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Валидация фармакопейных методов анализа проводится на этапе разработки нормативной документации на новые ле-

карственные средства с целью подтверждения обоснованности выбора метода для определения показателей качества ле-
карственного средства. 

Целью исследований явилась валидация разработанной методики количественного определения флавоноидов в пере-
счете на лютеолин в сборе, обладающем гипогликемической активностью.  

Материал и методы: объектом исследования явился растительный сбор, обладающий гипогликемической активно-
стью, разработанный на кафедре фармакогнозии с курсом ботаники и основ фитотерапии ФГБОУ ВО БГМУ МЗ РФ. Коли-
чественное определение проводили спектрофотометрическим методом с использованием комплексообразующего компо-
нента. Были подобранны оптимальные условия для спектрофотометрического определения суммы флавоноидов в пересче-
те на лютеолин и проведена валидация предложенной методики.  

Результаты исследований показали правильность, линейность и прецизионность разработанной методики спектрофо-
тометрического определения суммы флавоноидов в пересчете на лютеолин.  

Выводы: разработанная методика может быть использована для стандартизации сбора, обладающего гипогликемиче-
ской активностью. 

Ключевые слова: валидация, лекарственное растительное сырье, лютеолин, флавоноиды, сахарный диабет. 
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A.R. Ahmet’yanova, R.R. Shakirova, N.V. Kudashkina 
VALIDATION OF THE METHODOLOGY FOR THE QUANTITATIVE 
DETERMINATION OF FLAVONOIDS IN A HERBAL COLLECTION  

WITH HYPOGLYCEMIC ACTIVITY 
 
Validation of pharmacopoeial methods is carried out at the stage of development of normative documentation for new medicines. 

It’s aim is to confirm the validity of the method for determining the indicators and quality standards of pharmaceutical products. 
The aim of the research was to validate the developed methodology for the quantitative determination of luteolin in plant com-

position with hypoglycemic activity.  
Material and methods: the object of the study was plant composition with hypoglycemic activity developed at the Department 

of pharmacognosy with the course of botany and fundamentals of phytotherapy of the BSMU. Quantitative determination was car-
ried out by the spectrophotometric method using a complexing component. We selected optimal conditions for the method of spec-
trophotometric quantification of luteolin, and then the proposed method was validated.  

The results of the studies showed the linearity, repeatability and precision of the developed method of spectrophotometric quan-
tification of luteolin. 

Conclusions: the developed method can be used to standardize the plant composition with hypoglycemic activity.   
Key words: validation, medicinal plant raw materials, luteolin, flavonoids, diabetes mellitus. 
 
Сахарный диабет – группа эндокринных 

заболеваний человека, в основе которых ле-
жит абсолютная или относительная инсули-
новая недостаточность. Наиболее распростра-
ненным является сахарный диабет второго 
типа, развивающийся вследствие относитель-
ной недостаточности инсулина. Клетки орга-
низма теряют способность эффективно вос-
принимать глюкозу из-за снижения чувстви-
тельности к гормону, что приводит к множе-
ственному нарушению обмена веществ и вле-
чет за собой тяжелые последствия. При тера-
пии диабета второго типа большое внимание 
уделяют комплексному подходу, включаю-
щему медикаментозное лечение, ведение здо-
рового образа жизни, а также фитотерапию. 
Фитотерапия эффективна на начальных ста-
диях заболевания, имеет хорошую переноси-
мость и низкую частоту побочных эффектов, 
по сравнению с синтетическими препаратами.  

 В Государственный реестр лекарствен-
ных средств России входит три средства рас-
тительного происхождения, обладающие ги-
погликемическим действием: сбор «Арфа-
зетин», сбор-порошок «Арфазетин-ЭК»; а 
также сбор «Арфазетин-Э» [4]. Данные сборы 
включают в себя такие виды сырья, как корне-
вища и корни элеутерококка колючего, корни 
аралии маньчжурской, что ограничивает прием 
данных сборов у людей с гипертонией, про-
должительное время и во второй половине дня. 
На современном этапе является целесообраз-
ным расширение ассортимента лекарственных 
средств растительного происхождения, обла-
дающих гипогликемическим действием.  

Для внедрения нового лекарственного 
средства растительного происхождения в ме-
дицинскую практику необходимы определе-
ние показателей, характеризующих его каче-
ство, а также разработка и валидация методик 
его стандартизации. 

На кафедре фармакогнозии с курсом 
ботаники и основ фитотерапии ФГБОУ ВО 

БГМУ МЗ РФ был разработан сбор, облада-
ющий гипогликемической активностью, 
включающий в себя 7 видов сырья, произрас-
тающего на территории Республики Башкор-
тостан, и разрешенных к применению [6]. 

Согласно литературным данным ком-
поненты сбора содержат в своем составе со-
единения фенольной структуры, полисахари-
ды, витамины, терпеноиды и др., из которых 
доказанным гипогликемическим эффектом 
обладают флавоноиды [5,10-15,17,19-21]. 
Флавоноиды способны образовывать пептид-
ные комплексы с белками-мишенями, в ре-
зультате чего наблюдаются изменения актив-
ности ферментных систем, клеточных рецеп-
торов, разрушаются белковые агрегаты, что 
влияет на функциональную деятельность кле-
ток организма [18]. Флавоноиды проявляют 
антиоксидантное и панкреатопротекторное 
действия, облегчают поступление глюкозы в 
клетки тканей организма, способствуют уско-
рению выведения глюкозы из организма 
[9,16]. 

В связи с вышесказанным одним из по-
казателей качества разработанного сбора 
нами было выбрано количественное содержа-
ние флавоноидов [7].  

Целью исследования явилось проведение 
валидации разработанной методики количе-
ственного определения флавоноидов в сборе, 
обладающем гипогликемической активностью. 

Материал и методы  
Объектом исследования явился сбор, со-

стоящий из 7 видов лекарственного раститель-
ного сырья, разрешенного к применению в 
официнальной медицине: брусники обыкно-
венной листья (Vaccinii vitis-idaeae folia) (ФС 
2.5.0063.18), земляники лесной листья (Fragari-
ae vescaе folia) (ФС.2.5.0016.15), крапивы дву-
домной листья (Urticae dioicaе folia) 
(ФС.2.5.0019.15), подорожника большого ли-
стья (Рlantaginis majoris folia) (ФС.2.5.0032.15), 
одуванчика лекарственного корни (Taraxaci 
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officinalis radices) (ФС.2.5.0086.18), створки 
плодов фасоли (Phaseoli vulgaris valvae fructus) 
(ФС 42-2942-93), тысячелистника обыкновен-
ного трава (Achilleae millefolii herba) 
(ФС.2.5.0101.18).  

Сбор готовили в соответствии со статьей 
ОФС.1.4.1.0020.15 «Сборы» [2]. Каждый вид 
сырья измельчали по отдельности, отсеивая 
пыль сквозь сито с диаметром отверстий 0,18 
мм. Компоненты, входящие в состав сбора, 
взвешивали по отдельности и в равных весо-
вых долях перемешивали до получения равно-
мерной смеси. 

Спектрофотометрические исследования 
проводились на спектрофотометре Shimadzu 
UV-1800. 

В качестве базовой методики нами была 
использована методика количественного 
определения флавоноидов в пересчете на лю-
теолин, описанная в ФС.2.5.0012.15 «Душицы 
обыкновенной трава» [3], которая была нами 
модифицирована для исследуемого сбора.  

Исследования по подбору оптимальных 
условий экстракции проводили с использова-
нием математического планирования фактор-
ного эксперимента. Алгоритм составляли ме-
тодом полностью рандомизированного блоч-
ного планирования позволяющего оценить 
зависимость одного фактора от другого [6]. 

Валидацию модифицированной методики 
проводили в соответствии с ОФС 1.1.0012.15 
ГФ 14 изд. по характеристикам линейность, 
правильность и прецизионность [1]. Статисти-
ческую обработку результатов проводили с 
использованием пакета программ Exсel. 

Результаты и обсуждение 
На первом этапе исследований по разра-

ботке методики количественного определения 
флавоноидов необходимо было провести УФ-
спектральный анализ извлечений из сбора. 
Нами был проведен сравнительный анализ УФ-
спектров водно-этанольного 70% и водного 
извлечений из исследуемого сбора и растворов 
стандартных образцов флавоноидов, иденти-
фицированных ранее в сборе методом тонко-
слойной хроматографии (ТСХ) (рутина, лютео-
лина, кверцетина) [7] с добавлением комплек-
сообразующего компонента (2% спиртoвый 
раствoр aлюминия хлоридa) в диапазоне 250-
450 нм. На кривой поглощения водно-
этанольного извлечения из сбора максимум 

наблюдали при 403 нм, а на кривой поглоще-
ния водного извлечения – при 394,95 нм. Дан-
ные максимумы являются наиболее близкими к 
максимуму поглощения комплекса лютеолина 
с алюминия хлоридом (398 нм) (рис. 1).  

 

 
Рис. 1. УФ-спектры водно-этанольного извлечения из сбора (1), 
СО лютеолина (2), СО рутина (3), СО кверцетина (4), водного 
извлечения из сбора (5) 

 
Таким образом, дальнейшее определе-

ние суммы флавоноидов в исследуемом сборе 
мы проводили в пересчете на лютеолин. 

В ходе модификации методики количе-
ственного определения флавоноидов в пересче-
те на лютеолин [3] нами были подобраны опти-
мальные условия экстракции. Для этого был 
использован метод полностью рандомизиро-
ванного блочного планирования. Управляемы-
ми технологическими факторами при подборе 
условий явились размер частиц сырья (1 мм, 
2 мм, 3 мм), вид экстрагента (вода, водно-
этанольный раствор 30%, 70%, 90%) и крат-
ность экстракции.  

При использовании в качестве экстра-
гента воды и водно-этанольного раствора 30% 
в полученных образцах извлечений из сбора 
наблюдали выпадения осадка полисахаридов, 
мешающего проведению спектрофотометрии.  

В связи с этим дальнейшие исследова-
ния проводили, используя в качестве экстра-
гента водно-этанольные растворы 70% и 90% 
(табл. 1,2). 

При статистической обработке полу-
ченных результатов с использованием крите-
рия Фишера, установлено, что оптимальным 
является двукратная экстракция водно-
этанольным раствором 70% навески сырья, 
измельченного до 2 мм (табл. 3, 4, 5).  

 
Таблица 1  

Результаты определения зависимости выхода флавоноидов от степени измельчения и вида экстрагента 

Размер частиц, мм Экстрагент 
Водно-этанольный раствор 70% Водно-этанольный раствор 90% 

1 0,59±0,04% 0,40±0,06% 
2 0,60±0,04% 0,34±0,11% 
3 0,50±0,07% 0,25±0,02% 
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Таблица 2  
Зависимость выхода флавоноидов от кратности экстракции 

Кратность экстракции Содержание флавоноидов, в пересчете на лютеолин, % 
1 0,60±0,04 
2 0,82±0,06 
3 0,86±0,01 

 
Таблица 3 

Сравнение среднего результата при подборе условий (вид экстрагента) 
Водно-этанольный раствор 

70%/90% F F (P,f) f Sp T T (P,f) Статистическая  
значимость различий 

при размере частиц 1 мм 2 9,01 7 0,05 3,80 2,31 значимы 
при размере частиц 2 мм 2 9,01 7 0,04 6,50 2,31 значимы 
при размере частиц 3 мм 49 9,01 4 0,03 8,33 2,78 значимы 

 
Таблица 4  

Сравнение среднего результата при подборе условий (степень измельченности) 

Размер частиц, мм F F (P,f) f Sp T T (P,f) Статистическая  
значимость различий 

1/2 1 4,39 10 0,02 0,50 2,23 не значимы 
1/3 2,45 4,39 10 0,03 3,00 2,23 значимы 
2/3 2,45 4,39 10 0,03 3,33 2,23 значимы 

 
Таблица 5  

Сравнение среднего результата при подборе условий (кратность экстракции) 
Кратность экстракции F F (P,f) f Sp T T (P,f) Статистическая значимость различий 

1/2 7 5,05 5 0,05 4,61 2,45 значимы  
2/3 28 5,05 5 0,05 0,82 2,45 не значимы 

 
Далее нами была проведена валидация 

модифицированной методики количественно-
го определения флавоноидов.  

 
 

 
Рис. 2. График зависимости величины показателя поглощения 

от объема аликвоты 
 
 

Проверку линейности методики прово-
дили на 5 уровнях концентрации. Для этого 
исследуемый раствор для измерения погло-

щения готовили с добавлением аликвоты от 
0,5 до 2,5 мл с шагом в 0,5 мл (рис. 2). 

Параметры линейной регрессии были 
рассчитаны в программе Excel. Согласно по-
лученным результатам коэффициент корреля-
ции составил 0,977, т.е. он является близким к 
единице и свидетельствует о линейной зави-
симости полученных результатов. 

Правильность методики устанавливали 
методом добавок – присоединением в исследу-
емый раствор известного количества определя-
емого вещества – лютеолина. Валидируемая 
методика считается правильной, если значе-
ния, принимаемые за истинные, лежат внутри 
доверительных интервалов соответствующих 
средних фактических результатов. Получен-
ные результаты показали правильность вали-
дируемой методики. Значения ожидаемых ре-
зультатов лежат внутри доверительных интер-
валов фактических результатов (табл. 6). 

 
 

Таблица 6  
Оценка правильности методики определения флавоноидов в сборе 

Содержание флавоноидов, в пересчете на 
лютеолин в исследуемом растворе, мг/мл 

Количество добавленного 
лютеолина, мг/мл 

Ожидаемый результат 
(истинное значение), мг/мл 

Фактический результат, 
мг/мл 

8,2 
0,5 8,7 8,7±0,6 
1 9,2 8,9±0,4 

1,5 9,7 9,9±0,6 
 

Прецизионность исследовалась в трех ва-
риантах: повторяемость (сходимость), внутри-
лабораторная (промежуточная) прецизионность, 
межлабораторная прецизионность (воспроизво-
димость). Критерием приемлемости являлась 
относительная погрешность среднего результа-
та, значения которой не должна превышать 10%. 

Повторяемость оценивалась по незави-
симым результатам исследований, проводи-
мых одним исполнителем в одинаковых усло-
виях одной лаборатории с использованием 
того же оборудования, одного и того же набо-
ра реактивов в пределах короткого промежут-
ка времени (табл. 7). 
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Определение внутрилабораторной пре-
цизионности проводили два аналитика в 3-х 
повторностях (табл. 8). Межлабораторная 

прецизионность (воспроизводимость) оцени-
валась в двух разных лабораториях. Получен-
ные результаты представлены в табл. 9. 

 
Таблица 7  

Оценка повторяемости методики определения флавоноидов в сборе 
№ серии Х,% Хср, % S ΔXср εср,% 

1 0,79 

0,83 0,03 0,03 3,61 

2 0,82 
3 0,85 
4 0,81 
5 0,84 
6 0,87 

 
Таблица 8  

Оценка внутрилабораторной прецизионности методики определения флавоноидов в сборе 
Повторность Аналитик Х,% Хср S ΔXср εср,% 

1 1 0,88 

0,85 0,08 0,08 9,8 

2 1 0,83 
3 1 0,84 
1 2 0,88 
2 2 0,85 
3 2 0,84 

 
Таблица 9  

Оценка межлабораторной прецизионности методики определения флавоноидов в сборе 
Повторность Лаборатория Х,% Хср S ΔXср εср,% 

1 1 0,80 

0,82 0,03 0,04 4,36 

2 1 0,79 
3 1 0,86  
1 2 0,78 
2 2 0,85 
3 2 0,84 

 
Полученные результаты показали, что 

относительная погрешность среднего резуль-
тата ни в одном случае не превышала 10%, 
что свидетельствует о повторяемости и внут-
рилабораторной и межлабораторной прецизи-
онности методики. 

Таким образом, результаты эксперимен 
 

та доказывают линейный характер, правиль-
ность и прецизионность разработанной мето-
дики спектрофотометрического определения 
флавоноидов в пересчете на лютеолин, а со-
ответственно и возможность использования 
данной методики для стандартизации иссле-
дуемого сбора. 
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