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Аннотация. Дефицит витаминов выявляется во многих регионах России. Вследствие этого всё 
большую актуальность набирают поливитаминные лекарственные препараты и биологически ак-
тивные добавки (БАДы) в различных формах, которые требуют разработки новых или оптимизации 
существующих методик стандартизации и контроля качества. Жевательные пастилки представляют 
собой лекарственную форму, в которой лекарственное средство включено в упруго-пластичную ос-
нову. Высвобождение действующих веществ из жевательных пастилок, в отличие от обычных, про-
исходит путём разжёвывания, а не рассасывания. 

Цель работы: разработка и валидация спектрофлуориметрической методики количественного 
определения рибофлавина мононуклеотида в жевательных пастилках.

Объектом исследования служили жевательные пастилки с рибофлавина мононуклеотидом, пи-
ридоксина гидрохлоридом и аскорбиновой кислотой, изготовленные на желатиновой основе.

В качестве метода количественного определения рибофлавина мононуклеотида была выбрана 
спектрофлуориметрия с пробоподготовкой. Для получения испытуемого раствора была предложе-
на следующая методика: 1,0 г (точная навеска) пастилок помещали в мерную колбу объемом 250 
мл, добавляли 10 мл воды очищенной и нагревали на водяной бане до полного растворения. После 
этого раствор охлаждали до комнатной температуры и доводили до метки водой очищенной. За-
тем 1 мл полученного раствора переносили в мерную колбу объемом 100 мл и также доводили до 
метки водой очищенной. Флуоресценцию полученного раствора измеряли на спектрофлуориметре 
при длине возбуждения 445 нм и длине испускания 530 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм. В каче-
стве раствора сравнения использовали воду очищенную. Содержание рибофлавина мононуклеотида 
определяли методом калибровочной кривой.

Валидацию методики проводили по следующим показателям: специфичность, правильность, 
аналитическая область, линейность, прецизионность (повторяемость и внутрилабораторная преци-
зионность). Подтверждено, что пределы критериев приемлемости валидационных характеристик 
не превышены. Подтверждением специфичности методики являлось отсутствие аналитического 
сигнала в образцах, не содержащих рибофлавина мононуклеотид. Средний процент открываемости 
при определении правильности методики составил 98,5%. Коэффициент корреляции r≥0,9911 дока-
зывает линейность данной методики. Относительное стандартное отклонение среднего результата 
при определении повторяемости составило 1,31%. Расчётное значение критерия Фишера внутрила-
бораторной прецизионности составило 1,86, что меньше табличного (5,05).

На основании полученных данных установлено, что предложенная методика является высоко-
чувствительной, правильной, воспроизводимой и пригодна для использования в аналитической ла-
боратории.

Ключевые слова: рибофлавина мононуклеотид, жевательные пастилки, спектрофлуориметрия, 
поливитаминные комплексы, валидация, количественное определение.
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В настоящее время у большинства населения 
России отмечается дефицит витаминов. Недоста-
точное поступление их с пищей может способ-
ствовать развитию гиповитаминозов, которые не 
имеют четко выраженной клинической картины. 
Витаминами, потребление которых ниже суточной 

нормы (в соответствии с МР 2.3.1.2432-08) во всех 
регионах страны, являются А, В1, В2, В3 и D [1-3].

Объём продаж поливитаминных комплексов 
высок – по данным DSM Group в 2022 году на их 
долю по продажам всех БАД в нашей стране прихо-
дилось 32,3%, а по данным Всероссийского центра 
изучения общественного мнения в 2021 году 52% 
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россиян принимали витаминно-минеральные пре-
параты и БАДы [4,5]. Они представлены в различ-
ных формах: таблетки, капсулы, сиропы, пастил-
ки и т.д. Мы обратили внимание на жевательные 
пастилки. С каждым годом их востребованность 
и, соответственно, продажи на российском рынке 
только увеличиваются [6,7]. Для них необходимо 
разрабатывать методы оценки, включая определе-
ние количественного содержания. 

Жевательные пастилки представляют собой 
лекарственную форму, в которой лекарственное 
средство включено в упруго-пластичную основу. 
Высвобождение действующих веществ из жева-
тельных пастилок, в отличие от обычных, про-
исходит путём разжёвывания, а не рассасывания. 
Главным их преимуществом является легкодо-
ступность изготовления и применения [8-11]. 

Объектом нашего исследования были жева-
тельные пастилки с рибофлавина мононуклео-
тидом, аскорбиновой кислотой и пиридоксина 
гидрохлоридом на желатиновой основе. В форме 
витамина В2 был выбран рибофлавина мононукле-
отид, поскольку он лучше растворим в воде [12].

В текущей аналитической практике распро-
страненным является метод высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Однако, 
несмотря на высокую чувствительность этого 
метода, он имеет ряд существенных недостатков: 
дороговизна оборудования и компонентов, высо-
кие требования в квалификации специалистов и 
длительный процесс самого анализа [13-15]. Так-
же для качественного и количественного опреде-
ления витаминов часто предлагается спектрофо-
тометрия. Этот метод дешевле по оборудованию 
и быстрее по времени анализа по сравнению с 
ВЭЖХ, но при этом обладает меньшей чувстви-
тельностью, а также специфичностью. Нередко 
полосы поглощений разных витаминов частично 
либо полностью накладываются друг на друга, 
что усложняет их определение [16-18]. 

Спектрофлуометрия относится к методам спек-
троскопии, однако в отличие от абсорбционной 
спектрофотометрии, она в 10-100 раз чувствитель-
нее её. Этот метод является весьма перспективным 
для подлинности и количественного определения 
витаминов, поскольку многие из них обладают 
флуоресцентными свойствами. [16,18-20].

Цель данной работы состояла в разработке и 
последующей валидации спектрофлуориметри-
ческой методики количественного определения 
рибофлавина мононуклеотида в поливитаминных 
жевательных пастилках. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объектом исследования служили жеватель-

ные пастилки с рибофлавина мононуклеотидом, 
пиридоксина гидрохлоридом и аскорбиновой кис-
лотой, изготовленные на основе желатина.

Для количественного определения рибофлавина 
мононуклеотида в жевательных пастилках исполь-
зовали метод спектрофлуориметрии. Пробоподго-
товка жевательной пастилки производилась путём 
растворения её в воде с использованием водяной 
бани. Спектрофлуориметрический анализ прово-
дился при длине волны возбуждения, равной 445 нм, 
и при длине волны испускания, равной 530 нм. Ши-
рина щелей возбуждения и регистрации были рав-
ны 3 нм. Электронные спектры испускания готового 
образца измеряли на люминесцентном спектроме-
тре FL 6500 в кварцевых кюветах с толщиной погло-
щающего слоя 10 мм в диапазоне волн 400-700 нм. 

Валидацию методики проводили в соответ-
ствии с ОФС.1.1.0012 «Валидация аналитических 
методик» по следующим показателям: специфич-
ность, правильность, аналитическая область, 
линейность, прецизионность (повторяемость и 
внутрилабораторная прецизионность) [7]. Об-
работка результатов осуществлялась в электрон-
ном виде при помощи программного обеспечения 
«Microsoft Excel 2010». 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нами была разработана следующая методика 

количественного определения рибофлавина мо-
нонуклеотида в жевательных пастилках: 1,0 г точ-
ной навески пастилок помещают в мерную колбу 
вместимостью 250 мл, добавляют 10 мл воды очи-
щенной и нагревают на водяной бане до раство-
рения пастилки. После охлаждения до комнатной 
температуры раствор в мерной колбе доводят до 
метки водой очищенной. 1 мл полученного рас-
твора помещают в мерную колбу вместимостью 
100 мл и доводят до метки водой очищенной.

После пробоподготовки полученный раствор 
помещают в кювету и измеряют флуоресценцию. 
Содержание рибофлавина мононуклеотида опре-
деляют по калибровочному графику.

Для построения градуировочного графика го-
товили разбавлением серию из пяти стандартных 
растворов из насыщенного стандартного раствора 
с концентрацией 15 мг/мл. 

Методика была валидирована по следующим 
показателям: специфичность, правильность, ана-
литическая область, линейность и прецизион-
ность.
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Разработка и валидация методики количественного определения

Оценку повторяемости осуществляли по ре-
зультатам 6 определений с содержанием опре-
деляемого вещества, близким к номинальному. 
Результаты определения повторяемости методи-
ки количественного определения рибофлавина 
мононуклеотида в жевательных пастилках при-
ведены в таблице 1. Относительное стандартное 
отклонение среднего результата (SX̄,%) – 1,31% 
не превышает критерий приемлемости – 2%, что 
доказывает прецизионность методики в варианте 
повторяемости.

Оценку специфичности проводили, сравнивая 
спектры испускания модельных пастилок с ри-

бофлавина мононуклеотидом и без него (табл. 2). 
Значения свидетельствуют об отсутствии анали-
тического сигнала в пастилках без рибофлави-
на мононуклеотида. Другие витамины в составе 
пастилок не мешают определению рибофлавина 
мононуклеотида. 

Критерием правильности методики является 
средний процент восстановления, величина кото-
рого должна быть в пределах 100±5%. В разрабо-
танной методике процент восстановления нахо-
дится в пределах от 97,3 до 99,7% и его средняя 
величина составляет 98,5%, что соответствует 
данному критерию (табл. 3).

Таблица 1
Результаты определения повторяемости методики количественного определения рибофлавина мононуклеоти-

да в жевательных пастилках (P=95%, t (P, f)=2.57)
№ опыта 1 2 3 4 5 6

Содержание рибофлавина мононуклеотида, мг/ЛФ 1,50 1,47 1,49 1,53 1,46 1,48

Метрологические характеристики
x–, мг S2 S Sx– Sx–,% Δx x– e–,%
1,49 0,0023 0,0480 0,0196 1,31 0,12 0,05 3,38

Таблица 2
Результаты определения специфичности методики количественного определения рибофлавина 

мононуклеотида в жевательных пастилках
Состав Интенсивность Количественное содержание, мг/ЛФ

Пастилки с рибофлавина мононуклеотидом
68011,94 1,49
68748,62 1,50
67248,86 1,47

Пастилки без витаминов
872,19 0,02
855,54 0,02
869,77 0,02

Пастилки с аскорбиновой кислотой
1402,48 0,03
1352,40 0,03
1384,37 0,03

Пастилки с пиридоксина гидрохлоридом
1276,26 0,03
1198,41 0,03
1305,08 0,03

Пастилки с рибофлавина мононуклеотидом, аскорбиновой кис-
лотой и пиридоксина гидрохлоридом

69855,69 1,53
68831,19 1,50
68007,37 1,49

Таблица 3
Результаты определения правильности методики количественного определения рибофлавина 

мононуклеотида в жевательных пастилках (P=95%, t (P, f)=2.31)

Образцы С=80% С=100% С=120%
1 2 3 1 2 3 1 2 3

Рассчитанное количество рибофлавина мононуклеотида, мг 1,22 1,23 1,18 1,49 1,48 1,50 1,77 1,81 1,79
Введено СО рибофлавина мононуклеотида, мг 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Ожидаемое содержание рибофлавина мононуклеотида, мг 6,22 6,23 6,18 6,49 6,48 6,50 6,77 6,81 6,79
Полученное содержание рибофлавина мононуклеотида, мг 6,07 6,17 6,08 6,35 6,45 6,40 6,59 6,79 6,67
Открываемость, % 97,6 99,1 98,5 97,9 99,6 98,4 97,3 99,7 98,2

Метрологические характеристики
x–, мг S2 S Sx– Sx–,% Δx x– e–,%

98,48% 0,3439 0,5864 0,1955 0,2 1,35 0,45 0,46



ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2024, № 392

Линейность и аналитическую область методи-
ки устанавливали путем приготовления растворов 
5 уровней концентраций стандартных образцов 
рибофлавина в диапазоне от 80 до 120 % (от ко-
личества рибофлавина мононуклеотида в пастил-
ках, принятого за 100%) и проводили их оценку 
(табл. 4). Линейность зависимости подтверждает-
ся коэффициентом корреляции r≥0,99 (рис. 1).

Таблица 4
Результаты определения линейности и аналитической области методики количественного 

определения рибофлавина мононуклеотида в жевательных пастилках
Содержание компонента в % от номинального значения 80% 90% 100% 110% 120%
Результаты анализа, мг/ЛФ 1,19 1,34 1,49 1,59 1,78

Обработка результатов
Характеристика Результат
Уравнение прямой y=bx+a
Угловой коэффициент (a) 64935
Свободный член (b) 2826,3
Коэффициент корреляции 0,9911

Таблица 5
Результаты определения внутрилабораторной прецизионности методики количественного 

определения рибофлавина мононуклеотида в жевательных пастилках
Аналитик №1 №2

Номер 
определения

Интенсивность 
флуоресценции Содержание, % Интенсивность 

флуоресценции Содержание, %

1 67530,36 1,48 68010,59 1,49
2 68843,94 1,50 68843,94 1,50
3 68831,19 1,50 67352,14 1,47
4 67089,03 1,47 67583,91 1,48
5 68007,37 1,49 67946,16 1,48
6 67136,24 1,47 67181,96 1,47
x̄ 1,48 1,48

SX̄ 0,0041 0,0030

SX̄,% 0,28 0,20

S2 0,0002 0,0001
Критерий Фишера

Табличный (P=0.95, f1=5, f2=5) 5,05

Расчётный 1,86

Для исследования прецизионности проводи-
ли шесть параллельных определений в условиях 
одной лаборатории двумя аналитиками (табл. 5). 
Расчётное значение критерия Фишера получилось 
меньше табличного, что свидетельствует о преци-
зионности методики в варианте внутрилаборатор-
ной воспроизводимости.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе работы нами был разработан и вали-

дирован спектрофлуориметрическая методи-
ка количественного определения рибофлавина 
мононуклеотида в жевательных пастилках. Ре-
зультаты показали, другие витамины в пастилках 
(пиридоксина гидрохлорид и аскорбиновая кис-
лота) не мешали анализу рибофлавина монону-
клеотида. 

Установлено, что разработанная методика 
количественного анализа отличается специфич-
ностью, правильностью, линейностью, прецизи-
онностью в условиях повторяемости и внутрила-
бораторной воспроизводимости. 

Рис. 1. График линейной зависимости интен-
сивности флуоресценции от содержания рибофла-
вина мононуклеотида

Инкин А. Д., Криштанова Н. А., Вишняков Е. В.
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Разработанная методика на данную лекар-
ственную форму может быть рекомендована для 
дополнения в нормативную документацию на же-
вательные пастилки.
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A METHOD FOR 
QUANTITATIVE DETERMINATION OF RIBOFLAVIN 

MONONUCLEOTIDE IN CHEWABLE LOZENGES
A.D. Inkin, N.A. Krishtanova, E.V. Vishnyakov

St. Petersburg State Chemical and Pharmaceutical University

Abstract. Vitamin deficiency is detected in many regions of Russia. As a result, multivitamin 
medications and dietary supplements (BAS) in various forms are becoming increasingly relevant, which 
require the development of new or optimization of existing methods for standardization and quality control.

Chewable lozenges are a dosage form in which the drug is included in an elastic-plastic base. The release 
of active substances from chewing lozenges, unlike conventional ones, occurs by chewing, not resorption.

Purpose of the work: development and validation of a spectrofluorimetric method for the quantitative 
determination of riboflavin mononucleotide in chewable lozenges.

The object of the study was chewable lozenges with riboflavin mononucleotide, pyridoxine hydrochloride 
and ascorbic acid, made on a gelatin base.

Spectrofluorimetry with sample preparation was chosen as a method for the quantitative determination 
of riboflavin mononucleotide. To obtain the test solution, the following method was proposed: 1.0 g (exact 
weight) of lozenges were placed in a 250 ml volumetric flask, 10 ml of purified water was added and heated 
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in a water bath until completely dissolved. After that, the solution was cooled to room temperature and 
brought to the mark with purified water. Then 1 ml of the resulting solution was transferred to a 100 ml 
volumetric flask and also brought to the mark with purified water. The fluorescence of the resulting solution 
was measured on a spectrofluorimeter at an excitation length of 445 nm and an emission length of 530 nm 
in a cuvette with a layer thickness of 10 mm. Purified water was used as a comparison solution. The content 
of riboflavin mononucleotide was determined by the calibration curve method.

The method was validated according to the following indicators: specificity, accuracy, analytical range, 
linearity, precision (repeatability and intra-laboratory precision). It is confirmed that the limits of the accep-
tance criteria for validation characteristics are not exceeded. The specificity of the method was confirmed 
by the absence of an analytical signal in samples that did not contain riboflavin mononucleotide. The aver-
age open rate when determining the correctness of the methodology was 98.5%. The correlation coefficient 
r≥0.9911 proves the linearity of this technique. The relative standard deviation of the average result when 
determining repeatability was 1.31%. The calculated value of Fisher's criterion for intra-laboratory preci-
sion was 1.86, which is less than the table value (5.05).

Based on the data obtained, it was established that the proposed method is highly sensitive, correct, 
reproducible and suitable for use in an analytical laboratory.

Keywords: riboflavin mononucleotide, chewable lozenges, fluorimetry, multivitamin complexes, vali-
dation, quantitative determination.
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