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Цель исследования – разработка и валидация методики количественного определения флавоноидов в листьях 

Salvia stepposa Des.-Shost. В основу разрабатываемой методики лег метод дифференциальной спектрофотометрии. В ка-
честве целевого соединения выбран флавоноид – лютелин-7-гликозид, что связано с присутствием его в исследуемом 
сырье и с совпадением максимумов поглощения дифференциальных спектров спиртового экстракта S. stepposa и спир-
тового раствора стандартного образца лютелин-7-гликозида при добавлении к ним спиртового раствора алюминия хло-
рида при длине волны 396±2 нм. Изучены различные параметры экстракции для определения оптимальных условий 
экстрагирования флавоноидов (концентрация этилового спирта, кратность экстракции, время экстракции, размер частиц 
растительного сырья, соотношение растительного сырья и экстрагента), а также установлены необходимое количество 
и концентрация комплексообразователя, время образования и время устойчивости комплекса флавоноидов с хлоридом 
алюминия. На основании проведенных исследований по изучению различных параметров экстракции определены оп-
тимальные условия экстрагирования флавоноидов из листьев S. stepposa: измельченность сырья – 2.0 мм, экстрагент – 
60% этиловый спирт, кратность экстракции — однократная, соотношение сырья и экстрагента 1 : 200, концентрации 
алюминия хлорида – 1%, время комплексообразования – 30 минут. Разработанная методика прошла проверку на линей-
ность, повторяемость, воспроизводимoсть и правильность и является прецизионной. 
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Введение 

Род Salvia L., относящийся к семейству яснотковых (Lamiaceae), является одним из самых разнооб-
разных и богатых лечебными свойствами родов в мире. Включает в себя около 900 видов, среди которых 
есть как однолетние, так и многолетние растения, травы, полукустарники и кустарники. Многие виды шал-
фея Salvia L. используются в традиционной и современной медицине в качестве средств профилактики и 
комплексной терапии заболеваний верхних дыхательных путей, гастроэнтерологических расстройств, ин-
фекционно-воспалительных, кожных и других видов заболеваний. Род Salvia L. включает в себя множество 
видов, отличающихся как по морфологическим характеристикам, так и химическому составу. Богатую ком-
позицию биологически активных веществ рода Salvia L. составляют эфирные масла, флавоноиды, полифе-
нолы, танины и другие соединения, обладающие антибактериальными [1, 2], противораковыми [3], анти-
пролиферативными [4], противопротозойными [5] и другими фармакологически значимыми эффектами, ко-
торые неоднократно были подтверждены в научных исследованиях [6–11].  

Некоторые виды данного рода признаны официнальными и включены в фармакопеи различных стран 
мира [12–15]. На территории России произрастает около 80 видов рода Salvia L., как дикорастущих, так и 
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культивируемых. Однако многие виды данного рода остаются недостаточно изученными и не используются 
в медицинских целях, что делает актуальным поиск перспективных видов из рода Salvia L. и разработку 
растительных лекарственных средств на их основе. Одним из таких видов является Salvia stepposa Des.-
Shost., произрастающий на территории Республики Башкортостан как дикорастущее растение [16]. Иссле-
дования химического состава S. stepposa достаточно фрагментарны, и в научной литературе имеются огра-
ниченные сведения о его химическом составе. Так, есть данные о содержании в различных частях S. stepposa 
таких групп биологически активных веществ, как флавоноиды, фенилпропаноиды, дубильные вещества, по-
лисахариды, сапонины [8, 17, 18]. Флавоноиды считаются одними из приоритетных групп видов рода Salvia 
L., обуславливающих противовоспалительные свойства [19]. В S. stepposa из группы флавоноидов иденти-
фицированы флавоноловые гликозиды, такие как рутин, лютеолин-7-гликозид [20, 21].  

Цель настоящего исследования – разработка методики количественного определения флавоноидов в 
листьях S. stepposa и проверка ее валидационных характеристик.  

Экспериментальная часть 

Объектом исследования стали листья S. stepposa, собранные на территории Республики Башкорто-
стан в июле 2024 года в период цветения растения. Идентификацию S. stepposa проводили с использованием 
определителя растений [16]. Сырье высушивали воздушно-теневым способом. Хранили в сухом проветри-
ваемом помещении при комнатной температуре, при влажности не более 50%. Для количественного опре-
деления флавоноидов применен метод дифференциальной спектрофотометрии. Изучены различные пара-
метры экстракции для определения оптимальных условий экстрагирования флавоноидов (концентрация 
этилового спирта, кратность экстракции, время экстракции, размер частиц растительного сырья, соотноше-
ние растительного сырья и экстрагента), а также установлены необходимое количество и концентрация ком-
плексообразователя, время образования и время устойчивости комплекса флавоноидов с хлоридом алюми-
ния [22]. Навеску сырья взвешивали при помощи аналитических весов OHAUS Pioneer PА214С (Швейца-
рия). Спектрофотометрическое исследование проводилось на спектрофотометре SHIMADZU UV-1800 
(Япония). В качестве комплексообразователя использовали алюминия хлорид (III) (№0001422561, Panreac, 
Испания), в качестве экстрагента – этиловый спирт 95% (№3531122, ООО «Константа-Фарм М», Россия). 
Получение спиртовых извлечений листьев S. stepposa проводили с применением водяной бани LOIP LB-140 
(Эстония), раствором сравнения служил стандартный образец лютеолин-7-гликозида (Сигмабиосинтез, Рос-
сия). Дифференциальный спектр листьев S. stepposa измеряли в диапазоне от 350 до 450 нм. Статистическую 
обработку результатов проводили с использованием программы «Statistica.10» с использованием критерия 
Стьюдента [23]. Пригодность разработанной методики проверяли по следующим параметрам – линейность, 
повторяемость, воспроизводимость, правильность [24]. 

Для разработки методики количественного определения флавоноидов в листьях S. stepposa необхо-
димо было выбрать целевое вещество, на которое будет производиться пересчет. Методом тонкослойной 
хроматографии в тонком слое сорбента на пластинках Sorbfil ПТСХ-АФ-А 100×150 мм в системе этилацетат 
– муравьиная кислота – вода (15 : 3 : 4) при сравнении со стандартными образцам установлено присутствие 
в сырье флавоноидных гликозидов группы флавонолов, таких как лютеолин-7-гликозид, рутин и гиперозид. 
По наиболее интенсивному свечению зоны лютеолин-7-гликозида на хроматограмме нами было вынесено 
предположение о том, что данный флавоноид является доминирующим в исследуемом сырье. Далее иссле-
дование дифференциального спектра спиртового экстракта S. stepposa показали, что у исследуемого образца 
максимум поглощения при добавлении раствора алюминия хлорида находился при 396±2 нм (рис. 1), что 
соответствует стандартному образцу лютеолин-7-гликозида (рис. 1) [25]. На основании полученных данных 
прототипом разрабатываемой методики стала методика количественного определения флавоноидов в траве 
тимьяна обыкновенного в пересчете на лютеолин-7-гликозид [26].  

Для выбора оптимального экстрагента были получены извлечения из листьев S. stepposa с использо-
ванием этилового спирта различных концентраций – 40, 50, 60, 70, 80, 96%. Наибольший выход флавонои-
дов наблюдался при использовании 60% этилового спирта (табл. 1). 

Для определения оптимальной концентрации и количества комплексообразователя экстракты под-
вергались воздействию 1, 2, 3, 4, 5% алюминия хлорида в количестве 1, 2, 3, 4, 5 мл. Максимальная оптиче-
ская плотность наблюдалась при использовании 1% спиртового раствора алюминия хлорида (III) в количе-
стве 5 мл (табл. 1).  
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При определении временного интервала комплексообразования максимальная оптическая плотность 
наблюдалась через 30 мин с начала реакции. Комплекс оставался стабильным не менее 30 мин (рис. 2). 

Для определения оптимальной измельченности сырья содержание флавоноидов определяли в извле-
чениях из листьев S. stepposa, измельченных до размера 1, 2, 3, 4 и 5 мм. Установлено, что максимально 
извлекаются флавоноиды при использовании сырья размером 1–2 мм (табл. 1). 

Далее исследовали различное соотношение сырья и экстрагента, а именно – 1 : 50, 1 : 100 и 1 : 200. 
Максимальный выход флавоноидов наблюдался при соотношении сырья и экстрагента 1 : 200 (табл. 1). 

Далее было проверено влияние кратности экстракции при использовании данного соотношения. По 
результатам одно-, двух- и трехкратной экстракции пришли к выводу, что кратность экстракции не влияет 
на выход флавоноидов и однократная экстракция является достаточной для максимального извлечения це-
левой группы компонентов (табл. 1). 

На основании проведенного исследования разработана следующая методика количественного опре-
деления флавоноидов в листьях S. stepposa: 1.0 г (точная навеска) сырья, измельченного до 2 мм, помещают 
в колбу на 250 мл, прибавляют 200 мл 60% этилового спирта, присоединяют к обратному холодильнику и 
нагревают на кипящей водяной бане 30 мин. Затем извлечение фильтруют и доводят в мерной колбе до 200 
мл этиловым спиртом концентрации 60% (раствор А). 

В мерную колбу вместимостью 25 мл помещают 2 мл раствора А, прибавляют 5 мл 1% спиртового 
раствора хлорида алюминия, 0.1 мл 30% раствора уксусной кислоты и доводят раствор до метки 60% эти-
ловым спиртом (раствор В). Оптическую плотность полученного раствора измеряют через 30 мин на спек-
трофотометре при длине волны 396 нм в кювете толщиной слоя 1 см. Раствором сравнения служит следую-
щий раствор: 2 мл раствора А, 0.1 мл 30% раствора уксусной кислоты и доведенный 60% этиловом спиртом 
до метки в мерной колбе вместимостью 25 мл. 

Содержание суммы флавоноидов (Х) в пересчете на лютеолин-7-гликозид и абсолютно сухое сырье 
(в %) вычисляют по формуле:  

25100)100(2
105.010010025200

0 ⋅⋅−⋅⋅⋅
⋅⋅⋅⋅⋅⋅

=
WmA

AX , 

где A – оптическая плотность раствора Б испытуемого раствора; A0 – оптическая плотность раствора Б СО 
лютеолин-7-гликозида; m – навеска сырья, г; W – влажность сырья, %. 

  

Рис. 1. Дифференциальный спектр СО 
лютеолин-7-гликозид (1), дифференциальный 
спектр экстракта листьев S. stepposa (2) 

Рис. 2. График зависимости комплексообразования 
от времени 
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Содержание суммы флавоноидов в пересчете на лютеолин-7-гликозид также можно вычислить с ис-
пользованием удельного показателя поглощения комплекса лютеолин-7-гликозид с алюминия хлоридом по 
формуле 

)100(2
25100200
WmE

AX
−⋅⋅⋅
⋅⋅⋅

= , 

где A – оптическая плотность исследуемого раствора (раствор В); Е – удельный показатель поглощения лю-
теолин-7-гликозид с хлоридом алюминия, равный 400; m – навеска сырья, г; W – потеря в массе сырья при 
высушивании, %. 

Результаты представлены в таблице 1. 

Обсуждение результатов 

Разработанная методика количественного анализа подверглась процессу верификации, называемым 
валидацией, путем предоставления объективных доказательств пригодности данной методики. Доказатель-
ствами пригодности являются следующие критерии стандартизации: линейность, повторяемость, воспроиз-
водимость и правильность [24]. 

Для определения линейности готовили 5 концентраций флавоноидов (от 60 до 140%) в пересчете на 
лютеолин-7-гликозид от содержания флавоноидoв в листьях S. stepposa. Для выяснения, является ли мето-
дика линейной, необходимо было рассчитать коэффициент корреляции. Размер данного коэффициента дол-
жен быть не меньше 0.99, что является свидетельством линейной зависимости. В нашем случае r = 0.994, 
следовательно, разработанная методика отвечает критериям линейности (табл. 2–3, рис. 3). 

При исследовании следующего критерия – повторяемости измеряли оптическую плотность 9 аликвoт 
(получали извлечения из 3 образцов сырья в 3 повторениях). Далее рассчитывали относительное стандарт-
ное отклонение, значение которого не должно превышать 10%. В нашем случае показатель составил 6.00% 
(табл. 4). 

Для определения воспроизводимости исследования выполняли два аналитика на 3 образцах и исполь-
зовали 3 повторения измерений каждого образца (табл. 5). Далее рассчитывали относительное стандартное 
отклонение – показатель приемлемости воспроизводимости методики, который не должен быть выше 15%. 
В нашем случае показатель находился в пределах от 2.71 до 3.42%. Полученные данные свидетельствует о 
прецизионнoсти методики в условиях воспроизводимости.  

Таблица 1. Влияние условий экстрагирования на содержание суммы флавоноидов в листьях S. stepposa 
Концентрация этанола, % Содержание флавоноидов, % Время экстракции, мин Содержание флавоноидов, % 

40 1.55±0.08 10 1.18±0.06 
50 1.74±0.09 15 1.34±0.07 
60 1.80±0.09 30 1.84±0.09 
70 1.38±0.07 45 1.83±0.09 
80 1.58±0.08 60 1.84±0.09 
96 1.06±0.05 – – 

Концентрация AlCl3, % Содержание флавоноидов, % Количество AlCl3 1% р-р, мл Содержание флавоноидов, % 
1 2.10±0.10 1 1.91±0.10 
2 1.95±0.10 2 1.95±0.10 
3 1.95±0.10 3 2.02±0.10 
4 2.09±0.10 4 2.09±0.10 
5 2.14±0.10 5 2.15±0.10 

Измельченность сырья, мм Содержание флавоноидов, % 
1 2.19±0.11 
2 2.19±0.11 
3 2.16±0.11 
4 2.04±0.10 
5 2.01±0.10 

Соотношение  
сырье – экстрагент Содержание флавоноидов, % Кратность экстракции Содержание флавоноидов, % 

1 : 50 1.16±0.06 1-кратная 2.04±0.10 
1 : 100 1.38±0.07 2-кратная 2.03±0.10 
1 : 200 1.51±0.08 3-кратная 2.04±0.10 
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Таблица 2. Определение линейности 

Содержание, % Объем аликвoты, мл Оптическая плотность Содержание флавоноидoв в аликвoте, в 
пересчете на лютеолин-7-гликозид, мг 

60 1.2 0.193 0.579 
80 1.6 0.248 0.992 

100 2.0 0.290 1.450 
120 2.4 0.335 2.010 
140 2.8 0.389 2.720 

Таблица 3. Данные для вычисления коэффициента корреляции 
N X Y XY X² Y² 
1 1.2 0.579 0.694 1.44 0.335 
2 1.6 0.992 1.587 2.56 0.984 
3 2.0 1.450 2.900 4.00 2.102 
4 2.4 2.010 4.824 5.76 4.040 
5 2.8 2.720 7.616 7.84 7.398 
Σ Σ X=10 Σ Y=7.751 Σ XY=17.621 Σ X²=21.600 Σ Y²= 14.859 

Коэффициент корреляции r = 0.994 

Рис. 3. Зависимость оптической 
плотности от концентрации 
флавоноидов   

Таблица 4. Определение повторяемости 

№ 
пробы 

Содержание суммы флаво-
ноидoв в пересчете на лю-

теолин-7-гликозид в листьях 
S. stepposa, % 

№ 
пробы 

Содержание суммы фла-
воноидoв в пересчете на 
лютеолин-7-гликозид в 
листьях S. stepposa, % 

№ 
пробы 

Содержание суммы фла-
воноидoв в пересчете на 
лютеолин-7-гликозид в 
листьях S. stepposa, % 

1 1.84 4 1.98 7 2.07 
2 1.90 5 1.99 8 2.15 
3 1.93 6 2.04 9 2.22 

Среднее значение 2.013 
Относительное стандартное отклоне-
ние 6.00% 

Таблица 5. Определение воспроизводимости 

Повторность Аналитик 
Содержание суммы флавоноидoв в пересчете на лютеолин-

7-гликозид в листьях S. stepposa, % 
Образец 1 Образец 2 Образец 3 

1 1 2.05 1.89 2.13 
2 1 2.11 1.99 2.10 
3 1 1.99 1.95 2.22 
4 2 2.09 1.99 2.19 
5 2 2.12 1.80 2.08 
6 2 2.00 1.92 2.27 

Среднее значение 2.06 1.92 2.17 
Относительное стандартное отклонение (RSD), % 2.71 3.74 3.42 
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Следующий критерий – правильность определяли в экстрактах, полученных с добавлением к ним 
известного количества стандартного образца – в данном исследовании таковым служит стандартный обра-
зец лютеолин-7-гликозида. Далее рассчитывали ожидаемую и фактически полученную концентрацию фла-
воноидов в листьях S. stepposa. Затем рассчитывали отклонение, величина которого не должна была превы-
шать 5%. Экспериментальная величина погрешности находилась в пределах от 96.38 до 104.63% (табл. 6), 
что свидетельствовало о прецизионности методики в условиях правильности.  

Таблица 6. Определение правильности 

Объем экс-
тракта в 

аликвоте, мл 

Содержание суммы фла-
вонoидов в пересчете на 
лютеолин-7-гликозид в 

аликвоте, мг 

Добавлено СО 
лютеолин-7-
гликозида, мг 

Ожидаемое 
содержание, 

мг 

Полученное со-
держание, мг Ошибка, % 

1 0.515 
0.5 

1.015 1.062 0.047 (4.63%) 
1.5 0.883 1.383 1.333 -0.050 (3.62%) 
2 1.395 1.895 1.846 -0.049 (2.59%) 

Выводы 

Таким образом, на основании проведенных исследований разработана и валидирована методика ко-
личественного определения флавоноидов в листьях S. stepposa. Определены оптимальные условия экстра-
гирования, а именно: измельченность сырья – 2.0 мм, концентрация этилового спирта – 60%, соотношение 
сырья и экстрагента – 1 : 200, концентрации AlCl3 – 1%, время комплексообразования – 30 мин, кратность 
экстракции – однократная.  

Разработанная методика прошла проверку на пригодность: линейность (коэффициент корреляции со-
ставил 0.994), повторяемость (относительное стандартное отклонение – 6%), воспроизводимoсть (относи-
тельное стандартное отклонение в пределах – 2.71–3.42%) и правильность (величина погрешности в преде-
лах 2.59–4.63%), на основании чего можно сделать вывод, что данная методика является прецизионной. 

Полученные данные могут быть использованы для разработки проекта нормативной документации 
на листья S. stepposa. 
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Kashfullina K.I.1, Khasanova S.R.1*, Kudashkina N.V.1, Bulgakov T.V.2 DEVELOPMENT AND VALIDATION OF 
THE METHOD OF ISOLATION AND QUANTITATIVE DETERMINATION OF FLAVONOIDS IN LEAVES OF SALVIA 
STEPPOSA DES.-SHOST. 

1 Bashkir State Medical University, st. Lenina, 3, Ufa, 450008, Russia, svet-khasanova@yandex.ru 
2 Moscow State University named after M.V. Lomonosova, Leninskie Gory, 1, Moscow, 19991, Russia 
The aim of the study was to develop and validate a method of quantitative determination of flavonoids in Salvia stepposa 

Des.-Shost leaves. The basis of the developed methodology is the method of differential spectrophotometry. The flavonoid lute-
lin-7-glycoside was chosen as the main compound due to its presence in the studied raw material and to the match of absorption 
maxima of differential spectra of alcoholic extract of S. stepposa and alcoholic solution of standard sample of lutelin-7-glycoside 
when adding alcoholic solution of aluminum chloride at a wavelength of 396±2 nm. Various extraction parameters were studied 
to determine the optimal conditions for extraction of flavonoids (concentration of ethyl alcohol, extraction rate, extraction time, 
particle size of plant material, ratio of plant material and extractant), as well as the required amount and concentration of com-
plexing agent, formation time and stability time of flavonoids complex with aluminum chloride were determined. On the basis 
of the conducted research of the study of various extraction parameters there were determined the optimal conditions for extrac-
tion of flavonoids from the leaves of S. stepposa: grinding of raw materials – 2.0 mm, extractant – 60% ethyl alcohol, extraction 
rate - single, the ratio of raw materials and extractant 1 : 200, aluminum chloride concentration – 1%, complexation time – 30 
minutes. The developed methodology was tested for linearity, repeatability, reproducibility and correctness. Therefore, the de-
veloped method is precision. 

Keywords: flavonoids, quantitative determination, Salvia stepposa Des.-Shost., extraction, validation, luteolin-7-glycoside. 
For citing: Kashfullina K.I., Khasanova S.R., Kudashkina N.V., Bulgakov T.V. Khimiya Rastitel'nogo Syr'ya, 2025, 

no. 3, pp. 167–175. (in Russ.). https://doi.org/10.14258/jcprm.20250316389. 
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