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Разработана методика качественного и количественного анализа артеаннуина B в растительной массе травы Ar-

temisia annua ВЭЖХ-УФ методом, которая пригодна по своим валидационным характеристикам, таким как параметры 

специфичности (сходимости времен удерживания артеаннуина B в стандарте и пробе), пригодности хроматографиче-

ской системы (эффективности разделения), линейности (R2=0.99929 при y=9.38x+245.98), диапазона применения (от 50 

до 150%), точности в условиях повторяемости (RSD = 3.45%) и правильности (Z=100.36±0.56%), определенные экспе-

риментальным путем, находятся в пределах рекомендуемых значений. Чистота выделенного артеаннуина В подтвер-

ждена ИК-, 1H ЯМР-, 13C ЯМР-спектральными данными. Определены органолептические и физико-химические показа-

тели. Установлено, что в стандартном образце артеаннуина В допускается наличие примесей в количестве не более 1%. 

Установлено, что содержание артеаннуина В в растительном сырье травы Artemisia annua должно быть не менее 0.2%. 

Разработанная методика количественного определения артеаннуина В может быть использована для стандартизации 

травы Artemisia annua. 
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Исследования проводились в рамках проекта № ПЗ-20170928186 «Разработка технологии получения 

субстанции и лекарственной формы комплексного противогельминтного препарата «Гельминтабс» 

широкого спектра действия» (2018–2020 гг.). 

Введение 

Artemisia annua L. – полынь однолетняя при-

надлежит подроду Artemisia рода Artemisia 

(Asteraceae). Данный вид полыни наиболее широко 

распространен на равнинах и предгорьях Ташкент-

ской, Андижанской, Ферганской, Наманганской и 

Сырдарьинской областей Узбекистана. Основ-

ными вторичными метаболитами, продуцируе-

мыми полынью однолетней, являются биологиче-

ски активные сесквитерпеновые лактоны [1–4], 

среди которых мажорными лактонами Artemisia 

annua являются артемизинин (1) и артеаннуин В 

(2) (рис. 1) [5].  

В настоящее время артемизинин и его про-

изводные (артеметер, артезунат и др.) находят ши-

рокое применение в медицинской практике как эф-
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фективные противопаразитарные и противоопухолевые препараты [6–9]. В последние годы интенсифици-

рованы исследования экстрактов полыни однолетней, а также индивидуальных сесквитерпеновых лактонов 

артемизинина и артеаннуина В для выявления их противомикробной [10] и противогельминтной активно-

стей [11–13]. Исследованиями показано, что артемизинин и артеаннуин В обладают высокими противогель-

минтными свойствами. Отмечено, что по антигельминтной активности артеаннуин В превышает артемизи-

нин. Кадинанолид артеаннуин В входит в состав разрабатываемого в Институте химии растительных ве-

ществ Академии наук Республики Узбекистан комплексного противогельминтного препарата широкого 

спектра действия «Гельминтабс». Согласно вышеизложенному, трава полыни однолетней, несомненно, 

представляет интерес для медицинской практики. Одним из разделов внедрения лекарственного сырья в 

практику является разработка методик оценки его качества (стандартизация) [14]. 

Согласно литературным данным, разработаны различные методы количественного определения ар-

темизинина в полыни однолетней [15–22]. 

Однако для биологически активного сесквитерпенового лактона кадинанового типа артеаннуина В 

(2), обладающего высокой противопаразитарной активностью, качественная и количественная методики 

оценки его содержания в траве полыни однолетней не разработаны. 

Цель данного исследования – разработка и валидация ВЭЖХ-УФ методики определения содержания 

артеаннуина В в траве полыни однолетней, согласно современным требованиям с возможностью включения 

в проекты нормативно-технической документации. 

Экспериментальная часть 

Растительный материал. Для проведения исследований использовали траву Artemisia annua L., со-

бранную в Ташкентской области Узбекистана в 2018–2019 гг. Видовую принадлежность растения опреде-

лил заведующий лабораторией лекарственно-технических растений Института химии растительных ве-

ществ АН РУз, канд. биол. наук А.М. Нигматуллаев сопоставлением собранных гербарных образцов с гер-

барным материалом Artemisia annua L., хранящихся в Центральном гербарии Узбекистана (объединенные 

гербарии Ташкентского государственного университета и Института ботаники АН РУз). 

Получение рабочего стандартного образца (РСО) артеаннуина В. Воздушно-сухую измельченную 

траву Аrtemisia annua (1.250 кг) экстрагировали пятикратно смесью экстракционного бензина с хлорофор-

мом (95 : 5) в соотношении сырье-экстрагент 1 : 6 (вес-объем) с контактом фаз 8 ч. Объединенные экстракты 

сгущали на роторном испарителе до 1/10 от первоначального объема. Затем для осаждения балластных ве-

ществ сгущенный экстракт обрабатывали горячей водой в соотношении 2 : 1 (объем-объем). Оставляли на 

сутки. Выпавший осадок отделяли на нутч-фильтре. Сесквитерпеновые лактоны из спирто-водного филь-

трата извлекали органическим растворителем хлороформом, который затем сгущали до минимального объ-

ема. Сгущенную смолку перемешивали с активной окисью алюминия в соотношении 1 : 1 (вес-вес) и хро-

матографировали на колонке с активной окисью алюминия. Колонку промывали бензином для удаления 

липофильных соединений. При промывании колонки смесью бензин-этилацетат 95 : 5 выделили артемизи-

нин, затем при промывании колонки смесью бензин-этилацетат 9 : 1 – артеаннуин В. Контроль проводили 

методом ТСХ. При этом получили 5 г технического артеаннуина В. 

Для аналитических исследований и стандартизации сырья требуется наличие РСО артеаннуина В, 

который получали следующим образом: 5 г полу-

ченного по вышеописанной методике технического 

артеаннуина В помещали количественно в груше-

видную колбу, куда приливали также 5 мл смеси 

экстракционного бензина и этилацетата в объемном 

соотношении 9 : 1. Колбу помещали на водяную 

баню с обратным холодильником и доводили рас-

твор до кипения растворителя. По каплям добав-

ляли в колбу смесь экстракционного бензина и эти-

лацетата 9 : 1 до полноты растворения кристаллов. 

Грушевидную колбу вынимали из бани, закрывали 

притертой крышкой и оставляли до полного осты-
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Рис. 1. Сесквитерпеновые лактоны артемизинин 

(1) и артеаннуин В (2) 
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вания. Затем выпавшие кристаллы отфильтровывали на воронке Бюхнера под вакуумом, промывали холод-

ной смесью экстракционного бензина и этилацетата 9 : 1, сушили в сушильном шкафу при 40 С и получили 

4.5 г артеаннуина В. Затем 4.5 г артеаннуина В аналогично перекристаллизовывали из смеси экстракцион-

ного бензина и этилацетата в объемном соотношении 9 : 1, при этом получили 3.7 г РСО артеаннуина В. 

Качественные характеристики.  

1. На хроматографическую пластинку «Силуфол» УФ-254 (10×15) наносят в виде полосы длиной 3 

см 0.05 мл спиртового извлечения сырья полыни, рядом – полоса – 0.05 мл (100 мкг) раствора РСО артеан-

нуина В. Пластинку с нанесенными пробами высушивают на воздухе в течение 1 часа и хроматографируют 

восходящим способом в камере, предварительно насыщенной смесью растворителей бензол – спирт (9 : 1) 

в течение 30 мин. Когда фронт растворителей дойдет до финиша, пластинку вынимают из камеры, сушат на 

воздухе 10–15 мин и опрыскивают 1% раствором ванилина в концентрированной серной кислоте. На уровне 

пятна свидетеля должно проявиться пятно голубого цвета (артеаннуин В) с Rf = 0.42. 

2. В ИК-спектре спиртового извлечения должна наблюдаться интенсивная полоса поглощения карбо-

нильной группы лактонного цикла при длине 1769 см-1. 

ВЭЖХ-УФ методика количественного определения артеаннуина В.  

Приготовление раствора стандартного образца (стандартный раствор). Около 20 мг артеаннуина 

В (точная навеска) помещали в мерную колбу объемом 10 мл. Растворяли в 3 мл ацетонитрила при легком 

нагревании, затем доводили до метки тем же растворителем, перемешивали. Из данного первичного стан-

дартного раствора с концентрацией артеаннуина В 2 мг/мл разведением готовили остальные стандартные 

растворы, необходимые при калибровке. 

Приготовление аналитической пробы сырья (испытуемый раствор). Около 10 г (точная навеска) из-

мельченного сырья помещали в патрон из фильтровальной бумаги и экстрагировали в аппарате Сокслета 

96%-ным этиловым спиртом в течение 16 ч. Полученный раствор переливали в мерную колбу объемом 200 

мл и доводили 96% этиловым спиртом до метки (раствор А). 0.5 мл раствора А разбавляли 4.5 мл 96% эти-

лового спирта и перемешивали. Полученный раствор фильтровали через мембранный фильтр с размером 

пор 0.45 мкм в специализированные флаконы для ВЭЖХ анализа. 

Условия хроматографирования. Жидкостная хроматография проводилась на жидкостном хромато-

графе высокого давления Agilent 1100 series (Agilent Technologies Inc., США), оснащенном 4-градиентным 

насосом, дегазатором, петлевым инжектором и детектором с переменной длиной волны (VWD) в следую-

щих условиях: колонка Supelco Discovery HSC 18 (4.6×75 мм), оснащенная предколонкой Discovery HS C18 

(2 см × 4 мм, 3мкм, 120А); зернение сорбента – 3 мкм; подвижная фаза – 50% ацетонитрил в бидистиллиро-

ванной воде (об.); скорость потока – 1 мл/мин; детекция – УФ 220 нм; время удерживания артеаннуина В – 

4.2 мин; объем образца – 5 мкл. 

Содержание артеаннуина В в процентах определяется по формуле 

100
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где Sисп  значение площади пика артеаннуина В, вычисленное из хроматограмм испытуемого раствора; Sстд 

 значение площади пика артеаннуина В, вычисленное из хроматограммы раствора РСО артеаннуина В; mстд 

 масса навески РСО, в граммах; mисп  масса навески сырья, в граммах; Vисп – объем разведения испытуе-

мого раствора, в мл; Vстд – объем разведения РСО артеаннуина В, в мл; С – концентрация РСО артеаннуина 

В, в %; W  влажность сырья, в %. 

Результаты и их обсуждение 

Для определения содержания артеаннуина В в траве Аrtemisia annua (далее сырье) нами разработан 

метод количественного определения артеаннуина В методом ВЭЖХ с УФ-детектором. 

Количественное определение артеаннуина В проводят методом ВЭЖХ с использованием внешнего 

стандарта. Для этого используют РСО соответствующей чистоты. Из 1.250 кг сырья нами получено 3.7 г 

артеаннуина В 99% чистоты, которая подтверждается спектральными данными (ИК-, 1H ЯМР,13С ЯМР):  

– ИК (KBr, max, см-1): 2976, 2962, 2930, 2887, 2868, 1769, 1675, 1456, 1421, 1382, 1263, 1208, 1186, 

1159, 1146, 1112, 1075, 991, 962, 947, 930, 914, 865, 840, 804, 760, 716, 697, 603, 541, 517, 425, 409. 
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– 1H ЯМР (400 МГц, CDCl3, /Гц): 0.92 (3Н, d, J = 6.13, H-14), 1.27 (3H, s, H-15), 1.2 (1H, m, H-8a), 1.34 

(1H, m, H-1a), 1.38-1.52 (3H, m, H-1b, H-7a, H-8b), 1.58-1.74 (2H, m, H-2a, H-7b), 1.78-1.88 (2H, m, H-2b, H-

9), 2.00 (1H, ddd, J = 2.85, 3.95, 13.15, H-10), 2.62 (1H, s, H-4), 2.68 (1H, ddd, J = 3.07, 6.14, 12.27, H-6), 5.37 

(1H, d, J = 3.07, H-13a), 6.08 (1H, d, J = 3.06, H-13b). 

– 13С ЯМР (77.23МГц, CDCl3, /Гц): 16.35 (C-1), 18.65 (C-14), 21.78 (C-15), 22.86 (C-7). 24.40 (C-2), 

30.72 (C-9), 33.96 (C-8), 43.68 (C-10), 52.80 (C-6), 58.50 (C-4), 58.75 (C-3), 81.21 (C-5), 117.81 (C-13), 138.61 

(C-11), 170.10 (C-12). 

Органолептические и физико-химические показатели артеаннуина В приведены в таблице 1. 

Для оценки линейности при калибровке прибора по стандарту РСО артеаннуина В снимали на ВЭЖХ 

при различных концентрациях (рис. 2). 

На основе полученных данных был построен калибровочный график, согласно которому установили, 

что полученная прямая подчиняется закону Бугера-Ламберта-Бера (рис. 3). 

Таблица 1. Органолептическая и физико-химическая характеристика стандартного образца артеаннуина В 

Наименование показате-

лей 

Метод Нормы 

Описание Визуально Белый или белый с кремоватым оттенком 

кристаллический порошок 

Растворимость ГФ XI Растворим в бензоле, этилацетате, ацетоне, 

этаноле. Практически нерастворим в воде 

очищенной 

Качественные реакции 1. ИК-спектроскопия 

2. Ультрафиолетовый спектр спиртового 

раствора артеаннуина В в области от 220 до 

340 нм 

3. Подтверждение изопреноидной струк-

туры артеаннуина В реакцией с раствором 

ванилина в серной кислоте. 

1. Наличие полос поглощения 1769 (С=О -

лактона и ацетата), 1675, 1456, 1146 (,-

ненасыщенный -лактон), 1634, 1263 (С=С). 

2. Наличие максимума поглощения при 

214 нм. 

3. Появление голубой окраски 

Температура плавления ГФ XI 152–154 °С 

Потеря в массе при вы-

сушивании 

ГФ XI Не более 1.0% 

Сульфатная зола  ГФ XI Не более 0.5% 

Тяжелые металлы ГФ XI Не более 0.001% 
 

   

500 мкг/мл 1000 мкг/мл 2000 мкг/мл 

Рис. 2. Хроматограммы ВЭЖХ РСО артеаннуина В при различных концентрациях 
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Полученные результаты анализов пяти образцов артеаннуина В колеблются от 99.0 до 100%. При 

этом в стандартном образце артеаннуина В допускается наличие примесей в количестве не более 1%.  

Последующий анализ аналитической пробы сырья проводили в тех же условиях, что и анализ стан-

дартного образца артеаннуина В (рис. 4). Расчет содержания артеаннуина В в сырье вели по предварительно 

построенной калибровочной кривой, полученной анализом известной концентрации вещества. 

По разработанной методике количественного определения артеаннуина В в траве Аrtemisia annua ме-

тодом ВЭЖХ проведен анализ 3 образцов сырья с повторностью n = 6 (табл. 2).  

Валидацию методики количественного определения артеаннуина В в аналитической пробе травы по-

лыни однолетней проводили по параметрам специфичность, характеристика пригодности хроматографиче-

ской системы, линейность, воспроизводимость и правильность. 

1. Специфичность методики. При проведении исследования установлено, что время удерживания 

артеаннуина В в стандартах и аналитической пробе составляет RT=4.2 мин, с отклонением в обе стороны 

<1%. Пики примесей растворителя и фоновых веществ не мешают его определению. 
 

Рис. 3. Калибровочный график  

 

 

Рис. 4. Хроматограмма ВЭЖХ растворов РСО артеаннуина В (а) и аналитической пробы травы  

Аrtemisia annua (б) 

Таблица 2. Анализ образцов травы Artemisia annua методом ВЭЖХ 

№ повторности Содержание артеаунина В в образцах сырья Метрологическая характе-

ристика 1 образец, % 2 образец, % 3 образец, % 

1 0.282 0.316 0.294 х=0.290 

S2=0.0000908 

S=0.0095 

±∆x=0.0099 

±ε, RSDанлт=3.45% 

2 0.301 0.309 0.302 

3 0.295 0.306 0.315 

4 0.300 0.297 0.307 

5 0.278 0.313 0.298 

6 0.285 0.295 0.310 

Среднее значение, % 0.290 0.306 0.304 
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2. Характеристики пригодности хроматографической системы: 

А) Коэффициент симметрии пика артеаннуина В в стандарте Tстд=1.42–1.44 и в аналитической пробе 

Тпр=1.82 (≤2.0) 

Б) Коэффициент разделения Rs=2.5 (>2.0) 

В) Эффективность колонки по артеаннуину В, N=5.54 (RT/Wh/2)2=1539 т.т. (>1000) 

Г) Воспроизводимость площадей пиков cтандарта 2000 мкг/мл (по 5 анализам) 

RSDстд=0.68% (≤2.0%) 

3. Линейность на 3 уровнях концентраций в диапазоне 500–2000 мкг/мл: коэффициент корреляции 

между концентрацией и площадью пика в данном диапазоне составлял R2=0.99929 (>0.995) при 

y=9.38x+245.98. Диапазон экспериментальных данных, удовлетворяющих линейной модели, в интервале 

концентраций от 50 до 150% рассматривали как аналитическую область методики. 

4. Воспроизводимость по аналиту (6 анализов) RSDанлт=3.45% 

5. Правильность (recovery) по 3 анализам артеаннуинаB в растительной массе травы: 

Z=100.36±0.56%. 

Таким образом, разработанная методика качественного и количественного анализа артеаннуина B в 

растительной массе травы Artemisia annua методом ВЭЖХ пригодна по своим валидационным характери-

стикам, таким как параметры специфичности (сходимости времен удерживания артеаннуина B в стандарте 

и пробе), пригодности хроматографической системы (эффективности разделения), линейности (R2=0.99929 

при y=9.38x+245.98), диапазона применения (от 50 до 150%), точности в условиях повторяемости (RSD = 

3.45%) и правильности (Z=100.36±0.56%), определенные экспериментальным путем, находятся в пределах 

рекомендуемых значений. 

В результате количественного анализа экстракта полыни однолетней с помощью валидированной ме-

тодики установлено, что содержание артеаннуина В в сырье должно быть не менее 0.2%. Разработанная 

методика количественного определения артеаннуина В может быть использована для стандартизации травы 

Artemisia annua. 

Выводы 

Разработана методика качественного и количественного анализа артеаннуина B в растительной массе 

травы Artemisia annua ВЭЖХ-УФ методом, которая пригодна по своим валидационным характеристикам, 

таким как параметры специфичности, пригодности хроматографической системы, линейности, диапазона 

применения, точности в условиях повторяемости и правильности, определенные экспериментальным путем, 

находятся в пределах рекомендуемых значений. 

Чистота выделенного артеаннуина В подтверждена ИК-, 1H ЯМР-,13C ЯМР-спектральными данными. 

Определены органолептические и физико-химические показатели. Установлено, что в стандартном образце 

артеаннуина В допускается наличие примесей в количестве не более 1%. 

Установлено, что содержание артеаннуина В в сырье, приготовленном из травы Artemisia annua, 

должно быть не менее 0.2%. 

Разработка и валидация ВЭЖХ-УФ методики определения содержания артеаннуина В в траве полыни 

однолетней, согласно современным требованиям, может быть использована в проектах нормативно-техни-

ческой документации. 
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Mukhamatkhanova R.F.1*, Uzbekov V.V.2, Mutalova D.K.1, Mamatkhanova M.A.1, Sham’yanov I.D.1, Khalilov R.M.1 

QUANTITATIVE DETERMINATION OF ARTEANNUIN B – A SESQUITERPENE LACTONE FROM ARTEMISIA ANNUA 

1 Acad. S. Yu.Yunusov Institute of the Chemistry of Plant Substances Uzbek Academy of Sciences,  

ul. Mirzo Ulugbeka, 77, Tashkent, 100170 (Uzbekistan), e-mail: rfm8@yandex.ru 
2 Acad. A. Sadykov Institute of the Bioorganic Chemistry Academy of Sciences, ul. Mirzo Ulugbeka, 83, Tashkent, 

100143 (Uzbekistan)  

The HPLC (High performance liquid chromatography) method for the determination of arteannuin B in the herb Artemi-

sia annua has been developed. The method is suitable for its validation characteristics, such as specificity parameters (conver-

gence of the retention times of artianuin B in the standard and sample), suitability of the chromatographic system (separation 

efficiency), linearity (R2 = 0.99929 at y = 9.38x + 245.98), range of application (from 50 to 150%), accuracy in terms of repeat-

ability (RSD = 3.45%) and correctness (Z = 100.36 ± 0.56%), determined experimentally, are within the recommended values. 

As a marker compound, it was proposed to use a standard sample of arteannuin B. For this, a standard sample of arteannuin B 

was obtained with a purity of at least 99%, which is confirmed IR, 1HNMR, 13CNMR spectral data. Organoleptic and physico-

chemical parameters were determined. It has been established that the presence of impurities in an amount of not more than 1% 

is allowed in a standard sample of arteannuin B. It was established that the content of arteannuin B in the raw material should be 

at least 0.2%. The development and validation HPLC-UV method for the determination of arteannuin B have to used to stand-

ardization the herb of Artemisia annua. 

Keywords: Artemisia annua L, sesquiterpene lactone, arteannuin В, HPLC. 
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