№ штамма, 
год

Strain No., year

Источник поступления в коллекцию
Source for the collection

Растворитель, использованный 
для экстракции

Solvent used for extraction

1 G. lingzhi, дуб
G. lingzhi, oak

244, 2006

Гомельский р-н, п. Кореневка, выделен 
из плодового тела
Gomel region, Korenevka village, isolated from 
a fruiting body

Этанол : вода (70:30 об./об.)
Ethanol : water (70:30 v/v)

2 G. lingzhi, ольха
G. lingzhi, alder

3 G. lingzhi, дуб
G. lingzhi, oak

303, 2011

Брестская обл., Березовский р-н, 
г. Белоозерск, грибоводческое хозяйство 
«Виола», выделен из посевного мицелия
Brest region, Byaroza district, Byelaazyorsk, 
Viola mushroom farm, isolated from seed 
mycelium

4 G. lingzhi, ольха
G. lingzhi, alder

5 G. lingzhi, дуб
G. lingzhi, oak

304, 2011

Брестская обл., Березовский р-н, 
г. Белоозерск, грибоводческое хозяйство 
«Виола», выделен из посевного мицелия
Brest region, Byaroza district, Byelaazyorsk, 
Viola mushroom farm, isolated from seed 
mycelium

6 G. lingzhi, ольха
G. lingzhi, alder

7 G. lingzhi, дуб
G. lingzhi, oak

333, 2004

г. Киев, Институт ботаники им. Н.Г. Холод-
ного, чистая культура штамма IBK-1787
Kyiv, M.G. Kholodny Institute of Botany, pure 
culture of strain IBK-17878 G. lingzhi, ольха

G. lingzhi, alder

9 G. lucidum, 
ольха
G. lucidum, alder

334, 2004

г. Киев, Институт ботаники им. Н.Г. Холод-
ного, чистая культура штамма IBK-1788
Kyiv, M.G. Kholodny Institute of Botany, pure 
culture of strain IBK-1788

10
G. lucidum, дуб
G. lucidum, oak

335, 2004

г. Киев, Институт ботаники 
им. Н.Г. Холодного, чистая культура 
штамма IBK-1683 (Германия, Weser-
Champignon). Депонирован в БИМ F-373 Д
Kyiv, M.G. Kholodny Institute of Botany, pure 
culture of strain IBK-1683 (Germany, Weser-
Champignon). Deposited in the Belarusian 
Collection of Non-pathogenic Microorganisms 
(BIM F-373 D) 

11 G. lucidum, 
ольха
G. lucidum, alder

12 G. lingzhi –*

Китай, Bozhou Swanf Commercial and 
Trade Co., Ltd
China, Bozhou Swanf Commercial and Trade 
Co., Ltd

13 G. lingzhi –* Петролейный эфир 40–70**
Petroleum ether 40–70**

14 G. lingzhi –* Хлороформ**
Trichloromethane**

15 G. lingzhi –* Этилацетат**
Ethyl acetate**

16 G. lingzhi –* Этанол 96% (об.) **
Ethanol 96% (v/v)**

Таблица составлена авторами по данным работы [21] / The table is prepared by the authors using [21]

Примечание. * Штамм не внесен в коллекцию ГНУ «Институт леса НАН Беларуси».
 ** Последовательная дробная экстракция растворителями растущей полярности.
Note. *Not part of the collection of the Forest Institute of the National Academy of Sciences of Belarus.
 **Consecutive fractional extraction with solvents in order of increasing polarity.
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продукт из Китая (Bozhou Swanf Commercial and 
Trade Co., Ltd; серия 09-2022) в качестве образца 
сравнения.

До молекулярно-генетической идентификации, 
проведенной в 2015 г. в лаборатории геномных 
исследований и биоинформатики ГНУ «Институт 
леса НАН Беларуси», считалось, что все штаммы 
относятся к G.  lucidum. Видовая идентификация 
проводилась с использованием генетических 
методов анализа: полимеразная цепная реак-
ция, секвенирование по Сэнгеру. В качестве 
маркерного региона для видового определе-
ния использовался фрагмент рибосомной ДНК 
«18S рДНК-ITS1-5,8S рДНК-ITS2-28S рДНК», кото-
рый является «золотым стандартом» при иден-
тификации грибов на протяжении нескольких 
десятилетий и до настоящего времени1 [22].

В эксперименте использовали два опилоч-
ных субстрата: на основе опилок ольхи Alnus 
glutinosa (степень измельчения 1–3 мм) и струж-
ки дуба Quercus robur (степень измельчения 
5–10 мм), обогащенных ржаными отрубями (ОАО 
«Молодечненский КХП», ТУ BY 500022448.002-
2019) в весовом соотношении 4:1, с добавле-
нием по 1% мела и гипса (ОАО «Фелуценовое 
подворье», кормовой), повторность опыта ше-
стикратная. Субстрат стерилизовали при дав-
лении 0,12 МПа (температура 122 ºС) в течение 
2 ч. Блоки массой по 1 кг инокулировали зер-
новым посевным мицелием в количестве 5% 
от массы субстрата; pH субстрата из ольховых 
опилок после автоклавирования составляла 
5,9, дубовой стружки  — 4,7. Влажность оль-
ховых блоков составляла 65%, дубовых — 66%. 
Субстратные блоки созревали при температуре 
22–24  ºС. В период плодоношения в культива-
ционном помещении поддерживали относи-
тельную влажность воздуха на уровне 70–80%, 
температуру 20–22 ºС, уровень освещения 
не ниже 200 люкс. Плодовые тела отделяли 
от субстрата и высушивали воздушно-теневым 
способом (потеря в массе при высушивании сы-
рья составляла 7,0–9,9%).

Для приготовления экстрактов грибов применя-
ли метод ремацерации. Для экстракции исполь-
зовали 10,0 г высушенного сырья, а в качестве 
экстрагента  — 70% (об./об.) раствор этанола 
в воде. Экстракцию проводили в течение двух 
недель при комнатной температуре. Каждые 
48 ч экстракт отделяли, а к сырью добавля-
ли свежую порцию экстрагента. По заверше-
нии экстракты объединяли и фильтровали. 
Объединенные экстракты упаривали в вакууме 

(40–50 ºС) на роторном испарителе RV 05 (Ika 
Werke GmbH) досуха.

Для получения фракционированных экстрактов 
использовали последовательную экстракцию 
растворителями растущей полярности: петро-
лейный эфир (40–70, х.ч., ЭКОС-1), хлороформ 
(х.ч., ЭКОС-1), этилацетат (х.ч., ЭКОС-1) и этанол 
(ректифицированный, ОАО «Белхим»). Такой 
подход позволяет провести предварительное 
разделение БАВ по полярности. Измельчение 
проводили после высушивания сырья на дро-
билке молотковой (MOLOT 200). Для экстракции 
использовали измельченное сырье массой 20,0 г 
(размер частиц — не более 1000 мкм). Экстракцию 
проводили в течение 48 ч для каждого извлече-
ния в аппарате Сокслета. Полученные экстракты 
упаривали в вакууме (30–50 ºС) на роторном ис-
парителе.

Каждый экстракт готовили в трех параллельных 
извлечениях. Готовые продукты хранили в гер-
метично закрытой таре в холодильнике при тем-
пературе 4±2 ºС. Выход экстракта выражали 
как отношение массы сухого экстракта к взятой 
навеске сухого сырья. Потерю в массе при вы-
сушивании определяли гравиметрически после 
высушивания навески сырья до постоянной мас-
сы при температуре 105±2 ºС.

Для определения общего содержания феноль-
ных соединений (ОСФ) с реактивом Фолина–
Чокальтеу (Merck, кат. № 109001) использовали 
растворы 1% экстрактов в этаноле 70% (об.). 
Для построения калибровочного графика гото-
вили серию растворов галловой кислоты (ГК) 
в диапазоне концентраций 15,625–500  мкг/мл. 
В пробирки отбирали по 20 мкл растворов экс-
трактов, добавляли 100  мкл раствора Фолина–
Чокальтеу, 400 мкл 10% раствора Na2CO3 (ч.д.а., 
ЗАО «Пять океанов»), 1500  мкл воды очищен-
ной (получена на аквадистилляторе ДЭ-10М) 
и оставляли растворы на 1 ч при комнатной 
температуре в темном месте [23]. ОСФ в экс-
трактах определяли спектрофотометрически. 
Оптическую плотность растворов измеряли 
на спектрофотометре HALO VIS-20 (Dynamica 
Scientific Ltd.) в кварцевой кювете (длина оп-
тического пути 1 см) при длине волны 725  нм. 
Содержание фенольных соединений выражали 
в микромолях галловой кислоты на грамм сухо-
го экстракта (мкмоль/г).

Определение количества стероидных и тритер-
пеновых соединений (ОСТС) в образцах экс-
трактов проводили спектрофотометрическим 

1	 The National Center for Biotechnology Information. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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методом  [24]. К 0,5 мл 0,1% спиртового раство-
ра экстракта добавляли 0,5 мл 10% спиртового 
раствора ванилина (Merck, кат. № 8187180100) 
и 2,5 мл 70% раствора серной кислоты (х.ч., 
Экос-1), перемешивали, смесь выдержива-
ли при температуре 60  ºC на водяной бане 
WB-4 (ОДО «БЕЛАКВИЛОН») в течение 10 мин, 
после чего растворы охлаждали и проводили 
измерение их оптической плотности при длине 
волны 548 нм. В качестве раствора сравнения ис-
пользовали реакционную смесь, не содержащую 
экстракта, а калибровочный график строили с ис-
пользованием серии этанольных растворов холе-
стерина 0,1–10,0 мг/мл (Merck, кат. № C8667-5G).

Для определения антирадикальной активности 
(как одного из составляющих антиоксидантной 
активности) экстрактов грибов использовали 
реакцию со стабильным свободным радикалом 
DPPH (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил) и ка-
тион-радикалом ABTS (2,2’-азино-бис(3-этилбен-
зтиазолин-6-сульфоновой кислоты) [25]. 
К 20 мкл растворов экстрактов (область концен-
траций 0,01–1%) добавляли по 2,0 мл раствора 
DPPH (Merck, кат. № 300267) или ABTS (Merck, 
кат. № A1888), перемешивали раствор и выдер-
живали в течение 40 мин. Оптическую плотность 
растворов измеряли при длине волны 517 (DPPH) 
или 734 нм (ABTS) относительно раствора срав-
нения (20 мкл растворов проб и 2 мл 96% этано-
ла). В качестве контроля использовали раствор, 
состоящий из 20 мкл этанола и 2 мл раствора 
DPPH (ABTS). Степень ингибирования (I) свобод-
ных радикалов рассчитывали по формуле:

	
I = × 100%,

Aконтр – (Aосн – Aсравн)
Aконтр 	

(1)

где Аконтр  — оптическая плотность, полученная 
в контрольном опыте (без добавления исследуе-
мого экстракта); Аосн — оптическая плотность, по-
лученная в основном опыте; Асравн — оптическая 

плотность раствора сравнения (для учета 
поглощения света компонентами экстракта). 
Антирадикальную активность экстрактов выра-
жали в единицах концентрации полумаксималь-
ного ингибирования (IC50).

Качественный и полуколичественный состав экс-
трактов образцов грибов изучали методом вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ). Готовили 0,1% раствор сухого экстракта 
в метаноле (квалификация для ВЭЖХ, CARLO ERBA 
Reagents GmbH). Анализ проводили на хромато-
графе Thermo Scientific Ultimate 3000 с масс-спек-
трометрическим детектором Q Exactive™ Focus 
Orbitrap (Thermo Fisher Scientific). Для разделения 
компонентов использовали колонку с обращен-
ной фазой C18 Kinetex 150 мм × 2,1 мм × 2,6 мкм 
(Phenomenex). Элюирование проводили в гра-
диентном режиме (табл. 2), объем ввода про-
бы  — 15 мкл, скорость потока  — 0,4 мл/мин. 
Температура колонки поддерживалась на уровне 
25 ºC. Ионизация проводилась при напряжении 
распылительного капилляра 4 кВ в диапазоне 
сканирования m/z 120–1000. Скрининг молеку-
лярных ионов проводили в режиме Full-MS (от-
рицательно заряженные ионы), а для идентифи-
кации отдельных компонентов дополнительно 
изучали продукты фрагментации целевых ионов, 
полученных в режиме MS/MS (энергия соударе-
ния 35 эВ). Для обработки хроматограмм исполь-
зовали программные продукты Thermo Scientific 
Xcalibur и Chromeleon v.7.2.6.

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием программы MS Excel 2019.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор 70% этанола в качестве экстрагента свя-
зан с его высокой извлекающей способностью 
в отношении широкого спектра БАВ, относи-
тельно высокой летучестью и химической ста-
бильностью. Метод ремацерации при комнатной 

Таблица 2. Соотношение растворителей для градиентного элюирования

Table 2. Solvent ratios for gradient elution

Время, мин
Time, min

Подвижная фаза А, 0,5% водный раствор уксусной кислоты, %
Mobile phase A (0.5% acetic acid in water), %

Подвижная фаза B, ацетонитрил, %
Mobile phase B (acetonitrile), %

0 80 20

1 70 30

20 70 30

60 2 98

70 2 98

75 80 20
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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температуре, несмотря на свою длительность 
и высокий расход растворителя, позволяет 
максимально сохранить содержащиеся в сырье 
БАВ в нативном состоянии, что крайне важно 
в исследовании химического состава новых 
природных объектов. В таблице 3 приведен 
выход экстрактов, полученных из образцов 
грибов различных штаммов. Сопоставление 
этих результатов с уровнем антиоксидантной 
активности позволяет заключить, что высокий 
выход экстрактивных веществ из плодовых тел 
отдельных штаммов Ganoderma spp. (образцы 1, 
4, 6, 10–12) при относительно невысоком ОСФ 
и антирадикальной активности могут свиде-
тельствовать об интенсивной соэкстракции бал-
ластных веществ (прежде всего полисахаридов). 
Напротив, экстракты образцов с максимальной 
активностью характеризуются сравнительно не-
высоким выходом (табл. 3).

Антиоксидантную активность оценивали по трем 
параметрам: ОСФ и ингибированию DPPH и ABTS 
радикалов (табл. 3). Методики являются обще-
принятыми при оценке антиоксидантной ак-
тивности природных соединений [26]. Отметим, 
что определение ОСФ основано на восстановле-
нии соединений Mo(VI) до молибденовой сини. 
В эту реакцию могут вступать фенольные соеди-
нения: флавоноиды (нарингенин), производные 
гидрохинона (лингжины); а также органические 
соединения других классов с низким значением 
электрохимического потенциала (углеводы, сте-
роиды, тритерпены, витамины и др.) [23].

Наибольшая антиоксидантная активность  
была отмечена для экстракта штамма 
334 G.  lucidum (образец 9), выращенно-
го на субстрате ольхи: его ОСФ составляет 
326,2±16,5 мкмоль/г, IC50 (DPPH)=3,1±0,2 мкг/мл, 

Таблица 3. Выходы экстрактов, общее содержание фенольных (в пересчете на галловую кислоту), тритерпеновых и стероидных 
(в пересчете на холестерин) соединений экстрактов Ganoderma spp. и их антирадикальная активность

Table 3. Yield, total phenolic content (expressed as gallic acid), triterpene and steroid content (expressed as cholesterol), and free radical-
scavenging activity of the Ganoderma spp. extracts

Образец, из которого 
получен экстракт
Extracted sample

Выход экстракта, %
Extract yield, %

ОСФ, мкмоль/г
TPC, µmol/g

ОСТС, ммоль/г
TSTC, mmol/g

IC50 (DPPH), мкг/мл
IC50 (DPPH), μg/mL

IC50 (ABTS), мкг/мл
IC50 (ABTS), μg/mL

1 11,3±0,6 15,6±0,8 1,04±0,05 69,5±3,5 31,4±1,6

2 7,9±0,4 10,2±0,5 0,62±0,03 76,7±3,8 46,4±2,3

3 3,8±0,2 39,3±1,9 1,69±0,08 63,3±3,2 9,0±0,5

4 10,4±0,5 2,1±0,1 0,53±0,03 127,6±6,4 77,1±3,9

5 6,4±0,3 42,0±2,1 1,78±0,09 63,8±3,2 34,5±1,7

6 14,4±0,7 7,5±0,4 0,35±0,02 149,9±7,5 75,5±3,8

7 6,3±0,3 23,8±1,2 0,50±0,03 92,3±4,6 44,7±2,2

8 6,7±0,3 19,0±0,9 1,04±0,05 53,3±2,7 39,7±2,0

9 1,3±0,1 326,2±16,5 2,00±0,11 3,1±0,2 3,7±0,2

10 9,6±0,5 22,5±1,1 0,97±0,05 56,3±2,8 6,3±0,3

11 10,2±0,5 22,5±1,1 0,72±0,04 67,4±3,4 49,8±2,5

12 10,3±0,5 21,7±1,1 0,88±0,04 60,9±3,0 40,7±2,0

13 1,3±0,1 20,4±1,5 0,76±0,06 >200 >200

14 6,1±0,3 120,5±9,4 1,84±0,09 58,7±2,9 31,1±1,6

15 1,0±0,1 142,8±10,6 1,96±0,10 55,2±2,8 8,0±0,4

16 8,1±0,4 155,2±8,8 0,36±0,02 90,7±4,5 35,1±1,8
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. ОСФ — общее содержание фенольных соединений в сухом экстракте в пересчете на галловую кислоту; ОСТС — 
общее содержание тритерпеновых и стероидных соединений в сухом экстракте в пересчете на холестерин; IC50 (DPPH) и IC50 
(ABTS) — концентрации полумаксимального ингибирования по реакции со свободным радикалом (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил) 
и катион-радикалом (2,2’-азино-бис(3-этилбензтиазолин-6-сульфоновой кислоты) соответственно.
Note. TPС, total phenolic content in dry extract, expressed as gallic acid; TSTC, total steroid and triterpene content in dry extract, ex-
pressed as cholesterol; IC50 (DPPH), half maximal inhibitory concentration in 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl stable free radical assay; IC50 
(ABTS), half maximal inhibitory concentration in 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) radical cation assay.
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а IC50 (ABTS)=3,7±0,2 мкг/мл, что на порядок пре-
восходит активность других образцов, в том 
числе коммерчески доступного продукта (обра-
зец 12). Для образца 9 также характерно высо-
кое значение ОСТС (2,00±0,11 ммоль/г), и следу-
ет отметить, что стероидные и тритерпеновые 
соединения наряду с фенолами могут вносить 
дополнительный вклад в антиоксидантную ак-
тивность G.  lucidum. В представленной выборке 
наблюдается корреляция величин IC50 (DPPH) 
и IC50 (ABTS).

Результаты исследования химического со-
става полученных экстрактов методом ВЭЖХ 
с масс-спектрометрическим детектированием 
представлены на рисунке 1 «Общие хроматограм-
мы (масс-детектор, режим полного сканирования 
отрицательных ионов в области m/z 120–1000) 
образцов»2, рисунке 2 «Хроматограммы экстрак-
та образца G.  lucidum (штамм 335, выращенный 

на дубовом субстрате) по выбранным молеку-
лярным ионам»3 (опубликованы на сайте жур-
нала) и в таблицах 4 «Идентифицированные 
компоненты экстрактов Ganoderma spp.» 
и 5 «Качественный и полуколичественный состав 
экстрактивных извлечений Ganoderma spp.»4 

(опубликована на сайте журнала). Условия 
разделения и ионизации подбирали эмпи-
рически. Идентификация соединений прово-
дилась путем анализа продуктов фрагмента-
ции молекулярных ионов целевых веществ 
(табл.  4 «Идентифицированные компоненты 
экстрактов Ganoderma spp.», рис. 3 «Схема фраг-
ментации люциденовой кислоты N. Mr ([M-H–]) = 
459,28», рис. 4 «Масс-спектры идентифицирован-
ных веществ» (опубликован на сайте журнала)5). 
В экстрактах были обнаружены тритерпеновые 
соединения: люциденовые и ганодеровые кис-
лоты и их производные; флавоноид нарингенин, 

2	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-609-fig1
3	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-609-fig2
4	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-609-table5
5	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-609-fig4 

Таблица 4. Идентифицированные компоненты экстрактов Ganoderma spp.

Table 4. Identified components of Ganoderma spp. extracts

Соединение
Compound

m/z основных осколочных фрагментов, Да
m/z of main fragment ions, Da

Люциденовая кислота N
Lucidenic acid N

459,27 [M–H]–; 441,26 [M–H–H2O]–; 361,20 [M–H–C6H10O (цикл A)]–; 317,21 [M–H– C6H10O–CO2]
–; 

303,20 [M–H– C8H12O3 (цикл D)]–; 299,16 [M–H–C8H12O3–2H2]
–; 289,18 [M–H–C8H12O3–CH2]

–; 
285,15 [M–H–C8H12O3–CH2–2H2]

–

459.27 [M–H]–; 441.26 [M–H–H2O]–; 361.20 [M–H–C6H10O (cycle A)]–; 317.21 [M–H– C6H10O–CO2]
–; 

303.20 [M–H– C8H12O3 (cycle D)]–; 299.16 [M–H–C8H12O3–2H2]
–; 289.18 [M–H–C8H12O3–CH2]

–; 285.15 
[M–H–C8H12O3–CH2–2H2]

–

Люциденовая кислота А
Lucidenic acid A

457,26 [M–H]–; 439,25 [M–H–H2O]–; 431,27 [M–H]–; 359,19 [M–H–C6H10O (цикл A)]–; 313,18 
[M–H–C6H10O–CO2]

–; 301,18 [M–H–C8H12O3 (цикл D)]–; 299,17 [M–H–C8H12O3–2H2]
–; 287,18 [M–H–

C8H12O3–CH2]
–; 285,15 [M–H–C8H12O3–CH2–H2]

–; 247,13 [M–H–C12H18O3 (циклы С и D)]–; 233,12 
[M–H–C12H18O3(циклы С и D)–CH2]

–

457.26 [M–H]–; 439.25 [M–H–H2O]–; 431.27 [M–H]–; 359.19 [M–H–C6H10O (cycle A)]–; 313.18 [M–H–
C6H10O–CO2]

–; 301.18 [M–H–C8H12O3 (cycle D)]–; 299.17 [M–H–C8H12O3–2H2]
–; 287.18 [M–H–C8H12O3–CH2]

–

; 285.15 [M–H–C8H12O3–CH2–H2]
–; 247.13 [M–H–C12H18O3 (cycles С and D)]–; 233.12 [M–H–C12H18O3(cycles 

С and D)–CH2]
–

Ганодеровая кислота А
Ganoderic acid A

515,30 [M–H]–; 497,29 [M–H–H2O]–; 479,28 [M–H–2H2O]–; 453,30 [M–H–H2O–CO2]
–; 435,29 

[M–H–2H2O–CO2]
–; 301,18 [M–H–C8H12O3 (цикл D)]–; 299,17 [M–H–C8H12O3–2H2]

–; 285,15 [M–H–
C8H12O3–CH2–H2]

–; 247,13 [M–H–C12H18O3 (циклы С и D)]–; 233,12 [M–H–C12H18O3–CH2]
–; 417,23 

[M–H–C6H10O (цикл A)]–; 355,23 [M–H–C6H10O–CO2 — H2O]–

515.30 [M–H]–; 497.29 [M–H–H2O]–; 479.28 [M–H–2H2O]–; 453.30 [M–H–H2O–CO2]
–; 435.29 [M–H–2H2O–

CO2]
–; 301.18 [M–H–C8H12O3 (cycle D)]–; 299.17 [M–H–C8H12O3–2H2]

–; 285.15 [M–H–C8H12O3–CH2–H2]
–; 

247.13 [M–H–C12H18O3 (cycles С and D)]–; 233.12 [M–H–C12H18O3–CH2]
–; 417.23 [M–H–C6H10O (cycle A)]–; 

355.23 [M–H–C6H10O–CO2 — H2O]–

Ганодеровая кислота H
Ganoderic acid H

571,29 [M–H]–; 527,27 [M–H–CH3CO–H2]
–; 511,31 [M–H–H2O+H2]

–; 451,31 [M–H–H2O+H2–
CH3COOH]–

Ганодеровая кислота D
Ganoderic acid D

513,29[M–H]–; 495,28[M–H–H2O]–; 451,29 [M–H–H2O–CO2]
–; 247,13 [M–H–C12H18O3 (циклы С и D)–

H2O–CO2]
–; 149,06 [M–H–C12H18O3–C6H10O (цикл B)– H2O–CO2]

–; 417,23 [M–H–C6H10O (цикл A)]–; 
355,23 [M–H–C6H10O–H2O–CO2]

–; 301,18 [M–H–C8H12O3 (цикл D)]–; 299,17 [M–H–C8H12O3 –2H2]
–; 

247,13 [M–H–C12H18O3 (циклы С и D)]–

513.29[M–H]–; 495.28[M–H–H2O]–; 451.29 [M–H–H2O–CO2]
–; 247,13 [M–H–C12H18O3 (cycles С and D)– 

H2O–CO2]
–; 149.06 [M–H–C12H18O3–C6H10O (cycle B)– H2O–CO2]

–; 417.23 [M–H–C6H10O (cycle A)]–; 355.23 
[M–H–C6H10O–H2O–CO2]

–; 301.18 [M–H–C8H12O3 (cycle D)]–; 299.17 [M–H–C8H12O3 –2H2]
–; 247.13 [M–H–

C12H18O3 (cycles С and D)]–
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лингжины, а также входящие в состав липидов 
жирные кислоты: линолевая, стеариновая, α-ли-
ноленовая, олеиновая (табл. 4).

Данные таблицы 3 свидетельствуют о взаимо-
связи величин ОСФ и антирадикальной актив-
ности экстрактов в отношении DPPH и ABTS. 
В подтверждение этому отмечена низкая ра-
дикал-ингибирующая активность экстракта 
в петролейном эфире (образец 13, табл.  3), 
содержащего малое количество фенолов 
(20,4±1,5 мкмоль/г), в то время как для хлоро-
формной (образец 14), этанольной (образец 16) 

и в особенности этилацетатной (образец 15) 
фракций характерен достаточно высокий уро-
вень активности (табл. 3). Данные таблицы 56 
могут указывать на вклад флавоноида нарин-
генина и лингжинов в радикал-ингибирующую 
активность экстрактов [26, 27]. Кроме того, вы-
сокой радикал-ингибирующей активности экс-
трактов могут способствовать тритерпеновые 
кислоты (ганодеровая кислота D и люциденовая 
кислота D). При этом для хлороформного и этил-
ацетатного экстрактов (табл. 3), содержащих 
большое количество тритерпеновых соединений 
(1,84±0,09 и 1,96±0,10 ммоль/г соответственно), 

Соединение
Compound

m/z основных осколочных фрагментов, Да
m/z of main fragment ions, Da

Люциденовая кислота D
Lucidenic acid D

513,25 [M–H]–; 495,32 [M–H–H2O]–; 471,27 [M–H–CH3CO]–; 453,18[M–H–CH3COOH]–

Ганодеровая кислота 
XL5
Ganoderic acid XL5

547,33 [M–H]–; 499,311 [M–H–CH3OH]–; 481,30 [M–H–H2O–CH3OH]–; 455,30 [M–H–CH3OH–CO2]
–; 

437,31 [M–H–H2O– CH3OH–CO2]
–; 303,20 [M–H–C8H12O3 (цикл D)]–; 301,18 [M–H–C8H12O3–2H2]

–; 
287,17 [M–H–C8H12O3–CH2–H2]

–; 249,15 [M–H–C12H18O3 (циклы С и D)]–; 235,13 [M–H–C12H18O3–
CH2]

–; 431,24 [M–H–C6H12O2 (цикл A)]–; 355,23 [M–H–C6H12O2–CO2–CH3OH]–

547.33 [M–H]–; 499.311 [M–H–CH3OH]–; 481.30 [M–H–H2O–CH3OH]–; 455.30 [M–H–CH3OH–CO2]
–; 

437.31 [M–H–H2O– CH3OH–CO2]
–; 303.20 [M–H–C8H12O3 (cycle D)]–; 301.18 [M–H–C8H12O3–2H2]

–; 287.17 
[M–H–C8H12O3–CH2–H2]

–; 249.15 [M–H–C12H18O3 (cycles С and D)]–; 235.13 [M–H–C12H18O3–CH2]
–; 431.24 

[M–H–C6H12O2 (cycle A)]–; 355.23 [M–H–C6H12O2–CO2–CH3OH]–

3,7-Оксо-12-гидрокси-
ганодериновая кислота 
DM
3,7-Oxo-12-hydroxy-
ganoderic acid DM

483,31 [M–H]–; 465,30 [M–H–H2O]–; 385,24 [M–H–C6H10O (цикл A)]–; 301,18 [M–H–C11H18O2 (цикл 
D)]–; 247,13 [M–H– C15H24O2 (циклы С и D)]–

483.31 [M–H]–; 465.30 [M–H–H2O]–; 385.24 [M–H–C6H10O (cycle A)]–; 301.18 [M–H–C11H18O2 (cycle D)]–; 
247.13 [M–H– C15H24O2 (cycles С and D)]–

Нарингенин
Naringenin

271,06 [M–H]–; 243,07 [M–H–CO]–; 203,07 [M–H–C3O2 (цикл A)]–; 151,00 [M–H–C8H8O (цикл B и С)]–

271.06 [M–H]–; 243.07 [M–H–CO]–; 203.07 [M–H–C3O2 (cycle A)]–; 151.00 [M–H–C8H8O (cycle B and С)]–

Линолевая кислота
Linoleic acid

279,22 [M–H]–

Стеариновая кислота
Stearic acid

283,26 [M–H]–

12-Гидроксиганодерино-
вая кислота C2
12-Hydroxy-ganoderic 
acid C2

533,31 [M–H]–; 515,30 [M–H–H2O]–; 497,29 [M–H–2H2O]–; 471,31 [M–H–H2O–CO2]
–; 453,30 

[M–H–2H2O–CO2]
–; 433,22 [M–H–C6H12O (цикл A)]–

533.31 [M–H]–; 515.30 [M–H–H2O]–; 497.29 [M–H–2H2O]–; 471.31 [M–H–H2O–CO2]
–; 453.30 [M–H–2H2O–

CO2]
–; 433.22 [M–H–C6H12O (cycle A)]–

Лингжин D
Lingzhine D

269,08 [M–H]–

Ганодеровая кислота G
Ganoderic acid G

531,30 [M–H]–; 495,41 [M–H–2H2O]–; 469,36 [M–H–H2O–CO2]
–

Ганодеровая кислота C2
Ganoderic acid C2

517,32 [M–H]–; 499,33 [M–H–H2O]–; 481,34 [M–H–2H2O]–; 455,51 [M–H–H2O–CO2]
–; 437,47 

[M–H–2H2O–CO2]
–

(±)-Лингжин B
(±)-Lingzhine B

257,20 [M–H]–

α-Линоленовая кислота
α-Linolenic acid

277,21 [M–H]–

Олеиновая кислота
Oleic acid

281,25 [M–H]–; 267,20 [M–H–CH2]
–

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Продолжение таблицы 4

Table 4 (continued)

6	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-609-table5
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Рис. 3. Схема фрагментации люциденовой кислоты N. Mr ([M-H–]) = 459,28

Fig. 3. Fragmentation scheme for lucidenic acid N. Mr ([M-H–]) = 459.28

также отмечена высокая радикал-ингибирую-
щая активность, но для этанольного экстракта, 
несмотря на более высокое содержание феноль-
ных соединений, отмечен более низкий уровень 
активности (образец 16, табл. 3). Ганодеровая 
кислота D как тетрациклический тритерпено-
ид является эффективным активатором CaM/
CaMKII/NRF2 сигнального пути и вследствие 
этого обладает способностью предотвращать 
развитие оксидативного стресса, а наличие 
11-оксо-Δ8-фрагмента в структурах исследуе-
мых соединений позволяет им образовывать 
стабильные радикалы [28].

Достоинством полученных экстрактов 
как потенциальных антиоксидантных средств 
является наличие БАВ с различной липо-
фильностью: тритерпеновые соединения об-
ладают высокой растворимостью в липидах 
и защищают их от перекисного окисления 
при оксидативном стрессе, в то время как флаво-
ноиды действуют в межклеточном пространстве 
и цитоплазме [29]. Полученные в работе данные 
согласуются с результатами исследований in vivo, 
проведенными другими научными коллектива-
ми: показано, что этанольные экстракты, про-
являя антиоксидантную активность, оказывали 
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цитопротекторное действие на клетки печени, 
поджелудочной железы и почек у крыс [30]; 
водные экстракты демонстрировали противо-
диабетическое действие на стрептозоцино-
вой модели у крыс [31]; терпеноидная фракция 
G.  lucidum оказывала гепатопротекторное дей-
ствие при инвазиях Plasmodium berghei за счет 
снижения оксидативного стресса [32].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По результатам сравнительных исследований 
экстрактов штаммов грибов G. lucidum и G. lingzhi, 
выращенных на субстратах ольхи и дуба, было 
установлено, что наибольшую антиоксидантную 
активность проявляет экстракт FIB-334 G. lucidum, 
выращенный на субстрате ольхи: высокая радикал-
ингибирующая активность в отношении DPPH 

(IC50=3,1±0,2 мкг/мл) и ABTS (IC50=3,7±0,2 мкг/мл) 
согласуется с общим содержанием фенольных 
соединений (326,2±16,5 мкмоль/г) и общим со-
держанием тритерпеновых и стероидных со-
единений (2,00±0,11 ммоль/г) в этом экстракте. 
Высокая антиоксидантная активность изученных 
штаммов грибов G. lucidum и G. lingzhi может быть 
обусловлена наличием фенольных соединений 
(флавоноидом нарингенином, производными 
гидрохинона лингжинами B и D), а также тритер-
пеноидами (ганодеровой кислотой D и люциде-
новой кислотой D).

Полученные результаты позволяют рассмат-
ривать искусственно выращенные штаммы 
Ganoderma spp. в качестве перспективного ис-
точника антиоксидантов.
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Исключение влияния экзогенного 
загрязнения на микроэлементный состав 
лекарственных растений

	 Федеральное государственное бюджетное образовательное 
учреждение высшего образования  
«Новосибирский государственный медицинский университет», 
Красный пр-т, д. 52, Новосибирск, 630091, Российская Федерация

	 Круглов Дмитрий Семенович; kruglov_ds@mail.ru

ВВЕДЕНИЕ. Фармакопейная методика определения содержания тяжелых ме-
таллов и мышьяка в лекарственном растительном сырье не позволяет различить 
элементные примеси эндогенного и экзогенного происхождения. При этом бо-
лее точные данные о микроэлементном составе растения, в том числе инфор-
мация об эндо- и экзогенных примесях, могли бы быть использованы в задачах 
хемосистематики и для контроля подлинности сырья.
ЦЕЛЬ. Модификация методики определения содержания макро- и микроэле-
ментов в растительном сырье для исключения влияния экзогенного загрязне-
ния на результаты анализа.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. В качестве объектов исследования были выбраны 
растения семейства бурачниковых: генеративные побеги медуницы мягкой  — 
Pulmonaria mollis Wulf. ex Hornem и листья бурачника лекарственного — Borago 
officinalis L. В часть сырья вносили фиксированное количество элементов-пол-
лютантов. Все сырье измельчали и разделяли на фракции. Количественное 
определение проводили методом масс-спектрометрии с индуктивно-связанной 
плазмой. Статистическую обработку результатов проводили с использованием 
программ Microsoft Excel и Statistica 8.
РЕЗУЛЬТАТЫ. В 9 фракциях сырья с различными размерами частиц было опре-
делено содержание 30 элементов. Кластерный анализ показал, что фракция 
сырья с размерами частиц менее 0,2 мм и нефракционированное сырье об-
разуют отдельные кластеры, что свидетельствует об их значимо разном эле-
ментном составе. Статистический анализ с использованием критерия Граббса 
позволил подтвердить, что эти выборки значимо отличались от остальных. Со-
держание элементов-поллютантов, введенных в фиксированном количестве 
в сырье, оказалось максимально во фракции частиц менее 0,2 мм — более 90% 
от введенного количества. Высокое содержание элементов в нефракциони-
рованном сырье являлось следствием присутствия частей растения, которые 
при измельчении и фракционировании попадают во фракцию с размером ча-
стиц менее 0,2 мм.
ВЫВОДЫ. Использование нефракционированного сырья при определении со-
держания элементов вносит систематическую погрешность в результаты изме-
рений и затрудняет их использование для контроля подлинности сырья. Для 
получения достоверных результатов определения микроэлементного статуса 
растений предложено при пробоподготовке проводить дополнительное фрак-
ционирование сырья и не использовать для анализа фракцию с размерами ча-
стиц менее 0,2 мм.

Ключевые слова: микроэлементный состав; кластерный анализ; критерий Граббса; экзогенное загрязнение; 
поллютанты; растительное сырье; фракционирование сырья; мacc-спектрометрия с индуктивно-связанной 
плазмой

4.0

Д.С. Круглов  

РЕЗЮМЕ

© Д.С. Круглов, 2024

HERBAL MEDICINAL PRODUCTS

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.30895/1991-2919-2024-617&domain=pdf&date_stamp=2024-12-18
https://orcid.org/0000-0003-1904-7901


699

Исключение влияния экзогенного загрязнения на микроэлементный состав лекарственных растений
Круглов Д.С.

Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2024. Vol. 14, No. 6

Для цитирования: Круглов Д.С. Исключение влияния экзогенного загрязнения на микроэлемент-
ный состав лекарственных растений. Регуляторные исследования и  экспертиза лекарственных средств.  
2024;14(6):698–706. https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-617

Финансирование. Работа выполнена без спонсорской поддержки.

Потенциальный конфликт интересов. Автор заявляет об отсутствии конфликта интересов.

Elimination of Exogenous Pollution Influence 
on the Microelement Composition  
of Medicinal Plants

	 Novosibirsk State Medical University, 
52 Krasny Ave, Novosibirsk 630091, Russian Federation

	 Dmitriy S. Kruglov; kruglov_ds@mail.ru

INTRODUCTION. The compendial analytical procedure for determining the con-
tent of heavy metals and arsenic impurities in herbal drugs does not differentiate 
between endogenous and exogenous elemental impurities. Higher-precision data 
on the microelement composition of plants, particularly data on endogenous and 
exogenous impurities, could be instrumental in chemosystematics and in the iden-
tification of raw materials.
AIM. This study aimed to modify the analytical procedure for quantifying macro- and 
microelements in herbal drugs with the intention to eliminate the influence of ex
ogenous pollutants on test results.
MATERIALS AND METHODS. The study focused on herbal drugs from the Boragin-
aceae family, including reproductive shoots of lungwort (Pulmonaria mollis Wulf. ex 
Hornem) and leaves of common borage (Borago officinalis L.). A portion was spiked 
with elemental pollutants. All herbal drugs were ground and fractionated by siev-
ing. Quantitative determination was performed by inductively coupled plasma mass 
spectrometry. Statistical analysis of the results used Microsoft Excel and Statistica 8 
software.
RESULTS. A total of 30 elements were quantified in 9 fractions of herbal drugs with 
different particle sizes. Cluster analysis showed that unfractionated herbal drugs 
and the fraction comprising particles smaller than 0.2 mm formed separate clusters, 
indicating significant differences in elemental compositions. Grubbs’ test confirmed 
that these two samples were significantly different from the others. The fraction 
of particles smaller than 0.2 mm had the maximum content of the spiked ele-
ments; more than 90% of the spiked amounts were recovered from this fraction. 
The high content of elements observed in unfractionated herbal drugs was due to 
the plant parts that would have passed the 0.2 mm sieve had they been ground and 
fractionated.
CONCLUSIONS. The use of unfractionated herbal drugs leads to a systematic error in 
the results of elemental content determination, which significantly hinders the ap-
plicability of such results for the identification of herbal drugs. To ensure reliable 
results in the determination of the microelement status of plants, the authors sug-
gest performing additional fractionation of herbal drugs and discarding the fraction 
under 0.2 mm.

Keywords: microelement composition; cluster analysis; Grubbs’ test; exogenous pollution; pollutants; herbal 
drugs; fractionation of raw materials; inductively coupled plasma mass spectrometry
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ВВЕДЕНИЕ
Макро- и микроэлементы, входящие в состав 
биологически активных веществ (ферментов, 
гормонов и витаминов), необходимы для нор-
мального функционирования организма чело-
века, участвуют в метаболизме белков, липи-
дов, полисахаридов и тем самым регулируют 
анаболические процессы, теплообмен, крове-
творение, иммунный ответ и др. [1]. Примером 
дисэлементоза является железодефицитная 
анемия, связанная с недостатком микроэле-
ментов кроветворного комплекса (Fe, Mn, Cu, 
Cr)1 [2]. Эссенциальные элементы для животного 
и растительного организма во многом одина-
ковы2, поэтому растения можно рассматривать 
как источник получения препаратов, эффектив-
ных для лечения анемии3 и для профилактики 
латентного железодефицита. Микроэлементный 
состав каждого растения является видоспеци-
фичным, что может быть использовано в задачах 
хемосистематики [3], а также для контроля при-
месей при анализе сырья на доброкачествен-
ность [4].

Наряду с эндогенными элементами, содержание 
которых определяется геномом растения, расти-
тельное сырье может быть загрязнено элемента-
ми, поступающими экзогенным путем. Как пра-
вило, растения имеют опушение из простых 
и железистых трихом, которые задерживают 
различные поллютанты, в том числе элементные 
примеси из окружающей среды, и способствуют 
их накоплению [5].

Для количественного определения элементов 
в растительном сырье используют один из трех 
методов: атомно-абсорбционную спектромет-
рию, атомно-эмиссионную спектрометрию, 
масс-спектрометрию с индуктивно-связанной 
плазмой4. Следует отметить, что любой из этих 
методов определения содержания элемен-
тов инвариантен по отношению к путям по-
ступления элементов в растительный объект 
и не позволяет различить эндо- и экзогенные 
элементы.

Устранить экзогенное загрязнение наибо-
лее эффективно можно на стадии пробо-
подготовки. В настоящий момент согласно 

требованиям Государственной фармакопеи 
Российской Федерации5 пробоподготовка сы-
рья для количественного определения микро-
элементов ограничивается стадией измельче-
ния сырья до частиц размером менее 1–3 мм. 
Используемая фармакопейная методика позво-
ляет выявить недопустимое загрязнение сырья 
микроэлементами-токсикантами, что необхо-
димо для оценки безопасности лекарственных 
растительных препаратов [4]. Но для коррект-
ного использования микроэлементного статуса 
растения в задачах определения его подлинно-
сти (видовой принадлежности) или доброкаче-
ственности растительного сырья необходимо 
минимизировать влияние присутствия экзо-
генных микроэлементов-поллютантов на ре- 
зультат анализа. Одним из способов мини-
мизации экзогенного загрязнения является 
соблюдение правил сбора растительного сы-
рья и исключение сбора сырья в экологически 
неблагополучных местах произрастания6 [5, 6]. 
Однако даже соблюдение этих правил не га-
рантирует отсутствия экзогенного загрязнения 
элементами из почвы или осадков в экологиче-
ски чистых местах произрастания.

Цель работы  — модификация методики опре-
деления содержания макро- и микроэлементов 
в растительном сырье для исключения влияния 
экзогенного загрязнения на результаты анализа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования были выбра-
ны растения семейства бурачниковых, для кото-
рых характерно обильное опушение всех над-
земных органов, что существенно увеличивает 
возможность экзогенного загрязнения. Первый 
объект  — генеративные побеги медуницы мяг-
кой  — Pulmonaria mollis Wulf. ex Hornem. (было 
установлено антианемическое действие извле-
чений из этого вида растительного сырья [7]), 
собранные в фазу цветения в сосновом бору 
в Колыванском районе Новосибирской обла-
сти (55º12´ с.ш. и 82º42´ в.д.). Сырье, доведен-
ное до воздушно-сухого состояния, измельчали 
в ротационной мельнице TSM6A (Bosch) и раз-
деляли на фракции с помощью лабораторных 
сит («Экрос») с размерами ячеек 7,0; 5,0; 3,0; 2,0; 
1,0 0,5; 0,2 мм (табл. 1).

1	 Битюцкий НП. Необходимые микроэлементы растений. Учебник. СПб.: ДЕАН; 2005.
2	 Там же.
3	 Громова ОА, Торшин ИЮ, Хаджидис АК. Клинические и молекулярные аспекты эффективного и безопасного лечения ане-

мии. М.; 2010.
4	 ОФС.1.5.3.0009 Определение содержания тяжелых металлов и мышьяка в лекарственном растительном сырье и лекар-

ственных растительных препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
5	 Там же.
6	 Гравель ИВ, Шойхет ЯН, Яковлев ГП, Самылина ИА. Экотоксиканты в лекарственном растительном сырье и фитопрепа-

ратах. М.: ГЭОТАР-Медиа; 2013. 
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Вторым объектом являлись листья бурачни-
ка лекарственного  — Borago officinalis L., вы-
ращенного на садовом участке в Советском 
районе г.  Новосибирска (54º91´ с.ш. и 83º08´ 
в.д.). После сбора листья в естественных усло-
виях доводили до воздушно-сухого состояния. 
Высушенные листья бурачника лекарственно-
го разделяли на две равные части. Одну часть 
листьев оставляли в качестве контрольной (сы-
рье без добавки), вторую часть раскладывали 
на чистой поверхности и наносили на эти листья 
методом опрыскивания смесь растворимых со-
лей, содержащую 5,0 мг магния, 1,3 мг железа, 
0,25 мг алюминия, 0,132 мг цинка, 0,018 мг меди 
и 0,0017 мг свинца (сырье с добавками-поллю-
тантами). Для внесения заданного количества 
загрязняющих элементов использовали реакти-
вы: магния сульфат 7-водный (Acros Organics, кат. 
№ 213115000); свинца(II) нитрат (Panreac, кат. 
№  131473.1210); железа(II) сульфат 7-водный 
(Panreac, кат. № 141362.1211); цинк сернокислый 
7-водный (Panreac, кат. № 141787.1211); алю-
миний хлорид 6-водный (Merck, кат. № 1.01084.) 
и медь(II) сернокислая 5-водная («Ленреактив», 
кат. № 120194).

После нанесения поллютантов сырье снова до-
водили до воздушно-сухого состояния при ком-
натных условиях. Оба вида сырья бурачника 
лекарственного (с добавкой и без добавки) из-
мельчали в ротационной мельнице и формиро-
вали из них группу объектов 1–4 (табл. 2).

Количественное определение элементов прово-
дили методом масс-спектрометрии с индуктив-
но-связанной плазмой на приборе ELAN DRC-II 
(Perkin Elmer Inc.). 0,1–0,2 г измельченного сырья 
(точная навеска) помещали во фторопластовый 
вкладыш автоклава и добавляли 5 мл концен-
трированной азотной кислоты («Ленреактив», 
кат. № 011584), а для определения кремния 
использовали смесь 5 мл концентрированной 
азотной кислоты с 0,5  мл кислоты фтористо-
водородной («Ленреактив», кат. № 200629). 
Автоклав герметично закрывали и помещали 
в микроволновую печь. Разложение пробы про-
водили при ступенчатом подъеме температуры 
до 160, 180 и 200 ºС с выдерживанием автокла-
ва на каждой температурной ступени в течение 
1 ч. После охлаждения автоклавы открывали 
в вытяжном шкафу и полученные растворы ко-
личественно переносили в предварительно 
взвешенные полиэтиленовые бюксы. В каж-
дый бюкс добавляли по 0,1 мл раствора соли 
индия с концентрацией 1,0 мг/л (внутренний 
стандарт) и воды очищенной до общего объема 
раствора 7–8 мл. Затем доводили массу раство-
ров в бюксах до 10 г. Для контрольного опыта 
в реакционных емкостях проводили описанные 
выше процедуры без анализируемого образца. 
Для контроля правильности определения ис-
пользовали метод добавок.

Для построения калибровочных графиков 
использовали многоэлементные стандарт-
ные растворы ICP-MS-68-A и ICP-MS-68-В 
0,01 г/л, а также одноэлементный стандартный 
раствор Hg 1 г/л (все  — High-Purity Standards). 
Стабильность градуировочных характеристик 

Таблица 1. Исследуемые фракции побегов медуницы мягкой 
(Pulmonaria mollis)

Table 1. Investigated fractions of soft lungwort (Pulmonaria 
mollis) shoots

Фракция
Fraction

Диаметр отверстия, мм
Hole diameter, mm

нижнее сито
lower sieve

верхнее сито
upper sieve

1 –* 0,2

2 0,2 0,5

3 0,5 1,0

4 1,0 2,0

5 2,0 3,0

6 3,0 5,0

7 5,0 7,0

8 –** 7,0

9 0,2 7,0
Таблица составлена автором / The table is prepared by the author

Примечание. * — просев; ** — отсев.
Note. * passing; ** retained.

Таблица 2. Объекты исследования листьев бурачника лекар-
ственного (Borago officinalis)

Table 2. Study objects of common borage (Borago officinalis) 
leaves

Объект 
Object

Добавка 
элементов-

поллютантов
Elemental 

pollutant spike

Диаметр отверстия, мм
Hole diameter, mm

нижнее сито
lower sieve

верхнее сито
upper sieve

1 с добавкой
added – 0,2

2 с добавкой
added 0,2 7,0

3 без добавки
not added – 0,2

4 без добавки
not added 0,2 7,0

Таблица составлена автором / The table is prepared by the author

Примечание. «–» — просев.
Note. –, passing.
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контролировали путем сравнения результатов 
определения содержания введенного внутрен-
него стандарта индия (115In) в каждом анализи-
руемом образце.

Параметры работы масс-спектрометра: мощность 
генератора 1500 Вт; распылитель  — поперечно-
потоковый, материал РЕЕК, сапфировые наконеч-
ники; распылительная камера  — неохлаждаемая 
двухходовая, тип Скотта, материал — ритон. Расход 
плазмообразующего потока аргона (аргон газо-
образный высшего сорта по ГОСТ 10157-2016)  —  
15  л/мин; расход анализируемого образца  — 
1,5 мл/мин. Для обеспечения стабильного режима 
работы масс-спектрометра все измерения прово-
дили в термостатированных условиях при темпе-
ратуре 22,0±1,5 ºС.

Проводили пять параллельных определе-
ний для каждого анализируемого образца, 
за результат принимали среднее значение. 
Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили согласно методическим 
рекомендациям7. Для проверки нормальности 
выборки использовали критерий Граббса (G), 
рассчитываемый как отношение максимальной 
разницы между средним и экстремальным зна-
чением к величине среднеквадратичного откло-
нения. Если рассчитанные значения превыша-
ли табличное критическое значение критерия 
Граббса (Gt), то результат считали принадлежа-
щим другой совокупности данных. При анализе 
принимали в расчет критерии, соответствую-
щие уровню доверительной вероятности P=95%. 
Расчет выполняли средствами программы 
Microsoft Excel. Кластерный анализ выполняли 
с помощью программы Statistica 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты определения содержания макро- 
и микроэлементов в зависимости от фракционно-
го состава сырья медуницы мягкой приведены 
в таблице 3 «Содержание макро- и микроэле-
ментов в побегах медуницы мягкой (Pulmonaria 
mollis)», опубликована на сайте журнала8. 
Следует обратить внимание на существенно 
меньшее содержание калия во фракции с раз-
мером частиц менее 0,2 мм и значительно более 
высокое содержание в ней кальция и кремния. 
Поскольку калий преобладает в живых клетках 

мезофилла9 и регулирует транспирацию, вполне 
логично, что на покровных тканях его меньше; 
в свою очередь, кремний и кальций формируют 
трихомы защитного опушения, весьма обиль-
ного у растений семейства Boraginaceae, кото-
рые измельчаются более эффективно и прохо-
дят через нижнее сито с размером ячеек менее 
0,2 мм. Следует отметить, что эксперименталь-
ные данные о селективном содержании ана-
лизируемых элементов в P. mollis могут быть 
в дальнейшем использованы при изучении ви-
довой специфичности данного растения.

Для выявления закономерностей в многофак-
торных данных (в таблице  310 представлено 
9 столбцов по 30 результатов в каждом) наи-
более эффективно использование методов 
кластерного анализа [8]. В этом случае вводит-
ся понятие виртуального многомерного про-
странства, базисными ортами которого являются 
нормированные концентрации микроэлементов. 
Критерием объединения точек в кластер являет-
ся условие, что евклидово расстояние между 
точками меньше некой задаваемой величины ε. 
За величину ε можно принять значение индиви-
дуальной изменчивости содержания микроэле-
ментов, определенное в размере 15% от сред-
него значения11 [8]. Построенное иерархическое 
дерево кластеров по результатам, приведенным 
в таблице 312, представлено на рисунке 1. Анализ 
иерархического дерева показал, что фракция 
сырья медуницы мягкой, проходящая сквозь 
сита с диаметром отверстий 0,2 мм (фракция 1), 
образует отдельный кластер, равно как и не-
фракционированное сырье (фракция 8).

Для подтверждения полученных результатов 
была выдвинута статистическая гипотеза о том, 
что микроэлементный состав во всех фракци-
ях подчиняется одному закону распределения 
и может быть объединен в одну репрезентатив-
ную выборку. В противном случае выпадающие 
фракции подчиняются иному закону распре-
деления и их нужно рассматривать отдельно. 
Для проверки данной гипотезы были сформиро-
ваны новые выборки (табл. 4), в которых экспе-
риментальными точками выступали суммы эле-
ментов Xi. В таблице 5 приведены результаты 
расчетов статистических параметров выборок, 
указанных в таблице 4.

7	 Никитин ВИ. Первичная статистическая обработка экспериментальных данных. Самара: Самарский государственный тех-
нический университет; 2017. 

8	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-617-table3
9	 Медведев СС. Физиология растений. Учебник. СПб.: БХВ-Петербург; 2012.
10	https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-617-table3
11	Никитин ВИ. Первичная статистическая обработка экспериментальных данных. Самара: Самарский государственный тех-

нический университет; 2017.
12	https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-617-table3
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Проверка выборки на принадлежность одному 
распределению по критерию Граббса показала, 
что значение суммарного содержания микро-
элементов во фракции 1 (X1) значимо отлича-
ется от остальных и данная величина должна 
быть исключена. Оставшиеся суммы элементов 
(X2–X9  — суммарные содержания микроэлемен-
тов во фракциях 2–9) были объединены в выбор-
ку № 2, и снова был рассчитан критерий Граббса, 
уже по выборке № 2. В результате было установ-
лено, что в данной выборке должна быть исклю-
чена фракция 8 — нефракционированное сырье 
и сформирована выборка № 3 из семи фрак-
ций (сумма микроэлементов в 6-ти фракциях — 
фракции 2–7 и 9). Новая проверка по критерию 
Граббса показала, что в выборке № 3 нет зна-
чимо выделяющихся значений и объединенные 
в выборку данные подчиняются нормальному 
закону распределения.

Таким образом, содержание микроэлементов 
во всех фракциях с размером частиц более 

0,2 мм и во фракционированном сырье (в кото-
ром удалена фракция менее 0,2 мм) воспроиз-
водимо и значимо не отличается друг от друга. 
В то же время результаты измерения, получен-
ные для нефракционированного сырья, следует 
считать ошибочными за счет погрешности, вно-
симой присутствием частей растения, загряз-
ненных неорганическими примесями, которые 
при измельчении и фракционировании сырья 
попадают во фракцию с размером частиц менее 
0,2 мм. Следует также заметить, что эта погреш-
ность является невоспроизводимой и учесть ее 
в расчетах не представляется возможным.

Вероятнее всего, растительное сырье с неорга-
ническим загрязнением характеризуется более 
высокой хрупкостью, чем чистое растительное 
сырье, и измельчается эффективнее. Поэтому 
в просеве (частицы менее 0,2 мм) концентра-
ция экзогенно загрязненных частей растения 
и соответственно микроэлементов во много раз 
больше.
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Рисунок подготовлен автором по собственным данным / The figure is prepared by the author using their own data.

Рис. 1. Иерархическое дерево распределения содержания микроэлементов по кластерам исследуемых фракций побегов медуни-
цы мягкой (Pulmonaria mollis). αкр=15,0% — критический уровень, выше которого кластеры считаются отдельными

Fig. 1. Hierarchical tree for microelement content distribution by clusters of studied soft lungwort (Pulmonaria mollis) shoot fractions. 
The critical level above which clusters were considered separate (αкр ) was set to 15.0%

Таблица 4. Схема составления расчетных выборок

Table 4. Design of estimation samples

Наименование 
выборки

Sample name

Суммы элементов в исследуемых фракциях (Xi), мкг/г
Sum of elements in studied fractions (Xi), μg/g

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9

Выборка 1
Sample 1 15734,2 7628,4 7462,1 8185,6 7283,1 6890,1 7885,0 10363,3 8607,3

Выборка 2
Sample 2 – 7628,4 7462,1 8185,6 7283,1 6890,1 7885,0 10363,3 8607,3

Выборка 3
Sample 3 – 7628,4 7462,1 8185,6 7283,1 6890,1 7885,0 – 8607,3

Таблица составлена автором по собственным данным / The table is prepared by the author using his own data

Примечание. «–» — фракция, которую не включали в выборку; i — порядковый номер фракции.
Note. –, fraction not included in the sample; i, sequential number of the fraction.
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Для подтверждения данной гипотезы рассмот-
рим результаты определения элементного со-
става в эксперименте с образцами листьев бу-
рачника лекарственного, в которые вводились 
точные количества элементов-поллютантов эк-
зогенным способом (табл. 6).

Для удобства можно ввести несколько рас-
четных коэффициентов, показывающих влия-
ние введенного количества микроэлементов 
на результаты их определения в нефракцио-
нированном сырье (β1) и в просеве (β2) соот-
ветственно.

Таблица 5. Статистические параметры расчетных выборок

Table 5. Statistical parameters of estimation samples

Параметр
Parameter

Выборка 1
Sample 1

Выборка 2
Sample 2

Выборка 3
Sample 3

Объем выборки, n
Sample size, n 9 8 7

x, мкг/г 8893,3 8038,1 7705,0

σ 2757,1 1079,9 575,1

Δ 2078,8 880,5 468,9

Gmax 2,48 2,15 1,42

Gmin 0,73 1,06 1,57

Gt 2,22 2,12 1,88
Таблица составлена автором по собственным данным / The table is prepared by the author using his own data

Примечание. x — среднее значение суммы микроэлементов; σ — среднеквадратичное отклонение; Δ — доверительный интервал; 
Gmax — значение критерия Граббса для максимального значения; Gmin — значение критерия Граббса для минимального значения; 
Gt — граничное значение критерия Граббса при доверительной вероятности 95%.
Note. x, mean value of the sum of microelements; σ, standard deviation; Δ, confidence interval; Gmax, Grubbs’ test value for the maximum 
value; Gmin, Grubbs’ test value for the minimum value; Gt, critical value for Grubbs’ test at 95% confidence.

Таблица 6. Содержание микроэлементов в листьях Borago officinalis

Table 6. Content of microelements in Borago officinalis leaves

Элемент
Element

Содержание микроэлементов, мкг/г
Microelement content, µg/g

в сырье без добавки
unspiked herbal drug

в сырье с добавкой
spiked herbal drug

β1 β2
γпросев*

passing fraction*
С1a

фракция без просева
retained fractions

С2a

просев*
passing fraction*

С1b

фракция без просева
retained fractions

С2b

Mg 2174,0 1976,8 4521,0 2026,1 1,025 2,08 0,94

Al 104,4 87,4 221,0 90,5 1,035 2,12 0,93

Fe 180,2 135,0 778,4 142,0 1,052 4,32 0,92

Cu 12,2 11,2 20,5 11,4 1,019 1,68 0,92

Zn 22,0 36,6 83,0 38,7 1,057 3,77 0,92

Pb 0,1 0,1 0,89 0,1 1,064 8,92 0,93
Таблица составлена автором по собственным данным / The table is prepared by the author using his own data

Примечание. С1a и С1b — содержание микроэлементов в просеве сырья без добавки и сырья с добавкой соответственно, мкг/г; С2a 
и С2b — содержание микроэлементов в суммарной фракции после удаления просева для сырья без добавки и сырья с добавкой со-
ответственно, мкг/г; β1 и β2 — коэффициенты влияния введенного количества микроэлементов на результаты их определения 
в нефракционированном сырье и в просеве соответственно; γ — доля перешедшей в просев добавки.
 * — фракция с размером частиц менее 0,2 мм.
Note. С1a, microelement content in the passing fraction of the unspiked sample (µg/g); С1b, microelement content in the passing fraction of 
the spiked sample (µg/g); С2a, microelement content in the retained fractions of the unspiked sample (µg/g); С2b, microelement content in 
the retained fractions of the spiked sample (µg/g); β1, microelement spike recovery from unfractionated herbal drug; β2, microelement spike 
recovery from the passing fraction; γ, spike portion in the passing fraction.
 * fraction with particles smaller than 0.2 mm.
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	 β1 = С2b / С2a и β2 = С1b / С1a ,	 (1)

где С1a и С1b  — содержание микроэлементов 
в просеве сырья без добавки и сырья с добавкой 
соответственно, мкг/г; С2a и С2b  — содержание 
микроэлементов в суммарной фракции после 
удаления просева для сырья без добавки и сы-
рья с добавкой соответственно, мкг/г.

Максимальное содержание введенных микро-
элементов наблюдается в просеве (табл. 6). 
Можно рассчитать долю перешедшей в просев 
добавки (γ), зная массу добавленного элемента 
(mдоб) и массу просева (mc):

	
γ = .

(С1b–C1a) × mc

mдоб 	
(2)

Содержание элементов-поллютантов макси-
мально во фракции с размером частиц менее 
0,2 мм  — более 90% от введенного количе-
ства. Это подтверждает гипотезу, что экзо-
генные элементы-поллютанты при фракцио-
нировании сырья переходят в подавляющем 
количестве во фракцию, содержащую частицы 
размером менее 0,2 мм. При этом максималь-
ный размер частиц лимитируется особенно-
стями используемых методик определения 

содержания микроэлементов и составляет 
0,5–1,0 мм в соответствии с требованиями 
Государственной фармакопеи Российской 
Федерации13.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, по результатам сравнительного 
анализа содержания макро- и микроэлементов 
в побегах медуницы мягкой и листьях бурачника 
лекарственного, предварительно разделенных 
на 9 фракций по размеру частиц, установлено, 
что использование нефракционированного сы-
рья при определении микроэлементного ста-
туса растений может существенно затруднить 
его использование для контроля подлинности 
сырья и видовой принадлежности растений. 
Для получения достоверных результатов опре-
деления содержания микроэлементов в расти-
тельном сырье методом масс-спектрометрии 
с индуктивно-связанной плазмой наряду с реко-
мендованными Государственной фармакопеей 
Российской Федерации этапами методики необ-
ходимо включить в пробоподготовку стадию 
предварительного фракционирования сырья 
и использовать для анализа фракцию с макси-
мальным размером частиц 1,0 мм и минималь-
ным 0,2 мм.
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Календулы цветки (Calendulae officinalis flos): 
методы выделения фракций биологически 
активных веществ

	 Учреждение образования «Белорусский государственный медицинский 
университет», 
пр-т Дзержинского, 83, Минск, 220083, Республика Беларусь

	 Лукашов Роман Игоревич; r_lukashov@mail.ru

ВВЕДЕНИЕ. Актуальной задачей фармацевтической отрасли является разра-
ботка ресурсосберегающих технологий производства лекарственных средств 
(ЛРС). Один из способов эффективного использования лекарственного расти-
тельного сырья  — технологии, позволяющие получать продукты с различным 
фармакологическим действием в одном технологическом цикле. В настоящее 
время отсутствует регламентированный способ обработки данного вида сы-
рья, который бы позволил разрабатывать лекарственные препараты на осно-
ве календулы цветков с заданным фармакологическим действием. В странах 
Евразийского экономического союза (ЕАЭС) для переработки сырья календулы 
используются методы экстракции, направленные на получение в одном техно-
логическом цикле только одной фракции БАВ (только флавоноидов или только 
каротиноидов).
ЦЕЛЬ. Оценка возможности получения фракций биологически активных ве-
ществ разной полярности (каротиноиды, флавоноиды и полисахариды) из ка-
лендулы цветков путем использования поэтапной обработки лекарственного 
растительного сырья в одном технологическом цикле.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Экстракцию каротиноидов календулы цветков про-
водили гексаном. Дополнительно для предварительной обработки сырья 
использовали термическое воздействие. Количественное определение ка-
ротиноидов и флавоноидов выполняли спектрофотометрическим методом, 
полисахаридных фракций  — гравиметрическим. После отгонки гексана был 
получен твердый маслянистый остаток, который растворяли при механиче-
ском перемешивании в масле для получения масляного экстракта. Выполня-
ли трехэтапную обработку: экстракция гексаном (экстракция слабополярным 
органическим растворителем каротиноидов), экстракция смесью вода/ацетон 
в отношении 30/70 по объему (выделение флавоноидов) и экстракция водой 
(осаждение полисахаридов).
РЕЗУЛЬТАТЫ. Максимальное количество каротиноидов (~4%) содержится в ли-
пофильных вытяжках, полученных при однократной экстракции гексаном и ее 
комбинации с термообработкой, при водно-органической экстракции их содер-
жание меньше в десять раз. Масляные экстракты были получены из твердого 
маслянистого остатка после отгонки гексана при температуре его кипения, 
содержание биологически активных веществ в них сопоставимо с исход-
ным. Предварительная экстракция гексаном увеличивает выход флавоноидов 
на 68,5% при водно-органической экстракции и снижает его в 1,7 раза при вод-
ной экстракции по сравнению с нативным сырьем, что сопровождается умень-
шением их содержания во фракции водорастворимых полисахаридов практи-
чески в 10 раз. С введением новых этапов обработки суммарное содержание 
и содержание отдельных полисахаридных фракций снижается с повышением 
степени их чистоты. Соотношение полисахаридных фракций не изменяется 
при использовании всех примененных способов обработки.
ВЫВОДЫ. Поэтапная обработка сырья календулы цветков позволяет в одном тех-
нологическом цикле выделить три фракции, содержащие повышенное количество 
каротиноидов (в 3,3 раза), флавоноидов (на 44,8%) и полисахаридов (на 41,3%) 
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соответственно в сравнении с нативным сырьем. Полученный продукт характе-
ризуется более высокой степенью чистоты, чем продукт, полученный при предо-
бработке с применением двукратной экстракции гексаном, или из нативного сы-
рья. Метод рекомендовано использовать для получения лекарственных средств, 
обогащенных конкретной группой БАВ, или с меньшим содержанием примесей.

Ключевые слова: поэтапная обработка; календулы цветки; каротиноиды; флавоноиды; полисахариды; 
обезжиривание; удаление флавоноидов; гексан; экстракция; комплексная переработка; лекарственное 
растительное сырье
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Calendula Flowers (Calendulae officinalis flos): 
Methods to Obtain Fractions of Biologically 
Active Substances

	 Belarusian State Medical University, 
83 Dzerzhinsky Ave, Minsk 220083, Republic of Belarus

	 Raman I. Lukashou; r_lukashov@mail.ru

INTRODUCTION. The pharmaceutical industry aims at developing sustainable re-
source-saving technologies for manufacturing medicines. Approaches to the effec-
tive use of herbal drugs include applying technologies yielding compounds with 
various pharmacological effects in one production cycle. To date, no standardised 
herbal drug processing technology has been designed to produce calendula flower-
based medicinal products with various pharmacological effects. The Member States 
of the Eurasian Economic Union (EAEU) process calendula flowers by extraction 
methods yielding one fraction of biologically active substances per cycle (either 
only flavonoids or only carotenoids).
AIM. This article aimed to investigate the possibility of stepwise processing of ca-
lendula flowers to obtain biologically active substances with different polarities 
(carotenoids, flavonoids, and polysaccharides) per cycle.
MATERIALS AND METHODS. The authors extracted carotenoids using hexane. 
The study included additional thermal pretreatment of the herbal drug. Carotenoids 
and flavonoids were quantified by spectrophotometry, and polysaccharides were quan-
tified by gravimetric analysis. After hexane removal, the dry oily residue was dissolved 
in oil with mechanical stirring to obtain the oil extract. The study included a three-
step processing method that comprised hexane extraction (extraction of carotenoids 
with a low-polarity organic solvent), extraction with a water–organic solvent system 
(extraction of flavonoids), and aqueous extraction (precipitation of polysaccharides).
RESULTS. The lipophilic extracts obtained by single hexane extraction or by single 
hexane extraction and heat treatment had the maximum carotenoid content (~4%), 
which was 10 times the carotenoid content in the extracts obtained using a water–
organic solvent system. Oil extracts were prepared from the dry residue left after 
removing hexane by distillation at its boiling point. The content of biologically ac-
tive substances in the oil extracts was comparable to that in the intact herbal drug. 
Water–organic solvent extraction yielded 68.5% more flavonoids from the herbal 
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drug extracted with hexane than from the intact herbal drug. In contrast, aqueous 
extraction applied to the intact herbal drug yielded 1.7 times the amount of flavo-
noids obtained by aqueous extraction preceded by hexane extraction. The water-
soluble polysaccharide fraction extracted from the intact herbal drug had 10 times 
the flavonoid content observed in the fraction extracted from the processed herbal 
drug. Each subsequent processing step decreased the total polysaccharide content 
and the content of individual polysaccharide fractions and increased their purity. 
The ratio of polysaccharide fractions remained unchanged across all processing 
methods tested.
CONCLUSIONS. Stepwise processing of calendula flowers ensured that one process-
ing cycle provided three fractions containing increased amounts of carotenoids, fla-
vonoids, and polysaccharides. Relative to the intact herbal drug, there was a 3.3-fold 
increase in the yield of carotenoids, and the yields of flavonoids and polysaccha-
rides increased by 44.8 and 41.3%, respectively. The resulting product had a higher 
degree of purity than the products obtained by pretreatment and double hexane 
extraction or by using the intact herbal drug. The stepwise processing method is 
advisable for the production of medicines that are enriched with a specific group of 
biologically active substances or contain smaller amounts of impurities.

Keywords: step-by-step processing; calendula flowers; carotenoids; flavonoids; polysaccharides; defatting; 
removal of flavonoids; hexane; extraction; complex processing; herbal drugs
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ВВЕДЕНИЕ
Комплексная переработка лекарственного рас-
тительного сырья (ЛРС) является одной из пер-
спективных технологий, применяемых в про-
мышленной фармации стран СНГ. Целью такой 
технологии является максимально полное ис-
пользование растительного сырья, в том числе 
всех частей растения; шрота после экстрак-
ции целевых биологически активных веществ 
(БАВ); одного вида ЛРС для получения разных 
продуктов в одном технологическом процессе; 
вторичного сырья пищевых производств и из-
влечение разных групп БАВ из одного и того же 
ЛРС [1, 2].

Значимость внедрения комплексной переработки 
календулы обусловлена широким применением 
лекарственных средств на ее основе. На фарма-
цевтическом рынке Республики Беларусь пред-
ставлены следующие лекарственные препараты 
на основе календулы цветков1.

Календулы настойка 1:10 (содержит не менее 
65% этанола) относится к коду по АТХ «R02AA — 
препараты для лечения заболеваний горла. 

Антисептики». В форме полосканий после добав-
ления к теплой воде применяют для комплекс-
ной терапии воспалительных заболеваний рта 
(стоматит, гингивит, пародонтит) и горла (тон-
зиллит), легких воспалительных процессов кожи 
и небольших поверхностных ран.

Ноготков (календулы) цветки  — сырье расти-
тельное в картонных пачках и фильтр-пакетах. 
Применяют в форме водных извлечений по тем 
же показаниям, что и настойку.

Мазь для наружного применения «Календула» 
относится к коду АТХ «D03AX  — прочие ЛС, 
способствующие заживлению ран». Оказывает 
местное противовоспалительное и антисепти-
ческое действие. Применяют в терапии ожогов 
первой степени, небольших поверхностных ран.

На основе календулы цветков получают также 
жидкие экстракты в составе комбинирован-
ных лекарственных средств противовоспали-
тельного, ранозаживляющего, репаративного 
и антимикробного действия. Календула входит 
в состав биологически активных добавок к пище 
(сырье растительное, таблетки), косметических 

1	 Государственный реестр лекарственных средств. https://rceth.by/Refbank/reestr_lekarstvennih_sredstv
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средств (гель, крем, бальзам), зубных паст, опо-
ласкивателей и др.

В технологию комплексной переработки ка-
лендулы лекарственной могут быть включены 
следующие процессы: заготовка надземной ча-
сти [3]2, экстракция из шрота после извлечения 
70% этиловым спиртом органических кислот, 
полисахаридов, флавоноидов, аминокислот, ду-
бильных веществ, тритерпеновых сапонинов, ас-
корбиновой кислоты3 [4]. В работе И.В. Бурцевой 
шрот календулы, оставшийся после получения 
настойки, был использован для получения мас-
ляного экстракта, содержащего каротиноиды, 
и водного экстракта, в котором были опреде-
лены флавоноиды и полисахариды4. В той же 
работе установлена противоязвенная актив-
ность масляного экстракта и иммунокоррек-
тирующая  — водного. Противоязвенная ак-
тивность связана с обогащением экстрактов 
каротиноидами и флавоноидами [5–7], а им-
мунокорректирующая  — полисахаридами5 [8]. 
Как элемент комплексной переработки календу-
лы может быть предложено получение липо-
фильных фракций с использованием сжижен-
ных газов. Полученный липофильный экстракт 
содержит жирные кислоты, летучие вещества 
эфирных масел, фитостерины, витамины6.

В рамках концепции ресурсосбережения и мак-
симально эффективного использования ЛРС ак-
туальной является разработка такой технологии 
поэтапной обработки, при которой на каждом 
последующем этапе повышается выход БАВ 
или чистота полученного продукта. В рамках 
такого подхода разные по полярности фрак-
ции БАВ могут быть получены в три этапа: из-
влечение липофильных веществ из ЛРС путем 
экстракции слабополярным растворителем, 
извлечение фракций фенольных соединений 
из обезжиренного сырья путем водно-органи-
ческой экстракции и выделение из получен-
ного шрота полисахаридных фракций путем 
водной экстракции. При такой обработке могут 
быть получены продукты, обогащенные кон-
кретной группой БАВ, что позволит разработать 

лекарственные препараты с заданным фармако-
логическим действием.

Существующие в настоящее время в странах ЕАЭС 
технологии переработки сырья календулы за-
ключаются в использовании методов экстракции, 
направленных на получение в одном технологи-
ческом цикле только одной фракции БАВ, хотя 
фармакологическим действием обладает весь 
комплекс БАВ. Это создает предпосылки для раз-
работки новых методик получения в одном техно-
логическом процессе ряда фракций, обогащенных 
конкретной группой БАВ, для которой выражен тот 
или иной фармакологический эффект.

Цель работы  — оценка возможности получе-
ния фракций биологически активных веществ 
разной полярности (каротиноиды, флавоноиды 
и полисахариды) из календулы цветков путем 
использования поэтапной обработки лекар-
ственного растительного сырья в одном техно-
логическом цикле.

Задачи исследования:
1)  определить содержание липофильных ве-
ществ (каротиноидов) в сырье при экстракции 
гексаном, твердом маслянистом остатке и масля-
ных экстрактах, водно-органических вытяжках;
2)  выявить влияние предварительной экстрак-
ции гексаном на содержание каротиноидов, 
флавоноидов, полисахаридов при водно-орга-
нической и водной экстракции;
3)  установить зависимость содержания отдель-
ных полисахаридных фракций и их суммы 
от используемых этапов обработки;
4)  предложить методику поэтапной обработки 
календулы с получением фракций каротинои-
дов, флавоноидов и полисахаридов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования являлись промышлен-
ные серии ЛРС календулы цветков производства 
ООО «НПК Биотест» (Республика Беларусь).

Этапы обработки сырья. Первым этапом об-
работки являлась экстракция гексаном (х.ч., 
ОДО «ХимХром») (обезжиривание) календу-
лы цветков в условиях, подобранных ранее7. 

2	 Кащенко НИ. Фитохимическое исследование и совершенствование методов стандартизации цветков и травы календулы 
лекарственной (Calendula officinalis L.): автореф. дис. ... канд. фарм. наук. Улан-Удэ; 2014.

3	 Дзаурова ММ. Получение и исследование водного экстракта в условиях малоотходной технологии переработки цветков 
ноготков и его лекарственных форм: автореф. дис. ... канд. фарм. наук. Курск; 2007.

4	 Бурцева ИВ. Фармакогностическое изучение шрота цветков ноготков после получения настойки: автореф. дис. ... канд. 
фарм. наук. Пермь; 2004. 

5	 WHO monographs on selected medicinal plants. V. 2. Malta; 2002. 
6	 Дёмин МС. Разработка технологии получения и изучение состава липофильных метаболитов плодов Calendula officinalis (L.) 

и Echinacea purpurea (L.): автореф. дис. ... канд. фарм. наук. М.; 2010.
7	 Assessment report for the development of community herbal monographs and for inclusion of herbal substance(s), preparation(s) 

or combinations thereof in the community list. https://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Herbal_HMPC_as-
sessment _report/2009/12/12/WC500018122.pdf 

https://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Herbal_HMPC_assessment _report/2009/12/12/WC500018122.pdf
https://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Herbal_HMPC_assessment _report/2009/12/12/WC500018122.pdf
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В полученных после экстракции гексаном из-
влечениях определяли содержание суммы каро-
тиноидов. Для оценки возможности использова-
ния этих извлечений как источников указанной 
группы БАВ провели удаление гексана путем от-
гонки при температуре его кипения (69 ºС) в ро-
торном испарителе RV 3 eco с баней HB eco (IKA) 
и повторное определение каротиноидов, также 
установили их содержание в твердом масляни-
стом остатке (экстракте)  — плотной массе жел-
то-оранжевого цвета с каплями жирного масла.

Для оценки возможности получения из данно-
го остатка масляных экстрактов использовали 
в качестве растворителя масло подсолнечное 
в объеме, эквивалентном первоначальному 
объему вытяжки, и контролировали полноту 
растворения визуально и путем определения 
содержания каротиноидов. Процесс раство-
рения проводили при комнатной температуре 
в течение 1 ч при механическом перемешивании 
на орбитальном шейкере KS 130 basic Package 
(IKA) при 240 об./мин.

Дополнительно до и после отгонки гексана про-
водили определение каротиноидов ЛРС после 
различной предобработки: а) обезжиривание 
с последующей термообработкой; б) термо-
обработка с последующим обезжириванием; 
в) только термообработка. Термическую обра-
ботку проводили при помощи стерилизатора 
воздушного «Витязь ГП 10-3» (ОАО «Витязь», 
Республика Беларусь) при следующих условиях: 
температура в алюминиевой упаковке — 140 ºС; 
продолжительность обработки — 1,5 ч; толщина 
слоя обрабатываемого порошка сырья — до 1 см. 
Определяли содержание каротиноидов при по-
вторной (двукратной) экстракции для оценки 
полноты их извлечения.

Вторым этапом обработки являлась водно-ор-
ганическая экстракция (смесь вода/ацетон 
в соотношении 30/70 по объему) флавоноидов 
из обезжиренного гексаном сырья при подо-
бранных ранее условиях экстракции [9, 10] (да-
лее  — этап «удаление флавоноидов»). Условия 
экстракции: температура экстракции  — 60  ºС; 
продолжительность экстракции  — 1,5  ч; соот-
ношение сырья и экстрагента — 1:5 (г:мл); крат-
ность экстракции  — однократная; степень из-
мельчения сырья  — 500 мкм. Сырье оставляли 
для естественного улетучивания экстрагента 
до 5 сут под вытяжной системой при комнатной 
температуре. Высохшее сырье использовали 
для последующей водной экстракции.

На третьем этапе выполняли водную экстрак-
цию в режиме отвара8.

Определение БАВ. В водно-органическом извле-
чении из ЛРС без предварительной обработки 
и предварительно обезжиренного (экстракция 
гексаном) определяли содержание флавоно-
идов и каротиноидов. В водном извлечении 
определяли содержание водорастворимых по-
лисахаридов (ВПС), флавоноидов и каротино-
идов. В шроте, оставшемся после определения 
ВПС, устанавливали содержание других полиса-
харидных фракций (пектиновые вещества (ПВ) 
и гемицеллюлозы (ГЦ) А и Б) для предваритель-
но необработанного ЛРС, для ЛРС после уда-
ления флавоноидов и после предварительной 
экстракции гексаном с последующим удалением 
флавоноидов.

Определение содержания суммы каротиноидов 
выполняли методом прямой спектрофотомет-
рии при длине волны 442 нм [11] на спектрофото-
метре Solar PB2201 (ЗАО  «Солар», Республика 
Беларусь). Исследуемый образец разбав-
ляли гексаном или экстрагентом до значе-
ний оптической плотности 0,2–0,8 (испытуе-
мый раствор), в качестве компенсационного 
раствора использовали гексан или экстрагент  
без добавок.

Содержание суммы каротиноидов в пересчете 
на β-каротин рассчитывали по формуле (1):

	
ωкаротиноиды = × 100%, 

Апроба × Vизвлечение

Vаликвота × 250 × m 	
(1)

где ωкаротиноиды — массовая доля каротиноидов, %;  
Апроба  — оптическая плотность испытуемого 
раствора; Vизвлечение  — объем полученного из-
влечения, мл; Vаликвота — объем аликвоты, взятой 
для разведения; 250  — удельный показатель 
поглощения β-каротина; m — масса навески ис-
пытуемого сырья, г.

Определение содержания флавоноидов проводили 
по схеме: к 5,0 мл извлечения добавляли 8,0 мл 
раствора 50 г/л алюминия хлорида в 70% этиловом 
спирте, выдерживали на водяной бане в течение 
4 мин, быстро (в течение 30 с) в сосуде со льдом 
охлаждали до комнатной температуры, добавляли 
5,0 мл буферного раствора и доводили 70% эти-
ловым спиртом до объема 25 мл. Получали таким 
образом испытуемый раствор. Измерение оптиче-
ской плотности испытуемого раствора производи-
ли при 409 нм с использованием компенсационно-
го раствора соответственно.

8	 Фармакопейная статья 01/2013:РБ0002. Настои, отвары и чаи. Государственная фармакопея Республики Беларусь. 2-е изд. 
Т. 1. 2012.
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Для приготовления буферного раствора к 10 мл 
1 М раствора натрия гидроксида прибавляли 
25 мл раствора 60 г/л кислоты уксусной ледяной 
и доводили водой до объема 100 мл.

Компенсационный раствор готовили без добав-
ления алюминия хлорида: 5,0 мл извлечения 
выдерживали на водяной бане в течение 4 мин, 
быстро (в течение 30 с) охлаждали в сосуде со 
льдом до комнатной температуры, добавляли 
5,0 мл буферного раствора и доводили 70% эти-
ловым спиртом до объема 25 мл.

Пересчет суммарного содержания флавоноидов 
проводили методом одного стандарта на рутин 
(Sigma-Aldrich, кат. №  1606503). Готовили стан-
дартный раствор: к 5,0 мл раствора 2 г/л рути-
на добавляли 8,0 мл раствора 50 г/л алюминия 
хлорида в 70% этиловом спирте, выдержива-
ли на водяной бане в течение 4 мин, быстро 
(в течение 30 с) охлаждали в сосуде со льдом 
до комнатной температуры, добавляли 5,0 мл 
буферного раствора и доводили 70% этиловым 
спиртом до объема 25 мл.

Компенсационный раствор готовили без добав-
ления алюминия хлорида: 5,0 мл раствора 2 г/л 
рутина выдерживали на водяной бане в течение 
4 мин, быстро (в течение 30 с) охлаждали в сосу-
де со льдом до комнатной температуры, добав-
ляли 5,0 мл буферного раствора и доводили 70% 
этиловым спиртом до объема 25 мл.

Идентификацию флавоноидов проводили ме-
тодом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии, условия хроматографирования 
приведены в [12], времена удержания и форму 
спектров поглощения сравнивали с данными, 
полученными на стандартных образцах Sigma-
Aldrich: тифанеозид (кат. № 0002045); ман-
гаслин (кат. № 0003918); рутин (кат. № 1606503); 
изокверцитрин (кат. № 0105405); нарциссин 
(кат. № 5481663); изорамнетина 3-глюкозид 
(кат. № 0016733).

Определение содержания полисахаридных фракций 
проводили гравиметрически [13–15]. Для опре-
деления ВПС из каждого водного извлечения 
отбирали по три пробы объемом по 25 мл в цен-
трифужные пробирки, прибавляли трехкратный 
объем 96% этилового спирта и подогревали 
на водяной бане при 60 ºС 5 мин. Через 30 мин 
центрифугировали при 5000 об./мин в тече-
ние 30 мин на центрифуге Sigma 3-16L (Sigma-
Aldrich). Надосадочную жидкость фильтровали 
через предварительно высушенный до посто-
янной массы при температуре 100–105 ºС стек-
лянный фильтр ПОР 16 диаметром 40 мм, затем 

в отфильтрованной жидкости проводили коли-
чественное определение флавоноидов и каро-
тиноидов (при их обнаружении в водном извле-
чении).

Осадок количественно переносили на предва-
рительно взвешенное часовое стекло, промы-
вали последовательно смесью 96% этилового 
спирта и воды (3:1, по объему), ацетоном и этил-
ацетатом, высушивали сначала на воздухе, за-
тем при температуре 100–105 ºС до постоянной 
массы и рассчитывали содержание опреде-
ляемых веществ (ω) (ВПС, ПВ, сумма ГЦ А и В) 
по формуле (2).

ω = × 100%, 
(mчасовое стекло + ПС  – mчасовое стекло) × Vизвлечение

Vаликвота × m 	
(2)

где mчасовое стекло + ПС  — масса часового стекла 
с высохшей на нем ПС фракцией, г; mчасовое стекло — 
масса часового стекла, г; Vизвлечение  — объем из-
влечения, полученного в ходе водной экстрак-
ции, мл; Vаликвота — объем аликвоты, из которой 
проводилось осаждение ПС фракции, мл; m  — 
масса навески испытуемого сырья, г.

Конечная масса ВПС определена путем вычита-
ния из массы ВПС, рассчитанной по формуле (2), 
массы флавоноидов, содержащихся в растворе 
ВПС, который получали из осадков ВПС после их 
растворения в 25 мл воды.

Для определения содержания пектиновых ве-
ществ к полученному после извлечения ВПС 
шроту (высушивание в вытяжной системе 
в течение 3 сут) добавляли смесь растворов 
5 г/л аммония оксалата и 5 г/л кислоты щаве-
левой (1:1, по объему) при соотношении сырья 
по массе и экстрагента по объему 1:20 (г:мл). 
Помещали на водяную баню WB-4 («Белаквилон», 
Республика Беларусь) при температуре 85  ºС 
на 2 ч. После остывания до комнатной температу-
ры пробы фильтровали через ватный тампон, сы-
рье и фильтр отжимали. Фильтр с остатками ЛРС 
прибавляли к оставшемуся шроту и использова-
ли для дальнейшего извлечения суммы ГЦ А и Б 
после высушивания в вытяжной системе в тече-
ние 3 сут. Осаждение и расчет массовой доли ПВ 
проводили аналогично ВПС по формуле (2).

При определении содержания суммы гемицеллю-
лоз А и Б к полученному после извлечения ПВ 
шроту добавляли раствор 100 г/л натрия гидрок-
сида при соотношении сырья по массе и экстра-
гента по объему 1:10 (г:мл). Экстракцию прово-
дили в течение 12 ч при комнатной температуре, 
после чего фильтровали через ватный тампон, 
сырье и фильтр отжимали.

https://www.sigmaaldrich.com/BY/en/product/usp/1606503
https://www.sigmaaldrich.com/BY/en/product/usp/1606503
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Из профильтрованных извлечений отбирали 
по три пробы объемом 10 мл в центрифужные 
пробирки, к каждой пробе добавляли 10 мл 
кислоты уксусной ледяной и осаждали полиса-
харидную фракцию трехкратным объемом 96% 
этилового спирта [16, 17]. Центрифугировали 
при 5000 об./мин в течение 30 мин. Надосадочную 
жидкость фильтровали через стеклянный 
фильтр, к полученному осадку прибавляли 
20  мл воды, 1,0 мл кислоты уксусной ледяной 
и 60  мл 96% этилового спирта. Повторно цен-
трифугировали и фильтровали надосадочную 
жидкость. С осадком поступали аналогично 
тому, как описано в случае ВПС. Массовую долю 
суммы ГЦ А и Б определяли по формуле (2).

Статистическую обработку проводили при по-
мощи компьютерной программы Microsoft Office 
Exсel 2016 (пакет «Анализ данных). Каждое ис-
пытание проводили три раза (n = 3). Результаты 
представляли в виде X ± ∆X, где X — среднее зна-
чение выборки; ∆X — полуширина доверительно-
го интервала средней величины. Значения ста-
тистически значимо различались при p-значении 
(р) < 0,05. Сравнение вели с сырьем, не подвер-
гавшемся предварительной обработке.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В таблице 1 представлены результаты опре-
деления содержания каротиноидов, флавоно-
идов и полисахаридных фракций календулы 
цветков на различных этапах предобработки. 
Содержание флавоноидов больше для ЛРС, 
прошедшего предварительную обработку пу-
тем экстракции гексаном, на 44,8% (отн.) (р  = 
0,0084) по сравнению с нативным ЛРС (табл. 1), 
что подтверждается спектрами поглощения, за-
писанными в УФ- и видимой областях (рис. 1). 
Флавоноиды присутствовали во всех водных 

извлечениях, полученных как из нативного, так 
и предварительно обработанного сырья (рис. 2a).

Наиболее богато флавоноидами водное извле-
чение, полученное из нативного сырья; после 
предварительного удаления флавоноидов вод-
но-органической экстракцией и ее сочетании 
с экстракцией гексаном содержание этих со-
единений снижалось на 68,5% (отн.) (р = 0,0053) 
и в два раза соответственно. Также флавоноиды 
присутствовали в надосадочной жидкости, ко-
торая получена после осаждения ВПС 96% эти-
ловым спиртом и их отделении центрифугиро-
ванием (рис. 2b).

Максимум поглощения при длине волны 409 нм, 
характерный для продукта химической реакции 
флавоноидов календулы с алюминия хлоридом, 
отсутствовал только в надосадочной жидко-
сти после предварительного обезжиривания 
и удаления флавоноидов (рис. 2b). Содержание 
флавоноидов в надосадочной жидкости сни-
жалось в ряду «сырье без предварительной 
обработки» –> «после удаления флавонои-
дов» –> «после предварительной экстракции 
гексаном с последующим удалением флавоно-
идов», при этом содержание в двух последних 
случаях уменьшалось в 2 и 9 раз соответственно 
по сравнению с нативным сырьем.

Осадки ВПС также содержали флавоноиды, 
что подтверждено их обнаружением в раство-
рах ВПС (рис. 2c).

Больше всего флавоноидов обнаружено 
в растворе ВПС из ЛРС без предварительной 
обработки, что в 10 и 13 раз больше в сравне-
нии с раствором «после удаления флавоноидов» 
и раствором, полученном при сочетании этого 
метода предобработки с экстракцией гексаном 

нм200,000 285,714 371,429 457,143 542,857 628,571
–0,674

–0,444

–0,215

–0,015

0,245

0,475

0,705

нм200,000 285,714 371,429 457,143 542,857 628,571
–1,149

–0,776

–0,403

–0,030

0,342

0,715

1,088

a b

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Спектры поглощения, записанные при количественном определении флавоноидов в водно-органическом извлечении из 
календулы цветков. a — нативное сырье; b — сырье после предварительной экстракции гексаном

Fig. 1. Absorption spectra recorded during the quantification of flavonoids in extract of calendula flowers obtained using a water–
organic solvent system: a, intact herbal drug; b, herbal after pre-extraction with hexane
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соответственно. Длина волны максимума 
поглощения раствора ВПС (325 нм) отличается 
от длины волны максимума поглощения рутина 
(365 нм) (рис. 3), что свидетельствует об удале-
нии флавоноидов из осадка ВПС во время пред-
варительной обработки сырья  — экстракции 
гексаном и путем водно-органической экстрак-
ции, однако не исключает абсорбцию ВПС дру-
гих веществ, поглощающих в УФ-области спек-
тра (белки, простые фенолы и др.).

При проведении дополнительных процедур 
предварительной обработки содержание фла-
воноидов увеличивалось при водно-органиче-
ской экстракции и снижалось при водной экс-
тракции в надосадочной жидкости и растворе 
ВПС, что указывало на повышение степени чи-
стоты выделяемых ВПС. Это подтверждается 
тем, что при введении каждого дополнительно-
го этапа предобработки ЛРС масса ВПС снижа-
лась по сравнению с массой ВПС, полученных 

Таблица 1. Содержание каротиноидов, флавоноидов и полисахаридных фракций календулы цветков при поэтапной предвари-
тельной обработке

Table 1. Content of carotenoids, flavonoids, and polysaccharide fractions in calendula flowers observed during stepwise pretreatment

Исследуемый объект
Study object

Каротиноиды, %
Carotenoids, %

Флавоноиды, 
%

Flavonoids, %

Водорастворимые 
полисахариды, %

Water-soluble 
polysaccharides 

(WSPs), %

Пектиновые 
вещества, %

Pectic 
substances,%

Сумма 
гемицеллюлоз  

А и Б, %
Sum of 

hemicelluloses 
A and B, %

Нативное лекарственное растительное сырье
Intact herbal drug

Водное извлечение
Aqueous extract 

не обнаружено
not detected 3,59±0,12 14,10±0,13 17,36±0,18 12,37±0,20

Надосадочная жидкость
Supernatant fluid – 1,86±0,53 – – –

Раствор водорастворимых 
полисахаридов
WSP solution

– 1,47±0,17 – – –

Лекарственное растительное сырье после удаления флавоноидов
Herbal drug after removal of flavonoids

Водно-органическое извлечение
Extract obtained using a water–
organic solvent system

0,40±0,015 4,42±0,62 – – –

Водное извлечение
Aqueous extract 

не обнаружено
not detected 2,13±0,10 12,49±0,12 14,91±0,11 10,25±0,083

Надосадочная жидкость
Supernatant fluid – 0,85±0,090 – – –

Раствор водорастворимых 
полисахаридов
WSP solution

– 0,15±0,0070 – – –

Лекарственное растительное сырье после предварительной экстракции гексаном и удаления флавоноидов
Herbal drug after pre-extraction with hexane and removal of flavonoids

Водно-органическое извлечение
Extract obtained using a water–
organic solvent system

0,20±0,028 6,39±0,31 – – –

Водное извлечение
Aqueous extract 

не обнаружено
not detected 0,92±0,013 9,83±0,80 14,17±0,17 6,81±0,21

Надосадочная жидкость
Supernatant fluid – 0,20±0,028 – – –

Раствор водорастворимых 
полисахаридов
WSP solution

– 0,11±0,01 – – –

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. «–» — количественное определение для этих проб не проводили.
Note. –, no quantitative determination was performed for these samples.
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из нативного сырья, на 12,9% (отн.) (р  = 0,083) 
и 43,4% (отн.) (р = 0,0072) при удалении флавоно-
идов и сочетании этого метода предобработки 
с экстракцией гексаном соответственно, то есть 
снижение массы ВПС происходило за счет уда-
ления флавоноидов при предобработке и умень-
шении их массы в осадке ВПС на 15,4% (отн.) (р = 
0,065) и 49,6% (отн.) (р = 0,027) соответственно.

Согласно данным В.И. Дейнеки и соавт. [18], 
основными каротиноидами календулы являют-
ся лютео-, флаво- и рубиксантин (максиму-
мы поглощения при 399, 422 и 448 нм), лютеин 

(446 и 474 нм), изомеры ликопина (463–472 нм), 
β-каротина (458–462 нм). Аналогичные максиму-
мы поглощения отмечены на спектрах липофиль-
ных извлечений, полученных при экстракции гек-
саном (рис. 4). Спектры, приведенные на рисунке 4, 
совпадают со спектрами, полученными для гекса-
новых вытяжек из календулы9 [19, 20].

Каротиноиды определены только в липофильных 
вытяжках и водно-органических извлечениях 
(рис. 4) и не обнаружены в водных извлечениях 
вне зависимости от типа предварительной об-
работки. Предварительная экстракция гексаном 
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure 
is prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Спектры поглощения, записанные при количествен-
ном определении флавоноидов в сырье календулы цветков: 
а  — водное извлечение; b  — надосадочная жидкость; с  — 
раствор водорастворимых полисахаридов. 1 — без предва-
рительной обработки; 2 — после удаления флавоноидов; 3 — 
после экстракции гексаном и удаления флавоноидов

Fig. 2. Absorption spectra recorded during the quantification of 
flavonoids in calendula flower herbal drug: a, aqueous extract; 
b, supernatant fluid; c, water-soluble polysaccharide solution. 
1, without pretreatment; 2, after removal of flavonoids; 3, after 
pre-extraction with hexane and removal of flavonoids

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure 
is prepared by the authors using their own data

Рис. 4. Спектры поглощения липофильных извлечений из 
календулы цветков после экстракции гексаном: 1  — одно-
кратной; 2 — двукратной

Fig. 4. Absorption spectra of lipophilic extracts from calendula 
flowers: 1, after single hexane extraction; 2, after double hexane 
extraction

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure 
is prepared by the authors using their own data

Рис. 3. Спектры поглощения: 1 — раствор водорастворимых 
полисахаридов из сырья после экстракции гексаном и удале-
ния флавоноидов; 2 — раствор рутина

Fig. 3. Absorption spectra: 1, solutions of water-soluble 
polysaccharides from calendula flowers after extraction with 
hexane and removal of flavonoids; 2, rutin solution

9	 Афанасьева ПВ. Комплексное фармакогностическое исследование календулы лекарственной (Calendula officinalis L.): авто-
реф. дис. ... канд. фарм. наук. Самара; 2017.
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снижала содержание каротиноидов при последу-
ющей водно-органической экстракции в два раза.

Из образцов, предварительно обработанных 
гексаном с/без последующей термической об-
работкой, удалялось в 5–7 раз больше каротино-
идов, чем из образцов, обработанных термиче-
ски с/без последующей экстракцией гексаном. 
Удаление гексана (отгонка) не влияло на содер-
жание каротиноидов в образце, полученном 
при экстракции гексаном с/без последующей 
термической обработкой (р  = 0,29), при терми-
ческой обработке с/без экстракцией гексаном 
содержание каротиноидов снижалось (р = 0,037), 
что, предположительно, связано с двойным воз-
действием температуры: на этапах предобра-
ботки и отгонки гексана. Двукратная экстрак-
ция гексаном при всех примененных вариантах 
предобработки приводит к меньшему извлече-
нию каротиноидов на 37,5–250% (отн.) (рис. 5а), 
чем однократная.

Наибольшее содержание каротиноидов 
в твердом маслянистом остатке и масляном экс-
тракте отмечено в случае образца, полученного 
при экстракции гексаном с/без последующей 
термической обработкой (р  =  0,28 и 0,30 соот-
ветственно). Значимое на 41,2–250% сниже-
ние отмечено при термической обработке и ее 
комбинации с экстракцией гексаном (рис. 5b) 
по сравнению с образцами, полученными только 
с использованием экстракции гексаном.

Полисахариды календулы относятся к трем груп-
пам: водорастворимые полисахариды (31,25%), 
пектиновые вещества (9,67%), сумма гемоцел-
люлоз А и Б (5,92% от массы ЛРС). В составе 
ВПС 31,25% сахаров восстанавливающего типа 
и 25,77% кислых сахаров. Моносахаридная 
фракция содержит глюкозу, арабинозу, галакто-
зу, рамнозу, ксилозу и галактуроновую кислоту 
[21–23].

Для ВПС, полученных из нативного ЛРС, харак-
терно темно-оранжевое окрашивание, более 
светлые оттенки характерны для ВПС после уда-
ления флавоноидов с/без экстракцией гексаном 
(рис. 6a). Содержание ВПС снижалось при удале-
нии флавоноидов и его комбинировании с экс-
тракцией гексаном на 12,9% (р = 0,067) и 43,4% 
(р = 0,0048) по сравнению с нативным сырьем.

Окрашивание пектиновых веществ (светло-
оранжевое) не зависело от способа предобра-
ботки (рис. 6b). В спектре поглощения растворов 
ПВ отмечены два максимума при длинах волн 
285 и 325  нм (рис. 7), аналогичные максимумы 
отмечены в спектрах поглощения растворов 
ВПС (рис. 3). При предобработке содержание ПВ 
снижалось по сравнению с нативным сырьем 
на 16,4% (р = 0,047) в образцах после удаления 
флавоноидов и на 22,5% (р = 0,044) при допол-
нительной экстракции гексаном.

Окрашивание образцов, содержащих гемицел-
люлозу, было оранжевым независимо от способа 
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Рис. 5. Содержание каротиноидов в: а — гексановом извлечении, b — твердых маслянистых остатках и масляных экстрак-
тах. Предварительная обработка сырья: I — экстракция гексаном; II — экстракция гексаном, затем термическая обработка;  
III — термическая обработка, затем экстракция гексаном; IV — термическая обработка

Fig. 5. Content of carotenoids: a, in hexane extracts; b, in solid oily residues and oil extracts. Herbal drug pretreatment: I, hexane ex-
traction; II, hexane extraction followed by heating; III, heating followed by hexane extraction; IV, heating
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предобработки (рис. 6с). Содержание суммы ГЦ 
А и Б ПВ снижалось по сравнению с нативным 
сырьем на 20,7% (р = 0,045) при введении этапа 
удаления флавоноидов и на 81,6% (р  = 0,0031) 
при его комбинировании с экстракцией гекса-
ном. При этом снижение содержания ГЦ А и Б 
происходило более резко, чем в случае ВПС.

Соотношение полисахаридных фракций по мас-
се (ВПС:ПВ:сумма ГЦ А и Б) следующее:
•	 нативное ЛРС  — 1,00:1,30:0,90 (суммарное 

содержание ПС фракций — 43,40±0,53%);
•	 ЛРС после удаления флавоноидов  — 

1,00:1,21:0,83 (суммарное содержание ПС 
фракций — 37,50±0,33%);

•	 ЛРС после предварительной экстракции гек-
саном с последующим удалением флавонои-
дов — 1,00:1,46:0,70 (суммарное содержание 
ПС фракций — 30,70±1,18%).

Соотношение ПС фракций имеет схожий про-
филь при разных способах предварительной 
обработки (р  = 0,16), наименьшее количество 
при любом способе характерно для фракции ГЦ, 
наибольшее — для фракции ПВ. В меньшей сте-
пени снижалось содержание ПВ при увеличении 
циклов предобработки.

Суммарное содержание полисахаридных фрак-
ций снижалось при удалении флавоноидов с/без 
экстракцией гексаном на 15,7% (р = 0,046) и 41,3% 

(р = 0,024) соответственно по сравнению с натив-
ным сырьем. Снижение массы ВПС, ПВ и ГЦ А и Б 
при увеличении циклов предобработки ЛРС мо-
жет свидетельствовать о повышении степени 
чистоты выделяемых полисахаридных фракций 
за счет удаления флавоноидов, которые могут 
адсорбироваться на осадках полисахаридов.

Качественный состав флавоноидов при использо-
вании всех рассматриваемых способов предоб
работки не изменялся (рис. 8. «Хроматограммы 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 6. Внешний вид образцов из сырья календулы цветков на часовом стекле: а — водорастворимые полисахариды; b — пекти-
новые вещества; c — гемицеллюлозы А и Б. 1 — без предварительной обработки; 2 — после удаления флавоноидов; 3 — после 
экстракции гексаном и удаления флавоноидов

Fig. 6. Appearance of samples obtained from calendula flowers: a, water-soluble polysaccharides; b, pectic substances; c, hemicelluloses 
A and B. 1, without pretreatment; 2, after removal of flavonoids; 3, after pre-extraction with hexane and removal of flavonoids
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Рис. 7. Спектр поглощения пектиновых веществ из календу-
лы цветков после экстракции гексаном и удаления флаво-
ноидов

Fig. 7. Absorption spectrum of pectic substances from calen-
dula flowers after pre-extraction with hexane and removal of 
flavonoids
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водно-органического извлечения из нативных 
(a), проэкстрагированных гексаном (b), термооб-
работанных (c), проэкстрагированных гексаном, 
затем термообработанных (d) и термообрабо-
танных, затем проэкстрагированных гексаном 
(e) календулы цветков», опубликован на сайте  
журнала10).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработан способ поэтапной обработки ЛРС 
«календулы цветки», позволяющий получить про-
дукты, обогащенные конкретной группой БАВ. 
Предварительная экстракция (обезжиривание) 
слабополярным агентом (гексаном) позволя-
ет по сравнению с нативным сырьем повысить 
выход флавоноидов на 68,5% при водно-орга-
нической экстракции, снижает их содержание 
при водной экстракции в надосадочной жидко-
сти в два раза и растворе водорастворимых по-
лисахаридов практически в десять раз, повышает 
чистоту выделенных полисахаридных фракций: 
водорастворимых полисахаридов на 43,4%, 

пектиновых веществ на 22,5% и гемицеллюло-
зы на 81,6%. Липофильные вытяжки могут быть 
использованы для получения сухих и масляных 
экстрактов, в которых содержание каротиноидов 
сопоставимо с их содержанием в самом сырье. 
Соотношение полисахаридных фракций не меня-
ется при всех примененных способах обработки.

Таким образом, для повышения эффективности 
использования ЛРС и получения нескольких про-
дуктов с разными фармакологическими свойства-
ми можно предложить следующий способ поэтап-
ной обработки календулы цветков: экстракция 
сырья гексаном с получением липофильных вытя-
жек, обогащенных каротиноидами; водно-органи-
ческая экстракция с получением извлечений, обо-
гащенных флавоноидами, и водная экстракция, 
дающая возможность получить полисахариды 
высокой степени чистоты, что выгодно отличает 
предложенный способ от существующих в стра-
нах ЕАЭС одноэтапных способов получения фрак-
ций биологически активных веществ.
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ВВЕДЕНИЕ. Терапия стволовыми клетками представляет собой перспективный 
метод лечения различных заболеваний и травм, однако безопасность этого 
метода изучена недостаточно. Исследование безопасности ретроорбитально-
го введения ксеногенного биомедицинского клеточного продукта необходимо 
для разработки протоколов дальнейших исследований потенциальных препа-
ратов при терапии неврологических заболеваний. 
ЦЕЛЬ. Выбор дозы биомедицинского клеточного продукта, полученного 
на основе глиальных клеток-предшественников, и оценка его безопасности 
при ретроорбитальном введении мышам линии C57BL/6J.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Глиальные клетки-предшественники (ГКП), получен-
ные из индуцированных плюрипотентных стволовых клеток человека путем их 
поэтапной дифференцировки, культивировали в среде DMEM/F12 с добавлением 
эпидермального фактора роста и цилиарного нейротрофического фактора, в ка-
честве подложки использовали матригель. Введение клеток мышам осуществля-
ли ретроорбитально под изофлурановым наркозом один раз в неделю на протя-
жении двух месяцев. Исследование проводили на самцах мышей линии C57BL/6J.
Оценивали биохимические показатели крови животных, изменения в поведе-
нии, количество активированных астроцитов и клеток микроглии методом им-
муногистохимического анализа.
РЕЗУЛЬТАТЫ. При введении ГКП в дозе 500×103 кл./мышь, выбранной на основа-
нии данных литературы, в плазме крови животных было отмечено увеличение 
концентрации аланинаминотрансферазы и аспартатаминотранферазы, что мог-
ло свидетельствовать о повреждении клеток и развитии воспалительных реак-
ций. При уменьшении дозы вводимых клеток в 3 раза и более биохимические 
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показатели крови не отличались от результатов в группе контроля. При оценке 
маркеров нейровоспаления в экспериментах с разными дозами ГКП значимых 
различий выявлено не было, однако у животных, получавших препарат в дозе 
150×103 кл./мышь, наблюдали увеличение числа астроцитов, что может свиде-
тельствовать о развивающихся воспалительных процессах в головном мозге. 
При введении ГКП в дозах 50×103 и 15×103 кл./мышь в ретроорбитальный ве-
нозный синус патологических изменений в головном мозге и в плазме крови 
животных не наблюдалось.
ВЫВОДЫ. Полученные результаты свидетельствуют о потенциальной без-
опасности длительной терапии ГКП на мышах при соблюдении оптимальных 
условий дозирования. Установленные оптимальные дозы и способ введения 
ГКП предложено использовать для дальнейших исследований безопасности 
внутривенной доставки клеточных продуктов, предназначенных для терапии 
неврологических заболеваний.

Ключевые слова: стволовые клетки; глиальные клетки-предшественники; ретроорбитальное введение; 
мыши C57BL/6J; выбор дозы
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on Human Glial Progenitor Cells: A Pilot Study 
of Retrobulbar Administration in C57BL/6J Mice
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INTRODUCTION. Stem cell therapy is a promising treatment method for various 
diseases and injuries, but its safety has yet to be determined. Therefore, studying 
the safety of administering a xenogeneic cell-based medicinal product (CBMP) into 
the retro-orbital venous sinus is essential for developing protocols for further stud-
ies of potential medicinal products for neurological conditions.
AIM. The aim of the study was to determine the optimal dose of a CBMP derived 
from glial progenitor cells (GPCs) and to evaluate its safety during retrobulbar ad-
ministration in C57BL/6J mice.
MATERIALS AND METHODS. GPCs were derived from human induced pluripotent 
stem cells by stepwise differentiation and cultured in DMEM/F12 supplemented 
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with epidermal growth factor and ciliary neurotrophic factor. Matrigel was used as 
a substrate. GPCs were injected into the retro-orbital venous sinus of male C57BL/6J 
mice under isoflurane anaesthesia once a week for two months. The study analysed 
changes in biochemical blood parameters and behaviour. The quantities of activ-
ated astrocytes and glial cells were determined by postmortem immunohistochem-
ical staining.
RESULTS. The administration of GPCs at a dose of 500×103 cells/mouse, which 
was selected using literature data, induced an increase in the plasma levels of ala- 
nine aminotransferase and aspartate aminotransferase. This could indicate cell 
damage and the development of inflammatory reactions. At doses reduced to one-
third the initial GPC concentration or lower, the biochemical blood parameters of 
the treatment groups did not differ significantly from those of the control group. 
There were no significant differences in neuroinflammatory markers between 
the groups receiving GPCs at different doses, except for an increase in astrocyte 
activation at a dose of 150×10³ cells/mouse, which could potentially indicate in-
flammatory processes in the brain. The study detected no pathological changes in 
the brain or cell damage markers in the blood of mice after retrobulbar GPC injec-
tions of 15×103 or 50×103 cells/mouse.
CONCLUSIONS. The study results indicate that long-term therapy with GPCs is po-
tentially safe for mice if the dose is optimal. The authors suggest using the optimal 
doses and the administration route established in this study for further research 
into the safety of intravenous administration of CBMPs for neurological conditions.
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ВВЕДЕНИЕ
Быстрый прогресс, связанный с изучением 
биологии стволовых клеток, привел в послед-
ние годы к разработке новых методов лечения 
ряда нейродегенеративных заболеваний [1]. 
Использование стволовых клеток предпола-
гает особенно привлекательную альтернати-
ву терапии небольшими молекулами с одной 
мишенью, обеспечивая многогранный эффект 
лечения. Помимо прямой замены ткани, ство-
ловые клетки могут образовывать синап-
сы, регулировать воспаление и обеспечивать 
устойчивое обогащение микроокружения по-
средством секреции паракринных факторов 
[2, 3]. В настоящее время инъекционные пре-
параты стволовых клеток центральной нерв-
ной системы проходят клинические испытания 
с целью лечения инсульта и болезни Паркинсона 
[4, 5]. Доклинические исследования по транс-
плантации стволовых клеток в модели болезни 
Альцгеймера у мышей показали краткосрочный 
положительный эффект, который часто связан 
с доставкой нейротрофических факторов [6, 7]. 
Этот эффект подтвержден результатами ряда 

текущих клинических исследований препаратов 
различных типов мезенхимальных стволовых 
клеток (МСК) при их внутривенном и внутриже-
лудочковом введении [8] пациентам с болезнью 
Альцгеймера.

К наиболее перспективным примерам экспе-
риментальных исследований в области ксено-
генной клеточной трансплантации можно отне-
сти трансплантацию инсулин-продуцирующих 
клеток человека при моделировании диабета 
у мышей низкими дозами стрептозотоцина [9], 
нейральных стволовых клеток (НСК) человека 
при моделировании болезней Паркинсона [10], 
Хантингтона [11] и эпилепсии [12]. При этом 
во всех приведенных работах показана эф-
фективность ксеногенной клеточной транс-
плантации. Таким образом, использование ксе-
ногенного клеточного продукта  — глиальных 
клеток-предшественников (ГКП), полученных 
из индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток (ИПСК) человека, может представлять 
собой новый терапевтический подход к лечению 
целого ряда неврологических заболеваний.
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При всех преимуществах клеточной терапии, 
включающих возможность лечения ряда не-
врологических заболеваний, необходимо также 
учитывать риски, связанные с безопасностью 
этого подхода [13, 14]. Так, неконтролируемое 
размножение трансплантированных клеток 
может приводить к образованию опухолей [15, 
16]. Этот риск особенно высок при использова-
нии стволовых/прогениторных клеток, которые 
способны к бесконтрольному делению.

Ограничения к применению клеточной 
терапии могут быть связаны с вероятностью 
иммунного отторжения используемого пре-
парата. При трансплантации ксеногенных 
клеток запускается иммунный ответ с акти-
вацией Т-лимфоцитов и продукцией антител, 
что приводит к элиминации трансплантата [17]. 
Использование клеток или клеточных продук-
тов в высоких концентрациях может вызывать 
воспалительные реакции, связанные как с не-
посредственным воздействием клеток на орга-
низм, так и с ответом на секретируемые этими 
клетками вещества.

Одним из потенциальных осложнений при кле-
точной терапии является эмболия [18] в результа-
те внутриартериальной/внутривенной инъек-
ции, что вызывает серьезные осложнения после 
лечения, в том числе инфаркт или инсульт [19]. 
Минимизировать риски, ассоциированные с эм-
болией сосудов, можно путем правильного под-
бора концентрации трансплантата.

Предположительно действие ГКП основано 
на секреции паракринных факторов, способных 
влиять на функциональное состояние головного 
мозга животных. Также сделано предположение, 
что при определенной концентрации исследуе-
мый биомедицинский клеточный продукт будет 
безопасен при ретроорбитальном введении, 
но при этом будет оказывать модулирующие эф-
фекты на клетки-мишени головного мозга.

Ретроорбитальное введение является более 
безопасным и эффективным, чем введение 
в хвостовую вену у мышей, особенно при много-
кратном введении [20]. Поскольку основной экс-
перимент должен быть продолжительным, было 
выбрано именно ретроорбитальное введение.

Использование ГКП является одной из стратегий 
в клеточной терапии различных заболеваний, 
в том числе нейродегенеративных [21]. Однако 
из-за специфики получения ГКП и отсутствия 
экспериментальных данных необходимо под-
бирать безопасные концентрации клеток и дозы 
для последующей оценки их эффективности.

Целью данной работы является выбор дозы 
биомедицинского клеточного продукта, по-
лученного на основе глиальных клеток-пред-
шественников, и оценка его безопасности 
при ретроорбитальном введении мышам линии 
C57BL/6J.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение глиальных клеток-предшественни-
ков. Культура ГКП была получена ранее из ИПСК 
человека [22]. Для репрограммирования дер-
мальных фибробластов и получения ИПСК ис-
пользовали набор CTS CytoTune-iPS 2.1 Sendai 
Reprogramming Kit (Invitrogen). Для диффе-
ренцировки в нейральном направлении ИПСК 
культивировали в среде DMEM/F12 (Gibco) с до-
бавлением малых молекул SB431542 (Stemcell 
Technologies), 2 мкМ дорсоморфина (Stemcell 
Technologies), 200 нМ LDN193189 (Sigma-Aldrich). 
Полученную культуру нейральных стволовых 
клеток культивировали в среде DMEM/F12 с до-
бавлением 10 нг/мл фактора роста фибробла-
стов (FGF-2) (ProSpec), 20 нг/мл эпидермального 
фактора роста (EGF) (ProSpec) и 20  нг/мл ци-
лиарного нейротрофического фактора (CNTF) 
(PeproTech) до формирования клеток верете-
нообразной морфологии, соответствующей 
ГКП. В качестве подложки использовали матри-
гель (Corning). Пересев культуры осуществляли 
каждые два-три дня, используя 0,05% раствор 
трипсина (Capricorn Scientific).

ГКП культивировали в среде следующего со-
става: DMEM/F12 («ПанЭко»), НEPES 15 мМ 
(«ПанЭко»), 1мМ глутамин («ПанЭко»), 1% смесь 
незаменимых аминокислот («ПанЭко»), 100 мг/л 
пенициллин-стрептомицин («ПанЭко»), 1% N2 до-
бавка («ПанЭко»), 1% фетальная бычья сыворотка 
(Gibco), 20 нг/мл EGF, 20 нг/мл CNTF. В качестве 
подложки использовали матригель (Corning). 
Культивирование проводили в CO2-инкубаторах 
при постоянной температуре 37 ºC и 5% CO2. 
При достижении конфлюентности 85–95% клет-
ки снимали раствором 0,05% трипсин-ЭДТА 
(Capricorn Scientific), центрифугировали 5  мин 
при 1400 об./мин, осадок разводили культураль-
ной средой в соотношении 1:2 и переносили 
в новые культуральные флаконы Т175 (SPL Life 
Sciences). Перед введением в ретроорбитальный 
венозный синус мыши клеточный осадок разводи-
ли с использованием фосфатно-солевого буфера 
(phosphate-buffered saline, PBS) («ПанЭко») до по-
лучения растворов, содержащих в одной дозе 
(150 мл) 500×103, 150×103, 50×103 и 15×103 клеток.

Лабораторные животные. Мыши были предо-
ставлены из биоресурсной коллекции Центра 
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коллективного пользования Института физио-
логически активных веществ Российской ака-
демии наук (ИФАВ РАН). В двух экспериментах 
было использовано 40 животных из имеюще-
гося стока, не вошедших в размножение поло-
возрелых самцов линии C57BL/6J в возрасте 
6 мес. и массой 30–33 г. Способ введения клеток 
в ретроорбитальный венозный синус животных 
был выбран как менее травматичный, чем ин-
тракраниальная трансплантация, и допускаю-
щий многократные инъекции.

Животные были рандомизированы на основа-
нии их массы согласно стандартной операцион-
ной процедуре ИФАВ РАН таким образом, чтобы 
средняя масса животных в группах не отлича-
лась более чем на 10%. При этом учитывалась 
возможность содержания в клетках, поскольку 
половозрелых самцов из разных клеток не до-
пускается ссаживать в одну, также исключалось 
одиночное содержание.

Все эксперименты с животными были проведены 
на базе Центра доклинических испытаний ИФАВ 
РАН в оборудованном виварии с двухкоридор-
ной системой и разделением потоков. Световой 
цикл состоял из 12 ч дня и 12 ч ночи. Животных 
содержали в контролируемых условиях окружаю-
щей среды (температура 19–25 ºС, относительная 
влажность 30–70%). Использовали беспылевой 
подстил и корм торговой марки «Чара» с пред-
варительным автоклавированием при 120  ºC, 
позволяющим обеспечить отсутствие видоспеци-
фичных патогенных микроорганизмов. Животных 
поили фильтрованной водопроводной водой, про-
шедшей обработку ультрафиолетовым излуче-
нием. Работы с животными осуществляли в соот-
ветствии с ГОСТ 33215-20142 и ГОСТ 33216-20142. 
Каждую неделю перед введением ГКП проводили 
клинический осмотр и взвешивание животных.

Проведение исследований было одобрено 
на заседании локального биоэтического коми-
тета ИФАВ РАН (протоколы заседаний № 80 
от 28.07.2023; № 81 от 30.08.2023).

Протокол ретроорбитального введения глиаль-
ных клеток-предшественников мышам линии 
C57BL/6J. Для оценки безопасности введения 
ГКП мышам и подбора дозы для хронического 
эксперимента было проведено два пилотных 
эксперимента.

В первом эксперименте животным контрольной 
группы вводили ретроорбитально по 150  мкл 

DPBS (фосфатно-солевой буфер в среде 
Дульбекко) (количество животных в группе n=9), 
а животным экспериментальной группы (n=9) — 
по 150  мкл ГКП, содержащего 500×103 клеток 
в одной дозе (кл./мышь). Инъекции проводили 
один раз в неделю в течение 2 мес. под общим 
изофлурановым наркозом.

Во втором эксперименте животные были раз-
делены на четыре группы. В группе контро-
ля (n=5) животным вводили ретроорбитально 
по 150 мкл DPBS, В трех экспериментальных 
группах (n=5 в каждой) животным вводили 
по 150  мкл ГКП, содержащего 150×103, 50×103, 
15×103 кл./мышь соответственно. Инъекции 
проводили один раз в неделю в течение 1 мес. 
под общим изофлурановым наркозом.

Протокол проведения теста «Открытое 
поле». В первом эксперименте после двухме-
сячного введения клеток был проведен тест 
«Открытое поле» для оценки активности жи-
вотных. Животных помещали в отдельную ком-
нату для акклиматизации за 1 ч до начала те-
ста. Установка «Квадратное открытое поле» 
представляет собой усеченный куб с размером 
сторон 40 см, в котором выделен центральный 
квадрат с размером сторон 20 см. Время теста 
для одного животного составляло 5 мин при яр-
ком освещении (250 лк).

Забор биологического материала у живот-
ных. По окончании эксперимента у 5 живот-
ных из каждой группы прижизненно была 
взята кровь из подъязычной вены в объеме 
150–200 мкл. Из массива данных для статисти-
ческой обработки были исключены пробы крови 
с гемолизом.

Головной мозг животного после эвтаназии 
и некропсии был последовательно зафиксиро-
ван в 10% растворе формалина (Labiko) (24  ч), 
30% растворе сахарозы (АО «ЛенРеактив») 
(24 ч), растворе (1:1) сахарозы с Tissue-Tek O.C.T. 
Compound (Sakura Finetek) (24 ч) и хранился 
при +4 ºС для последующего проведения имму-
ногистохимического исследования.

Иммуногистохимическое исследование коры го-
ловного мозга мышей. Образцы головного мозга 
мышей покрывали реагентом Tissue-Tek O.C.T. 
Compound. Подготовку сагиттальных срезов 
толщиной 7 мкм выполняли на криотоме Leica 
CM1950 (Leica Biosystems). Готовые срезы пере-
носили на предметные стекла Superfrost Plus 

1	 ГОСТ 33215-2014. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила оборудования помещений 
и организации процедур. 

2	 ГОСТ 33216-2014. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила содержания и ухода за ла-
бораторными грызунами и кроликами. 
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(Thermo Fisher Scientific) и хранили при +4  ºС. 
Демаскировку образцов проводили в 10-кратном 
цитратном буфере (Sigma-Aldrich, кат. № C9999) 
на водяной бане. Подготовленные образцы ин-
кубировали в PBS с добавлением 1% раствора 
бычьего сывороточного альбумина («ПанЭко»), 
0,05% Triton X-100 («ПанЭко») в течение 1 ч, 
а затем обрабатывали первичными антителами 
к маркеру астроцитов  — глиальному фибрил-
лярному кислому белку (GFAP) — 1:200 ab7260б 
(Abcam) и к микроглие  — адаптеру 1, связы-
вающему ионизированный кальций (IBA1)  — 
1:200 ab178847 (Abcam) и инкубировали ночь 
при +4 ºС. Затем стекла отмывали от первичных 
антител и инкубировали с перекрестно-адсорби-
рованными вторичными антителами. Для окрас-
ки образцов в первом эксперименте использо-
вали вторичные антитела в разведении 1:1000  
Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Alexa Fluor 568  
(А-11011, Thermo Fisher Scientific); во втором экс-
перименте с разными дозами ГКП использовали 
вторичные антитела в разведении 1:600 Goat 
anti-Rabbit IgG (H+L), Alexa Fluor™ 488 (A-11008, 
Thermo Fisher Scientific) и 1:600 Goat anti-Mouse 
IgG (H+L), Alexa Fluor™ 555 (A-21422, Termo 
Fisher Scientific). Окраску проводили в течение 
2 ч в темноте. Затем стекла повторно отмывали, 
срезы инкубировали с раствором DAPI (Sigma-
Aldrich, кат. № D9542) в PBS (разведение 1:1000) 
для контрастирования ядер. Заключение срезов 
под покровные стекла проводили с помощью 
среды Aqua-Poly/Mount (Polysciences).

Изображения были получены на конфокальном 
микроскопе Leica TCS SP8 (Leica Microsystems), 

для их обработки использовали программу 
ImageJ. Было подсчитано общее количество им-
мунопозитивных клеток в случайно выбранных 
полях зрения в пределах среза мозга площадью 
1 мм2 для каждого образца.

Статистический анализ данных был проведен 
в программах SigmaPlot 15.0 и GraphPad Prism 7. 
Для проверки распределения на нормальность 
использовали критерий Шапиро–Уилка. В пер-
вом эксперименте в случае, когда распределе-
ние данных отличалось от нормального в тесте 
«Открытое поле», при оценке результатов биохи-
мического и иммуногистохимического анализа 
был применен критерий Манна–Уитни, при про-
хождении теста на нормальность распределе-
ния использовали t-критерий Стьюдента.

Во втором эксперименте в случае отличия рас-
пределения данных биохимического анализа 
крови и иммуногистохимического исследования 
от нормального был применен ранговый диспер-
сионный анализ (ANOVA on ranks) с последую-
щей обработкой тестом Данна, при нормальном 
распределении  — однофакторный дисперсион-
ный анализ (one-way ANOVA).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристика глиальных клеток-предшест
венников. ГКП были получены ранее из ИПСК че-
ловека путем их поэтапной дифференцировки 
и имели веретенообразную морфологию (рис. 1), 
согласно методике, указанной в X. Wei и соавт. [23].

Тест «Открытое поле». В эксперименте с высо-
кой дозой клеток  — 500×103 кл./мышь, проводи-
ли тест «Открытое поле» для оценки активности 
животных. В тесте оценивали общее пройденное 
животным расстояние, среднюю скорость дви-
жения, время, проведенное в периферической 
и центральной зонах. В течение 5 мин теста фик-
сировали поведенческие паттерны: вертикальные 
подъемы тела с опорой и без опоры, частоту ауто-
груминга, частоту дефекации. Между контрольной 
и экспериментальной группами значимых разли-
чий выявлено не было (рис. 2, 3). Введение ГКП 
не повлияло на активность и поведение животных.

Поскольку в первом эксперименте даже при  
введении ГКП в высокой дозе клеток различий 
в поведении животных в тесте «Открытое поле» 
не обнаружено, во втором эксперименте этот 
тест не проводили.

Оценка уровня биохимических маркеров воспа-
ления в крови мышей. По окончании обоих экс-
периментов проводили биохимический ана-
лиз венозной крови животных в каждой группе 
(n=5) и оценивали маркеры повреждения клеток. 

Фотография выполнена авторами / The photograph is taken by the 
authors

Рис. 1. Морфология глиальных клеток-предшественников. 
Световая микроскопия

Fig. 1. Morphology of glial progenitor cells. Light microscopy

100 µm



726

Safety of a medicinal product based on human glial progenitor cells: A pilot study of retrobulbar administration...
Nebogatikov V.O., Salikhova D.I., Belousova E.V., Bronovitsky E.V., Orlova E.A., Lapshina M.A., Goldshtein D.V., Ustyugov A.A.

Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2024. Т. 14, № 6

DPBS
ГКП / GPCs

0

100

200

300 1

1

1

2

2

2

Вр
ем

я,
 с

Ti
m

e,
 s

Центр
Centre square

Периферия
Border zone

Зоны «Открытого поля»
Open-field zones

дефекация / defecation
подъем без опоры / unsupported rearing

груминг / grooming

подъем с опорой / supported rearing

Группы
Groups

0

10

20

30

40

50 1

1

2

2

4

4

3
3

П
ов

ед
ен

че
ск

ие
 а

кт
ы

, е
д.

N
um

be
r o

f b
eh

av
io

ur
al

 p
at

te
rn

s

ГКП
GCPs

DPBS ГКП
GCPs

DPBS ГКП
GCPs

DPBS ГКП
GCPs

DPBS

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Количество поведенческих паттернов животных при введении ГКП в дозе 500×103 кл./мышь. ГКП — глиальные клетки-
предшественники, DPBS — фосфатно-солевой буфер в среде Дульбекко. Данные проанализированы с помощью критерия Ман-
на–Уитни и представлены в виде медианы и 25–75-го квартилей

Fig. 2. Behavioural patterns of animals injected with GCPs at a concentration of 500×103  cells/mouse. GPCs, glial progenitor cells; 
DPBS, Dulbecco’s phosphate-buffered saline. The data were analysed using the Mann–Whitney test and presented as the median and 
25–75 quartiles
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Рис. 3. Параметры активности животных при введении ГКП в дозе 500×103 кл./мышь: a — скорость движения, b — пройденная 
дистанция, c — время активности. ГКП — глиальные клетки-предшественники, DPBS — фосфатно-солевой буфер в среде Дуль-
бекко. Данные проанализированы с помощью критерия Манна–Уитни и представлены в виде медианы и 25–75-го квартилей

Fig. 3. Parameters of animal activity after administration of GPCs at a concentration of 500×103 cells/mouse: a, speed of movement; 
b, distance traveled; c, time of activity. GPCs, glial progenitor cells; DPBS, Dulbecco’s phosphate-buffered saline. The data were analysed 
using the Mann–Whitney test and presented as the median and 25–75 quartiles
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Для анализа были выбраны следующие показа-
тели: аланинаминотрансфераза (АЛТ), аспартат
аминотрансфераза (АСТ), коэффициент де Ритиса 
(АСТ/АЛТ), лактатдегидрогеназа (ЛДГ), гамма-глу-
тамилтранспептидаза (ГГТ), общий билирубин.

При ретроорбитальном введении ГКП в дозе 
500×103 кл./мышь наблюдали статистически зна-
чимое увеличение концентрации АСТ, АСТ/АЛТ, 
ЛДГ и общего билирубина. Повышение уровней 
данных ферментов в крови свидетельствует 
о различных состояниях, связанных с повре-
ждением клеток и тканей органов животных, 
что может указывать на их иммунные реакции 
при ксеногенной трансплантации, вызванные 
инфильтрацией клеток в печень или другие па-
ренхиматозные органы (табл. 1).

Введение животным ГКП в более низких дозах 
15×103, 50×103 и 150×103  кл./мышь не приводи-
ло к повышению в крови концентрации марке-
ров повреждения клеток, что свидетельствует 

о возможном использовании ГКП в данных до-
зах для терапии заболеваний при введении 
в ретроорбитальный синус животных (табл. 2).

Иммуногистохимическое исследование коры го-
ловного мозга. Для оценки нейровоспаления 
у животных после введения ГКП проводили коли-
чественную оценку активированных астроцитов 
и микроглии в головном мозге. При введении ГКП 
в дозе 500×103 кл./мышь медианное значение 
количества GFAP-позитивных клеток в коре го-
ловного мозга мышей (М) составило 276 кл./мм2  
(n=9) и было достоверно выше, чем в группе 
контроля (M=226 кл./мм2, n=16) при сравне-
нии групп критерием Манна–Уитни (p=0,0235). 
Количество GFAP-позитивных астроцитов коры 
головного мозга мышей после иммуногистохими-
ческого окрашивания представлено на рисунке 4, 
опубликованном на сайте журнала3.

Во втором эксперименте при оценке нейро-
воспаления у животных после введения ГКП 

Таблица 1. Биохимические показатели крови мышей после введения высоких доз глиальных клеток-предшественников

Table 1. Biochemical blood parameters of mice after glial progenitor cells administration at high doses

Название 
группы
Group

Номер 
животного

Animal 

Результаты анализа крови
Blood test findings

АЛТ, Ед/л
ALT, U/L

АСТ, Ед/л
AST, U/L

ЛДГ, Ед/л
LDH, U/L

ГГТ, Ед/л
GGT, U/L

Билирубин общий, мкмоль/л
Total bilirubin, µmol/L

АСТ/АЛТ
AST/ALT

ГКП 500×103 
клеток
GPCs, 
500×103 cells

1 55 164 1306 <1 6,2 3

2 56 159 2865 <1 10,8 2,8

3 38 91 979 <1 5 2,4

4 30 89 891 <1 5,3 3

5 88 363 1561 <1 10,5 4,1

среднее
mean 53,4 173,2** 1520,4** <1 7,56* 3,06*

Контроль 
(DPBS)
Control 
(DPBS)

1 47 53 289 <1 2,8 1,1

2 24 39 213 <1 3 1,6

3 28 39 201 <1 3,1 1,4

4 28 77 215 <1 2,7 2,8

5 22 41 186 <1 2,7 1,9

среднее
mean 29,8 49,8 220,8 <1 2,86 1,76

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. ГКП — глиальные клетки-предшественники, DPBS — фосфатно-солевой буфер в среде Дульбекко, АЛТ — аланин
аминотрансфераза, АСТ — аспартатаминотрансфераза, ЛДГ — лактатдегидрогеназа, ГГТ — гамма-глутамилтранспептидаза.
 * Уровень значимости — p<0,05 по сравнению с контролем (t-критерий Стьюдента).
 ** Уровень значимости — p<0,05 по сравнению с контролем (критерий Манна–Уитни).
Note. GPCs, glial progenitor cells; DPBS, Dulbecco’s phosphate-buffered saline; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate 
aminotransferase; LDH, lactate dehydrogenase; GGT, gamma-glutamyl transpeptidase.
 * The significance of differences from the control group was p<0.05 (Student t-test).
 ** The significance of differences from the control group was p<0.05 (Mann–Whitney test).

3	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-650-fig4
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в низких дозах было отмечено, что среднее 
число GFAP-позитивных клеток в коре голов-
ного мозга мышей, получавших ГКП в дозе 
150×103 кл./мышь, было достоверно выше, чем 
в группе контроля, при уровне значимости (р) 
равном 0,046 (рис. 5). У животных, получавших 
ГКП в дозе 15×103 и 50×103 кл./мышь, не наблю-
дали статистически значимых различий с груп-
пой контроля. Количество GFAP-позитивных 
астроцитов коры головного мозга мышей после 

иммуногистохимического окрашивания пред-
ставлено на рисунке 6, опубликованном на сайте 
журнала4.

Количество IBA1-позитивных клеток в коре го-
ловного мозга мышей в группе животных, полу-
чавших ГКП в дозах 150×103 и 50×103 кл./мышь, 
было в среднем выше, чем у животных, кото-
рым вводили препарат в дозе 15×103 кл./мышь,  
однако различий с группой контроля (введе-
ние DPBS) не отмечено (рис. 7). Количество 

Таблица 2. Биохимические показатели крови мышей после введения низких доз глиальных клеток-предшественников

Table 2. Biochemical blood parameters of mice after glial progenitor cells administration at low doses

Название 
группы
Group

Номер 
животного

Animal

Результаты анализа крови
Blood test findings

АЛТ, Ед/л
ALT, U/L

АСТ, Ед/л
AST, U/L

ЛДГ, Ед/л
LDH, U/L

ГГТ, Ед/л
GGT, U/L

Билирубин общий, мкмоль/л
Total bilirubin, µmol/L

АСТ/АЛТ
AST/ALT

ГКП 150×103 
клеток
GPCs, 
150×103 cells

1 26 83 767 0 4,8 3,2

2 20 43 296 0 3,2 2,1

3 26 119 883 0 4,9 4,6

4 26 120 542 0 3,1 4,6

5 26 85 279 0 2,5 3,3

среднее
mean 24,8 90 553,4 0 3,7 3,56

ГКП 50×103

клеток
GPCs, 50×103 

cells

1 26 95 399 0 2,8 3,7

2 23 91 542 0 2,6 3,9

3 52 67 351 0 2,8 1,3

4 34 96 740 0 4,2 2,8

5 23 59 314 0 3,1 2,5

среднее
mean 31,6 81,6 469,2 0 3,1 2,84

ГКП 15×103

клеток
GPCs, 15×103 

cells

1 29 49 375 0 3,1 1,7

2 31 86 718 0 3,4 2,7

3 42 64 528 0 3,1 1,5

5 86 131 673 0 2,6 1,5

среднее
mean 47 82,5 573,5 0 3,05 1,85

Контроль 
(DPBS)
Control 
(DPBS)

1 31 72 565 0 3,9 2,4

2 28 103 1045 0 4,5 3,6

3 26 85 530 0 2,9 3,3

среднее
mean 28,3 86,67 713,3 0 3,77 3,1

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. ГКП — глиальные клетки-предшественники, DPBS — фосфатно-солевой буфер в среде Дульбекко, АЛТ — аланин
аминотрансфераза, АСТ — аспартатаминотрансфераза, ЛДГ — лактатдегидрогеназа, ГГТ — гамма-глутамилтранспептидаза.
Note. GPCs, glial progenitor cells; DPBS, Dulbecco’s phosphate-buffered saline; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate 
aminotransferase; LDH, lactate dehydrogenase; GGT, gamma-glutamyl transpeptidase.

4	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-650-fig6 
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IBA1-позитивной микроглии коры головного 
мозга мышей после иммуногистохимического 
окрашивания представлено на рисунке 8, опуб-
ликованном на сайте журнала5.

Наиболее изученными клеточными трансплан-
татами для терапии различных неврологических 
заболеваний являются препараты на основе 
МСК и НСК человека [22, 24]. Показано, что МСК 
обладают иммуносупрессорными свойствами 
и как при ксеногенной, так и аллогенной транс-
плантации не вызывают значимых иммунологи-
ческих реакций. Однако их длительное введе-
ние в организм все еще недостаточно изучено 
[25]. Внутривенное введение аллогенных МСК 
(10×106 кл./кг) крысам не приводило к значи-
мым изменениям биохимических показателей 
через 2 недели после введения, однако вызыва-
ло воспаление легких [26]. В другом исследова-
нии изучали безопасность двукратного внутри-
венного введения МСК, полученных из пуповины 
человека, крысам в дозах с различным количе-
ством клеток (от 3,0×105 до 1,5×107 кл./кг, что при-
мерно соответствует 9×103–4×106 кл./мышь), 
при этом не было показано ни острой, ни дол-

госрочной токсичности клеток [27]. Длительное 
(11 мес.) введение НСК человека крысам не при-
водило к снижению жизнеспособности живот-
ных или к видимым негативным последствиям, 
однако детальное изучение безопасности авто-
ры не проводили [28]. Кроме того, было пока-
зано, что интраназальное введение аллогенных 
НСК детям с церебральным параличом в тече-
ние 3 мес. не вызывало значительных побочных 
эффектов такой терапии и в целом оказалось 
безопасным для пациентов [29].

Данные по изучению влияния долгосрочного 
введения ГКП при аллогенной или ксеноген-
ной трансплантации в литературе отсутству-
ют. Однако известны примеры исследований, 
направленных на изучение терапевтических 
свойств ГКП при различных неврологических 
заболеваниях и свидетельствующих об отсут-
ствии значимых побочных эффектов по крайней 
мере при однократном применении глиальных 
клеток [30].

В нашем исследовании введение сниженных 
доз (50×103 и 15×103  кл./мышь) ксеногенных 
клеток не влияло на изменение биохимических 
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Рис. 5. Результаты однофакторного дисперсионного анали-
за с корректировкой Даннета для множественных сравне-
ний числа GFAP-позитивных клеток коры головного мозга 
мышей в группах животных, получавших 150×103, 50×103, 
15×103 глиальных клеток-предшественников или фосфат-
но-солевой буфер в среде Дульбекко (DPBS). M  — среднее 
число GFAP-позитивных клеток, SD  — стандартное от-
клонение, GFAP  — глиальный фибриллярный кислый белок.  
 * Уровень значимости p<0.05

Fig. 5. One-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison 
test for the number of GFAP-positive cells in the cerebral cor-
tex of mice after administration of glial progenitor cells at doses 
of 150×103, 50×103, or 15×103 cells/mouse or Dulbecco’s phos-
phate-buffered saline (DPBS). M, mean number of GFAP-positive 
cells; SD, standard deviation; GFAP, glial fibrillary acidic protein.  
 * The significance level was p<0.05

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным /  
The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 7. Результаты однофакторного дисперсионного ана-
лиза с корректировкой Даннета для множественных срав-
нений числа IBA1+-клеток коры головного мозга мышей 

в группах животных, получавших 150×103, 50×103, 15×103 гли-
альных клеток-предшественников или фосфатно-солевой 
буфер (DPBS). M — среднее число IBA1-позитивных клеток, 
SD — стандартное отклонение, IBA1 — адаптер 1, связыва-
ющий ионизированный кальций

Fig. 7. One-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison 
test for the number of IBA1-positive cells in the cerebral cor-
tex of mice after administration of glial progenitor cells at doses 
of 150×103, 50×103, or 15×103 cells/mouse or Dulbecco’s phos-
phate-buffered saline (DPBS). M, mean number of IBA1-positive 
cells; SD, standard deviation; IBA1, ionised calcium-binding ad-
aptor molecule 1

5	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-650-fig8



730

Safety of a medicinal product based on human glial progenitor cells: A pilot study of retrobulbar administration...
Nebogatikov V.O., Salikhova D.I., Belousova E.V., Bronovitsky E.V., Orlova E.A., Lapshina M.A., Goldshtein D.V., Ustyugov A.A.

Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2024. Т. 14, № 6

показателей крови животных в отличие от более 
высоких доз. Влияния ГКП на поведение живот-
ных выявлено не было, однако такое влияние 
вполне может быть незаметно при малой исполь-
зованной выборке. При этом было обнаружено, 
что введение ГКП в дозе 150×103 кл./мышь оказы-
вало влияние на активацию глии головного мозга 
животных, что может быть связано с особенно-
стями метаболизма введенных клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведено исследование по выбору дозы био-
медицинского клеточного продукта на осно-
ве глиальных клеток-предшественников (ГКП), 
полученных из индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток, при многократном 
внутривенном введении в ретроорбитальный 
венозный синус мышей. Полученные результаты 
могут быть использованы при инъекциях ство-
ловых/прогениторных клеток для минимизации 
осложнений у животных в доклинических иссле-
дованиях и создания основы для безопасного 
применения клеточной терапии в клинической 
практике.

Изучен профиль безопасности длительного 
(30 и 60 сут) ретроорбитального введения ГКП 
как потенциального препарата для терапии не-
врологических заболеваний. Показано, что про-
должительное многократное введение клеток 
в синус мышей в концентрации 500×103 кл./мышь 
приводило к повышению уровня ферментов АЛТ, 
АСТ, ЛДГ и общего билирубина в крови живот-
ных, что может быть связано с развитием вос-
палительной реакции из-за накопления чело-
веческих клеток в таких васкуляризированных 
органах, как печень и легкие. При этом в голов-
ном мозге не наблюдали изменения количе-
ства астроцитарных клеток (GFAP+). Введение 
сниженных доз ГКП (50×103 и 15×103 кл./мышь) 
не вызывало изменения уровней маркеров, 

ассоциированных с повреждением клеток 
(АЛТ, АСТ, ЛДГ, ГГТ), а также общего билиру-
бина по сравнению с аналогичными парамет-
рами в группе контроля. При изучении воспа-
лительных процессов в головном мозге было 
обнаружено увеличение числа активированных 
астроцитов (GFAP+) после введения ГКП в дозе 
150×103 кл./мышь, в то время как количество ак-
тивированной микроглии (IBA1+) не отличалось 
от контрольного значения во всех группах.

Настоящее исследование является пилотным, 
поскольку данные о безопасности длительно-
го ретроорбитального введения ГКП получены 
впервые. На основании приведенных в этой ра-
боте результатов можно сделать вывод, что при-
менение стволовых клеток в дозах, не превыша-
ющих 50×103 кл./мышь, при выбранном способе 
введения не вызывает воспалительных реак-
ций в головном мозге животных (низкие уров-
ни GFAP и IBA1) и не изменяет биохимических 
показателей крови (АЛТ, АСТ, ЛДГ, ГГТ, общего 
билирубина), что подтверждает безопасность их 
введения в течение продолжительного време-
ни. Введение клеток в дозах 150×103 кл./мышь 
не вызывает изменения показателей крови 
животных, но влияет на состояние астроцитов 
и глии головного мозга. Возможно, в этом и за-
ключается их воздействие на организм.

Полученные результаты свидетельствуют о важ-
ности подбора оптимальной дозы ГКП для про-
ведения клеточной терапии, а также о потен-
циальной безопасности длительной терапии 
ГКП при соблюдении оптимальных условий 
дозирования. Необходимы дополнительные 
доклинические исследования с целью опреде-
ления терапевтической эффективности установ-
ленных доз препарата, а также для разработки 
оптимального протокола клеточной терапии 
с использованием ГКП перед клиническими ис-
пытаниями.
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