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Резюме
Введение. Полипренолы представляют собой класс длинноцепочечных изопреноидных спиртов природного происхождения.  
Полипренолы являются природными биорегуляторами, принимающими непосредственное участие в синтезе гликопротеинов клеточных 
мембран, обладают выраженной гепатопротекторной активностью, а также иными видами фармакологического действия, что обуславливает 
интерес к данным веществам как к перспективному лекарственному средству. Определение суммы полипренолов в экстракционных 
препаратах является нетривиальной задачей, требующей разработки и внедрения точных и воспроизводимых аналитических методик, 
которые впоследствии будут использованы в стандартизации.
Цель. Разработка и валидация хромато-масс-спектрометрической методики идентификации и количественного определения полипренолов.
Материалы и методы. Хроматографическое разделение полипренолов выполняли с применением высокоэффективного жидкостного 
хроматографа Agilent 1260 Infinity II (Agilent Technologies, США), элюирование проводили смесью метанола, н-гексана, пропанола-2,  
водного раствора аммония ацетата в градиентном режиме. Детектором выступал масс-спектрометр типа «тройной квадруполь» AB Sciex 
QTrap® 3200MD (AB Sciex Pte. Ltd., Сингапур), регистрацию полипренолов осуществляли по определенным аддуктам.
Результаты и обсуждение. В ходе эксперимента разработаны условия хроматографического разделения и детектирования полипренолов. 
Разработанная методика валидирована по следующим характеристикам: специфичности, пределу обнаружения, пределу количественного 
определения, линейности, правильности, прецизионности, диапазону применения, устойчивости.
Заключение. Практическая значимость проделанной работы заключается в возможности применения разработанной методики в целях 
установления содержания полипренолов в лекарственных препаратах или фармацевтических субстанциях. С помощью разработанной 
методики было установлено содержание полипренолов в субстанции, полученной из гинкго двулопастного (Ginkgo biloba L.) и ели 
обыкновенной (Picea abies L.).

Ключевые слова: полипренолы, высокоэффективная жидкостная хроматография, масс-спектрометрия, ВЭЖХ-МС/МС, валидация
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Abstract
Introduction. Polyprenols are known as a class of natural long-chain isoprenoid alcohols, which are natural bioregulators that directly participate 
in the synthesis of cell membrane glycoproteins. Their hepatoprotective activity is proven, as well other types of their pharmacological effects  
are known, which is the reason of significant interest in these substances as a promising medicinal product. It is non-trivial task to determine the  
sum of polyprenols in extracts as include design and implementation of accurate reproducible analytical methods, which will subsequently  
be used in standardization.
Aim. Development and validation of the chromatographic-mass spectrometric technique for polyprenols identification and their quantitative 
assessment.
Materials and methods. Chromatographic separation of polyprenols was performed by using an HPLC Agilent 1260 Infinity II (Agilent Technologies, 
США); with the mixture of methanol, n-hexane, propanol-2, and aqueous ammonium acetate solution as eluent in gradient mode. An AB Sciex  
QTrap® 3200MD (AB Sciex Pte. Ltd., Singapore) triple quadrupole mass spectrometer was used as a detector, with the registration of polyprenols 
adducts.
Results and discussion. The conditions for chromatographic separation and detection of polyprenols were identified. The developed technique  
was validated for the following characteristics: specificity, limit of detection, limit of quantification, linearity, accuracy, precision, range of  
application, and stability.
Conclusion. It was determined the content of polyprenols in the substance recieved from Ginkgo biloba L. and Picea abies L. The developed  
technique can be used in the future to assess the content of polyprenols in drug products or pharmaceutical substances.
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ВВЕДЕНИЕ
Полипренолы представляют собой класс природ- 

ных длинноцепочечных изопреноидных спиртов с  
общей формулой Н—(С5Н8)n—H, где n – число изо-
преновых единиц, соединенных в положении «голо-
ва – хвост», с гидроксильной группой на одном кон-
це и атомом водорода на другом [1]. Полипренолы 
являются природными биорегуляторами, принимаю-
щими непосредственное участие в синтезе гликопро-
теинов клеточных мембран, обладают выраженной 
гепатопротекторной активностью, а также иными ви-
дами фармакологического действия, что обуславли-
вает интерес к данным веществам как к перспектив-
ному лекарственному средству [2]. Так, известно, что 
полипренолы оказывают нейропротекторный  [3, 4], 
гепатопротекторный [5, 6] и гиполипидемический  [5, 
7] эффект. Кроме того, полипренолы обладают выра-
женной антиоксидантной [2, 8, 9] активностью. Воз-
можны иные виды фармакологического действия  [10–
12]. Мицеллы из производных полипренолов могут 
быть рассмотрены в качестве системы доставки ле- 
карственных средств [13]. Основными источниками 

получения субстанции полипренолов являются гинк- 
го двулопастный (Ginkgo biloba L.) и хвойные де- 
ревья, такие как пихта сибирская (Abies sibirica L.), ель 
обыкновенная (Picea abies L.), сосна сибирская (Pinus 
sibirica L.), сосна обыкновенная (Pinus sylvestris L.)  [1]. 
Готовые извлечения из растительного сырья пред-
ставляют собой сложные смеси гомологов полипре-
нолов и сопутствующих веществ, что требует внедре-
ния особых подходов к стандартизации полученных 
продуктов. В настоящее время основными методами 
идентификации и количественного определения по-
липренолов являются тонкослойная хроматография 
и высокоэффективная жидкостная хроматография с 
фотометрическим детектированием (ВЭЖХ-УФ). При-
менение ВЭЖХ-УФ требует осуществления сложной 
процедуры пробоподготовки, включающей удаление 
мешающих компонентов и дериватизацию, например,  
с антрацен-9-карбоновой кислотой или фенилхлор-
формиатом с целью повышения чувствительности  
анализа. Кроме того, в силу физико-химических 
свойств полипренолов одной из трудностей анализа  
остается полное разделение хроматографических пи-
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ков гомологичных веществ [2, 14–17]. Применение 
масс-спектрометров в качестве детекторов при про-
ведении хроматографического анализа в большинст- 
ве случаев решает проблему селективности. Одна-
ко масс-спектрометрическая детекция полипренолов 
имеет ряд особенностей: во-первых, данные вещества 
не образуют стабильных и характерных ионов-про- 
дуктов, что делает невозможным использование мо-
ниторинга множественных реакций по причине низ-
кого ионного тока; во-вторых, из-за низкой способ-
ности к ионизации детектирование полипренолов 
возможно только по определенным аддуктам  [17–19].  
Существенной проблемой при разработке методик 
количественного определения полипренолов являет-
ся отсутствие коммерческих аналитических стандар-
тов на отдельные вещества [16]. Доступные продукты 
содержат комбинации полипренолов с обозначением  
общей концентрации гомологов из определенного  
диапазона без указания соотношения компонен-
тов. Отсутствие данных о зависимости площади хро-
матографического пика каждого гомолога от его  
индивидуальной концентрации оставляет открытым  
вопрос правильного построения общей калибровоч-
ной зависимости. Использование с этой целью сум- 
мы площадей отдельных хроматографических пиков 
всех определяемых гомологов  [16] требует дополни-
тельных обоснований. Отдельной проблемой хро-
матографического анализа полипренолов является  
выбор внутреннего стандарта (IS). Таким образом,  
количественное определение суммы полипренолов  
в экстракционных препаратах является нетривиаль-
ной задачей, требующей разработки и внедрения точ-
ных и воспроизводимых аналитических методик.

Цель исследования: разработка и валидация  
хромато-масс-спектрометрической методики иден- 
тификации и количественного определения поли- 
пренолов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование

Хроматографическое разделение полипренолов 
выполняли с помощью высокоэффективного жид-
костного хроматографа Agilent 1260 Infinity II (Agilent 
Technologies, США), оснащенного четырехканальным 

градиентным насосом (G7111B) со встроенным бло- 
ком дегазации, автосамплером (G7129A), термоста- 
том колонок (G1316A). В роли детектора выступал  
тандемный масс-спектрометр типа «тройной квадру-
поль» AB Sciex QTrap® 3200MD (AB Sciex Pte. Ltd., Син-
гапур). Для обработки первичных данных хрома-
тографического анализа применяли программное 
обеспечение (ПО) AB Sciex Analyst 1.3.6, статистиче-
ский анализ результатов осуществляли посредством 
использования ПО StatPlus (AnalystSoft Inc., США).

При разработке аналитической методики приме- 
няли следующее оборудование: весы аналитические 
ВЛ-124В (ООО «НПП «Госметр», Россия), шейкер ор-
битальный OS-20 (Biosan, Латвия), вортекс V-1 plus 
(Biosan, Латвия), автоматические пипетки перемен-
ного объема Eppendorf Researc® plus (Eppendorf AG,  
Германия), термостатируемый шейкер TS-100C (Bio- 
san, Латвия). Хранение анализируемых образцов и 
стандартных растворов осуществляли в морозиль- 
ных шкафах LGT 3725 и GGv 5010 (LIEBHERR, Австрия) 
соответственно. Деионизированную воду получали с 
помощью лабораторной системы очистки воды Milli-Q 
(Millipore, Франция).

Для приготовления анализируемых растворов и 
подвижной фазы использовали стеклянные мерные 
колбы и цилиндры различного объема (класс точно-
сти  1). Хроматографическое разделение полипрено-
лов выполняли на аналитической колонке InfinityLab 
Poroshell 120 EC-C18, 4,6 × 100 мм, 2,7  мкм (Agilent 
Technologies, США) в сочетании с предколонкой 
ZORBAX Eclipse Plus C18, 4,6 × 12,5 мм, 5 мкм (Agilent 
Technologies, США).

Реактивы и растворы

Для разработки методики использовали стан-
дартный раствор полипренолов С70 – С100 с суммар-
ной концентрацией 10 мг/мл в гексане (Larodan AB, 
Швеция). В качестве внутреннего стандарта исполь-
зовали ретинилпальмитат (АО «Ретиноиды», Россия) 
(рисунок 1).

Для приготовления растворов и проведения хро-
матографического анализа использовали метанол 
(ООО ТД «ХИММЕД», Россия), пропанол-2 (PanReac 
AppliChem, Испания), н-гексан (PanReac AppliChem, 
Испания), аммония ацетат (Merck KGaA, Германия).

Рисунок 1. Общая структурная формула полипренолов (A), где n = 14–20, и ретинилпальмитата (Б) (внутренний стандарт)

Figure 1. General structural formula of polyprenols (A), where n = 14–20, and retinyl palmitate (B) (internal standard)
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Объекты исследования

Количественное содержание полипренолов опре-
деляли в субстанции, полученной методом экстрак-
ции органическими растворителями с последующей 
очисткой посредством колоночной хроматографии  
из Picea abies L. и Ginkgo biloba L. в лаборатории инди- 
видуального предпринимателя С. В. Савинцева.

Приготовление калибровочных растворов  
и подвижной фазы

В качестве подвижной фазы с малой элюирую-
щей силой (элюент A) использовали 2 мМ раствор  
аммония ацетата в 98%-м метаноле, приготовленный 
по следующей методике: в мерную колбу вместимо-
стью 1000  мл вносили 20 мл водного раствора аммо-
ния ацетата с концентрацией 100 мМ, после чего до- 
водили до метки метанолом. В роли подвижной фа- 
зы с большой элюирующей силой (элюент B) исполь-
зовали комбинированный раствор, приготовленный 
путем смешивания в мерной колбе объемом 1000  мл 
450  мл пропанола-2, 450 мл н-гексана, 20 мл 100  мМ 
водного раствора аммония ацетата и доведения объ-
ема до метки метанолом. Срок хранения элюентов  
составлял 30 суток.

Калибровочные растворы с суммарной концент- 
рацией полипренолов (С70 – С100) 500, 1000, 2500, 
5000, 10 000, 15 000, 20 000 и 25 000 нг/мл готовили из 
исходного стандартного раствора посредством раст- 
ворения в элюенте A. Раствор внутреннего стандарта 
(ретинилпальмитат) готовили на метаноле с концент- 
рацией 20 000  нг/мл. Полученные растворы храни-
ли при температуре –28 °С и использовали по мере не- 
обходимости для анализа.

Пробоподготовка испытуемого образца

100 мг (точная навеска) субстанции полипрено- 
лов отвешивали на аналитических весах в пробирку  
Эппендорфа объемом 2 мл, добавляли 1 мл н-гек-
сана, перемешивали на вортексе в течение 15 с, пос- 
ле чего полученный раствор переносили в мерную  
колбу объемом 50 мл. Затем пробирку Эппендорфа 
промывали н-гексаном, раствор также переносили  
в колбу. Общий объем н-гексана составил 5 мл. Со-
держимое колбы доводили до метки пропанолом-2. 
Полученный раствор разбавляли в 100 раз элюен- 
том А, 100  мкл переносили в полиэтиленовые встав- 
ки в хроматографические виалы, добавляли 10  мкл 
раствора внутреннего стандарта, тщательно переме-
шивали и использовали для последующего хрома- 
тографического анализа.

Условия проведения анализа  
методом ВЭЖХ-МС/МС

В таблице 2 приведены условия хроматографи- 
ческого разделения и масс-спектрометрического де-
тектирования полипренолов, которые были подобра- 
ны с учетом их физико-химических свойств.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики

Подбор оптимальных условий масс-спектромет- 
рического детектирования аналитов и внутренне-
го стандарта выполняли посредством прямого вво-
да в масс-спектрометр комбинированного раство-
ра полипренолов 500 нг/мл в смеси пропанола-2, 
н-гексана и 2  мМ водного раствора аммония ацетата  
(18 : 1 : 1) и раствора ретинилпальмитата в 2  мМ  
растворе аммония ацетата на 98%-м метаноле со  
скоростью 10  мкл/мин. Анализируемые вещества 
подвергали положительной ионизации электрорас- 
пылением.

Так как полипренолы плохо образуют протони- 
рованные молекулярные ионы, их детекцию осу- 
ществляли по соответствующим аддуктам ([M + NH4]+;  
[M + H]+ – CH3)  [16]. Детектирование аналитов в ре-
жиме мониторинга множественных реакций (MRM) 
не позволяет достичь необходимого уровня чувст- 
вительности из-за слабого ионного тока ионов-про-
дуктов полипренолов. Вследствие этого полипре-
нолы определяли по ионному току молекулярных 
аддуктов в режиме SIM. В таблице  1 приведены оп-
тимальные параметры детектирования, подобран-
ные для достижения максимального уровня чувст- 
вительности. На рисунке  2 отображен масс-спектр 
первого порядка аддуктов полипренолов и внутрен-
него стандарта.

С учетом выраженных гидрофобных свойств по- 
липренолов в ходе проведения эксперимента были  
подобраны оптимальные условия хроматографиче-
ского анализа, включая использование в качестве по- 
движной фазы с высокой элюирующей силой ком-
бинации растворителей (гексан, изопропанол и ме-
танол). Применение распространенных в обращен- 
но-фазовой ВЭЖХ компонентов подвижной фа- 
зы, таких как ацетонитрил и метанол, не позволило  
достичь элюирования полипренолов из колонки с  
октадецилсиликагелевым сорбентом в течение 40  ми- 
нут при скорости потока до 1 мл/мин. Таким обра- 
зом, по результатам эксперимента были разработа-
ны состав подвижной фазы и оптимальный режим 
градиентного элюирования, указанные в таблице  2. 
Пример общей хроматограммы стандартного образ-
ца полипренолов 14–20) с суммарной концентрацией 
20 000 нг/мл представлен на рисунке 3.

Валидация методики

Валидацию методики количественного определе- 
ния полипренолов в субстанции методом ВЭЖХ-
МС/МС проводили в соответствии с требованиями 
ОФС.1.10012 «Валидация аналитических методик» Го- 
сударственной фармакопеи Российской Федерации 
XV  издания и Руководства по валидации аналити-
ческих методик ЕАЭС от 17.07.2018 г. по следующим  
характеристикам: специфичности, пределу обнару- 
жения, пределу количественного определения (ПКО), 
линейности, правильности, прецизионности, диапа- 
зону применения, устойчивости.
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Таблица 1. Параметры масс-спектрометрического  
детектирования полипренолов и ретинилпальмитата (IS)

Table 1. Parameters for polyprenols and retinyl palmitate (IS)  
mass spectrometric detection

Источник ионов
Ion source

Turbo Ion Spray

Режим ионизации
Ionization mode

Положительный
Positive

Температура источника ионов, °C
Ion source temperature, °C

300

Напряжение ионизации, В
Ionization voltage, V

5500

Давление газа-завесы, psi/кПа
Curtain gas pressure, psi/kPa

10/69

Давление газа-распылителя, psi/кПа
Spray gas pressure, psi/kPa

30/207

Давление газа-нагревателя, psi / кПа
Heater gas pressure, psi/kPa

40/276

Потенциал на входе в ячейку соударений (EP), В
Potential at the entrance to the impact cell (EP), V

10

Аналит
Analyte

m/z
Dwell, мс
Dwell ms

DP, V CEP, eV

Полипренол-14 (С70)
Polyprenol-14 (С70)

989,0
954,3

100
68
90

54
53

Полипренол-15 (С75)
Polyprenol-15 (С75)

1057,1
1022,6

100
68
95

57
56

Полипренол-16 (С80)
Polyprenol-16 (С80)

1125,2
1090,5

100
77
70

61
59

Полипренол-17 (С85)
Polyprenol-17 (С85)

1193,2
1159,2

100
84
70

64
62

Полипренол-18 (С90)
Polyprenol-18 (С90)

1261,3
1227,3

100
88
70

66
65

Полипренол-19 (С95)
Polyprenol-19 (С95)

1329,3
1295,1

100
92
70

69
67

Полипренол-20 (С100)
Polyprenol-20 (С100)

1397,4
1363,6

100
94
70

72
70

Ретинилпальмитат (IS)
Retinyl palmitate (IS)

525,5 100 160 30

Специфичность

Специфичность методики подтверждали путем 
сравнительного анализа хроматограмм растворителя, 
стандартного раствора полипренолов, раствора ис- 
пытуемой субстанции полипренолов, в том числе с  
добавлением IS и без него.

По результатам анализа установлено, что на хро-
матограммах растворителя отсутствуют пики, по вре-
мени удерживания соответствующие полипренолам  
и IS (рисунок 4 A). Кроме того, выявлено отсутствие  
пика IS на хроматограммах стандартного раствора  
(рисунок  4 Б) и испытуемых образцов субстанции по-
липренолов (рисунок 4 Г).

Предел обнаружения

Для разрабатываемой методики установлено зна-
чение предела обнаружения 100 нг/мл. При этом со-
отношение «сигнал/шум» на хроматограммах для 
отдельных гомологов полипренолов составило не 
менее 4,5 : 1.

Линейность

По причине отсутствия доступных аналитических 
стандартов с известным содержанием каждого го- 
молога полипренолов требуется доказательство воз-
можности использования суммы площадей хрома-
тографических пиков всех анализируемых веществ 
для построения калибровочной зависимости. Так 
как с увеличением концентрации стандартных раст- 
воров прирост хроматографического сигнала для 
разных веществ может быть неравномерным, тре- 
буется провести сравнительный анализ калибровоч-
ной зависимости по каждому отдельному гомологу 
полипренолов.

Рисунок 2. Масс-спектр первого порядка (MS) аддуктов полипренолов в режиме регистрации положительных ионов

Figure 2. First-order mass spectrum (MS) of polyprenol adducts in positive ion mode
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По результатам анализа установлено, что относи-
тельное стандартное отклонение (CV) значений угло-
вых коэффициентов наклона кривых не превышает 
15 % (таблица 3), что делает возможным построение 
калибровочной зависимости общей площади всех  
пиков аналитов от суммарной концентрации проли-
пренолов в стандартном растворе.

Таблица 2. Хроматографические параметры  
определения полипренолов

Table 2. Chromatographic parameters  
of polyprenols determination

Элюент А
Eluent A

98 % метанола + 2 % водного раствора 
аммония ацетата 100 мМ
98 % methanol + 2 % aqueous ammonium 
acetate solution 100 mM

Элюент B
Eluent B

45 % пропанола-2 + 45 % н-гексана + 
8 % метанола + 2 % водного раствора 
аммония ацетата 100 мМ
45 % propanol-2 + 45 % n-hexane + 8 % 
methanol + 2 % aqueous ammonium ace-
tate solution 100 mM

Хроматографическая ко-
лонка
Chromatographic column

InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 4,6 × 
100 мм, 2,7 мкм
InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 4.6 × 
100 mm, 2.7 µm

Защитная колонка
Guard Cartridge

ZORBAX Eclipse Plus C18, 4,6 × 12,5 мм,  
5 мкм
ZORBAX Eclipse Plus C18, 4.6×12.5 mm,  
5 µm

Программа градиента
Gradient program

Время, 
мин

Time, min

Скорость 
потока, 

мкл/мин
Flow rate, 

µl/min

% A % B

0,0

400

100 0

7,0 0 100

11,0 0 100

11,01 100 0

16,0 100 0

Промывка иглы инжек-
тора
Injector needle flushing

Смесь пропанола-2 и н-гексана 9 : 1, 5 с
Mixture of propanol-2 and n-hexane 9 : 1, 
5 s

Температура колонки, °C
Column temperature, °C

30

Объем ввода, мкл
Injection volume, µl

10

Время удерживания, 
мин
Retention time, min

Полипренол-14 (С70)
Polyprenol-14 (С70)

10,6

Полипренол-15 (С75)
Polyprenol-15 (С75)

10,8

Полипренол-16 (С80)
Polyprenol-16 (С80)

11,0

Полипренол-17 (С85)
Polyprenol-17 (С85)

11,2

Полипренол-18 (С90)
Polyprenol-18 (С90)

11,3

Полипренол-19 (С95)
Polyprenol-19 (С95)

11,5

Полипренол-20  (С100)
Polyprenol-20 (С100)

11,6

Ретинилацетат (IS)
Retinyl palmitate (IS)

3,5

Таблица 3. Значения угловых коэффициентов уравнений  
регрессии зависимости площадей хроматографических пиков  
отдельных полипренолов от их суммарной концентрации

Table 3. Values of the angular coefficients of the regression  
equations of the dependence of the areas of chromatographic  
peaks of individual polyprenols on their total concentration

Аналит
Analyte

Угловой 
коэффициент 

уравнения регрессии
Angular coefficient  

of regression equation

Коэффициент 
корреляции, r

Correlation 
coefficient, r

Полипренол-14 (С70)
Polyprenol-14 (С70)

38,4 0,9996

Полипренол-15 (С75)
Polyprenol-15 (С75)

43,8 0,9988

Полипренол-16 (С80)
Polyprenol-16 (С80)

39,4 0,9992

Полипренол-17 (С85)
Polyprenol-17 (С85)

45,2 0,9974

Полипренол-18 (С90)
Polyprenol-18 (С90)

38,1 0,9968

Полипренол-19 (С95)
Polyprenol-19 (С95)

34,5 0,9992

Полипренол-20 (С100)
Polyprenol-20 (С100)

29,4 0,9963

Среднее значение
Mean value

38.4

Стандартное откло-
нение
Standard deviation

5,4

CV, % 14,0

Линейность методики устанавливали по резуль-
татам хроматографического анализа 8 калибровоч-
ных растворов с суммарной концентрацией полипре-
нолов 500, 1000, 2500, 5000, 10 000, 15 000, 20 000 и  
25 000  нг/мл в трех повторах. Градуировку проводили 
по отношению суммы площадей пиков полипренолов  
к площади пика IS. Калибровочная зависимость нор-
мированной на IS суммарной площади пиков анали- 
тов от их общей концентрации представлена в виде 
уравнения линейной регрессии y = 0,0004x + 0,2005 
(рисунок  5). Коэффициент корреляции (r) составил 
0,9996, что соответствует установленным требованиям 
(не менее 0,9900).

Правильность

По причине отсутствия свободного от полипре- 
нолов плацебо опытные образцы для определе-
ния правильности методики были приготовлены на  
98%-м метаноле с суммарной концентрацией 2000, 
6000, 12 000, 18 000 и 24 000 нг/мл. По результатам 
хроматографического анализа рассчитывали содер-
жание суммы полипренолов в опытных образцах.  
Правильность определяли по значениям открываемо-
сти в процентах. Каждый опытный образец был про- 
анализирован в трех повторах.
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Полученные результаты отвечают критериям при-
емлемости. Среднее относительное значение суммар-
ного содержания полипренолов в опытных образцах 
находится в пределах доверительного интервала для 
средних значений открываемости).

Результаты оценки правильности определения 
полипренолов: 
 • Среднее значение открытия Z, % – 99,11.
 • Дисперсия (S2) – 9,58.
 • Стандартное отклонение (σ) – 3,09.
 • Коэффициент вариации (CV), % – 3,12.
 • Стандартная ошибка среднего (SEM) – 0,80.
 • Число степеней свободы, f – 14.
 • Критическое значение t-критерия Cтьюдента (p = 

0,05) – 2,14.
 • Доверительный интервал (±ΔZ), % – 1,57.
 • Нижняя граница доверительного интервала, %  –  

97,55.
 • Верхняя граница доверительного интервала, %  –  

100,68.

Прецизионность

В соответствии с требованиями ОФС.1.10012 
прецизионность методики оценивали по показате-
лю повторяемости (сходимости) (таблица  4). С этой 
целью проводили анализ содержания полипрено-

лов в 6 образцах субстанции, полученной из Ginkgo 
biloba  L. Пробоподготовку образцов осуществля-
ли по вышеописанной методике, после чего каж-
дый раствор анализировали по 3 раза, затем были 
рассчитаны величины средней концентрации поли-
пренолов в образце, а также дисперсия. Для оценки 
однородности распределения дисперсий использо-
вали критерий Кохрена. Было установлено, что рас-
считанное значение критерия не превышало крити-
ческое (p = 0,95; f = 17) .

Диапазон применения

Исходя из полученных результатов оценки линей-
ности, правильности и прецизионности, сделан вы- 
вод, что аналитическая область разработанной мето-
дики составляет от 0,5 (ПКО) до 25 мкг/мл, что соот- 
ветствует содержанию полипренолов (С70 – С100) в 
субстанции в диапазоне от 2,5 до 125 %.

Устойчивость

Валидируемая методика не содержит параметров, 
на которые могут оказывать влияние неконтролируе-
мые отклонения в условиях анализа или окружающей 
среды. При замене хроматографической колонки сле-
дует проводить верификацию методики по парамет- 
ру «прецизионность».

Рисунок 3. Общая хроматограмма стандартного образца полипренолов (14–20) с суммарной концентрацией 20 000 нг/мл

Figure 3. General chromatogram of a standard sample of polyprenols (14–20) with a total concentration of 20 000 ng/m
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Рисунок 4. Хроматограммы растворителя (A), образца субстанции (Б) и стандартного раствора (В) полипренолов

Figure 4. Chromatograms of solvent (A), sample substance (B) and standard solution (C) of polyprenols

Рисунок 5. Калибровочный график зависимости нормированной на IS суммарной площади пиков (AUC) полипренолов 
(C70 – C100) от их общей концентрации в стандартном растворе

Figure 5. Calibration plot of the IS-normalized total peak area (AUC) of polyprenols (C70 – C100) versus their total concentration in the 
standard solution
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана и валидирована методика количест- 

венного определения полипренолов с применением 
ВЭЖХ-МС/МС. Практическая значимость проделанной 
работы заключается в возможности применения раз-
работанной методики в целях установления содержа-
ния отдельных гомологов полипренолов (C70 – C100) 
в лекарственных препаратах или фармацевтических 
субстанциях. Так, с помощью данной методики было 
выявлено, что в субстанции полипренолов, получен-
ной из Ginkgo biloba L., фракция C70 – C100 составляет  
в среднем 76 %. По результатам анализа субстанции, 
полученной из Picea abies L., установлено, что она 
состоит из полипренолов C70 – C100 в среднем на  
95 %. Диапазон применения разработанной методики 
составляет от 2,5 до 125 %.
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Таблица 4. Результаты оценки сходимости при количественном определении полипренолов

Table 4. Results of convergence assessment in polyprenols quantification

Образец
Sample

№ 1 № 2 № 3 № 4 № 5 № 6

∑ AUC полипренолов / AUC IS
∑ AUC of polyprenols / AUC IS

6,40 6,35 6,24 5,90 6,40 6,17
6,23 6,36 6,39 6,08 6,21 6,33
6,43 6,36 6,37 6,22 6,48 6,24

Установленная концентрация в образце, нг/мл
Determined concentration in sample, ng/ml

15493 15369 15088 14254 15497 14919
15079 15387 15463 14691 15013 15317
15568 15402 15430 15052 15702 15094

Содержание полипренолов (C70 – C100) в субстан-
ции, %
Content of polyprenols (C70 – C100) in the substance, %

77,47 76,85 75,44 71,27 77,49 74,60
75,39 76,94 77,32 73,46 75,07 76,59
77,84 77,01 77,15 75,26 78,51 75,47

Среднее значение, %
Mean value, %

76,90 76,93 76,64 73,33 77,02 75,55

Дисперсия
Dispersion

1,74 0,01 1,08 4,00 3,12 1,00

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods
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