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Уперше проведено валiдацiю спектрофо-
тометричної методики кiлькiсного визна-

чення суми флавоноїдiв у препаратi «Седавiт». 
Валiдацiя була здiйснена вiдповiдно до вимог 
Державної Фармакопеї України. Вивчення 
валiдацiйних характеристик методики, статис-
тична обробка отриманих результатiв дослiд-
ження дозволяють визначити придатнiсть ме-
тодики для подальшого використання.
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ВСТУП
У теперiшнiй час вiдмiчається тенденцiя 

росту рiвня психопатологiчних розладiв, чому 
сприяють рiзнi соцiальнi та психологiчнi фак-
тори: хронiчна втома, стреси, екологiчнi про-
блеми, iнформацiйна насиченiсть, погiршення 
якостi життя. Вищеназване потенцiює спожи-
вання седативних лiкарських засобiв. Одним 
iз таких засобiв є розчин для пиття «Седавiт» 
— заспокiйливий засiб з вiтамiнами, який пози-
тивно впливає на функцiонування нервової сис-
теми, усуває напруження, психiчнi виснаження 
[1]. Розчин «Седавiт» створений на основi ком-
плексного екстракту лiкарської рослинної си-
ровини (ЛРС) — коренiв з кореневищами ва-
лерiани лiкарської, плодiв глоду, листя м’яти 
перцевої, трави звiробою звичайного та шишок 
хмелю. Такий склад дозволив забезпечити, за 
даними фармакологiчних дослiджень, вираже-
ну седативну та анксiолiтичну дiю [2]. Як вiдо-
мо, фармакологiчну активнiсть лiкарських пре-
паратiв рослинного походження забезпечують 

бiологiчно активнi речовини ЛРС. Запропоно-
вана технологiя отримання сумарного екстра-
кту забезпечує наявнiсть у ньому рiзних груп 
бiологiчно активних речовин (БАР), однiєю з 
яких є флавоноїди, що мiстяться в рiзних кiль-
костях у всiх використовуваних видах ЛРС. 
Вiдомою є антиоксидантна активнiсть флаво-
ноїдiв, що є дуже цiнним для комплексної фар-
макологiчної дiї лiкарського засобу. Зважаючи 
на це, визначення кiлькiсного вмiсту флаво-
ноїдiв у розчинi для пиття «Седавiт» є одним iз 
необхiдних показникiв якостi [3].

Загальноприйнятим методом кiлькiсного 
визначення флавоноїдiв є метод абсорбцiйної 
спектрофотометрiї в УФ-спектрi та видимiй 
областi, заснований на взаємодiї з розчином 
алюмiнiю хлориду, який викликає на спект-
рi батохромний зсув в область 410-420 нм [4-
7]. Така поведiнка характерна для флаванонiв 
та дигiдрофлавонолiв. Вiтамiни, що входять 
до складу лiкарської форми, — пiридоксину 
гiдрохлорид та нiкотинамiд — являють собою 
ароматичнi сполуки i можуть завдати вплив 
на результати спектрофотометричного аналi-
зу. Вiдповiдно до вимог ДФУ [8] всi методики, 
запропонованi для лiкарських засобiв, мають 
бути валiдованими. 

Метою дослiдження було проведення валi-
дацiї спектрофотометричної методики кiлькiс-
ного визначення суми флавоноїдiв у препаратi 
«Седавiт». 

Матерiали та методи 
дослiдження

Дослiдження проводилися з використан-
ням аналiтичного обладнання: ваги АВ 204 
S/A METTLER TOLEDO, спектрофото-
метр «SPECORD 200». Визначення проводи-
ли за методом абсорбцiйної спектрофотомет-
рiї в УФ-спектрi та видимiй областi (2.2.25) [8]. 
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Статистичну обробку експериментальних да-
них проводили вiдповiдно до статтi ДФУ «Ста-
тистичний аналiз результатiв хiмiчного експе-
рименту» [9].

У роботi використанi реактиви, приготов-
ленi вiдповiдно до монографiй ДФУ: 3% роз-
чин алюмiнiю хлориду в 96% спиртi етилово-
му, етилацетат, 70% спирт етиловий, а також 
мiрний посуд класу А, який вiдповiдає ДСТУ 
29228-91 [10].

Методика кiлькiсного визначення суми фла-
воноїдiв:

– випробуваний та модельнi розчини для 
визначення суми флавоноїдiв готували, вико-
ристовуючи рiвномiрний розкид концентрацiї 
флавоноїдiв вiд номiнальної на всьому дiапа-
зонi застосування методики вiд 80% до 120% за 
такою методикою: 10,00 мл препарату помiща-
ють у стакан мiсткiстю 50,00 мл, нагрiвають 
на киплячiй водянiй банi до видалення запаху 
спирту. Охолоджують до кiмнатної темпера-
тури, додають 10,00 мл води та переносять до 
дiлильної лiйки мiсткiстю 100,00 мл, додають 
40,00 мл етилацетату та енергiйно струшують 
протягом 3 хв. Пiсля роздiлення шарiв водний 
(нижнiй) зливають, а (верхнiй) етилацетатний 
шар фiльтрують через паперовий фiльтр «бiла 
стрiчка» у мiрну колбу мiсткiстю 50,00 мл. 
Фiльтр промивають 10,00 мл етилацетату, до-
водять об’єм розчину етилацетатом до мiтки i 
перемiшують. 5,00 мл отриманого розчину по-
мiщають у стакан мiсткiстю 50,00 мл, упарюють 
досуха на киплячiй водянiй банi. Сухий зали-
шок розчиняють у 15,00 мл 70% спирту етило-
вого та переносять у мiрнi колби 1 та 2 мiсткiс-
тю по 25,00 мл кожна. До 1 колби додають 5,00 
мл 3% розчину алюмiнiю хлориду в 96% спиртi 
етиловому, доводять об’єм розчину 70% спир-
том етиловим до мiтки i перемiшують. Через 
30 хв. вимiрюють оптичну густину отримано-
го розчину на спектрофотометрi при довжинi 
хвилi 416 нм в кюветi з товщиною шару 10 мм, 
використовуючи в якостi розчину порiвняння 
розчин 2, доведений до мiтки 70% спиртом ети-
ловим i перемiшаний. Вимiрювання проводять 
при температурi 20±1°С за однакових умов з 
мiнiмальним iнтервалом у часi.

– розчин плацебо: 5,00 мл 3% розчину алю-
мiнiю хлориду в 96% спиртi етиловому помiща-
ють у мiрну колбу 25,00 мл, доводять об’єм 
розчину 70% спиртом етиловим до мiтки i пе-
ремiшують.

Вмiст суми флавоноїдiв ( ³Õ ) у 1,00 мл пре-
паратi, у перерахунку на рутин в г, обчис-
люють за формулою [1]: Xi=(D*50*25)/
(215*10*5*100)=D/(215*4) (1), де D — оптична 

густина випробуваного розчину; 215 — пито-
мий показник поглинання комплексу рутину 
з алюмiнiю хлоридом в 70% спиртi етиловому 
при довжинi хвилi 412 нм.

За теоретичними розрахунками вмiст фла-
воноїдiв становить 0,3 мг в 1,00 мл препарату.

Результати дослiдження  
та їх обговорення

За зазначених умов нами був отриманий 
спектр поглинання розчину «Седавiт (рис. 1), 
що має наявний максимум при довжинi хвилi 
416 нм.

При проведеннi кiлькiсного визначення 
суми флавоноїдiв методом спектрофотометрiї 
нами було обрано дiапазон застосування мето-
дики вiд 80% до 120% вiд номiнального вмiс-
ту флавоноїдiв в 1,00 мл препарату (0,0003 г) 
за вимогами ДФУ [8] (допуски вмiсту станов-
лять ±10%).

Спочатку було проведено теоретичний 
розрахунок критерiїв прийнятностi методики 
аналiзу й отримано наступнi результати: мак-
симально допустима повна невизначенiсть ме-
тодики — 3,20; максимальна систематична по-
милка — 1,02; критичне значення — 1,81; iндекс 
кореляцiї — 0,9924; критичне значення прак-
тичної невизначеностi вiльного члена лiнiйної 
залежностi — 5,12.

Метрологiчнi характеристики випробува-
ної спектрофотометричної методики не по-
виннi перевищувати величини критичних зна-
чень розрахованих критерiїв прийнятностi для 
аналiтичної методики. 

ДФУ регламентує визначення таких валiда-
цiйних характеристик для методик кiлькiсного 
визначення: правильнiсть, збiжнiсть, специфiч-
нiсть, лiнiйнiсть, вiдтворюванiсть, робаснiсть [8].

Специфiчнiсть пiдтверджується результа-
тами вивченням впливу плацебо. Вимiрюван-

Рис. 1. Спектр поглинання розчину «Седавiт».
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ня оптичної густини випробуваного розчи-
ну Аblank та розчину плацебо виконували три 
рази з вийманням кювети за довжини хвилi 416 
нм. Паралельно вимiрювали оптичну густину 
розчину порiвняння Ast. Розрахунки проводи-
ли за формулою: 

st

blank
exc A

A×
=

100
δ . 

Для оцiнки впливу повинна виконуватися 
нерiвнiсть:

BAsexc ×=∆××=×≤ 033,0max32,032,0max32,0 δδ , 

де В=±10% тобто дехс 0,33%. 
Дослiдження показали, що вплив плацебо 

для випробуваного розчину ( 418,0=stA , 0005,0=blankA )  
становить ехс=0,12%. Отримане значення ехс  
для дослiджуваного розчину не перевищує 
критичне 0,12% 0,33%, фонове поглинання є 
незначущим, i методика характеризується при-
пустимою специфiчнiстю. Наявнi в розчинi вi-
тамiни не завдають впливу на оптичне погли-
нання при довжинi хвилi 416 нм.

Вивчення характеру лiнiйної залежностi 
оптичної густини вiд концентрацiї проводи-
ли, використовуючи 15 модельних розчинiв 
для аналiзу. Отриманi результати обробля-
ли методом найменших квадратiв для прямої 

axbY +×= . Розрахованi статистичнi величини 
b,Sb,a,Sa,Sr (остаточне стандартне вiдхилення) 
та r (коефiцiєнт кореляцiї). На основi отрима-
них даних побудували калiбрувальний графiк 
у нормалiзованих координатах. Вимоги до па-
раметрiв лiнiйної залежностi в нашому випадку 
виконуються на всьому дiапазонi застосування 
методики (80-120%). 

Для оцiнки робасностi pH проводили до-
слiдження впливу рН середовища на стабiль-
нiсть оптичного поглинання модельних роз-
чинiв з концентрацiями (90%, 100%, 110%), 
при цьому вiдтворювали коливання рН±10%. 
Для отриманих модельних розчинiв вимiрюва-

ли оптичну густину при обранiй довжинi хвилi. 
Як видно з отриманих результатiв (табл. 1), не-
значнi коливання рН не завдають впливу на ре-
зультати аналiзу.

Перевiрку стабiльностi в часi t аналiтичного 
розчину проводили впродовж години (через кож-
нi 10 хв.). Встановлено, що впродовж зазначено-
го часу оптичне поглинання розчину є стабiльним, 
що пiдтверджується вiдповiднiстю отриманих ре-
зультатiв критерiям прийнятностi (табл. 1). 

Для проведення вимiрiв та розрахунку 
метрологiчної оцiнки збiжностi i правиль-
ностi методики було отримано три значення 
оптичних густин для розчину порiвняння та 
15 значень оптичних густин модельних роз-
чинiв. При валiдацiї збiжностi вiдповiдає зна-
чення вiдносного довiрчого iнтервалу as,%; 
правильнiсть характеризується величиною 
систематичної похибки аналiзу ,%. Експе-
риментальними дослiдженнями (табл. 1) вста-
новлено, що зазначенi величини вiдповiдають 
вимогам ДФУ.

Щоб дослiдити вiдтворюванiсть мето-
дики в умовах iншої лабораторiї, були про-
веденi вимiрювання оптичної густини роз-
чинiв однiєї аналiтичної серiї на iншому 
обладнаннi, в рiзнi днi, у двох рiзних лабора-
торiях, рiзними аналiтиками. Отриманi ре-
зультати пiдтвердили коректнiсть методики 
при її вiдтвореннi в умовах рiзних лабора-
торiй (табл. 1). 

Таким чином, сумарна оцiнка отриманих 
валiдацiйних характеристик цiєї методики доз-
воляє рекомендувати її для проведення кiлькiс-
ного визначення суми флавоноїдiв у препаратi 
«Седавiт».

Висновки
1. Здiйснено валiдацiю спектрофотомет-

ричної методики кiлькiсного визначення суми 

Таблиця 1
Результати дослiдження методики спектрофотометричного визначення 

Валiдацiйнi характеристики 
Допуски вiдповiдно до ДФУ (±10%)

отриманi та критичнi значення, %
Лаб. №1

стабiльнiсть у часi t  max , % 0,35  1,02 стабiльнiсть у часi t  max , %
 стабiльнiсть до змiн pH  max , % 0,45  1,02 стабiльнiсть до змiн pH   max , %
збiжнiсть Аs  max As , % 2,27  3,20 збiжнiсть Аs  max As, %
правильнiсть   max , % 0,20  1,02 правильнiсть   max , %

лiнiйнiсть
Rrest  RSD0, % лiнiйнiсть Rrest  RSD0, %
а  max�����   а, % а  max�����   а, %
r  Rc r  Rc 

 вiдтворюванiсть, intra  max As, % 0,62  3,20
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флавоноїдiв у препаратi «Седавiт» за валiда-
цiйними характеристиками: специфiчнiсть, ро-
баснiсть, лiнiйнiсть, правильнiсть, збiжнiсть та 
вiдтворюванiсть. Отриманi метрологiчнi харак-
теристики методики не перевищують критерiї 
прийнятностi вiдповiдно до ДФУ.

2. Виходячи з отриманих результатiв, ме-
тодика може бути використана для кiлькiсно-
го аналiзу суми флавоноїдiв у випробуваному 
препаратi. 
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С.В.Гарная, А.Ю.Бочкарева, В.А.Георгиянц. 
Валидация методики количественного опреде­
ления флавоноидов в комплексном фитопрепа­
рате седативного действия. Харьков, Украина.

Ключевые слова: валидация, количественный 
анализ, флавоноиды.

Впервые проведена валидация спектрофото-
метрической методики количественного определе-
ния суммы флавоноидов в препарате «Седавит». 
Валидация была осуществлена согласно требова-
ниям Государственной Фармакопеи Украины. Изу-
чение валидационных характеристик методики, 
статистическая обработка полученных результа-
тов исследования позволяют определить пригод-
ность методики для дальнейшего использования.

S.V.Garna, A.Yu.Bochkarova, V.A.Georgi­
yants. Validation of method of quantitative de­
termination of flavonoids in complex preparation 
with sedative action. Kharkiv, Ukraine.

Key words: validation, quantitative determina-
tion, flavonoids.

Validation of the spectrophotometric method of 
quantitative determination of the sum of flavonoids 
in preparation «Sedavit» has been carried out for the 
first time. Validation was carried out according to the 
requirements of the State Pharmacopoeia of Ukraine. 
The study of validation characteristics of the method, 
statistic estimation of results of research, allow defin-
ing the possibility for its further use.
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