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Рассмотрены вопросы валидации методики коли�
чественного определения флавоноидов в траве
Gynostemma pentaphyllum с использованием спект�
рофотометрического метода. Предложены крите�
рии приемлемости разработанной методики по па�
раметрам специфичности (совпадение спектров
поглощения), линейности (r = 0.991), прецизион�
ности (RSD ≤ 5%) и правильности (процент от ожи�
даемого значения 100±5%). Полученные в ходе
проведения аналитической методики характерис�
тики находятся в пределах критериев приемлемос�
ти, что позволяет рекомендовать данную методику
для включения в раздел «Количественное опреде�
ление» проекта фармакопейной статьи (ФС)»Ги�
ностеммы пятилистной трава».

Ключевые слова: Gynostemma pentaphyllum; вали�
дация. линейность; правильность; прецизионность;
рутин; спектрофотометрия; специфичность; трава;
флавоноиды.

The article considers the issues of validation of the
method of quantitative determination of flavonoids in
the herb of Gynostemma pentaphyllum using the
spectrophotometric method. The criteria of
acceptability of the developed technique are proposed
according to the parameters of specificity (coincidence
of absorption spectra), linearity (r = 0.991), precision
(RSD ≤ 5%) and correctness (percentage of the
expected value of 100 ± 5%). The obtained
characteristics during the analytical methodology are
within the criteria of acceptability, which allows us to
consider this technique for inclusion in the section
«Quantitative determination» of the draft pharmaco�
poeia article (FA) «Gynostemma pentaphyllum herb».

Key words: correctness; flavonoids; gynostemma
pentaphyllum; herb; linearity; precision; rutin;
specificity; spectrophotometry; validation.
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Поиск и изучение новых лекарственных рас�
тений, имеющих богатый химический состав и об�
ладающих эффективными фармакологическими
свойствами, является перспективным направле�
нием в фармации. Для внедрения, анализа, стан�
дартизации неизвестного лекарственного расте�
ния и его сырья необходимо разработать показате�
ли подлинности и качества. Аналитические мето�
дики количественного определения биологически
активных веществ в последующем должны быть
валидированы с целью доказательства пригоднос�
ти разработанных методик.

Перспективным растением, вызывающий
особый интерес, является произрастающая в Юго�
Восточной Азии трава Gynostemma pentaphyllum
(Thunb.) Makino, также называемая по�китайски
Цзяогулань 1. Из Gynostemma pentaphyllum выде�
лено и идентифицировано множество биологи�
чески активных соединений, в том числе сапони�
ны (также называемые гипенозидами), полисаха�
риды, флавоноиды и фитостеролы, которые обус�
ловливают ее лечебные свойства. Тесты как in
vivo, так и in vitro, начиная от клеточных линий и
заканчивая животными, показали, что G.
pentaphyllum обладает различной биологической
активностью, включая противораковую 1–4, анти�
атерогенную, липидрегулирующую, нейропротек�
торную, гепатопротекторную и гипогликемичес�
кую, а также оказывает положительное действие
против деменции и болезни Паркинсона 5–7.

В настоящее время зарубежными авторами
достаточно изучены биологические свойства из�
влечений и отдельных выделенных соединений G.
pentaphyllum и проанализирован ее химический
состав, однако нормативный документ по стандар�
тизации сырья гиностеммы пятилистной не раз�
работан 1–3, 8,9.

Целью настоящего исследования являлась
валидация разработанной методики количествен�
ного определения флавоноидов в траве Gynoste�
mma pentaphyllum.

Материалы и методы

В качестве объекта исследования служила
трава Gynostemma pentaphyllum (Thunb.) Makino,
выращенная на экспериментальных участках Рес�
публики Башкортостан и заготовленная от интро�
дуцированных растений в течение 2017–2020 гг.
летом в фазу цветения.

На первом этапе авторами разработана методи�
ка количественного определения спектрофотомет�
рическим методом в УФ и видимых областях 10.
Наибольший выход флавоноидов из травы наблю�
дался при следующих условиях: экстрагент – эти�
ловый спирт 70%�ный, кратность экстракции –

однократная в течение 50 мин, соотношение мас�
сы сырья и объема экстрагента – 1:100, степень из�
мельчения сырья – 3.0 мм, количество комплексо�
образователя (спиртовый  5%�ный  раствор хлори�
да алюминия) – 2 мл, время комплексообразова�
ния – 30 мин.  При разработке методики было
установлено, что спектры поглощения испытуе�
мого раствора совпадали со спектром рутина, по�
этому пересчёт измерений при количественном
определении суммы флавоноидов вели на рутин. В
качестве стандартного образца (СО) использовали
рутин в виде 0.1%�ного спиртового раствора 11.

Следующий этап заключался в валидации
разработанной аналитической методики для по�
лучения оценки ее пригодности. Валидация про�
водилась в соответствии с Государственной Фар�
макопеи XIV издания (ГФ XIV) по параметрам
специфичности, линейности, прецизионности и
правильности 12.

Все измерения проводили и регистрировали
на двухлучевом спектрофотометре (производи�
тель Япония, модель SHIMADZU UV�1800). Ста�
тистический анализ результатов испытаний осу�
ществляли по методикам ГФ XIV и программам
обеспечения Windows 10 12.

Результаты и их обсуждение

Изначально для исследования были получе�
ны растворы из травы Gynostemma pentaphyllum
согласно разработанной методике. Далее опреде�
ляли специфичность путем анализа спектра по�
глощения модельной смеси, содержащей 70%�
ный  этиловый спирт и 5%�ный спиртовый ра�
створ хлорида алюминия  (рис. 1).

Рис. 1. Спектры водно?спиртового извлечения из травы
G. pentaphyllum (1), раствора СО рутина (2) и раствора
модельной смеси (3) с добавлением хлорида алюминия

Критерием приемлемости по данному пара�
метру было совпадение максимумов поглощения
раствора СО и извлечения из травы G.
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раствора СО и извлечения из травы G. pentaphyllum 
и отсутствием максимумов в спектре поглощения 
модельной смеси. 

Линейность устанавливали путем анализа пя�
ти растворов с объемом от 1.6 до 2.4 мл и концен�
трацией в интервале 80–120 % от теоретического 
содержания флавоноидов в траве G. pentaphyllum 
(табл. 1).  

Полученные экспериментальные данные об�
рабатывали методом наименьших квадратов, со�
ставляя уравнение регрессии. Критерием для па�
раметра линейности являлся коэффициент корре�
ляции, который должен быть не ниже 0.99 (рис. 2). 
Если его величина близка к единице, совокупность 
данных можно описать прямой линией. 

Коэффициент корреляции превысил более 
0.99, следовательно, методика является линейной. 

Прецизионность методики была исследована 
в однородных условиях на одном образце в 6  
повторностях в двух вариантах: повторяемость в 

одинаковых условиях в одной лаборатории (один и 
тот же исполнитель, одно и то же оборудование, 
один и тот же набор реактивов) в пределах корот�
кого промежутка времени (табл. 2) и внутрилабо�
раторная прецизионность в условиях работы одной 
лаборатории (разные дни, разные исполнители) 
(табл. 3).   

y = 0,0065x + 0,0004
r = 0,991
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Рис. 2. Зависимость оптической плотности от концен�
трации флавоноидов 

Таблица 1  
Результаты определения линейности разработанной методики 

 

№  
п/п 

Величина аналитической 
области, % 

Объем 
аликвоты, мл 

Оптическая 
плотность, нм 

Содержание, 
% 

Содержание  
в аликвоте, мг 

1 80 1.6 0.369 3.53 0.3373 
2 90 1.8 0.429 3.65 0.3484 
3 100 2 0.491 3.76 0.3589 
4 110 2.2 0.581 4.04 0.3861 
5 120 2.4 0.644 4.11 0.3923 

 
Таблица 2   

Определение повторяемости разработанной методики 
 

№ п/п Содержание флавоноидов, % Метрологические характеристики 
1 3.74 
2 3.79 
3 3.85 
4 3.68 
5 3.70 
6 3.83 

f = 5 
y  = 3.76 

yS  = 0.02846 

Eα = 0.07 
1.95 

Относительное стандартное отклонение (RSD), % 0.76 
 

Таблица 3   
Определение внутрилабораторной  прецизионности разработанной методики 

 

№ п/п Содержание флавоноидов, % Метрологические характеристики 
1 день (1 испытатель, 1 лаборатория) 

1 3.81 
2 3.73 
3 3.83 
4 3.87 
5 3.70 
6 3.79 

f = 5 
y  = 3.79 

yS  = 0.02588 

Eα = 0.07 
1.75 

Относительное стандартное отклонение (RSD), % 0,68 
2 день (2 испытатель, 1 лаборатория) 

1 3.79 
2 3.75 
3 3.79 
4 3.78 
5 3.72 
6 3.73 

f = 5 
y  = 3.76 

yS  = 0.01265 

Eα =  0.03 
0.86 

Относительное стандартное отклонение (RSD), % 0.34 
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Из табл. 2 и 3 следует, что величина относи�
тельного стандартного отклонения результата
при оценке повторяемости равна 0.76% (не превы�
шает 2%), при оценке внутрилабораторной преци�
зионности – 0.68 и 0.34 % (не превышает 5%), что
свидетельствует о прецизионности методики.

Достоверность разработанной методики ус�
танавливали методом добавок путем добавления
необходимого количества стандарта с известной
концентрацией к исследуемым растворам объе�
мом 0.5, 1 и 1.5 мл (табл. 4). Критерием приемле�
мости является средний процент открываемости,
скорректированный на 100%.

Таблица 4
 Определение правильности разработанной методики

Объем  
экстракта  

в аликвоте, мл 

Содержание 
флавоноидов  
в аликвоте, мг 

Добавлено  
РСО  

рутина, мг 

Ожидаемое 
содержание, 

мг 

Полученное 
содержание, 

мг 

Ошибка, 
(отн., %) 

0.5 0.2310 1 1.2310 1.2097 -0.0213(2.14) 
1.0 0.3085 1 1.3085 1.3041 -0.0044(0.34) 
1.5 0.3177 1 1.3177 1.3207 +0.0030(0.23) 

Среднее значение 100±0.90 

В разработанной методике процент восста�
новления находился в пределах 97.86–100.23 %,
его среднее значение составляет 100±0.90, что со�
ответствует допустимым пределам 100±5 %.

Таким образом, в результате исследования
выявлено, что методика количественного опреде�
ления флавоноидов в траве Gynostemma
pentaphyllum (Thunb.) Makino, специфична, пре�
цизионна, правильна и имеет линейный характер.
Следовательно, разработанная методика может
быть использована для стандартизации травы
Gynostemma pentaphyllum (Thunb.) Makino, а так�
же может быть включена в раздел «Количествен�
ное определение» проекта ФС «Гиностеммы пя�
тилистной трава».
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