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Природные полисахариды, обладая широким спектром физиологических эффектов, могут быть перспективными ле-

карственными кандидатами. Предложенные государственной фармакопеей методы для определения сахаров не во всех 
случаях подходят для анализа сложных полимеров. Цель данной статьи ‒ модификация антрон-серного метода для количе-
ственного определения полисахаридов листьев березы (Betula pendula Roth., Betula pubescens Ehrh.) в субстанции. Были от-
работаны параметры гидролиза: предложено проводить гидролиз серной кислотой на кипящей водяной бане 98% в течение 
30 минут. Ввиду особенностей состава изучаемого объекта, было предложено заменить стандартное вещество на рамнозу. 
Для увеличения специфичности методики перед анализом раствор полисахаридов необходимо подвергать ультрафильтра-
ции. Установлено, что методика валидна по всем исследуемым характеристикам. 

Ключевые слова: полисахариды, спектрофотометрия, Betula pendula Roth., Betula pubescens Ehrh., валидация. 
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DEVELOPMENT OF METHODS FOR QUANTITATIVE DETERMINATION  
OF POLYSACCHARIDES OF BIRCH LEAVES 

 
Natural polysaccharides, possessing a wide spectrum of physiological effects, can be promising drug candidates. The methods 

proposed by the State Pharmacopoeia for the determination of sugars are not always suitable for the analysis of complex polymers. 
The purpose of this article is modification of the anthrone-sulfur method for the quantitative determination of birch leaves polysac-
charides (Betula pendula Roth., Betula pubescens Ehrh.) in a substance. The hydrolysis parameters were tested: it was proposed to 
carry out hydrolysis for 30 minutes in a boiling water bath with 98% sulfuric acid. It is proposed to replace the standard substance 
by rhamnose, due to the nature of the composition of the object being studied. Ultrafiltration should be applied before analysis to in-
crease the specificity of the method. It was established that the method is valid by all studied characteristics. 

Key words: polysaccharides, spectrophotometry, Betula pendula Roth., Betula pubescens Ehrh., validation. 
 
В последние годы интерес мирового 

научного сообщества обращен к раститель-
ным полисахаридам ввиду потенциала их 

применения, включая разработку новых ле-
карственных средств [1,2]. Полисахариды 
растительного происхождения обладают раз-
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личными терапевтическими эффектами (гепа-
топротекторными, антиоксидантными, анти-
микробными, гастропротективными и антико-
агулянтными) при низкой токсичности [3-8]. 
Тем не менее разработку и использование по-
лисахаридных препаратов по сравнению с 
другими соединениями затрудняют сложные 
процедуры выделения, очистки, характери-
стики и контроля качества из-за их сложного 
химического состава, большого размера мак-
ромолекул и затруднённой пространственной 
структуры. Стандартизация фармацевтической 
субстанции и готовой лекарственной формы 
полисахаридных препаратов ‒ одна из слож-
нейших задач доклинических исследований.  

Группа ученых СибГМУ занимается 
разработкой гиполипидемического препарата 
на основе полисахаридов березы (Betula 
pendula Roth., Betula pubescens Ehrh.). Для вы-
бора оптимальной методики количественного 
определения, пригодной для использования в 
фармацевтическом анализе и включения в 
нормативную документацию на разрабатыва-
емое лекарственное средство, проведены экс-
периментальные исследования, а именно, по-
казана возможность использования спектро-
фотометрического метода, основанного на 
модифицированной фармакопейной методике 
определения сахаров. 

Материал и методы 
В качестве объекта исследования ис-

пользовали воздушно-сухое сырье – листья 
березы (Betula pendula Roth., Betula pubescens 
Ehrh), собранные в окрестностях г. Томска в 
июне 2017 г.  

Полисахариды листьев березы (ПСfB) 
выделены по известной технологии [9]. Ана-
лиз мономерного состава проводили методом 
газовой хроматографии ацилированных по-
лиолов [10]. Молекулярно-массовое распре-
деление оценивали методом эксклюзионной 
хроматографии [11]. 

Для количественного определения точ-
ную навеску (100 мг) ПСfB переносили в 
мерную колбу на 100 мл, добавляли 10 мл во-
ды очищенной и растворяли при интенсивном 
перемешивании, доводили объем раствора до 
метки тем же растворителем. Аликвоту 1,0 мл 
помещали в пробирку Vivaspin Turbo 4 и цен-
трифугировали 10 минут при 4,4×103 rpm, за-
тем добавляли 2 мл воды и повторно центри-
фугировали в тех же условиях. Супернатант 
количественно переносили в мерную колбу на 
10 мл, объем раствора доводили до метки во-
дой (рабочий раствор ПСfB, С=0,1 мг/мл).  

Приготовление раствора стандартного 
образца (РСО) рамнозы (С=0,03 мг/мл): точ-

ную навеску (300 мг) РСО рамнозы помещали 
в мерную колбу на 100 мл, растворяли в 30 мл 
воды и доводили объем раствора до метки. 
Аликвоту 1,0 мл переносили в мерную колбу 
на 100 мл, доводили объем раствора до метки 
водой. 

Результаты и обсуждение 
Предлагаемые Государственной фарма-

копеей XIII ОФС.1.2.3.0019.15 «Определение 
сахаров спектрофотометрическим методом» 
способы количественного определения саха-
ров: метод определения с пикриновой кисло-
той и метод определения с орциновым реак-
тивом. Эти методы не нашли применения в 
стандартизации субстанции ПСfB, так как они 
основаны на определении только восстанав-
ливающих сахаров (с пикриновой кислотой) 
или пентоз (с орциновым реактивом). Третий 
метод, предлагаемый фармакопейной статьей, 
метод определения с антроновым реактивом 
также имеет недостаток: количественный рас-
чет проводится по стандарту глюкозы, что 
приводит к искажению результатов анализа 
полисахаридов, не содержащих ее в своей 
структуре. 

На первом этапе исследования нами по-
добраны условия пробоподготовки ‒ гидроли-
за ПСfB. Для одновременного проведения 
процессов гидролиза полисахаридной моле-
кулы и окисления образующихся моносахаров 
до производных фурфурола чаще всего ис-
пользуют растворы серной кислоты (98–70%) 
[12]. На процесс гидролиза ‒ окисления поли-
сахаридов влияют следующие параметры: 
время гидролиза, концентрация гидролизую-
щего агента и температура нагревания водя-
ной бани. Влияние каждого параметра оцени-
вали поэтапно. 

В первую очередь определяли наиболее 
эффективное время гидролиза ‒ окисления. 
Для этого к 3 мл раствора ПСfB (С=0,1 
мг/мл), охлажденного на ледяной бане, добав-
ляли 3 мл концентрированной H2SO4 и нагре-
вали на кипящей водяной бане в течение 5, 10, 
20, 30, 40 и 50 минут. Растворы гидролизатов 
вновь охлаждали и добавляли по 3 мл 0,2 % 
антронового реактива. Содержимое пробирок 
перемешивали и медленно нагревали на ки-
пящей водяной бане в течение 15 минут. Оп-
тическую плотность измеряли на приборе 
Unico 2800 (США) в максимуме поглощения 
при длине волны 625 нм.  

Далее оценивали степень влияния кон-
центрации серной кислоты (80, 90, 98 %) на 
процесс гидролиза ‒ окисления при длитель-
ности инкубирования 30 минут. Концентра-
ции ниже 80% не рассматривали в связи с вы-
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падением в осадок антрона. Как видно из диа-
граммы (рис.1), степень гидролиза ПСfB воз-
растает с увеличением концентрации серной 
кислоты, поэтому в методике следует исполь-
зовать 98 % раствор. 

Определение оптимального времени 
нагревания для проведения процесса гидроли-
за ‒ окисления полисахаридов (ПС) показало, 
что при увеличении времени с 10 до 30 минут 
происходит увеличение поглощения испыту-
емого раствора до максимума при нагревании 
в течение 30 минут, а при увеличении времени 
до 40 минут происходит снижение оптической 
плотности испытуемого раствора, что объясня-
ется деструкцией и озолением. Поэтому по 
данной методике рекомендовано использовать 
время нагревания 30 минут (рис. 1). 

На последнем этапе нами установлена 
степень влияния температуры водяной бани 
на гидролиз ПСfB. Изучены температуры 
нагревания водяной бани: 60оС, 80оС и 100оС. 
Полученные данные показали, что с повыше-
нием температуры степень гидролиза увели-
чивается, поэтому в разрабатываемой методи-
ке целесообразно использовать кипящую во-
дяную баню.  
 

 
Рис. 1. Зависимость оптической плотности комплексов гидро-
лизатов ПСfB с антроном от времени нагревания, концентра-
ции H2SO4 и температуры водяной бани 
 

 
Рис. 2. Блок-схема разработанной методики  

количественного определения ПСfB 
 
 

Таким образом, нами разработаны оп-
тимальные условия пробоподготовки ПСfB 
для проведения количественного определения 

с антроновым реактивом, алгоритм которого 
представлен на рис. 2. 

Был проведен анализ состава ПСfB (см. 
таблицу).  
 

Таблица 
Характеристика ПСfB 

Показатель Значение 
Галактуроновая кислота,% 61,0±2,9 
Рамноза,% 25,8±0,6 
Арабиноза,% 1,3±0,1 
Галактоза,% 7,5±0,4 
Mw (средневесовая молекулярная масса), kDa 355,4 
Mn (среднечисловая молекулярная масса), kDa 15,0 

 
Нами получены электронные спектры 

продуктов реакции стандартов моносахаридов 
с антроном в разработанных условиях, входя-
щих в состав ПСfB. Спектры поглощения ком-
плексов антрона с продуктами окисления рам-
нозы и галактозы имели максимум поглощения 
при длине волны 625±2 нм, что соответствует 
литературным данным [13,14]. Однако на 
спектрах галактуроновой кислоты и арабинозы 
отсутствовали полосы поглощения при длине 
волны 625±2 нм, о чем свидетельствовало от-
сутствие зеленой окраски растворов. 
 

 
Рис. 3. Электронные спектры модельных растворов моносаха-
ров в количестве 1 мг/мл с антроном в разработанных услови-
ях: 1 – рамноза; 2 – галактоза; 3 – арабиноза; 4 – галактуроно-
вая кислота 
 

Таким образом, показана возможность 
использования рамнозы в качестве стандарт-
ного вещества. Для расчета содержания ПС 
использовали формулу: 
 

, 
 

где Х% ‒ содержание ПСfB в субстанции, 
mRha – масса навески стандарта рамнозы; 
AbsПСfB – оптическая плотность испытуемого 
раствора; Р – содержание основного вещества 
в стандарте рамнозы; 3 – коэффициент пере-
счета на рамнозу; AbsRha ‒ оптическая плот-
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ность стандартного раствора; mПСfB – масса 
навески ПСfB. 

Заключение 
Нами разработана методика количе-

ственного определения ПСfB на основе фар-
макопейной методики. Для дальнейшего ис-

пользования данной методики необходимо 
проведение ее валидации. 

 
Работа выполнена при финансовой под-

держке ГК от 28 апреля 2017 г.  
№ 14.N08.11.0132. 
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