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Целью настоящего исследования стали разработка и валидация количественного определения методов титрованиz 

и ВЭЖХ и сравнение их по воспроизводимости. Разработка новых подходов к контролю качества требует стандартизации 
фармацевтической продукции с использованием современных методов количественного анализа. Разработан и валидирован 
ВЭЖХ метод количественного анализа алкалоида аконитина. Статистическая обработка полученных результатов показа-
ла, что все исследуемые валидационные параметры находятся в пределах выбранных критериев приемлемости, что позво-
лило включить разработанную методику в нормативно технический документ Ts 03535440-017:2020.  В настоящее время 
методика используется при количественных анализах в производственном контроле. Проведено сравнение метода ВЭЖХ с 
методом безводного титрования алкалоидов по критерию Фишера. 

 
Ключевые слова: стандартизация, алкалоид, аконитин, ВЭЖХ, метод, валидация, сравнение 

YuSSX YORDAMIDA AKONITIN ALKALOIDINI MIQDORIY TAHLILI  
VA UNI TITRLASH USULI BILAN TAQQOSLASH 
 
Dilnoza MUTALOVA (noza-gold@mail.ru), Obidjon JURAEV (Jurayevobidjan@gmail.com),  
Alimjan SADIKOV (sadikov48@list.ru), Shomansur SAGDULLAEV (ixrv@mail.ru ) 
Oꞌsimlik moddalari kimyosi instituti, Toshkent, Oꞌzbekiston   
 

Ushbu tadqiqotning maqsadi titrlash va YuSSX usullarini miqdoriy aniqlashni ishlab chiqish, validatsiyasi va ularni qayta ti-
klanuvchanlik mezoni bilan solishtirish. Sifatni nazorat qilishda yangi yondashuvlarni ishlab chiqish zamonaviy miqdoriy tahlil usullaridan 
foydalangan holda farmatsevtika mahsulotlarini standartlashtirishni talab qiladi. HPLC akonitin alkaloidini miqdoriy tahlil qilish usuli 
ishlab chiqilgan va tasdiqlangan. Olingan natijalarni statistik qayta ishlash shuni koꞌrsatdiki, oꞌrganilayotgan barcha tasdiqlash parametr-
lari tanlangan qabul qilish mezonlari doirasida, shuning uchun ishlab chiqilgan usul Ts 03535440-017:2020 meꞌyoriy-texnik hujjatiga 
kiritilgan va ishlab chiqarishni nazorat qilishda miqdoriy tahlillarda qoꞌllaniladi. HPLC usulini Fisher mezoniga koʻra alkaloidlarni suvsiz 
titrlash usuli bilan taqqoslash ham amalga oshirildi. 

 
Каlit soꞌzlar: standartlashtirish, alkaloid, akonitin, YuSSX, usul, validatsiya, taqqoslash  

HPLC METHOD FOR THE QUANTITATIVE DETERMINATION OF  
ACONITINE ALKALOID AND COMPARISON WITH  
THE TITRATING METHOD 
 
Dilnoza MUTALOVA (noza-gold@mail.ru), Obidjon JURAEV (Jurayevobidjan@gmail.com),  
Alimjan SADIKOV (sadikov48@list.ru), Shomansur SAGDULLAEV (ixrv@mail.ru ) 
Institute Chemistry of Plant Substances, Tashkent, Uzbekistan 
 

The aim of this study was to develop and validate the quantitative determination of titration and HPLC methods and compare 
them in terms of reproducibility. The development of new approaches to quality control requires the standardization of pharmaceuti-
cal products using modern methods of quantitative analysis. An HPLC method for the quantitative analysis of akonitin alkaloids has 
been developed and validated. Statistical processing of the obtained results showed that all the studied validation parameters are 
within the selected acceptance criteria, therefore, the developed method is included in the regulatory technical document Ts 
03535440-017:2020 and is used in quantitative analyzes in production control. And also a comparison was made of the HPLC meth-
od with the method of anhydrous titration of alkaloids according to the Fisher criterion. 
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Введение 
Одним из подходов к расширению ас-

сортимента фитопрепаратов является получе-
ние и стандартизация фармацевтических суб-
станций растительного происхождения, таких 
как, например, алкалоиды, которые представ-
ляют собой высокую фармакологическую ак-
тивность. Однако введение в официальную 
медицинскую практику новых фармацевтиче-
ских субстанций растительного происхожде-
ния возможно только после их стандартиза-
ции, а именно: комплекса исследований по 
выбору критериев и норм, которые характери-
зуют качество данных продуктов [1-3]. 

В многообразии современных физико-

химических методов хроматография занимает 
одно из ведущих мест, так как позволяет осу-
ществить разделение веществ, их идентифика-
цию и количественное определение. Среди хро-
матографических методов высокоэффективная 
жидкостная хроматография занимает прочные 
позиции как селективный высокоточный метод 
анализа многокомпонентных лекарственных 
препаратов и биореактивов [4-8]. 

Аконитин является алкалоидом, получае-
мый из клубневого растения Aconitum karakoli-
cum (Аконит Караколский) и Aconitum Soongo-
ricum (Аконит Джунгарский), семейства люти-
ковых – Ranunculaceae в которых содержание 
аконитина составляет в пределах 0,2- 0,9% от 
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воздушно сухой массы сырья в зависимости от 
периода вегетации и места сбора [9-13]. 

В Центральной Азии растут два вида рас-
тений рода Aconitum – Aconitum karakolicum и 
Aconitum soongaricum, содержащие в своем 
алкалоидном составе аконитин. В сумме алка-
лоидов этих растений главным алкалоидом яв-
ляется аконитин [14, 15]. Но в зависимости от 
вида растительного сырья, от их места произ-
растания, от почвенно-климатических условий 
сопутствующими алкалоидами могут быть раз-
ные алкалоиды, такие как, караколин, мезако-
нитин, зонгорин, диоксиаконитин и др.  

 
 

C34H47O11N   М.м. 645,33 

Субстанция Аконитин применяется в ка-
честве биореактива медицинской практике для 
получения экспериментальной модели различ-
ных патологий сердца у лабораторных живот-
ных [16-18]. Также входит в состав гомеопати-
ческого препарата «Афлубин» (Германия) [19-
21]. 

Аконити́н (систематическое наименова-
ние 1α,3α,6α,14α,16β)-8-(ацетилокси)-20-этил-
3,13,15тригидрокси-1,6,16-триметокси-4-
(метоксиметил) аконитан-14-ила бензоат) -
органическое соединение, чрезвычайно токсич-
ный алкалоид растений рода аконит (борец), 
нейротоксин (рис. 1).  Близкий ему по 
свойствам алкалоид зонгорин C22H31NO3 обла-
дает сходными свойствами, но меньшей ток-
сичностью [22-25]. 

Алкалоид Аконити́н - это тонкие, белые 
кристаллы, растворимые в хлороформе, бензо-
ле, слабо в спирте и эфире, очень слабо в воде 
(226 мг/л при 22 °С). Температура плавления 
202-203 °C [26].  

Целью настоящего исследования стали 
разработка и валидация количественного опре-
деления методом титрования и ВЭЖХ и срав-
нение их по воспроизводимости. 

Методы исследования 
Объектом исследования служил биореак-

тив Аконитин, который разработан в Интитуте 
Химии растительных веществ. Разработали 
метод определения Аконитина в субстанциях 
методом потенциометрического титрования в 
безводной сфере. 

Критериями выбора оптимального соста-
ва растворителя служили наличие четко выра-
женного скачка на кривой потенциометриче-
ского титрования, а также количественное со-
держание определяемого вещества, рассчитан-
ное по результатам титрования. Титрование 
проводили с помощью микробюретки, точку 
эквивалентности фиксировали потенциометри-
чески. 

0,1 г субстанции биореактива (точная 
навеска) предварительно высушенного до по-
стоянной массы, помещли в коническую колбу 
со шлифом и добавляли 10 мл ледяной уксус-
ной кислоты, встряхивали до растворения.  Го-
товый раствор титровали 0,1Н раствором хлор-
ной кислоты до перехода фиолетовой окраски 
в синюю, используя индикатор - кристалличе-
ский фиолетовый. Параллельно проводили 
контрольный опыт. 1 мл 0,1Н раствора хлор-
ной кислоты соответствует 0,06453 г аконити-
на С34Н47О11N. 

Чтобы обеспечить наибольшую чувстви-
тельность разработанной методики при опреде-
лении примесей, был снят УФ-спектр поглоще-
ния стандартного раствора Аконитина на спек-
трофотометре Shimadzu UV-1800 с кварцевыми 
кюветами толщиною 10 мм, спектральным диа-
пазоном волн 190-1100 нм.  

Приготовления стандартного образца 
Аконитина: Около 0,1 г порошка рабочего 
стандартного образца поместили в мерную 
колбу вместимостью 100 мл, прибавили 20 мл 
подкисленной воды и поместили в 
ультразвуковую ванну до растворения. Объем 
содержимого колб доводили до метки тем же 
растворителем и перемешивали. 

Методика ВЭЖХ обладает наибольшей 
специфичностью среди методик количествен-
ного определения, что определяется особенно-
стями данного аналитического метода, однако 
требует использования стандартного образца. 
В качестве стандартного образца взят образец 
Аконитина, каталог фирмы «LATOXAN» но-
мер продукта 302-27-2.  
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Рисунок 1. Структурная формула аконитина. 



 

 

3'2022 K  I  M  Y O  
v a  k i my o  t e x n o l o g i y a s i  

CHEMISTRY AND CHEMICAL ENGINEERING 
ХИМИЯ И ХИМИЧЕСКАЯ ТЕХНОЛОГИЯ 

65 

Жидкостная хроматография проводилась 
на жидкостном хроматографе высокого давле-
ния Agilent 1100 series (Agilent Technologies 
Inc., США), оснащенном 4-градиентным насо-
сом, дегазатором, петлевым инжектором и де-
тектором с переменной длиной волны (VWD), 
колонкой Zorbax Eclipse XDB C8 4,6x150 FR 
1,0, в следующих условиях, представленных в 
таблице 1. 

Приготовление подвижной фазы. При-
готовление 0,1% водного раствора ортофос-
форной кислоты. В колбу 500,0 мл водой кап-
лями прибавляли ортофосфорную кислоту до 
рН=2 и перемешивали. Для дегазации помеша-
ли колбу в ультразвуковую баню.  

В случае высокой концентрации Акони-
тина (более 0,10 мг/мл) из объема V (100 мл) 
отбирали аликвоту в 10 мл и разбавляли сме-
сью ацетонитрила и воды в N раз. Разбавление 
учитывали при расчете концентрации. 

Описание методики. В хроматограф, вы-
веденный на рабочий режим, 5 раз вводят ис-
пытуемый раствор. На хроматограммах иден-
тифицируют пик Аконитина и определяют их 
площадь. Время удерживания составляет при-
мерно 4,6 мин.  

Определяют параметры пригодности си-
стемы. 

1) коэффициент емкости (k`) = 2,83 
(более 2,0);  

2) эффективность (число теоретических 
тарелок) (N) = 2116 (более 2000);  

3) фактор асимметрии пика (As) = 0,87 
(не более 1,5).  

4) разрешение (Rs) не определяется, так 
как в системе наблюдается только один пик. 

Приготовление стандартного раствора 
субстанции биореактива Аконитина. Навеску 
стандартного образца Аконитина около 10 мг 
(точная навеска) помещали в мерную колбу 
вместимостью 100 мл, добавляли 30 мл смеси 
ацетонитрила и воды (подкисленная вода) 
(50/50), перемешивали до полного 
растворения, доводили объем до метки тем же 
растворителем и перемешивали, получая 
исходный раствор с концентрацией около 0,1 
мг/мл. 

Приготовление испытуемого раствора 
субстанции биореактива Аконитина. Навеску 
испытуемого образца Аконитина около 10 мг 
(точная навеска) помещали в мерную колбу 
вместимостью 100 мл, добавляли 30 мл смеси 
ацетонитрила и воды (подкисленная вода) 
(50/50), перемешивали до полного 
растворения, доводили объем до метки тем же 
растворителем и перемешивали, получая 
исходный раствор с концентрацией около 0,1 
мг/мл. 

Количественное содержание алкалоида 
Аконитина методом титрования в процентах 
(Х) рассчитали по следующей формуле: 

 

 
 

где: а – масса навески в г; V – объем титранта 
(мл), израсходованный на титрование в основ-
ном опыте, в мл; V – объем титранта (мл), из-
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Таблица 1 
Условия ВЭЖХ анализа Аконитина 

Параметры 

Насос 

-состав подвижной фазы А-буферный раствор 
(Ортофосфорная кислота) 
В-ацетонитрил 

-режим элюирование Изократическое элюирование A:B (65:35) 

-скорость потока 1,0 мл/мин 

Инжектор 

-объём ввода 20 мкл 

Детектирование УФ-спектрофотометрическое при λ=230±2 нм 

Хроматографические характеристики методики 

примерное время удерживания, мин. (tR) 4,6 мин 
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расходованный на титрование в контрольном 
опыте, в мл; К – поправочный коэффициент 0,1 
М раствора хлорной кислоты; 

Содержание Аконитина в субстанциях 
варьировался от 96,0 до 101,0%. 

Расчет определения алкалоида Аконити-
на методом ВЭЖХ в биореактиве проводили 
по формуле: 

  , 
где: Х – процентное содержание аконитина; 
Sисп – площадь пика испытуемого раствора; Sст 

– площадь пика стандартного раствора; mисп – 
масса навески испытуемого образца, в г; mст – 
масса навески стандартного образца, в г; Vисп – 
объем раствора испытуемого образца, в мл; Vст 

– объем раствора стандартного образца, в мл; Р 
– процентное содержание стандартного образ-
ца, в %. 

Валидацию аналитической методики 
проводили в соответствии с ОФС 1.1.0012.15 
«Валидация аналитической методики», 
«Статистическая обработка результатов хими-
ческого эксперимента» ГФ ХII. 

Результаты и обсуждение 
Для оценки пригодности предлагаемой 

методики была проведена её валидация. В 
соответствии с рекомендациями проводили 
одновременное изучение линейности, пра-
вильности и прецизионности (сходимости) 
предлагаемой методики. Были проведены 
восемь количественных определений в пре-
делах аналитической области методики (80-
120%). Полученные данные приведены в таб-
лице 2. 

На основании данных, представленных 
в таблице 2, методика может быть признана 
правильной. Численное значение коэффици-
ента нормированных отклонений 
(коэффициента Стьюдента), рассчитанное по 
результатам анализа, составило t = 2,35, что 
ниже табличного значения коэффициента 
Стьюдента, который при степени свободы 
f=7 и доверительной вероятности 95% равен 
2,37, т.е. tвыч < tтабл. Таким образом, результа-
ты, полученные данным методом, являются 
правильными и не отягощены систематиче-
ской ошибкой.  
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Таблица 2 
Результаты количественного определения Аконитина и его метрологическая характеристика 

Уровень № Навеска,г Объем титранта, 
мл 

Найдено, г Найдено, % 

  
  

1 

1 0,1120 5,40 0,1111 99,21 

2 0,1220 5,98 0,1216 99,75 

3 0,1301 6,36 0,1287 99,00 

4 0,1415 6,92 0,1401 99,05 

  
  

2 

5 0,1500 7,32 0,1500 100,02 

6 0,1605 7,79 0,1605 100,00 

7 0,1705 8,36 0,1687 99,00 

8 0,1804 8,80 0,1788 99,12 

V0=1,55; К=1,002 

Параметры линейной зависимости 
 «навеска − объем титранта» 

Метрологическая характеристика результатов 
определений 

b=49,195 
a=0,06 

y = 49,195x - 0,06 
R² = 0,9992 

r=0,9995 
  

n=8, f=7 
Xср =99,39 
S2=0,159 
S=0,6715 
P,%=95 

t(P,f)=2,37 
F(Р,f1,f2) =4,21 

±∆x=0,56 
ε,%=1,6 

ὲ,%=0,56 
RSD,%=0,45 
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График линейной зависимости объема тит-
ранта от массы субстанции Аконитина представ-
лен на рисунке 2. 

По результатам УФ-спектрометрии в ка-
честве аналитической волны выбрана длина 
волны 230 нм, поскольку в данной области 
спектра изучаемые вещества характеризуются 

мак-

симальным поглощением (рис. 3), что в итоге 
обеспечит наибольшую чувствительность. 

Специфичность методики доказана на 
основании сопоставления полученных хрома-
тограмм стандартного раствора субстанции 
Аконитина, модельной смеси с концентрацией 
Аконитина 0,1 мг/мл и используемого раство-
рителя. В результате анализа установили, что 
время удерживания раствора стандартного об-
разца Аконитина и анализируемой пробы на 
хроматограмме одинаковы (4,6 мин) (рис. 4). 
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Рисунок 2. График линейной зависимости объема титранта от массы субстанции Аконитина. 

Рисунок 4. Хроматограмма раствора субстанции Аконитина (в.у. 4,67мин). 

Рисунок 3. УФ-спектр поглощения раствора Аконитина. 
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Рисунок 5. График линейной зависимости площади пика (S) от концентрации (С) раствора биореактива Аконитин. 

№ 
Взято, 
мкг/мл 

(С1) 

Найдено, 
мкг/мл (С2) 

Абсолютная 
ошибка, мг/мл 

(d=С2- С1) 

Относительная 
ошибка, % 

(Y=dx100/С1) 

Найдено, 
% 

Метрологические 
характеристики 

(Р=95%, n=7) 
1 10,00 9,9770 -0,023 -0,23 99,77 

Xср =99,81 
S2=0,017 
S=0,131 
P,%=95 

t(P,f)=2,78 
F(Р,f1,f2) =4,21 

±∆x=0,122 
ε,%=0,323 
ὲ,%=0,122 

RSD,%=0,046 

2 10,25 10,238 -0,011 -0,11 99,89 
3 10,12 10,106 -0,013 -0,13 99,87 
4 10,54 10,521 -0,018 -0,18 99,82 
5 10,15 10,127 -0,022 -0,22 99,78 
6 10,10 10,079 -0,020 -0,20 99,80 
7 10,00 9,9790 -0,021 -0,21 99,79 

Таблица 3 
Результаты количественного определения алкалоида аконитин субстанции биореактива Аконитин 

методом ВЭЖХ 

На основании графика зависимости 
площади полученных пиков от концентра-
ции стандартного образца в модельных сме-
сях была доказана линейность методики в 
диапазоне концентраций Антиаритмина от 
1.56 мкг/мл до 50,00 мкг/мл. Полученные 
результаты показали, что существует 
линейная зависимость между площадью 
пика и количеством алкалоида грамина, 
нанесенного на колонку, что 
подтверждается значением коэффициента 
корреляции: R2=1 (рис. 5).  

Результаты количественного опреде-
ления Аконитина в биореактиве Аконитин 
показаны в таблице 3. 

Для оценки прецизионности 
(сходимости) результатов был рассчитан 
коэффициент вариации (RSD), не превыша-
ющий 1% (0,046%). 

Предел обнаружения (LOD) Акони-
тина был установлен на уровне 0,153 мкг/
мл. Предел количественного определения 
(LOQ) составил 0,473 мкг/мл. Пределы 
устанавливали согласно отклонениям сиг-
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Таблица 4 
Расчет определения внутрилабораторной прецензионности количественного определения алкалоида 

аконитина в субстанции биореактива Аконитин методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии 

    
Хi, % 

  
Хср, % 

  
S2 

  
S 

  
±∆x,% 

  
ὲ,% 

  
|Xcр1-Xcр2| 

 
(t(P,f)=2,45) 

1-й 99,81   
  
  
99,80 

  
  
  
0,0048 

  
  
  
0,11 

  
  
  
0,1044 

  
  
  
0,1046 

0,03 0,56 

99,82 
99,79 
99,80 
99,82 
99,81 
99,79 

2-й 99,84   
  
  
99,83 

  
  
  
0,007 

  
  
  
0,14 

  
  
  
0,1332 

  
  
  
0,1334 

99,86 
99,85 
99,85 
99,80 
99,82 
99,83 

нала и угловому коэффициенту калибро-
вочного графика. 

Внутрилабораторную прецизион-
ность оценивали по результатам опреде-
ления Аконитина: 2 раствора, приготов-
ленные разными химиками-аналитиками. 
Анализ проводили по методике количе-
ственного определения алкалоида акони-
тин в субстанции методом ВЭЖХ. Каж-
дый химик хроматографировал 7 раз по 
три повторности, на приведенной ниже 
таблице приведены средние значения ре-
зультатов. 

Результаты проведенного определе-
ния обобщены в таблице 4. 

Значения Х - для различных дней 
должны быть статистически неотличимы, что 
при отсутствии грубых погрешностей свиде-
тельствует об удовлетворительной внутрила-
бораторной прецизионности.  

Для проверки внутрилабораторную 
прецензионность рассчитывают средне-
взвешенное стандартное отклонение S0:  

, 
где: S1 – стандартное отклонение результатов 
первого химика; S2 – стандартное отклонение 
результатов второго химика; 2 – количество 
дней измерений. 

Модуль разницы между средними зна-
чениями Х— для различных дней должен удо-
влетворять соотношению: 

 
0,03≤0,56, 

где f = 4 (n-1), n – число параллельных измере-
ний. 

Из приведенных в таблице 4 
результатов можно сделать вывод о том, что 
данная методика характеризуется удовлет-
ворительной внутрилабораторной прецензион-
ностью. 

При сравнении воспроизводимости 
двух методов анализа с оценками дисперсий 
s1

2  и  s2
2  (s1

2  ˃  s2
2) вычисляют критерий Фи-

шера F: 
 

Fтабл. 4,21 (Р=95 %, f1=7 и f2 = 6) 
Fрассч.= s1

2  /  s2
2=0,159/0,017=9,35 

 
При равенстве F(Р, f1, f2)˂Fрассч разли-

чие дисперсий s1
2  и  s2

2  признается статисти-
ческим с вероятностью Р, что позволяет сде-
лать заключение о более высокой воспроизво-
димости второго метода. 

Относительная ошибка метода 
количественного определения алкалоида 
Аконитин в субстанции биореактива методом 
ВЭЖХ низка, что указывает на высокую 
точность метода. 

 
Заключение 
Разработана методика количественного 

определения Аконитина в субстанции методом 
ВЭЖХ. В результате валидации установлена 
ее специфичность, линейность, прецизион-
ность, правильность. Относительная ошибка 
метода количественного определения 
Аконитина в субстанции препарата методом 
ВЭЖХ низка, что указывает на высокую 
точность метода. 
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Осуществлено сравнение воспроизво-
димости двух методов количественного опре-
деления Аконитина по критерию Фишера. По 
воспроизводимости получаемых результатов 

разработанная методика ВЭЖХ превышает 
методику безводного титрования, включенную 
в TУ, и может использоваться в качестве 
альтернативной. 
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