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В статье представлены результаты разработки и валидации методики количе-
ственного определения суммы флавоноидов в комбинированном спрее, содержащем ибу-
профен и жидкий экстракт полыни горькой, методом спектрофотомерии. 

Разработка методики включала определение оптимальной концентрации алю-
миния хлорида, подбор отношения объема аликвоты комбинированного спрея к объему 
комплексообразователя, времени реакции комплексообразования. Валидационные испы-
тания проведены в соответствии с требованиями Руководства по валидации аналити-
ческих методик ЕАЭС, а также фармакопейными требованиями.

В ходе испытаний установлено, что оптимальным соотношением аликвоты спрея 
к комплексообразователю является 1 : 5 с использованием 3% спиртового раствора алю-
миния хлорида и продолжительностью реакции 40 минут. Содержание суммы флавоно-
идов в трех опытно-промышленных сериях с использованием валидированной методики 
составило от 0,0149 до 0,0160%. Валидационные испытания доказали специфичность, 
линейность и прецизионность методики. Коэффициенты корреляции для валидационных 
характеристик полностью соответствовали установленным требованиям. 

Ключевые слова: жидкий экстракт, полынь горькая, количественное определе-
ние, флавоноиды, спрей, спектрофотомерия, валидация.

ВВЕДЕНИЕ

Полынь горькая является перспектив-
ным видом фармакопейного растительного 
сырья для разработки новых противовос-
палительных средств. По литературным 
данным, полыни горькой трава содержит 
широкий спектр биологически актив-
ных веществ. Одной из групп являются 
флавоноиды, в том числе рутин, кверце-
тин, гесперидин и другие флавоноидные 
гликозиды, включая кверцетин-3-О-d-
глюкозид, изокверцитрин, кверцетин-3-О-
рамноглюкозид, изорамнетин-3-глюкозид, 
изорамнетин-3-О-рамноглюкозид, кото-
рые обусловливают противовоспалитель-
ную активность данного вида лекарствен-
ного сырья [1]. 

Одним из этапов фармацевтической 
разработки является подбор и валидация 
аналитических методик для количествен-
ного определения действующих веществ 
в лекарственном препарате. Для количе-

ственного определения флавоноидов од-
ной из самых распространенных методик 
является спектрофотомерия [2]. 

Цель исследования – разработка и ва-
лидация методики количественного опре-
деления суммы флавоноидов в комбини-
рованном спрее, содержащем жидкий экс-
тракт полыни горькой.

Работа выполнена в рамках ГПНИ 2 –  
Химические процессы, реагенты и техно-
логии, биорегуляторы и биооргхимия –  
подпрограммы 2.2 – Синтез и направлен-
ное модифицирование регуляторов био-
процессов (Биорегуляторы) – задания 
2.2.3 – Получить и стандартизировать экс-
тракционные лекарственные формы с по-
вышенным содержанием биологически 
активных веществ (№ государственной ре-
гистрации 20220401 от 30.03.2022).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования являлись 
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опытно-промышленные серии комбини-
рованного спрея, содержащего ибупро-
фен как НПВС и жидкий экстракт полыни 
горькой как растительный компонент. При 
разработке состава комбинированного 
спрея использовали жидкий экстракт по-
лыни горькой 1 : 1, полученный методом 
реперколяции (экстрагент – спирт эти-
ловый 70%) [3]. Для разработки методи-
ки применялись следующие реактивы и 
оборудование: стандартный образец (СО) 
рутина (95%, Sigma-Aldrich), алюминий 
хлористый 6-водный (ч.д.a., АО «ЛенРе-
актив», ГОСТ 3759-75), ледяная уксусная 
кислота (х.ч., АО «ЛенРеактив», ГОСТ 
61-75), спектрофотометр Varian Cary®50 
(Agilent Technologies Inc., США).

При разработке методики количествен-
ного определения флавоноидов в комбини-
рованном спрее методом спектрофотоме-
трии руководствовались методиками, при-
веденными в Государственной фармакопее 
Республики Беларусь, Государственной 
фармакопее Российской Федерации XIV 
изд., Фармакопее Евразийского экономи-
ческого союза [2, 4, 5]. 

Методика определения основана на 
реакции комплексообразования флавонои-

дов с алюминия хлоридом. На первом эта-
пе исследований определяли оптимальные 
условия проведения методики, которые 
включали выбор концентрации алюминия 
хлорида, определение времени реакции 
комплексообразования, а также отноше-
ния объема аликвоты комбинированного 
спрея к объему комплексообразователя. 

Количественное содержание флавоно-
идов в комбинированном спрее, согласно 
предложенной методике, рассчитывали в 
пересчете на рутин [2].

Для выбранной методики были прове-
дены валидационные испытания, которые 
выполнялись в соответствии с требовани-
ями Руководства по валидации аналитиче-
ских методик ЕАЭС, а также фармакопей-
ными требованиями. Статистическая обра-
ботка результатов осуществлялась с при-
менением программного пакета Microsoft 
Excel 2016 [6–8].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Подбор оптимальных условий для ко-
личественного определения суммы фла-
воноидов в комбинированном спрее пред-
ставлен в таблице 1.

Таблица 1. – Определение оптимальных условий количественного определения 
флавоноидов в спрее

Фактор Содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин, % (м/об)
Объем и концентрация раствора алюминия хлорида, x ± S (n = 6)

Соотношение 2% (м/об) 3% (м/об) 5% (м/об)
1:1 0,0127 ± 0,0002 0,0124 ± 0,0010 0,0114 ± 0,0003
1:2 0,0122 ± 0,0008 0,0128 ± 0,0009 0,0120 ± 0,0017
1:3 0,0102 ± 0,0003 0,0127 ± 0,0005 0,0117 ± 0,0001
1:4 0,0119 ± 0,0002 0,0119 ± 0,0009 0,0119 ± 0,0005
1:5 0,0121 ± 0,0007 0,0142 ± 0,0004 0,0130 ± 0,0003

Время комплексообразования при добавлении 3% раствора алюминия хлорида в соотношении 
1 : 5, минуты

30 0,0128 ± 0,0003
40 0,0149 ± 0,0011
50 0,0139 ± 0,0017
60 0,0134 ± 0,0014

Как видно из табличных значений, 
наилучшие результаты показал раствор 
алюминия хлорида в концентрации 3% 
при соотношении 1 : 5. Содержание суммы 
флавоноидов при использовании данного 
соотношения и концентрации статистиче-
ски значимо отличалось от других условий 
(р < 0,05, Р = 95%, критерий Стьюдента). 

По результатам эксперимента время ре-
акции комплексообразования выбрали 40 
минут. 

На рисунке 1 представлены УФ-
спектры комбинированного спрея и ком-
плекса рутина с раствором комплексообра-
зователя. 

Как следует из полученных УФ-
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Рисунок 1. – УФ-спектры комбинированного спрея, комплекса рутина и спрея 
«плацебо» с раствором комплексообразователя

спектров, для флавоноидов в комбиниро-
ванном спрее максимальное поглощение 
наблюдается при длине волны 405 ± 4 нм, 
для раствора рутина при 405 ± 2 нм. На УФ-
спектре спрея «плацебо», не содержащего 
жидкий экстракт полыни, пик поглощения 
отсутствует, что подтверждает специфич-
ность методики для количественного опре-
деления флавоноидов в разработанном со-
ставе спрея при выбранной длине волны. 

По результатам подбора оптимальных 
условий выбрана следующая методика.

Перед началом выполнения методики 
готовили 3% раствор алюминия хлорида Р 
(м/об) в этиловом спирте 50% Р (об/об). 

Испытуемый раствор (Аисп): к 3,0 мл  
комбинированного спрея добавляли 15,0 мл  
3% спиртового раствора алюминия хлори-
да Р (м/об), доводили до объема 25 мл 50% 
этиловым спиртом Р (об/об) и оставляли 
на 40 минут. 

Компенсационный раствор (Ак): 3,0 мл 
комбинированного спрея вносили в колбу 
и доводили до 25 мл 50 % этиловым спир-
том Р (об/об). 

Раствор сравнения (Брут): к 0,050 г 
(точная навеска) рутина добавляли 70 мл 
50% этилового спирта Р (об/об), помеща-
ли на водяную баню, после полного охлаж-
дения колбы раствор доводили до объема 
100 мл 50% этиловым спиртом Р (об/об). 
К 1,0 мл раствора Б СО рутина добавляли 
5,0 мл 3% спиртового раствора алюминия 
хлорида Р (м/об) и 1–2 капли уксусной кис-
лоты Р, раствор доводили до метки 50% 
этиловым спиртом Р (об/об).

Компенсационный раствор (Бк): к 1,0 мл 

раствора Б СО рутина добавляли 1–2 капли 
уксусной кислоты Р и доводили 50% этило-
вым спиртом Р (об/об) до объема 25 мл. 

Измеряли оптическую плотность ис-
пытуемого раствора (Аисп) и раствора срав-
нения (Брут) при длине волны 405 ± 4 че-
рез 40 минут, используя компенсационные 
растворы Ак и Бк соответственно.

Концентрация спирта этилового в 50% 
для приготовления растворов выбрана ис-
ходя из его количественного определения 
в комбинированном спрее методом газо-
вой хроматографии в предыдущих иссле-
дованиях [9]. 

Содержание флавоноидов в комбини-
рованном спрее вычисляли по следующей 
формуле (%, м/об): 

 

 

𝐴𝐴 × 𝑎𝑎0 × 25 × 𝑉𝑉0 × 𝑃𝑃 × 100
𝐴𝐴0 × 𝑉𝑉 × 100 × 25 × 100

,

 

где А – оптическая плотность испыту-
емого раствора (Аисп); 

А0 – оптическая плотность СО рутина 
(Брут); 

V – объем спрея, взятый для анализа, 
мл; 

a0 – навеска СО рутина, г; 
V0 – объем аликвоты СО рутина (Брут), 

мл; 
P – чистота СО (содержание рутина в 

СО), %.
Для оценки линейности предложенно-

го метода были подготовлены растворы с 
пятью уровнями концентрации от 70% до 
130% с шагом 10%. Область применения 
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методики определялась значениями, попа-
дающими в зону линейности. Результаты 

определения линейности представлены на 
рисунке 2 и в таблице 2. 

Таблица 2. – Определение линейности методики количественного определения 
флавоноидов в комбинированном спрее

Рисунок 2. – График зависимости оптической плотности от содержания 
флавоноидов в аликвоте

№ Содержание флавоноидов, 
% (м/об) от нормируемого значения Объем аликвоты, мл Оптическая 

плотность
1 70 2,1 0,223
2 80 2,4 0,271
3 90 2,7 0,303
4 100 3,0 0,348
5 110 3,3 0,382
6 120 3,6 0,436
7 130 3,9 0,472

Критерием линейности методики яв-
ляется коэффициент корреляции, который 
должен быть не менее 0,9950. Как видно из 
представленного графика, концентрация 
флавоноидов в аликвотах комбинирован-
ного спрея имеет линейный характер. Зна-
чения коэффициентов детерминации (R2) и 
корреляции (r) составили 0,9973 и 0,9986 
соответственно. 

Валидационные испытания по парамет-
ру «правильность» проводили путем добав-
ления к испытуемым растворам стандарта 
рутина. Готовили 9 испытуемых раство-
ров, в 3 из которых рутин добавляли в ко-
личестве 25% от его исходного содержания 
в комбинированном спрее, в следующие  
3 раствора – в количестве 50%, и в последние 
3 – 75%. Результаты определения правиль-
ности представлены в таблице 3.

Результаты оценивали по извлекаемости 

методики (степени извлечения, открывае-
мости), это значение должно находиться в 
пределах 100 ± 5%. Среднее значение извле-
каемости составило 100,3 ± 0,6%, что соот-
ветствует установленным требованиям.

Прецизионность внутри методики 
(сходимость) определяли в 6 повторно-
стях. Результаты определения представле-
ны в таблице 4.

Для оценки данного валидационного 
показателя рассчитывали относительное 
стандартное отклонение (RSD), которое 
должно быть не более 5%. По результатам 
испытаний RSD составило 2,0%, что удов-
летворяет критериям.

Для оценки влияния различных фак-
торов на результаты испытания в идентич-
ных аликвотах необходимо определение 
промежуточной (внутрилабораторной) 
прецизионности. Для этого методику про-
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Таблица 3. – Результаты испытания правильности методики 
для комбинированного спрея

Таблица 4. – Результаты определения сходимости для комбинированного спрея

Таблица 5. – Результаты испытания промежуточной прецизионности методики 
для комбинированного спрея

№

Исходная 
концентра-

ция фла-
воноидов 
в спрее, % 

(м/об)

Добав-
ление 

СО ру-
тина, %

Ожидаемый 
результат, %

Полученный 
результат, %

Абсолют-
ная ошиб-

ка, %
Степень из-
влечения, %

Метрологи-
ческие ха-

рактеристики

1

0,0149

25 0,0186 0,0184 0,00017 99,1
f = 8

x = 100,3
S = 0,61

Sr =0,0061 
P = 95%

t (P,f) = 2,306
∆x = 0,4689
ε = 0,47%

2 25 0,0186 0,0186 -0,00004 100,2
3 25 0,0186 0,0187 -0,00012 100,7
4 50 0,0224 0,0226 -0,00022 101,0
5 50 0,0224 0,0223 -0,00007 99,7
6 50 0,0224 0,0225 -0,00005 100,2
7 75 0,0261 0,0263 -0,00016 100,6
8 75 0,0261 0,0263 -0,00025 100,9
9 75 0,0261 0,0261 -0,00004 100,1

№ Количественное определение флавоноидов в пересчете на 
рутин, % (м/об)

Метрологические 
характеристики

1 0,0145 f = 5
x = 1,50∙10-2

S = 3,27∙10-4

Sr = 0,022
P = 95%

t (P,f) = 2,571
∆ x = 3,43∙10-4

ε = 2,29%

2 0,0147
3 0,0153
4 0,0152
5 0,0152
6 0,0148

№
Содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин, % (м/об)

Аналитик 1 Метрологические 
характеристики Аналитик 2 Метрологические 

характеристики
1 0,0145

f = 8
x = 1,48∙10-2

S = 3,32∙10-4

S2 =1,10∙10-7

Sr = 0,022
P = 95%

t (P,f) = 2,306
∆ x = 2,55∙10-4

ε = 1,72%

0,0149
f = 8

x = 1,51∙10-2

S = 5,29∙10-4

S2 =2,80∙10-7

Sr = 0,035
P = 95%

t (P,f) = 2,306
∆ x = 4,07∙10-4

ε = 2,69%

2 0,0148 0,0141
3 0,0149 0,0159
4 0,0150 0,0155
5 0,0155 0,0155
6 0,0146 0,0147
7 0,0151 0,0154
8 0,0145 0,0151
9 0,0146 0,0152

водили в разные дни двое аналитиков. Ре-
зультаты представлены в таблице 5.

Для оценки данного показателя ис-
пользовали F-критерий (критерий Фи-
шера). В соответствии с фармакопей-
ными данными критическое значение 
F-критерия составляет 3,44, при этом экс-
периментальное значение составило 2,55, 
что меньше критического соответственно. 

Полученные значения коэффициента вари-
ации (СV) для промежуточной прецизион-
ности менее 10%, что также удовлетворяет 
валидационным требованиям.

Количественное определение суммы 
флавоноидов в 3 опытно-промышленных 
сериях комбинированного спрея по вали-
дированной методике представлены в та-
блице 6. 



42

Вестник фармации №4 (106), 2024                                                                      Научные публикации

Таблица 6. – Количественное определение суммы флавоноидов в опытно-
промышленных сериях комбинированного спрея

№ серии Содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин, % (м/об)
1 0,0152 ± 0,0002
2 0,0151 ± 0,0002
3 0,0154 ± 0,0004

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По результатам исследований предло-
жена методика количественного опреде-
ления суммы флавоноидов в комбиниро-
ванном спрее, содержащем ибупрофен и 
жидкий экстракт полыни горькой. В ходе 
испытаний установлено, что оптимальным 
соотношением аликвоты к комплексоо-
бразователю является 1 : 5 с использова-
нием 3% спиртового раствора алюминия 
хлорида и продолжительностью реакции в 
40 минут. По результатам валидационных 
испытаний доказано, что разработанная 
методика является специфичной и линей-
ной, прецизионной в пределах диапазона 
применения, что подтверждает ее соответ-
ствие фармакопейным требованиям. Таким 
образом, предложенная методика является 
эффективным и воспроизводимым ин-
струментом для анализа содержания фла-
воноидов в разработанной лекарственной 
форме. Содержание суммы флавоноидов 
в 3 опытно-промышленных сериях с ис-
пользованием валидированной методики 
составило от 0,0149 до 0,0160%. Методика 
может быть рекомендована для внесения 
в проект нормативного документа по ка-
честву разрабатываемого лекарственного 
препарата, а также для контроля качества 
комбинированного спрея по показателю 
«Количественное определение». 

SUMMARY

O. A. Sushinskaya, N. S. Golyak
DEVELOPMENT AND VALIDATION 
OF FLAVONOIDS ASSAY METHOD 

IN A COMBINED SPRAY
The article presents the results of devel-

opment and validation of flavonoids assay 
method in a combined spray containing ibu-
profen and liquid extract of wormwood by 
spectrophotometry. 

The development of the method included 
determination of the optimal concentration of 
aluminum chloride, selection of the ratio of 
the aliquot volume in the combined spray to 

the volume of the complexing agent and the 
reaction time of complexation. Validation 
tests were conducted in accordance with the 
requirements of the EAEU Guidelines for the 
Validation of Analytical Methods, as well as 
pharmacopoeial requirements.

In the course of the tests, it was found that 
the optimal ratio of spray aliquot to complex-
ing agent is 1 : 5 using 3% alcohol solution 
of aluminum chloride and with the reaction 
duration of 40 minutes. The content of fla-
vonoids amount in three pilot batches using 
validated methodology ranged from 0.0149 to 
0.0160%. Validation tests have proven speci-
ficity, linearity, accuracy and precision of the 
technique. The correlation coefficients and 
variations for the validation characteristics 
fully met the established requirements.

Keywords: liquid extract, wormwood, 
assay, flavonoids, spray, spectrophotometry, 
validation.
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