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«Количественное определение»
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Резюме. Оценка качества лекарственного растительного сырья «Валерианы лекарственной корневища с корнями», со-
гласно Государственной фармакопее Российской Федерации ХIV издания, проводится с использованием метода высо-
коэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Для количественного анализа действующих веществ в настойке 
валерианы используется неспецифическая и неселективная методика спектрофотометрического определения. Поэто-
му внедрение в отечественную практику более современной методики количественного определения действующих ве-
ществ в настойке валерианы является актуальным. Цель работы: разработка селективной и чувствительной методики 
количественного определения суммы сесквитерпеновых кислот в пересчете на валереновую кислоту методом ВЭЖХ 
для стандартизации настойки валерианы. Материалы и методы: объектами исследования являлись образцы настойки 
валерианы семи отечественных производителей, в качестве стандартного образца использовалась валереновая кисло-
та. Количественное определение действующих веществ проводилось двумя методами: спектрофотометрическим при 
длине волны 512 нм после реакции этилового эфира валереновой кислоты с гидроксиламином и железа(III) хлоридом, 
а также методом ВЭЖХ на колонке Nucleosil C18 размером 125×4,6 мм с размером частиц 5 мкм в условиях градиентно-
го элюирования с детектированием при 220 нм. Результаты: показано, что спектрофотометрическая методика анализа 
недостаточно специфична. Проведена валидация хроматографической методики, выбраны критерии пригодности си-
стемы и выполнено сравнение результатов анализа, полученных двумя методами. Установлено предварительное значе-
ние нормы содержания суммы сесквитерпеновых кислот в пересчете на валереновую кислоту, определяемого методом 
ВЭЖХ. Выводы: разработанная методика определения действующих веществ в настойке валерианы методом ВЭЖХ 
более специфична по сравнению со спектрофотометрической методикой, так как для расчетов предусматриваются учет 
суммы пиков валереновой и ацетоксивалереновой кислот и использование стандартного образца валереновой кисло-
ты. Методика соответствует принципу сквозной стандартизации и может быть рекомендована для включения в проект 
фармакопейной статьи на препарат «Валерианы настойка».
Ключевые слова: настойка; валериана лекарственная; ВЭЖХ; валереновая кислота; ацетоксивалереновая кислота; фар-
макопейные методы анализа; Tinctura Valerianae
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Current Approaches to Valerian Tincture Standardisation in Terms of Assay
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I. M. Morgunov
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Abstract. The quality control of the «Valerian rhizome and roots» herbal substance is carried out using high performance liquid 
chromatography (HPLC) according to the State Pharmacopoeia of the Russian Federation, XIV edition. The quantitative analysis 
of the active ingredients in valerian tincture is performed using a non-specific and non-selective spectrophotometric method. 
Therefore, it is important to introduce in Russia a more modern test procedure for quantitative determination of active ingredients 
in valerian tincture. The aim of the study was to develop a selective and sensitive HPLC procedure for quantitative determination of 
the total content of sesquiterpenic acids, expressed as valerenic acid, for the purpose of valerian tincture standardisation. Materials 
and methods: valerian tincture samples produced by seven Russian manufacturers were used as test samples, and valerenic acid was 
used as the reference standard. The quantitative analysis of the active ingredients was performed by two methods: spectrophotometry 
at 512 nm following the reaction of valerenic acid ethylester with hydroxyalamine and ferric chloride, and by HPLC using 
a Nucleosil C18 column, 125×4.6 mm, 5 µm particle size, in gradient elution mode, with detection at 220 nm. Results: the 
spectrophotometric technique was shown to be insufficiently specific. The authors of the study validated the chromatographic 
test procedure, established system suitability criteria, and compared the results obtained by the two test procedures. They also 
determined a tentative standard of the total content of sesquiterpenic acids, expressed as valerenic acid, obtained by HPLC. 
Conclusions: the HPLC assay developed for quantitative determination of active ingredients in valerian tincture is more specific 
as compared to the spectrophotometric technique, as the sum of the peaks of valerenic and acetoxyvalerenic acids and the results 
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Валериана лекарственная (Valeriana officinalis L., 
сем. Валериановые — Valerianaceae) является од-
ним из самых популярных средств растительного 
происхождения, обладающих седативным, анксио-
литическим и стресспротекторным действием [1]. 
Препараты валерианы лекарственной широко ис-
пользуются во всем мире благодаря богатому со-
ставу биологически активных веществ. Валерианы 
лекарственной корневища с корнями (Valeriana 
officinalis rhizomata cum radicibus) содержат большое 
количество эфирного масла, основную часть ко-
торого составляют сесквитерпены, монотерпены, 
борнилизовалерианат, γ-аминомасляная кислота, 
изовалериановая кислота, тритерпеновые гликози-
ды, дубильные вещества [2–4]. Препараты валери-
аны лекарственной выпускаются в различных ле-
карственных формах, в том числе и в виде настоек. 
Использование одинаковых методов и одних и тех 
же биологически активных соединений для количе-
ственного определения в лекарственном раститель-
ном сырье и в препаратах на их основе лежит в осно-
ве принципа сквозной стандартизации.

По ФС.2.5.0009.15 «Валерианы лекарственной 
корневища с корнями» предусмотрены две мето-
дики количественного определения: экстрактив-
ных веществ, извлекаемых 70 % спиртом этило-
вым, и суммы сесквитерпеновых кислот в пересчете 
на валереновую кислоту методом высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ).

Согласно ФС 42-3865-99 «Настойка валериа-
ны», проводится спектрофотометрическое опреде-
ление суммы сложных эфиров карбоновых кислот 
в пересчете на этиловый эфир валереновой кислоты. 
Недостатками данной методики являются низкие 
селективность и специфичность. Отсутствие четко-
го максимума поглощения на спектре испытуемого 
раствора при длине волны 512 нм и оценка по удель-
ному показателю поглощения без использования 
стандартного образца определяют недостаточную 
селективность методики [5, 6]. О низкой специфич-
ности этой основанной на гидроксамовой пробе 
методики свидетельствует то, что она была включе-
на в нормативные документы для количественной 
оценки суммы иридоидов в пересчете на гарпагида 
ацетат в настойке пустырника и содержания иридо-
идов в пересчете на пионифлорин в настойке пиона 
уклоняющегося.

В монографии «Валерианы настойка», соглас-
но Европейской фармакопее и Фармакопее США, 

нормируется содержание сесквитерпеновых кис-
лот в пересчете на валереновую кислоту (не менее 
0,015 %). Определение проводят методом ВЭЖХ.

Учитывая вышесказанное, представляет ин-
терес внедрение в отечественную практику более 
современной методики количественного анализа 
действующих веществ настойки валерианы с ис-
пользованием метода ВЭЖХ, имеющего высокие 
чувствительность, точность и селективность, а также 
пригодность для анализа сложных смесей без пред-
варительного разделения.

Цель работы — разработать методику количе-
ственного определения суммы сесквитерпеновых 
кислот методом ВЭЖХ в лекарственном препара-
те «Валерианы настойка» на основании методики, 
используемой для оценки качества лекарственного 
растительного сырья «Валерианы лекарственной 
корневища с корнями».

Для достижения поставленной цели необходи-
мо было решить следующие задачи:

- выбрать методику приготовления испытуемо-
го и стандартного растворов, провести исследова-
ния полученных растворов в хроматографических 
условиях по методике, используемой для стандарти-
зации лекарственного растительного сырья валери-
аны лекарственной;

- провести проверку пригодности хроматогра-
фической системы, определить основные критерии 
теста в условиях разработанной методики;

- оценить возможность замены спектрофотоме-
трической методики на методику ВЭЖХ;

- установить нормы содержания суммы сескви-
терпеновых кислот в пересчете на валереновую кис-
лоту при анализе по разработанной методике ВЭЖХ 
с использованием образцов препарата различных 
производителей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объектов исследования использова-
ны образцы валерианы настойки семи отечествен-
ных производителей (№ 1–7).

В ходе первой части исследования проведе-
но определение суммы сложных эфиров в каж-
дом образце в пересчете на этиловый эфир вале-
реновой кислоты методом спектрофотометрии по  
ФС 42-3865-99. Экстракцию 1,5 мл настойки прово-
дили смесью хлороформа и спирта 96 %. После про-
ведения реакции с гидроксиламином, железа(III) 

for the reference standard are taken into account during calculations. The new test procedure is in line with the crosscutting 
standardisation principle and can be recommended for inclusion into the draft monograph «Valerian tincture».
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хлоридом и хлористоводородной кислотой проводили 
измерение оптической плотности раствора при длине 
волны 512 нм. Регистрацию спектров поглощения 
проводили на спектрофотометре Agilent 8453.

Во второй части работы определение действую-
щих веществ в тех же образцах проводили методом 
ВЭЖХ. Нами были использованы хроматографи-
ческие условия в соответствии с методикой опре-
деления суммы сесквитерпеновых кислот в пере-
счете на валереновую кислоту по ФС.2.5.0009.15 
«Валерианы лекарственной корневища с корнями». 
Для приготовления испытуемого раствора исходную 
настойку фильтровали через мембранный нейлоно-
вый фильтр с размером пор 0,45 мкм (CHROMAFIL® 
Xtra PA 45/25).

Каждый испытуемый образец анализировали 
в виде трех параллельных проб, по результатам из-
мерений рассчитывали относительное стандартное 
отклонение (RSD).

Для приготовления раствора стандартно-
го образца использовали стандартный образец 
валереновой кислоты производства HWI group 
(кат. № 0201-05-95), содержание основного ве-
щества в котором составляло 96,84 %. В качестве 
раствора стандартного образца использовали 
0,01 % раствор валереновой кислоты в спирте 96 % 
для проведения испытания в соответствии с мето-
дикой и 0,5 % раствор валереновой кислоты в спир-
те 96 % для приготовления модельных смесей. 
Было приготовлено параллельно два стандартных 
раствора валереновой кислоты (СО1 и СО2). СО1 
хроматографировали шесть раз и определяли отно-
сительное стандартное отклонение (RSD) для кон-
троля воспроизводимости методики. Раствор СО2 
использовали для контроля точности приготовле-
ния стандартных образцов, открываемость кото-
рых должна составлять от 98 до 102 %.

Использованное оборудование: жидкостный 
хроматограф Agilent 1260 Infinity II; электронные 
весы Mettler Toledo XPE205DR; система очистки 
воды Milli-Q Integral 5.

Испытание проводили на колонке разме-
ром 125×4,6 мм, заполненной сорбентом октаде-
цилсилилсиликагель (Nucleosil C18) с раз мером 
частиц 5 мкм в условиях градиентного элюиро-
вания (табл. 1). Детектирование осуществляли 
при длине волны 220 нм. Скорость потока состав-
ляла 1,0 мл/мин, температура колонки 25 °С, объ-
ем пробы — 10 мкл. Подвижная фаза А — ацето-
нитрил, подвижная фаза В — раствор фосфорной 
кислоты концентрированной 5,0 г/л в воде.

Время удерживания пика валереновой кислоты 
в описанных условиях составляло около 13 мин. От-
носительное время удерживания ацетоксивалерено-
вой кислоты (по валереновой кислоте) — 0,5.

Для расчета содержания суммы сесквитерпено-
вых кислот в пересчете на валереновую кислоту ис-
пользовали суммарную площадь пиков валереновой 
и ацетоксивалереновой кислот.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Спектрофотометрическое определение действу-
ющих веществ в препарате проводится по удель-
ному показателю поглощения продукта реакции 
этилового эфира кислоты валереновой с гидрок-
силамином и железа(III) хлоридом, который опре-
делен при длине волны 512 нм. На рисунке 1 пред-
ставлен спектр поглощения испытуемого раствора 
валерианы настойки в области от 400 до 650 нм и по-
казано, что длина волны 512 нм не соответствует 
максимуму поглощения раствора.

В соответствии с нормативной документаци-
ей содержание суммы сложных эфиров в пересче-
те на этиловый эфир валереновой кислоты должно 
быть не менее 0,3 %. Результаты анализа испытуе-
мых образцов № 1–7, полученные спектрофотоме-
трическим методом, находились в диапазоне от 0,35 
до 0,45 % (табл. 2).

При анализе методом ВЭЖХ по разрабо-
танной методике предусмотрено использование 
стандартного образца валереновой кислоты. На  
рисунке 2 представлена хроматограмма раствора  

Таблица 1. Программа градиентного элюирования для определения суммы сесквитерпеновых кислот

Table 1. Gradient elution programme used to determine the total content of sesquiterpenic acids

Время, мин
Time, min

Подвижная фаза А, об. %
Mobile phase A, percent V/V

Подвижная фаза В, об. %
Mobile phase B, percent V/V

0–5 47 53

5–7 47→50 53→50

7–9 50 50

9–16 50→60 50→40

16–20 60 40

20–25 60→100 40→0

25–30 100→47 0→53

30–45 47 53
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стандартного образца валереновой кислоты и ис-
пытуемого раствора образцов валерианы настойки, 
полученные в описанных выше условиях. Время 
удерживания пика валереновой кислоты на хро-
матограмме раствора испытуемого образца соот-
ветствовало времени удерживания основного пика 
на хроматограмме раствора стандартного образ-
ца — 12,98 мин.

Время удерживания ацетоксивалереновой кис-
лоты в описанных условиях составило около 6 мин 
(рис. 2), при этом ее относительное время удержи-
вания по валереновой кислоте соответствовало ука-
занному в ФС.2.5.0009.15 и составило 0,5.

Была проведена оценка пригодности хромато-
графической системы по следующим параметрам:

- значение асимметрии пиков валереновой 
кислоты на хроматограммах испытуемых раство-
ров и раствора стандартного образца находилось 
на уровне 0,8;

- эффективность колонки по пику валерено-
вой кислоты на хроматограммах испытуемого рас-
твора и раствора стандартного образца составило  
11 200 теоретических тарелок;

- относительное стандартное отклонение пло-
щади пика валереновой кислоты на хроматограммах 
раствора стандартного образца для 6 определений 
составило 0,06 %.

С учетом фактически полученных результа-
тов для оценки пригодности хроматографиче-
ской системы были установлены следующие тре-
бования:

- значение асимметрии пиков валереновой кис-
лоты на хроматограммах раствора стандартного об-
разца должно быть не более 2,0;

- эффективность колонки по пику валереновой 
кислоты на хроматограммах раствора стандартного 
образца должно быть не менее 2000 теоретических 
тарелок;

- относительное стандартное отклонение пло-
щади пика валереновой кислоты на хроматограммах 
раствора стандартного образца для 6 определений 
должно быть не более 5,0 %.

На хроматограмме раствора испытуемого образ-
ца отмечалось четкое разделение пиков валерено-
вой и ацетоксивалереновой кислот (рис. 2).

Содержание суммы сесквитерпеновых кислот 
в пересчете на валереновую кислоту в испытуемых 
образцах составило от 0,015 до 0,025 % (табл. 2). 
Полученные результаты согласуются с нормой,  
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Рис. 1. Спектр поглощения испытуемого раствора валериа
ны настойки

Fig. 1. The absorption spectrum of the valerian tincture test 
solution

Таблица 2. Сравнение результатов количественного определения действующих веществ в настойке валерианы, полу-
ченных двумя методами

Table 2. Comparison of the results of quantitative determination of active ingredients in valerian tincture obtained by two 
methods

Испытуемый 
образец

Test sample

Спектрофотометрический метод
Spectrophotometric method

Метод высокоэффективной жидкостной хроматографии
High performance liquid chromatography method

Содержание суммы сложных эфиров карбоновых 
кислот в пересчете на этиловый эфир валереновой 

кислоты (не менее 0,3 %)
The total content of carboxylic esters, expressed as 

valerenic acid ethyl ester (not less than 0.3 %)

Содержание суммы сесквитерпеновых кислот в пере-
счете на валереновую кислоту (не менее 0,015 %)

The total content of sesquiterpenic acids, expressed as 
valerenic acid (not less than 0.015 %)

Результат 
анализа, %

Test result, %

Относительное стандартное  
отклонение (RSD), %

Relative standard deviation (RSD), %

Результат 
анализа, %

Test result, %

Относительное стандартное  
отклонение (RSD), %

Relative standard deviation (RSD), %

1 0,35 0,5 0,015 0,3

2 0,40 0,9 0,025 0,1

3 0,39 1,3 0,022 0,2

4 0,35 0,8 0,020 1,0

5 0,38 1,5 0,017 0,2

6 0,45 1,1 0,019 0,1

7 0,23 1,9 0,009 0,1
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Рис. 2. Хроматограмма испытуемого раствора валерианы настойки. 1 — ацетоксивалереновая кислота; 2 — валереновая 
кислота. Условия анализа: колонка Nucleosil C18 125×4,6 мм (5 мкм); подвижная фаза: ацетонитрил — раствор фосфорной 
кислоты концентрированной 5,0 г/л в воде в режиме градиентного элюирования (табл. 1); скорость потока — 1,0 мл/мин; 
детектирование при 220 нм; температура колонки 25 °С, объем ввода пробы — 10 мкл

Fig. 2. Chromatogram obtained with the valerian tincture test solution. 1 — acetoxyvalerenic acid; 2 — valerenic acid. Test conditions: 
Nucleosil C18 column 125×4.6 mm (5 μm); mobile phase: acetonitrile — 5.0 g/L solution of concentrated phosphoric acid in water in 
the gradient elution mode (table 1); flow rate 1.0 mL/min; detection at 220 nm; column temperature 25 °C, injection volume — 10 μl

указанной в Европейской фармакопее и Фармако-
пее США — не менее 0,015 %.

В рамках валидационных исследований была 
проведена оценка специфичности, линейности, 
внутрилабораторной прецизионности, правильно-
сти, повторяемости. Оценку линейности проводили 
методом добавок в условиях повторяемости для сле-
дующих уровней диапазона методики: 80, 100, 120, 
140 и 160 % от нормируемого нижнего значения.

Для приготовления модельных смесей в мер-
ные колбы вместимостью 10 мл помещали по 5 мл 
настойки валерианы с содержанием суммы се-
сквитерпеновых кислот в пересчете на валерено-
вую кислоту — 0,0189 %, добавляли 0,5 % раствор 
стандартного образца валереновой кислоты в ко-
личестве, соответствующем валидируемому диапа-
зону (табл. 2), и доводили спиртом этиловым 70 % 
до метки. Регистрировали хроматограммы получен-
ных растворов в описанных выше условиях. Зависи-
мость содержания суммы сесквитерпеновых кислот 
в пересчете на валереновую кислоту в испытуемом 
образце (мг/мл) от площади пика валереновой кис-
лоты описывается уравнением y = 18186x + 127,59. 
Квадрат коэффициента корреляции составил 0,9989 
(должно быть не менее 0,995), что подтверждает ли-
нейность в рассматриваемом диапазоне.

Для оценки правильности определяли степень 
соответствия между известным истинным значе-
нием и значением, полученным по данной мето-
дике (отношение найденного содержания суммы 
сесквитерпеновых кислот к теоретическому со-
держанию действующих веществ в модельной 
смеси с добавкой валереновой кислоты). Резуль-
таты представлены в таблице 3. Правильность со-

ставила 98,34–101,70 %, что не выходит за пределы 
допустимого диапазона (критерий приемлемости 
97–103 %).

Сравнение результатов количественного опре-
деления действующих веществ в семи образцах на-
стойки валерианы методами спектрофотометрии 
и ВЭЖХ (табл. 2) позволило установить, что образ-
цы № 1–6 соответствуют установленным нормам 
независимо от используемого метода анализа.

Несоответствие заявленным требованиям, вы-
явленное в образце препарата № 7 при использо-
вании спектрофотометрического метода анализа, 
было подтверждено методом ВЭЖХ.

Таким образом, предложенная методика по-
зволяет получить достоверные и воспроизводимые 
результаты, является высокочувствительной, се-
лективной и может быть использована для коли-
чественного определения действующих веществ 
в валерианы настойке вместо методики спектрофо-
тометрического анализа.

По результатам проведенного исследования 
предлагаем установить предварительное значение 
нормы содержания суммы сесквитерпеновых кис-
лот в пересчете на валереновую кислоту, определя-
емое методом ВЭЖХ, на уровне «не менее 0,015 %».

ВЫВОДЫ

1. Предложен современный подход к стандар-
тизации настойки валерианы по показателю «Коли-
чественное определение».

2. Разработана методика определения суммы 
сесквитерпеновых кислот в пересчете на валерено-
вую кислоту методом ВЭЖХ для стандартизации на-
стойки валерианы, которую предлагается включить 



Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения 2019. Т. 9, № 4 
The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products 2019. V. 9, No. 4

270

Н. П. Антонова и др.
N. P. Antonova et al.

О
РИ

ГИ
Н

АЛ
ЬН

Ы
Е 

СТ
АТ

ЬИ
 /

 O
R

IG
IN

AL
 A

RT
IC

LE
S

Таблица 3. Результаты оценки правильности определения суммы сесквитерпеновых кислот методом ВЭЖХ

Table 3. The results of assessing the trueness of determination of the total content of sesquiterpenic acids by HPLC

Модель-
ная смесь

Model 
mixture 

Уровень 
диапазона 

методи-
ки, %

Method 
range, %

Количество 
аналита в 

испытуемом 
растворе, 
мг/10 мл

Amount of 
analyte in the 
test solution, 

mg/10 mL

Аликвота 
раствора СО 
валереновой 
кислоты, мл
Aliquot of the 
valerenic acid 
RS solution, 

mL

Теоретическое содер-
жание действующего 
вещества в испытуе-
мом растворе (с до-
бавкой СО), мг/мл
Predicted content of 

the active ingredient in 
the test solution (spiked 
with the RS), mg/mL

Площадь пика вале-
реновой кислоты на 
хроматограмме ис-
пытуемого раствора
Area of the peak due 
to valerenic acid in 
the chromatogram 

obtained with the test 
solution

Найдено,  
мг/мл

Results, 
mg/mL

Правиль-
ность, %

True-
ness, %

1
80

0,945

1,1 0,151
2861 0,149

98,34
2 2857 0,148

3
100 1,9 0,189

3577 0,190
100,26

4 3570 0,189

5
120 2,6 0,227

4292 0,230
100,66

6 4290 0,227

7
140 3,4 0,265

5008 0,271
101,70

8 5003 0,268

9
160 4,2 0,302

5723 0,305
100,50

10 5720 0,302

Примечание. СО — стандартный образец.
Note. RS — reference standard.

в нормативную документацию на препарат вместо 
методики спектрофотометрического анализа.

3. По результатам проведенной оценки при-
годности хроматографической системы установ-
лено, что разработанная методика пригодна, вос-
производима и позволяет получать достоверные 
результаты.

4. Разработанная методика ВЭЖХ отвечает 
требованиям сквозной стандартизации, отличается 
большей специфичностью и селективностью, так 
как для расчетов учитываются пики валереновой 
и ацетоксивалереновой кислот, используется стан-
дартный образец валереновой кислоты.

5. Установлены нормы содержания суммы се-
сквитерпеновых кислот в пересчете на валерено-
вую кислоту в условиях разработанной методики 
ВЭЖХ — не менее 0,015 %.

6. Методика может быть рекомендована для  
включения в проект фармакопейной статьи «Вале-
рианы настойка» для Государственной фармакопеи 
Российской Федерации.
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