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Количественное определение суммы флавоноидов в жидком экстракте 
полыни горькой 
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Quantitative determination of fl avonoids amount in a liquid wormwood extract

O.A. Sushinskaya

Резюме. 
Цель исследования – валидация методики количественного определения суммы флавоноидов в жидком экстракте 
полыни горькой.
Материал и методы. Объектом исследования являлся жидкий экстракт полыни горькой травы 1:1, полученный 
методом реперколяции. Для установления содержания флавоноидов в жидком экстракте полыни горькой исполь-
зовали дифференциальную спектрофотометрию. Для нового объекта исследования провели валидацию методи-
ки количественного определения флавоноидов по критериям «специфичность», «линейность», «правильность», 
«прецизионность».
Результаты и обсуждение. Методом спектрофотометрии установили содержание флавоноидов в жидком экстрак-
те полыни горькой 1:1, которое составило 1,54±0,04 мг/мл в пересчете на рутин. Предложена норма содержания 
флавоноидов в жидком экстракте полыни горькой 1:1 не менее 0,10%.
Заключение. Методика является точной и прецизионной в пределах диапазона применения, коэффициент корре-
ляции и коэффициенты вариации для валидационных характеристик не превышали критерии приемлемости, до-
казана специфичность и линейность методики для нового экстракционного препарата из полыни горькой травы. 
Методика может быть рекомендована для рутинного контроля качества полученного экстракта по показателю 
«Количественное определение». 

Abstract. 
Objectives. To validate the methodology for quantitative determination of flavonoids amount in a liquid wormwood 
extract.
Material and methods. The object of the study was a 1:1 liquid extract of wormwood bitter herb obtained by the method 
of repercolation. Differential spectrophotometry was used to determine the amount of flavonoids in the liquid extract 
of wormwood. For the new object of research, the validation of the methodology for the quantitative determination of 
flavonoids amount was carried out according to the criteria of specificity, linearity, correctness, precision.
Results. Using spectrophotometry, the amount of flavonoids in the liquid extract of wormwood 1:1 was determined, 
which made up 1.54±0.04 mg/ml in terms of rutin. The norm of flavonoid amount in the liquid extract of wormwood 1:1 
was proposed; it should be not less than 0.10%.
Conclusions. The technique is accurate and precise within the range of its application, the correlation coefficient and 
coefficients of variation for validation characteristics did not exceed the eligibility criteria, the specificity and linearity of 
the technique for a new extraction preparation from wormwood bitter herb was proved. The technique can be recommended 
for routine quality control of the obtained extract according to the indicator «Quantitative determination».
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Введение

Полынь горькая (A. absinthium) входит в 
число перспективных видов растительного сы-
рья флоры Республики Беларусь для фармацев-
тической разработки наружных лекарственных 
форм противовоспалительного действия. Это 
обусловлено содержанием в траве полыни горь-
кой различных биологически активных веществ, 
которые обладают разными механизмами инги-
бирования воспаления. Известно, что данные 
фармакологические свойства в основном обу-
словлены содержанием эфирных масел и группы 
сесквитерпеновых лактонов [1]. Однако группа 
флавоноидов, например, артемизетин, рутин, изо-
рамнетин, нарциссин, кверцетин, содержащихся 
в траве полыни горькой, также вносит значитель-
ный вклад в противовоспалительную активность 
данного вида сырья [2-4]. 

Флавоноиды, выделенные из полыни горькой, 
исследовали на различных моделях воспаления у 
крыс и обнаружили, что они обладают значитель-
ной активностью как в пролиферативной, так и в 
экссудативной фазах воспаления [5, 6]. Ли и со-
авт. исследовали противовоспалительный эффект 
5,6,3',5'-тетраметокси-7,4'-гидроксифлавона in 
vitro и in vivo, выделенного из полыни горькой, и 
доказали, что изучаемый флавон обладает противо-
воспалительным действием, подавляя экспрессию 
провоспалительных медиаторов, таких как инду-
цибельная NO-синтаза, простагландин E2, оксид 
азота, циклооксигеназа-2 в клетках RAW 264.7, 
стимулированных липополисахаридом [7]. Зераа-
ти в соавт. выявили, что экстракты A. absinthium 
оказывают местное антиноцицептивное действие 
на экспериментальных мышах [8]. В рандомизи-
рованных клинических исследованиях доказано, 
что наружное применение мази, содержащей экс-
тракт полыни, улучшает клинические симптомы у 
людей, страдающих остеоартритом колена [9].

Цель исследования – валидация методики ко-
личественного определения суммы флавоноидов 
в жидком экстракте полыни горькой.

Материал и методы

Объектом исследования являлся жидкий экс-
тракт полыни горькой травы, полученный мето-
дом реперколяции в батарее из 3 лабораторных 
перколяторов в соотношении 1:1. 

В качестве исходного сырья использовали 
полыни горькой траву производства ООО «Кали-

на» (Республика Беларусь), в качестве экстраген-
та использовали этанол 70% (ОАО «Бобруйский 
завод биотехнологий», марка «Экстра М», ТУ 
700068910.014-2005). Для анализа также при-
менялись следующие реактивы: алюминий хло-
ристый 6-водный (х.ч., АО «ЛенРеактив», ГОСТ 
3759-75); ледяная уксусная кислота (х.ч., АО 
«ЛенРеактив», ГОСТ 61-75), стандартный обра-
зец рутина (95%, Sigma-Aldrich). Спектрофотоме-
трические исследования проведены на спектро-
фотометре Varian Cary®50 (Agilent Technologies 
Inc., США).

Для установления содержания флавоноидов 
в жидком экстракте полыни горькой использо-
вали спектрофотометрию. Метод дифференци-
альной спектрофотометрии широко использу-
ется для определения содержания флавоноидов 
как в лекарственном растительном сырье, так и 
в экстракционных препаратах, полученных на 
их основе. Распространенность данного метода 
основана на реакции комплексообразования фла-
воноидных соединений с растворами металлов, 
в частности трехвалентных [10, 11]. В результа-
те комплексообразующей реакции флавоноидов 
жидкого экстракта полыни с 2% раствором алю-
миния хлорида происходит батохромный сдвиг 
максимума поглощения, что соответствует тако-
вому у раствора рутина с алюминия хлоридом 
[11]. Для количественного определения содер-
жания флавоноидов в жидком экстракте полыни 
была выбрана длина волны 410±2 нм.

Количественное определение флавоноидов 
(в пересчете на рутин) определяли методикой, 
предложенной в ФС.3.4.0006.18 «Полыни горь-
кой травы настойка» [12]. 2,0 мл жидкого экс-
тракта полыни горькой помещали в мерную кол-
бу, объем раствора доводили этанолом 70% до 
метки 25,0 мл (испытуемый раствор А). В отдель-
ной мерной колбе к 5,0 мл испытуемого раствора 
прибавляли 5,0 мл раствора 2% алюминия хло-
рида, также каплю уксусной кислоты ледяной, 
доводили объем этанолом 96% до метки 25,0 мл 
(испытуемый раствор Б). Оптическую плотность 
раствора Б определяли на спектрофотометре че-
рез 30 минут после его приготовления. Раствор 
сравнения готовили по аналогичной методике, 
но без добавления алюминия хлорида. При тех 
же условиях определяли оптическую плотность 
раствора комплекса СО рутина с алюминия хло-
ридом. Содержание флавоноидов в жидком экс-
тракте полыни горькой вычисляли по следующей 
формуле:
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,                         (1)
где: 
А – оптическая плотность испытуемого рас-

твора Б;
ао – навеска СО рутина, г; 
Р – содержание основного вещества в СО ру-

тина, %; 
Ао – оптическая плотность раствора комплек-

са рутина; 
a – объем экстракта, мл.
Валидация методики проводилась в соответ-

ствии с фармакопейными требованиями, а так-
же Руководством по валидации аналитических 
методик проведения испытаний лекарственных 
средств Евразийской экономической комиссии 
по соответствующим критериям: специфичность, 
линейность, прецизионность (воспроизводи-
мость и сходимость) и правильность [13-15].

Для валидации методики по критерию «спец-
ифичность» проводили оценку соответствия 
максимумов поглощения дифференциальных 
спектров стандарта рутина и жидкого экстракта 
полыни горькой спектрофотометрическим мето-
дом в диапазоне длин волн 350-500 нм.

Для определения линейности аналитической 
методики готовили растворы экстракта в виде 5 
уровней концентрации: 1 уровень – объем алик-
воты 1,0 мл (50% от исходного); 2 уровень – 1,5 
мл (75%), 3 уровень – 2,0 мл (100%), 4 уровень 
– 2,5 мл (125%) и 5 уровень – 3,0 мл (150%). 
Определяли концентрацию флавоноидов по ре-
зультатам измерения оптических плотностей 
испытуемых растворов. Диапазон применения 
методики определялся значениями, соответству-
ющими области линейности.  Далее определяли 
коэффициент корреляции r, который для данного 
валидационного показателя должен быть не ниже 
0,9950 [13, 16].

Для подтверждения правильности методики 
количественного определения необходимо опре-
деление лабораторного смещения (системати-
ческой погрешности). Лабораторное смещение 
находится по разности между теоретическим 
значением результата (математическое ожида-
ние) и его истинным значением, полученным 
экспериментально. Точность методики по дан-
ному валидационному показателю оценивали 
на 3 значениях концентраций в 3 повторностях 
в пределах диапазона применения. Испытуемые 
растворы готовили методом добавки стандарта 

рутина в количестве 25, 50, 75% от его исходного 
содержания в жидком экстракте полыни горькой. 
Процент восстановления аналитической методи-
ки при использовании 3 уровней концентраций, 
скорректированный на 100%, должен находиться 
в пределах от 95 до 105% [16,17].

Повторяемость (сходимость) методики опре-
деляли на 1 образце сырья в 6 повторностях (6 се-
рий жидкого экстракта). Для оценки данного по-
казателя необходимо определение коэффициента 
вариации (CV, RSD), который является характе-
ристикой случайных погрешностей и исполь-
зуется для оценки прецизионности измерений. 
Коэффициент вариации для 6 параллельных из-
мерений должен быть не более 5% [13-17].

Для определения внутрилабораторной вос-
производимости методики использовали 3 об-
разца жидкого экстракта полыни горькой, подго-
товленных независимо друг от друга. Методику 
проводили 2 аналитика в разные дни в 3 повтор-
ностях для каждого образца. Критерий внутри-
лабораторной воспроизводимости в виде коэф-
фициента вариации должен быть не более 10% 
[13-17].

Статистическую обработку результатов про-
водили с использованием пакета анализа данных 
Microsoftt Excel 2016 и программного обеспече-
ния STATISTICA 10.0.

Результаты и обсуждение

На рисунке 1 представлены дифференци-
альные УФ-спектры жидкого экстракта полыни 
горькой 1:1 и комплекса рутина с 2% раствором 
алюминия хлорида. Максимум поглощения сум-
мы флавоноидов жидкого экстракта в диапазо-
не длин волн от 350 до 500 нм при снятии УФ-
спектра составляет 410±2 нм, что соответствует 
таковому для раствора рутина.

Линейность аналитической методики пред-
ставлена на рисунке 2, результаты определения 
линейности методики в таблице 1. 

Концентрация флавоноидов по результатам 
измерения оптических плотностей испытуемых 
растворов в диапазоне концентраций от 50% до 
150% от их теоретического содержания состави-
ла от 0,9 до 2,0 мг/мл. Значение коэффициента 
детерминации составило 0,9965, значение коэф-
фициента корреляции r – 0,9982, что соответство-
вало критерию приемлемости не ниже 0,9950. 

Аналитическая область методики количе-
ственного определения флавоноидов в жидком 
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экстракте полыни горькой в диапазоне концен-
траций 50-150% удовлетворяет требованиям.

Результаты определения правильности ме-
тодики для жидкого экстракта полыни горькой 
представлены в таблице 2.

Требования критерия приемлемости для ре-
зультатов испытания правильности методики со-
ставляет от 95 до 105%. Установлено, что среднее 
значение открываемости методики для жидкого 
экстракта полыни составило 100,53±1,54%, что 

соответствует допустимым значениям [13, 16].
Результаты определения повторяемости ме-

тодики для жидкого экстракта представлены в 
таблице 3.

Относительное стандартное отклонение для 
6 измерений составило 2,86%, что удовлетворяет 
условию приемлемости не более 5% [13, 16].

Результаты определения внутрилаборатор-
ной воспроизводимости методики для жидкого 
экстракта представлены в таблице 4.

Рисунок 1 – Дифференциальные УФ-спектры жидкого экстракта полыни горькой 1:1 и комплекса рутина с 2% 
раствором алюминия хлорида

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

№

Содержание 
флавоноидов, % 
от нормируемого 

значения

Объем аликвоты, 
мл

Концентрация 
флавоноидов 

теоретическая, %

Концентрация 
флавоноидов 

фактическая, %

Оптическая 
плотность

1 50 1,0 0,0750 0,0885 0,275
2 75 1,5 0,1125 0,1214 0,377
3 100 2,0 0,1500 0,1497 0,465
4 125 2,5 0,1875 0,1754 0,545
5 150 3,0 0,2250 0,2022 0,628

Таблица 1 – Определение линейности методики количественного определения флавоноидов в жид-
ком экстракте полыни горькой
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По таблице критерия Фишера критическое 
значение (Fкрит) составляет 3,44. Рассчитанное 
значение критерия (Fисп) составило 1,26, что, сле-
довательно, меньше критического значения [15]. 
Полученные значения коэффициента вариации 
не превышают 10%. На основании результатов 
повторяемости и внутрилабораторной воспроиз-
водимости можно считать методику прецизион-
ной. 

Результаты валидации спектрофотометриче-
ского определения суммы флавоноидов в жидком 
экстракте полыни горькой представлены в табли-
це 5.

Содержание суммы флавоноидов в жид-
ком экстракте полыни горькой в среднем соста-
вило от 0,14 до 0,16%. Согласно требованиям 
ФС.3.4.0006.18 «Полыни горькой травы настой-
ка», содержание суммы флавоноидов в настойке 
полыни 1:5 должно составлять не менее 0,05% 
[9]. Поскольку в жидком экстракте полыни 1:1 

среднее содержание суммы флавоноидов превы-
шает значения настойки в 2,8 раза, предложенная 
норма содержания для экстракта составляет не 
менее 0,10%. 

Заключение

Методом спектрофотометрии установили со-
держание флавоноидов в жидком экстракте полы-
ни горькой 1:1, которое составило 1,54±0,04 мг/
мл в пересчете на рутин. Установлены параметры 
сходимости, повторяемости, воспроизводимости 
и линейности спектрофотометрического опреде-
ления флавоноидов в жидком экстракте полыни 
горькой 1:1. В ходе исследования доказано, что 
методика является специфичной и линейной, 
точной и достоверной в пределах диапазона при-
менения и может быть рекомендована для рутин-
ного контроля качества полученного экстракта 
по показателю «Количественное определение». 

Таблица 2 – Результаты испытания правильности методики для жидкого экстракта полыни горькой

№ 

Исходная 
концентрация 
флавоноидов в 

экстракте, мг/мл

Добавление 
СО рутина, %

Ожидаемый 
результат, 

мг/мл

Полученный 
результат, 

мг/мл

Абсолютная 
ошибка, 

мг/мл

Процент 
восстанов-
ления, %

1

1,50

25 1,88 1,90 -0,02 101,20
2 50 2,25 2,29 -0,04 101,58
3 75 2,63 2,63 0,00 100,00
4 25 1,88 1,87 0,01 99,32
5 50 2,25 2,30 -0,05 102,30
6 75 2,63 2,66 -0,03 100,98
7 25 1,88 1,87 0,01 99,66
8 50 2,25 2,30 -0,05 102,16
9 75 2,63 2,57 0,06 97,55

Метрологические характеристики
f S Sr S2 P, % t (P,f) ∆ , %
8 100,53 1,54 0,015 2,362 95 2,306 1,184 1,18

Таблица 3 – Результаты испытания повторяемости методики для жидкого экстракта полыни горькой 
№ испытания Количественное определение флавоноидов, %

1 0,156
2 0,161
3 0,149
4 0,150
5 0,153
6 0,152

Метрологические характеристики
f S Sr S2 P, % t (P,f) ∆ , %
5 0,154 0,004 0,0286 0,000019 95 2,571 0,0042 2,73
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Предложена норма содержания флавоноидов в 
жидком экстракте полыни горькой 1:1 не менее 
0,10%.
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