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ВВЕДЕНИЕ. Причиной разработки нового состава капель, обладающих церу-
менолитическим действием, на основе экстракта густого омелы белой листьев 
(Viscum album L.) явился неудовлетворенный спрос на препараты такого дей-
ствия. Одним из обязательных этапов подготовки регистрационного досье 
на лекарственное средство является разработка методики количественного 
анализа основного действующего вещества (холина), содержащегося в омелы 
белой листьев экстракте густом.
ЦЕЛЬ. Разработка методики количественного определения с последующей 
валидацией холина в каплях ушных церуменолитического действия на основе 
Viscum album листьев экстракта густого.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Наличие азотистых оснований устанавливали мето-
дом бумажной хроматографии. В качестве неподвижной фазы использовали 
бумагу хроматографическую марки Munktell (класс FN7, размер 4×25 см). В ка-
честве подвижной фазы применяли системы растворителей: н-бутанол — эта-
нол — уксусная кислота — вода (8:2:1:3), н-бутанол — уксусная кислота — вода 
(4:1:5), уксусная кислота  — вода (15:85); в качестве проявителя  — пары йода. 
Спектрофотометрическое определение азотистых оснований проводили с ис-
пользованием спектрофотометра СФ-102, длина волны 400±2 нм, в присутствии 
соли рейнеката аммония (соли Рейнеке). Валидацию методики количественного 
определения сложных эфиров холина проводили по показателям: специфич-
ность, линейность, правильность, прецизионность.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Разработана и валидирована методика количественного опреде-
ления содержания сложных эфиров холина в пересчете на холин в ушных кап-
лях церуменолитического действия на основе омелы белой листьев экстракта 
густого, основанная на спектрофотометрическом определении в присутствии 
соли Рейнеке. В анализируемых ушных каплях с использованием разработан-
ной методики идентифицированы холин и его сложные эфиры: ацетилхолин, 
йодид ацетилхолина и бензоилхолин. Содержание сложных эфиров холина 
в пересчете на холин составило 0,710±0,018%.
ВЫВОДЫ. Разработанная методика количественного определения сложных 
эфиров холина, основанная на спектрофотометрическом определении в при-
сутствии соли Рейнеке, может быть предложена для контроля качества капель 
ушных церуменолитического действия на основе омелы белой листьев экс-
тракта густого.
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Development of an Analytical Procedure 
for the Quantitative Determination 
of Choline in Ear Drops Based on Viscum album 
Leaf Soft Extract

	 Pyatigorsk Medical and Pharmaceutical Institute, Branch of the Volgograd State 
Medical University, 
11 Kalinin Ave, Pyatigorsk 357532, Russian Federation

	 Similla L. Adzhiakhmetova; similla503@mail.ru

INTRODUCTION. A new ear drop composition based on European mistletoe (Viscum 
album L.) leaf soft extract was developed to meet the demand for cerumenolytic ear 
drops. The registration dossier for this medicinal product must include an analytical 
procedure for the quantitative analysis of the main active substance in V. album leaf 
soft extract (choline).
AIM. This study aimed to develop and validate an analytical procedure for the quan­
titative determination of choline in cerumenolytic ear drops based on V. album leaf 
soft extract.
MATERIALS AND METHODS. The presence of nitrogenous bases was determined by 
paper chromatography. Munktell chromatography paper (grade FN7, size 4×25 cm) 
was used as the stationary phase. The mobile phase consisted of the following 
solvent systems: n-butanol — ethanol — acetic acid — water (8:2:1:3), n-butanol — 
acetic acid  — water (4:1:5), and acetic acid  — water (15:85). The colour develop-
ment reagent was iodine vapour. The spectrophotometric determination of nitro-
genous bases was conducted using an SF-102 spectrophotometer and a detector 
at a wavelength of 400±2 nm in the presence of ammonium reineckate (Reinecke’s 
salt). The analytical procedure for the quantitative determination of choline ethers 
was validated for specificity, linearity, accuracy, and precision.
RESULTS. This study developed and validated a spectrophotometric analytical pro-
cedure for the quantitative determination of choline ethers calculated as choline in 
cerumenolytic ear drops based on V. album leaf soft extract in the presence of Rei-
necke’s salt. The analytical procedure identified choline and its esters (acetylcholine, 
acetylcholine iodide, and benzoylcholine) in the analysed ear drops. The content of 
choline esters calculated as choline was 0.710±0.018%.
CONCLUSIONS. The spectrophotometric analytical procedure for the quantitative 
determination of choline ethers in the presence of Reinecke’s salt can be recom-
mended for the quality control of cerumenolytic ear drops based on V. album leaf 
soft extract.
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ВВЕДЕНИЕ
Ушная сера обеспечивает механическую и микро-
биологическую защиту эпителиального слоя на-
ружного слухового прохода. При накоплении уш-
ной серы вследствие нарушения естественного 
механизма самоочищения уха может образовать-
ся серная пробка. Скопление ушной серы препят-
ствует оценке состояния уха, а при патологиче-
ском процессе вызывает неприятные симптомы: 
шум в ушах, чувство распирания, боль, что в слу-
чае запущенного состояния приводит к потере 
слуха [1]. Чаще сталкиваются с такой проблемой 
около 10% детей и одна треть лиц пожилого воз-
раста с когнитивными нарушениями [2].

Важными параметрами при определении стра-
тегии лечения серных пробок являются: фарма-
коэкономические факторы, стоимость препа-
ратов, количество необходимых медицинских 
вмешательств, приверженность к лечению, со-
путствующие нежелательные явления (напри-
мер, нейросенсорная тугоухость), скорость 
улучшения качества жизни [3]. Методы удале-
ния серной пробки, как правило, включают ир-
ригацию и ручное удаление с помощью специа-
лизированных инструментов, могут быть также 
использованы церуменолитики (вещества, раз-
мягчающие ушную серу) [4, 5].

Неудовлетворенный спрос на лекарственные 
препараты церуменолитического действия 
явился причиной разработки нового состава 
на основе омелы белой листьев (Viscum album L.) 
экстракта густого [6, 7]. Основным действующим 
веществом листьев V. album является холин, об-
ладающий церуменолитическим действием [8], 
а его содержание зависит от фазы вегетации 
и составляет 2,9–5,1%. Представляется необхо-
димым разработка валидированной методики 
количественного анализа по холину в каплях 
ушных на основе омелы белой листьев экстрак-
та густого.

Цель работы  — разработка методики количе-
ственного определения холина в каплях уш-
ных церуменолитического действия на основе 
омелы белой листьев экстракта густого.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования являлись капли ушные 
церуменолитического действия на основе омелы 
белой листьев экстракта густого. Разработка со-
става и технологии производства ушных капель 
представлена в работе [6]. Состав ушных капель 
церуменолитического действия: омелы белой 
листьев экстракт густой 0,0250 г; гиалуронат 

натрия 0,2000 г; бензалкония хлорид 0,0075 г; 
вода очищенная до 25 мл. Состав модельной 
смеси: гиалуронат натрия 0,2000 г; бензалкония 
хлорид 0,0075 г; вода очищенная до 25 мл.

Качественное определение азотистых оснований. 
Наличие азотистых оснований устанавливали 
методом бумажной хроматографии, поскольку 
известны факторы удерживания холина и его 
сложных эфиров, что позволяет сравнивать по-
лученные результаты с данными литературы, 
не прибегая к использованию в ходе анализа 
стандартных образцов [9, 10]. Это упрощает вос-
произведение процедуры и дает экономические 
преимущества перед другими методиками (воз-
можность воспроизведения методики анализа 
в лабораториях с недостаточным оснащением).

В качестве неподвижной фазы использовалась 
бумага хроматографическая Munktell (класс FN7, 
размер 4×25 см). В качестве подвижной фазы 
применяли систему растворителей Аугустинсо 
и Грана: н-бутанол — этанол — уксусная кисло-
та — вода (8:2:1:3)1. Также использовали системы 
элюентов: н-бутанол — уксусная кислота — вода 
(4:1:5), уксусная кислота — вода (15:85). В каче-
стве проявителя выступали пары йода.

Для нанесения пробы использовали дозатор 
механический одноканальный варьируемого 
объема, 0,5–10 мкл (BIOHIT). Объем наносимой 
пробы исследуемых ушных капель — 10 мкл.

Количественное определение сложных эфиров 
холина. Одним из точных и высокоселективных 
методов среди известных инструментальных 
методов количественного определения является 
высокоэффективная жидкостная хроматография. 
Применение этого метода, однако, имеет ряд 
экономических ограничений, например необхо-
димость использования нескольких стандартных 
образцов. В этой связи целесообразнее использо-
вать более доступный с позиции себестоимости 
анализа метод, каким является спектрофотомет-
рия. В основе методики количественного содер-
жания азотистых оснований лежит определение 
оптической плотности окрашенных комплексов 
холина и его производных с рейнекатом аммония 
(солью Рейнеке) [11, 12].

В мерную колбу вместимостью 50 мл взвеши-
вали и помещали 25,0 мл исследуемых ушных 
капель, доводили объем раствора до метки 
водой очищенной (раствор А). 30,0 мл раство-
ра А помещали в мерную колбу вместимостью 
100 мл и прибавляли по каплям 2 М раствор 
кислоты хлористоводородной (35,0%, х.ч., 

1	 Хайс ИМ, Мацек К, ред. Хроматография на бумаге. М.: Издательство иностранной литературы; 1962.
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OOO «Химпром-М») до pH 3 (по универсальному 
индикатору). Полученный раствор охлаждали 
до 0 ºС, прибавляли 45 мл раствора соли Рейнеке 
(95,0%, ч., OOO «ХимКрафт»), оставляли в холо-
дильнике на 18 ч при температуре 8 ºС и дово-
дили объем раствора до метки водой очищен-
ной. Осадок отфильтровывали через стеклянный 
фильтр № 4 и промывали на ледяной бане н-бу-
танолом (99,7%, х.ч., OOO «Химпром-М») 3 раза 
порциями по 5 мл. Затем осадок на фильтре 
растворяли при этой же температуре в ацетоне 
(99%, х.ч., OOO «Химпром-М») и объем получен-
ного фильтрата доводили в мерной колбе ацето-
ном до 10 мл.

Оптическую плотность полученного раствора 
измеряли не позднее чем через 5 мин на спек-
трофотометре СФ-102 с максимумом погло-
щения при длине волны 400±2 нм в кювете 
с толщиной слоя 10 мм. В качестве раствора 
сравнения использовали ацетон. Параллельно 
в тех же условиях измеряли оптическую плот-
ность раствора стандартного образца (СО) хо-
лин-хлорида с солью Рейнеке.

Приготовление раствора стандартного образ-
ца холин-хлорида. Около 0,2 г (точная навеска) 
стандартного образца (СО) холин-хлорида по-
мещали в мерную колбу вместимостью 25  мл, 
растворяли в 9 мл воды очищенной, прибавля-
ли по каплям 2 М раствор кислоты хлористово-
дородной до pH 3 по универсальному индика-
тору. Полученный раствор охлаждали до 0  °С, 
прибавляли 15 мл раствора соли Рейнеке, 
оставляли в холодильнике на 18 ч и доводи-
ли объем раствора до метки водой очищен-
ной. Осадок отделяли и при этой же темпе-
ратуре растворяли в минимальном объеме 
ацетона, затем доводили тем же растворителем 
до объема 10  мл. 3,0 мл полученного раство-
ра переносили в мерную колбу вместимостью 
10 мл и доводили объем раствора до метки 
тем же растворителем. Оптическую плотность 
раствора измеряли не позднее чем через 5 мин. 
Использовали СО холин-хлорида (98%, Sigma-
Aldrich, кат. номер а6625).

Содержание холина в пересчете на холин-хло-
рид (X%, %) вычисляли по формуле (1).

	
Х%= ,

Ах×50×100×a0×10×3×P

aх×30×10×A0×25×10 	
(1)

где Аx  — оптическая плотность исследуемого 
раствора при длине волны 400±2 нм; А0 — опти-
ческая плотность CO холин-хлорида при длине 

волны 400±2 нм; aх  — навеска лекарственного 
препарата, г; a0 — навеска CO холин-хлорида, г; 
P — содержание холин-хлорида в СО, 98%.

Приготовление раствора соли Рейнеке. Около 
1,5 г кристаллической соли Рейнеке растворяли 
в 80 мл воды очищенной, доводили полученный 
раствор до pH 1 по универсальному индикато-
ру 2 М раствором кислоты хлористоводородной, 
фильтровали в мерную колбу вместимостью 
100 мл и доводили объем раствора до метки во-
дой очищенной.

Валидацию методики количественного определе-
ния холина проводили по следующим показате-
лям: специфичность, линейность, правильность, 
прецизионность в соответствии с требованиями 
OФС.1.1.0012 Валидация аналитических мето-
дик (Государственная фармакопея Российской 
Федерации XV изд.).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Качественное определение азотистых основа-
ний. На хроматограммах образца ушных капель 
при использовании системы растворителей:  
н-бутанол — этанол — уксусная кислота — вода 
(8:2:1:3) фиксируются четыре зоны адсорбции, 
имеющие темно-оранжевую окраску, которые 
можно отнести к зонам адсорбции азотистых 
оснований. При сравнении эксперименталь-
ных факторов удерживания с данными литера-
туры идентифицированы холин, ацетилхолин, 
йодид ацетилхолина и бензоилхолин2 (табл.  1), 
также имеется одна размытая зона адсорбции. 
Наилучшее разделение наблюдалось при ис-
пользовании системы растворителей н-бутанол — 
этанол  — уксусная кислота  — вода (8:2:1:3), 
поэтому для подтверждения наличия азотистых 
оснований в анализируемых ушных каплях ис-
пользовали эту систему растворителей.

Валидация методики количественного 
определения сложных эфиров холина
Специфичность. Установлено, что максимум 
поглощения растворов образцов капель уш-
ных, содержащих омелы белой листьев экс-
тракта густого, в присутствии соли Рейнеке 
находится при 400±2 нм и совпадает с макси-
мумом поглощения комплекса СО холин-хло-
рида с солью Рейнеке (I), а раствор модельной 
смеси лекарственной формы, не содержащей 
холин, имеет неизбирательное поглощение 
в анализируемом диапазоне (рис. 1). Таким об-
разом, данная методика определения количе-
ственного содержания азотистых оснований 
специфична.

2	 Хайс ИМ, Мацек К, ред. Хроматография на бумаге. М.: Издательство иностранной литературы; 1962.
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CH2 CH2 NO
CH3

CH I3

CH3  

+ Cr(NH3)2(CNS)4
. –

Линейность методики устанавливали, используя 
пять растворов анализируемых ушных капель 
различной концентрации (в диапазоне 0,100– 
0,200 мг/мл). Мерой линейности служил коэф-
фициент корреляции ≥0,99. Количественное 
соотношение объема пробы анализируемой ле-
карственной формы и раствора соли Рейнеке, 
приготовленных по методике, представленной 
выше, составляет 1:1,5. Уравнение зависимости 
оптической плотности от концентрации холина 
в анализируемых растворах представляет собой 
прямую (y=1,56x+0,0136) с высоким коэффици-
ентом корреляции (R²=0,9961), что подтвержда-
ет линейность методики в диапазоне концентра-
ций от 0,100 до 0,200 мг/мл.

Точность (правильность). В качестве исходного 
раствора использовали исследуемый раствор 
лекарственной формы с концентрацией, соот-
ветствующей верхнему пределу линейности 
методики (0,200 мг/мл). Из этого раствора гото-
вили разведения в соотношении 1:2; 1:1; 1:0,5. 
На каждом уровне концентраций рассчитыва-
ли открываемость. На каждом уровне концен-
траций (1:2; 1:1; 1:0,5) получены сопоставимые 
результаты при относительном стандартном от-
клонении (RSD) 2,267% и стандартном отклоне-
нии (SD) 2,265%.

Прецизионность. Готовили шесть испытуемых 
растворов исследуемых ушных капель 25 мл 
(0,150 мг/мл). Результаты характеризуются удовле-
творительной сходимостью с относительным 
стандартным отклонением результатов 3,03%.

С использованием разработанной методики 
было определено содержание холина в каплях 

ушных на основе омелы белой листьев экстрак-
та густого, 0,710±0,018%.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана и валидирована методика количе-
ственного определения содержания сложных эфи-
ров холина в пересчете на холин в ушных каплях 
церуменолитического действия на основе омелы 
белой листьев экстракта густого, основанная 
на спектрофотометрическом определении в при-
сутствии соли Рейнеке при длине волны 400±2 нм.

С использованием разработанной методики 
определено содержание идентифицированных 
холина и его сложных эфиров в каплях ушных 
на основе омелы белой листьев экстракта густо-
го в количестве 0,710±0,018%.

Таблица 1. Результаты анализа методом тонкослойной хроматографии образца капель ушных на основе омелы белой листьев 
экстракта густого

Table 1. Results of thin-layer chromatography of a sample of ear drops based on the Viscum album L. leaf soft extract

Значение факторов удерживания
Retention factor values Обнаруженные холин и его сложные эфиры

Choline and choline esters detectedушных капель
ear drops

стандартных образцов*
reference samples*

0,37±0,01
0,49±0,02
0,60±0,00
0,70±0,02

0,37
0,47
0,58
0,70

холин / choline
ацетилхолин / acetylcholine

йодид ацетилхолина / acetylcholine iodide
бензоилхолин / benzoylcholine

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

 * Данные получены из: Хайс ИМ, Мацек К, ред. Хроматография на бумаге. М.: Издательство иностранной литературы; 1962. 
 * The data are obtained from Hayes I., Matzek K., Paper chromatography. Moscow, IL, 1962, 852 p. 

Длина волны, нм
Wavelength, nm

0

0,15

0,60

0,45

0,30

2

1

3

350 400 450 500

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure 
is prepared by the author using their own data

Рис. 1. УФ-спектры ацетоновых растворов с добавкой соли 
Рейнеке: 1 — стандартный образец холин-хлорида; 2 — мо-
дельная смесь капель ушных без омелы белой листьев экс-
тракта густого; 3 — капли ушные, содержащие омелы белой 
листьев экстракта густого

Fig. 1. UV spectra of acetone solutions of choline chloride (1), ear 
drops without V. album leaf soft extract (2), and ear drops with 
V. album leaf soft extract (3) with the addition of Reinecke’s salt
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