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С целью обеспечения эффективности и безопасности фармацевтической продукции обязательным является установление соот-
ветствия качества лекарственных препаратов регламентируемым нормам с использованием аналитических методов, пригодных 
для предполагаемого их применения в оценке качества. Поэтому большое значение при создании лекарственных растительных 
препаратов приобретает разработка и валидационная оценка методик количественного анализа биологически активных ве-
ществ. Приведены результаты валидации методики количественного определения флавоноидов, как одной из основных групп 
действующих веществ, в экстракте пиона садового сухом. 
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Пион известен как «король растений», такое 
название он заслужил за красоту цветов и широкое 
применение в медицине [1]. В XIX в. пион молоч-
ноцветковый (Paeonia lactiflora), уникальный ди-
корастущий предок китайских сортов, был завезен 
в Европу и дал начало многим новым сортам по-
средством межвидовой гибридизации с пионом 
лекарственным (Paeonia officinalis) [2]. В культуре 
более распространенными являются пионы садо-
вых сортов, которые наравне с пионом уклоняю-
щимся вызывают интерес с точки зрения меди-
цинского применения.  

Ранее проведенными испытаниями авторами 
установлено сходство пиона садового и пиона 
уклоняющегося по показателям качества (макро-
скопический анализ, микроскопия, числовые пока-
затели, качественный анализ, количественное 
определение) согласно ФС 42-99-98 «Трава пиона 
уклоняющегося», что свидетельствует о возмож-
ности применения пиона садовых сортов в каче-
стве источника сырья для изготовления экстрак-
ционных препаратов [3]. 

Одной из основных групп биологически ак-
тивных веществ пиона являются флавоноиды. Для 

флавоноидов характерно сочетание низкой токсич-
ности с достаточно широким спектром терапевти-
ческого действия (противовоспалительное, бакте-
рицидное, гипотензивное, противоатеросклероти-
ческое, желчегонное, кровоостанавливающее, ди-
уретическое, седативное). Большое значение имеет 
противовоспалительный эффект флавоноидов, с ко-
торым, вероятно, связаны их жаропонижающее, 
противоязвенное, ранозаживляющее и вяжущее 
действие [4]. В последние годы установлено, что 
фенольные соединения растительного происхожде-
ния оказывают разнообразное влияние на нервную 
систему, взаимодействуя со специфическими ре-
цепторами на поверхности нейронов и клеток мик-
роглии, защищая нервные клетки от окислительно-
го стресса [2]. Многие флавоноиды, такие как квер-
цетин, рутин, гесперидин, нарингенин и др., обла-
дают способностью воздействовать на когнитивные 
функции и поведенческие реакции [5]. 

В системе обеспечения качества фармацевти-
ческой продукции важную роль играет аналитиче-
ский контроль как сырья, так и готового продукта. 
Для того чтобы аналитическая методика могла 
быть включена в нормативную документацию, она 
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должна гарантировать достоверные и точные ре-
зультаты. Поэтому методики количественного оп-
ределения, в том числе методики определения при-
месей и методики определения предела содержа-
ния, подлежат процедуре валидации (аттестации). 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − разработка 
и валидационная оценка методики спектрофото-
метрического определения содержания суммы 
флавоноидов в экстракте пиона садового сухом. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Экстракт пиона садового сухой получали на 

кафедре фармацевтической технологии Пермской 
государственной фармацевтической академии с 
применением трехкратной экстракции при опре-
деленных условиях с последующим высушивани-
ем методом распылительной сушки [6]. 

Стандартизацию полученного экстракта осу-
ществляли по одной из основных групп биологи-
чески активных веществ травы пиона – флавонои-
дам. Количественный анализ суммы флавоноидов 
в пересчете на рутин в экстракте пиона садового 
сухом проводили спектрофотометрическим мето-
дом по методике количественного определения 
суммы флавоноидов в траве зверобоя, модифици-
рованной авторами применительно к экстракту 
пиона [7, 8]. 

В качестве стандартного образца (СО) ис-
пользовали рутин (Quercetin-3-rutinoside, номер в 
каталоге 153-18-4, чистота – более 98,5%). 

Валидацию методики количественного опре-
деления суммы флавоноидов в пересчете на рутин 
в экстракте пиона садового сухом проводили ме-
тодом математической статистики по следующим 
показателям: прецизионность (в условиях повто-
ряемости), внутрилабораторная презиционность 
(воспроизводимость), линейность, правильность. 

Для изучения прецизионности методики 
устанавливали повторяемость, которая характери-
зует степень совпадения результатов индивиду-
альных испытаний при многократном использова-
нии. Она выражается величиной стандартного от-
клонения методики Sδ  (коэффициент вариации).  

Внутрилабораторную прецизионность (вос-
производимость) оценивали на идентичных об-
разцах в условиях одной лаборатории (разные дни, 
разные исполнители, разное оборудование) [8]. 
Воспроизводимость оценивали по коэффици- 
енту вариации Sδ , который не должен превышать 
10% [9]. 

Линейность методики устанавливали на осно-
вании результатов количественного определения, 
которые пропорциональны концентрации анализи-
руемого вещества. Для обоснования линейной за-
висимости рассчитывали уравнение регрессии 
( y bx a= + ) и коэффициент корреляции r, величина 
которого должна быть близка к единице. 

Правильность методики характеризуется от-
клонением среднего результата определений, вы-
полненных с ее использованием, от значения, 
принимаемого за истину. Для оценки правильно-
сти методики количественного определения при-
меняли подход, предполагающий анализ с исполь-
зованием стандартного образца. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
На начальном этапе исследования с целью 

усовершенствования методики был подобран рас-
творитель. При исследовании растворимости пиона 
садового экстракта сухого установлено, что опти-
мальным растворителем для пиона садового экс-
тракта сухого является вода очищенная; содержа-
ние флавоноидов при этом составляет 5,93±0,25%. 
При использовании спирта этилового 40%-ного вы-
ход флавоноидов составляет 5,23±0,18%, спирта эти-
лового 70%-ного – 5,39±0,27%, спирта этилового 
95%-ного – 5,20±0,17%.  

Методика. Навеску экстракта 0,1 г (точная 
навеска) помещали в мерную колбу вместимостью 
25 мл, растворяли в 10 мл воды очищенной, объем 
доводили водой очищенной до метки (раствор А). 
Затем 1 мл раствора А помещали в мерную колбу 
вместимостью 25 мл, прибавляли 2 мл 2%-ного спир-
тового раствора алюминия хлорида и 1 каплю разве-
денной уксусной кислоты, перемешивали. Объем 
раствора доводили до метки 95%-ным этанолом. 
Через 40 мин измеряли оптическую плотность на 
спектрофотометре при длине волны 405 нм в кю-
вете с толщиной слоя 10 мм. В качестве раствора 
сравнения использовали раствор, состоящий из  
1 мл раствора А и 1 капли разбавленной уксусной 
кислоты, доведенный до метки 95%-ным этанолом 
в мерной колбе вместимостью 25 мл [7, 8]. 

Содержание суммы флавоноидов в пересчете 
на рутин (Х) определяли по формуле 

( )
0

0

25 100 
100

x

x

A aX
A a W

× × ×
=

× × −
, 

где xA  – оптическая плотность испытуемого рас-
твора; 0A  – оптическая плотность раствора СО ру-
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тина; xa  – масса экстракта сухого, г; 0a  – масса 
СО рутина, г; W – потеря в массе экстракта при 
высушивании, %. 

Для оценки прецизионности проводили шесть 
параллельных определений в условиях одной лабо-
ратории (табл. 1). Метрологические характеристики 
методики анализа представлены в табл. 2. 

Результаты, представленные в табл. 1 и 2, до-
стоверны при доверительной вероятности p =  
= 95%. Вычисленные значения коэффициента ва-
риации Sδ  составили 0,84 и 0,99%; относительной 
ошибки среднего результата ε  – 2,15 и 2,55%, они 
не превышают критериев приемлемости ± 5%, что 
свидетельствует о прецизионности методики в 
условиях повторяемости. Полученные значения 
внутрилабораторной прецизионности удовлетво-
ряют критериям приемлемости (1,30% < 10%), что 
указывает на прецизионность методики в условиях 
воспроизводимости. 

Оценку линейности методики количественно-
го анализа флавоноидов в сухом экстракте пиона 

проводили на пяти уровнях концентраций 
50−150% путем изменения навески экстракта. В 
результате установлено, что график зависимости 
оптической плотности от навески экстракта имеет 
линейный характер и описывается уравнением 

0,8816 0,0352y x= + , а коэффициент корреляции 
близок к единице ( r = 0,998). Полученные данные 
свидетельствуют о линейной зависимости значе-
ния оптической плотности от концентрации фла-
воноидов (табл. 3, рис. 1). 

 
Рис. 1. График линейной зависимости оптической плотности от 
концентрации флавоноидов 

Таблица 1. Результаты оценки прецизионности методики количественного определения флавоноидов  
в пиона садового экстракте сухом 

Повторность 
Аналитик № 1 Аналитик № 2 

Оптическая плотность Содержание флавоноидов, % Оптическая плотность Содержание флавоноидов, % 
1 0,210 5,75 0,241 5,78 
2 0,237 5,62 0,227 5,92 
3 0,212 5,91 0,216 5,72 
4 0,238 5,61 0,224 5,95 
5 0,240 5,68 0,212 5,65 
6 0,203 5,62 0,245 6,01 

Таблица 2. Метрологические характеристики (n = 6, p = 95%) методики 

Аналитик f Х  S2 S S Х  Sδ ,% T(P,t) х∆  ε , % Sδ ,% 
метода 

№ 1 5 5,69 0,0137 0,1169 0,0477 0,84 2,57 0,3004 2,15 
1,30 

№ 2 5 5,84 0,0203 0,1425 0,0582 0,99 2,57 0,1495 2,55 

Таблица 3. Результаты оценки линейности методики 

Концентрация флавоноидов,  
мг/мл 

Оптическая  
плотность  

Коэффициент  
корреляции 

y bx a= +   

b a 
0,1146 0,137 

0,998 0,8816 0,0352 
0,1861 0,197 
0,2276 0,235 
0,2588 0,268 
0,3016 0,299 
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Таблица 4. Результаты оценки правильности методики 

Уровень Содержание  
флавоноидов, мг 

Добавлено  
СО рутина, мг 

Ожидаемое  
содержание, мг 

Полученное  
содержание, мг 

Открываемость,  
% 

Средний процент 
восстановления 

1/1 4,440 1,490 5,930 5,701 96,13 

96,46 

1/2 4,511 1,490 6,001 5,747 95,76 

1/3 4,396 1,490 5,886 5,652 96,02 

2/1 2,880 2,980 5,860 5,683 96,98 

2/2 2,871 2,980 5,851 5,708 97,55 

2/3 2,920 2,980 5,900 5,657 95,88 

3/1 1,483 4,470 5,953 5,815 97,69 

3/2 1,290 4,470 5,760 5,497 95,43 

3/3 1,283 4,470 5,753 5,561 96,67 

 
 
Правильность методики устанавливали путем 

измерения количественного содержания суммы 
флавоноидов в пересчете на рутин в растворах, 
полученных путем добавления известного количе-
ства РСО рутина к образцам на трех разных уров-
нях (концентрациях). Критерием приемлемости 
правильности методики является средний процент 
восстановления при использовании растворов за-
данных концентраций, скорректированный на 
100%, средняя величина которого должна нахо-
диться в пределах 100±5%. В данной методике 
процент восстановления находился в пределах от 
95,43 до 97,69% и его средняя величина составила 
96,46%, что свидетельствует о правильности раз-
работанной методики (табл. 4).  

ВЫВОДЫ 
1. Подобраны оптимальные условия количест-

венного определения суммы флавоноидов в 
пересчете на рутин в экстракте пиона садо-
вого сухом. 

2. Проведена валидационная оценка разработан-
ной методики. Установлено, что методика 
количественного анализа флавоноидов отли-
чается правильностью, сходимостью, линей-
ностью, прецизионностью в условиях повто-
ряемости и воспроизводимости. 

3. Данная методика спектрофотометрического 
определения суммы флавоноидов в пересчете 
на рутин может быть включена в проект нор-
мативной документации на экстракт пиона 
садового сухой, что позволит достоверно 

контролировать качество продукта на 
заключительном этапе его производства. 
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Confirmation of the quality of medicinal products by analytical methods is necessary to ensure the effectiveness and safety of 
pharmaceutical products. Therefore, the development and validation of methods of quantitative analysis of biologically active sub-
stances is great importance. Flavonoids are one of the main group of active substances in the dry extract of  peony garden. The artical 
is devoted to the development and validation score of spectrophotometric determination of flavonoids in the dry extract of  peony gar-
den. At the first a selection of solvent was used to improve the methodology for the quantitative analysis of flavonoids given in the 
state pharmacopoeia. It was found that the optimum solvent for the dry extract of  peony is water purified. Thus, the optimal condi-
tions for the quantitative determination of the amount of flavonoids in terms of rutin in the dry extract of peony were selected. The 
validation of the developed method was carried out according to the following indices: precision (repeatability), intralaboratory pro-
priety (reproducibility), linearity, correctness. To study the precision of the technique, a repeatability was established. Repeatability 
characterizes the coincidence of the results of individual tests with repeated use. Reproducibility was evaluated on identical samples in 
one laboratory. The linearity of the method was established on the basis of quantitative determination results in proportion to the con-
centration of the analyte. To assess the correctness of the method of quantitative determination of flavonoids, a standard sample was 
used. As a result of the study it was established that the spectrophotometric determination of flavonoids in the dry extract of  peony 
garden differs by the correctness, convergence, linearity, precision (repeatability) and reproducibility. 
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