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РЕЗЮМЕ
Введение. С целью стандартизации сырья якорцев стелющихся нами была разработана методика количественного опреде-

ления суммы флавоноидов в пересчете на рутин. Чтобы данная методика гарантировала достоверные и точные результаты 
анализа предусмотрена процедура валидации разработанной методики.

Цель исследования – валидация методики количественного определения суммы флавоноидов в пересчете на рутин в якор-
цах стелющихся траве с использованием дифференциальной спектрофотометрии.

Материал и методы. Валидацию методики проводили на объединенном образце якорцев стелющихся травы. Валидационные 
параметры определяли на спектрофотометрах СФ – 2000 и SHIMADZU UV – 1800.

Результаты. Установлены валидационные характеристики: линейность, прецизионность (повторяемость, воспроизводи-
мость) и правильность. Линейность определяли на пяти уровнях концентрации. Коэффициент корреляции составил 0,995, что 
говорит о линейной зависимости между величинами оптической плотности и содержанием суммы флавоноидов в извлечениях. 
Повторяемость методики определяли в десятикратной повторности в идентичных условиях в пределах короткого промежутка 
времени. Внутрилабораторную воспроизводимость методики определяли на трех образцах в трехкратной повторности. 
Межлабораторную воспроизводимость методики проводили на трех образцах в трехкратной повторности в двух лабораториях. 
Результаты определения подтверждают прецизионность методики в условиях внутрилабораторной и межлабораторной вос-
производимости, так как относительное стандартное отклонение не превысило 15%. Правильность методики устанавливали 
путем добавления в извлечение необходимого количества стандарта. Результаты показали, что ошибка анализа находится в 
пределах ошибки единичного определения и не превышает 2,89%.

Заключение. Разработанная методика спектрофотометрического определения суммы флавоноидов в пересчете на рутин в 
якорцах стелющихся траве является валидной. Не требует дорогостоящих реактивов, является точной, воспроизводимой и 
доступной, что позволяет использовать ее для достоверной оценки качества сырья.
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Введение

Род якорцы – Tribulus L. семейства парно-
листниковых – Zygophyllaceaе включает до 

20 видов растений, широко используемых в тра-
диционной и научной медицине 25 стран Азии, 
Африки, Южной Европы и Америки. В Россий-
ской Федерации в научной медицине применяет-
ся только один вид – якорцы стелющиеся (Tribulus 
terrestris L.), сырьем которого является трава [1] 
как субстанция для получения противосклеро-
тического препарата. Вместе с тем трава якорцев 
стелющихся обладает широким спектром фарма-
кологического действия: гиполипидемическим, 
противовоспалительным, антибактериальным, 
противогрибковым, общетонизирующим, моче-
гонным, обезболивающим действием, стимули-
рует секрецию желудочного сока и усиливают пе-
ристальтику кишечника. В народной медицине 
используется при заболеваниях сердечно-сосуди-
стой, пищеварительной и эндокринной систем, а 
также для стимуляции функции половых желез, 
лечения андрологических заболеваний мочеполо-
вых органов, способствует естественному произ-
водству тестостерона [2–4]. 

В настоящее время стандартизацию травы 
якорцев стелющихся проводят по содержанию 
фуростаноловых гликозидов [1]. По литератур-
ным данным в траве якорцев стелющихся содер-
жатся не только стероидные сапонины [5–7], но 
и флавоноиды [6, 8–11], по содержанию которых 
можно достоверно и объективно оценить каче-
ство сырья. Ранее нами была разработана мето-
дика количественного определения суммы фла-
воноидов в пересчете на рутин. Для того чтобы 
данная методика заняла достойное место в си-
стеме обеспечения качества, гарантировала до-
стоверные и точные результаты анализа пред-
усмотрена процедура валидации разработанной 
методики [12].

Цель настоящего исследования – валидация 
методики количественного определения суммы 
флавоноидов в пересчете на рутин в якорцах сте-
лющихся траве с использованием дифференци-
альной спектрофотометрии.

Материал и методы
Валидацию разработанной методики прово-

дили на объединенном образце якорцев стелю-
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SUMMARY
Introduction. To standardize the raw materials of ground burnut (Tribulus terrestris) herb, the authors have developed a procedure 

to measure the amount of flavonoids calculated with reference to rutin. To ensure that this procedure guarantees reliable and accurate 
test results, a technique is provided to validate the developed procedure.

Objective: to validate a procedure for quantitative determination of the amount of flavonoids calculated with reference to rutin in 
the ground burnut herb, by using differential spectrophotometry.

Material and methods. The procedure was validated on a combined sample of ground burnut herb. The validation parameters were 
determined using SF-2000 and SHIMADZU UV-1800 spectrophotometers.

Results. The investigators established validation characteristics, such as linearity, precision (repeatability, reproducibility), and 
accuracy. Linearity was determined at five concentration levels. The correlation coefficient was 0.995, which indicates a linear relationship 
between the optical density and the total flavonoid content in extracts. The repeatability of the procedure was determined with tenfold 
replication under identical conditions within a short time interval. The intralaboratory reproducibility of the procedure was determined 
using three samples in triplicate. Its interlaboratory reproducibility was carried out on three samples in triplicate in two laboratories. The 
determination results confirmed the precision of the procedure under intralaboratory and interlaboratory reproducibility conditions, since 
the relative standard deviation did not exceed 15%. The accuracy of the procedure was established by adding the required amount of the 
standard to the extract. The results showed that the error in analysis was within the error in one determination and did not exceed 2.89%.

Conclusion. The developed procedure is valid for the spectrophotometric determination of the sum of flavonoids calculated with 
reference to rutin in the ground burnut herb. The procedure requires no expensive reagents, is accurate, reproducible, and affordable, 
which allows it to be used for a reliable assessment of the quality of raw materials.

Key words: validation, procedure, ground burnut, Tribulus terrestris L., herb, flavonoids, spectrophotometry. 
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щихся травы, полученном путем смешивания в 
равных количествах образцов, собранных в те-
чение 2016–2018 гг. в РФ – ботанический сад ВИ-
ЛАР (Москва) и Крым, в республике Молдова и в 
Сирии. 

Валидационные параметры определяли с по-
мощью дифференциальной спектрофотометрии 
на спектрофотометрах СФ – 2000 и SHIMADZU 
UV – 1800.

Результаты и обсуждение
Валидируемая методика: аналитическую пробу 

сырья измельчают до размера частиц, проходя-
щих сквозь сито с отверстиями диаметром 2 мм. 
Около 3,0 г (точная навеска) измельченного сы-
рья помещают в колбу со шлифом вместимостью 
250 мл и добавляют 100 мл 80% этилового спирта. 
Колбу присоединяют к обратному холодильнику 
и нагревают на кипящей водяной бане в течение 
60 мин, периодически встряхивая для смывания 
частиц сырья со стенок. Горячее извлечение ох-
лаждают, фильтруют через бумажный фильтр 
Filtrak в мерную колбу вместимостью 100 мл так, 
чтобы частицы сырья не попали на фильтр. По-
сле охлаждения фильтр промывают 80% этило-
вым спиртом, доводят объем извлечения до мет-
ки и перемешивают (раствор А).

В мерную колбу вместимостью 25 мл помеща-
ют 2 мл раствора А, прибавляют 5 мл 2% раство-
ра алюминия хлорида в 95% этиловом спирте, 1 
каплю 5% уксусной кислоты и доводят объем рас-
твора до метки 95% этиловым спиртом (раствор 

Б). Через 15 мин измеряют оптическую плот-
ность раствора на спектрофотометре СФ-2000 
при длине волны 410 нм в кювете с толщиной 
слоя 10 мм. 

В качестве раствора сравнения используют 
следующий раствор: 2 мл раствора А помещают 
в мерную колбу вместимостью 25 мл, прибавля-
ют 1 каплю 5% уксусной кислоты и доводят объ-
ем раствора 95% этиловым спиртом до метки.

Содержание суммы флавоноидов в пересчете 
на рутин – стандарт на абсолютно сухое сырье в 
процентах (Х) вычисляют по формуле:
 А • а0 • 100 • 2 • 25 • 100 • 100 • Р

Х = ––––––––––––––––––––––––––––––––––––– =
 Ао • а • 100 • 2 • 25 • 100 • (100 – W)

 А • а0 • 100 • Р
= –––––––––––––––––– ,

 Ао • а • (100 – W)

где А – оптическая плотность (раствор Б) испыту-
емого раствора; Ао – оптическая плотность (рас-
твор Б) СО рутина; а – навеска сырья в граммах; 
а0 – навеска СО рутина в граммах; Р – содержание 
основного вещества в СО рутина в %; W – потеря в 
массе при высушивании (%).

Приготовление СО рутина: около 0,05 г (точ-
ная навеска) СО рутина, предварительно высу-

Зависимость оптической плотности раствора 

от объема исследуемого извлечения

Relationship of the optical density of a solution 

to the volume of the test extract

0,7 

0,6 

0,5 

0,4 

0,3 

0,2 

0,1 

0,0

А

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
С, %

y=0,252х+0,007 
R2=0,995

Таблица 1 

Определение повторяемости методики определения 
флавоноидов в траве якорцев стелющихся

Table 1

Determination of the repeatability of the procedure 
for determination of flavonoids in the ground burnut herb

Повторность
Содержание суммы флавоноидов 

в пересчете на рутин, %

1 1,54

2 1,56

3 1,52

4 1,47

5 1,59

6 1,72

7 1,58

8 1,58

9 1,65

10 1,58

Среднее значение 1,58

Относительное 
стандартное 
отклонение (RSD), %

0,069
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шенного при температуре 130–
135°С в течение 3 ч, помещают 
в мерную колбу вместимостью 
100 мл и растворяют при нагре-
вании на водяной бане в 85 мл 
96% этилового спирта, охлажда-
ют, доводят объем раствора тем 
же спиртом до метки и переме-
шивают (раствор А) СО рутина. 
2 мл раствора А СО рутина, 1 ка-
пля 5% уксусной кислоты, 5 мл 
2% спиртового раствора алюми-
ния хлорида, помещают в мер-
ную колбу, вместимостью 25 мл 
и доводят 96% этиловым спир-
том до метки (раствор Б) СО ру-
тина.

Содержание флавоноидов в 
пересчете на рутин в используе-
мых образцах сырья составляло 
1,370±0,051%.

При проведении валидаци-
онных исследований устанавли-
вали следующие характеристи-
ки разработанной методики: 
линейность, прецизионность 
(повторяемость, воспроизводи-
мость) и правильность.

Линейность определяли на 
пяти уровнях концентрации. 
Растворы готовили путем увели-
чения аликвоты по следующей 
схеме: 

•  1 уровень: аликвота раство-
ра А 1 мл – объем раствора 
Б 2,5 мл (50%); 

•  2 уровень: аликвота раство-
ра А 1,5 мл – объем раство-
ра Б 3,75 мл (75%); 

•  3 уровень: аликвота раство-
ра А 2,0 мл – объем раство-
ра Б 5,0 мл (100%); 

•  4 уровень: аликвота раство-
ра А 2,5 мл – объем раство-
ра Б 6,25 мл (125%); 

•  5 уровень: аликвота раство-
ра А 3,0 мл – объем раство-
ра Б 7,5 мл (150%). 

Критерий приемлемости – 
коэффициент корреляции со-
ставил 0,995 (см. рисунок). На 
основании полученных данных 
можно утверждать, что соблю-

Таблица 2

Определение внутрилабораторной воспроизводимости методики 
определения флавоноидов в траве якорцев стелющихся

Table 2 

Determination of intralaboratory reproducibility of the procedure 
for determination of flavonoids in the ground burnut herb

Повторность Аналитик

Содержание суммы флавоноидов 
в пересчете на рутин, %

Молдова, 
окрестности, 

Кишинев

Сирия, 
окрестности, 

Дамаск

РФ, Москва 
Ботанический 

сад ВИЛАР

1 1 1,18 1,12 1,90

2 1 1,10 1,15 1,52

3 1 0,95 1,19 1,75

4 2 1,17 1,23 1,62

5 2 0,94 1,19 1,32

6 2 1,18 1,12 1,69

Среднее значение 1,09 1,17 1,64

Относительное стандартное 
отклонение (RSD), %

0,113 0,044 0,194

Таблица 3

Определение межлабораторной воспроизводимости методики 
определения флавоноидов в траве якорцев стелющихся

Table 3

Determination of interlaboratory reproducibility of the procedure 
for determination of flavonoids in the ground burnut herb 

№ 
Место 
сбора

Повторность

Содержание суммы флавоноидов 
в пересчете на рутин, %

СФ-2000, кафедра 
фармакогнозии 

с курсом ботаники

UV-1800 
SHIMADZU, РИЦ 

«Фарматест»

1
Молдова, 

окрестности 
Кишинева

1 1,36 1,41

2 1,36 1,37

3 1,35 1,40

Среднее значение 1,36 1,39

Относительное стан-
дартное отклонение 

(RSD) при, ƒ =2% 
0,006 0,021

2
Сирия, 

окрестности 
Дамаска

1 1,18 1,29

2 1,29 1,25

3 1,23 1,23

Среднее значение 1,23 1,26

Относительное стан-
дартное отклонение 

(RSD) при ƒ =2, %
0,055 0,031

3

РФ, Москва, 
Ботани-

ческий сад 
ВИЛАР 

1 1,65 1,72

2 1,67 1,75

3 1,68 1,82

Среднее значение 1,67 1,76

Относительное стан-
дартное отклонение 

(RSD) при ƒ =2, %
0,015 0,051 



Фармацевтическая химия и фармакогнозия

22 2020, т. 69, №5ФармацияФармация

дается линейная зависимость между величина-
ми оптической плотности и содержанием суммы 
флавоноидов в извлечениях из якорцев стелю-
щихся травы в интервале концентраций 50–150% 
от номинального значения определяемой величи-
ны.

Повторяемость методики устанавливали в де-
сятикратной повторности, в одной лаборатории 
в идентичных условиях, с использованием одно-
го и того же оборудования, одним и тем же ис-
следователем, в пределах короткого промежут-
ка времени. Критерий приемлемости выражался 
величиной относительного стандартного откло-
нения RSD, которое не должно превышать 10% 
(табл. 1).

Внутрилабораторную воспроизводимость ме-
тодики определяли два провизора – аналитика ка-
федры фармакогнозии с курсом ботаники ПГФА. 
Исследования проводили на трех образцах в трех-
кратной повторности на спектрофотометре СФ–
2000 (табл. 2). 

Межлабораторную воспроизводимость ме-
тодики проводили на трех образцах в трехкрат-

ной повторности в двух лабораториях (на кафе-
дре фармакогнозии с курсом ботаники ПГФА 
на спектрофотометре СФ – 2000 и в лаборато-
рии РИЦ «Фарматест» на спектрофотометре 
SHIMADZU UV – 1800). Критерий приемлемо-
сти выражался величиной относительного стан-
дартного отклонения, которое не должно превы-
шать 15% (табл. 3).

Результаты определения подтверждают пре-
цизионность методики в условиях внутрилабора-
торной и межлабораторной воспроизводимости, 
так как относительное стандартное отклонение 
не превысило 15%.

Правильность методики устанавливали путем 
измерения количественного содержания суммы 
флавоноидов в пересчете на рутин в растворах, 
полученных путем добавления необходимого ко-
личества стандарта к исследуемому раствору не-
посредственно в извлечение из якорцев стелю-
щихся травы (табл. 4). Результаты показали, что 
ошибка анализа находится в пределах ошибки 
единичного определения и не превышает 2,89% 
(табл. 5).

Таблица 4

Определение правильности методики определения флавоноидов в траве якорцев стелющихся

Table 4

Determination of accuracy of the procedure for determination of flavonoids in the ground burnut herb

№ Место сбора
Содержание суммы 

флавоноидов в пересчете 
на рутин в сырье, мг

Добавлено СО 
рутина, мг

Содержание суммы флавоноидов 
в пересчете на рутин, мг Ошибка, 

%
Ожидаемое Полученное 

1
Молдова, 

окрестности 
Кишинева

10,8 0,05 10,85 10,90 0,46

10,8 0,1 10,90 11,10 1,83

10,8 0,15 10,95 11,13 1,64

2
Сирия, 

окрестности 
Дамаска

11,5 0,05 11,55 11,70 1,30

11,5 0,1 11,60 11,78 1,55

11,5 0,15 11,65 11,95 2,57

3
РФ, Москва 

Ботанический 
сад ВИЛАР

17,6 0,05 17,65 17,67 0,11

17,6 0,1 17,70 18,03 1,86

17,6 0,15 17,75 17,95 1,13

Таблица 5

Метрологическая характеристика методики определения флавоноидов в траве якорцев стелющихся 

Table 5

Metrological characteristics of the procedure for determination of flavonoids in the ground burnut herb

n ƒ x – S2 S P,% t (p,f) Δx – ε δ,%

5 4 2,086 0,0596 0,2441 95 2,78 0,03 0,77 2,89
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Заключение
Разработанная методика спектрофотометри-

ческого определения суммы флавоноидов в пе-
ресчете на рутин в якорцах стелющихся траве 
является валидной. Методика не требует дорого-
стоящих реактивов, является точной, воспроизво-
димой и доступной, что позволяет использовать 
ее для достоверной оценки качества сырья.
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