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Аннотация. Арония Мичурина, более известная как рябина черноплодная, широко культиви-
руется в нашей стране. Она представляет собой гибрид аронии черноплодной и рябины обыкно-
венной, выведенный И.В. Мичуриным в прошлом веке. Плоды ее хорошо изучены и используются 
в медицине в свежем и высушенном виде за счет высокого содержания антоцианов. Листья так же 
содержат большой перечень БАВ: флавоноиды, в том числе антоцианы, танины, аскорбиновую кис-
лоту, сапонины. Достаточно высоко содержание в них дубильных веществ.

Дубильные вещества в растительном сырье могут быть определены различными методами: ти-
триметрическими, спектрофотометрическими и т.д. По результатам исследований, которые прово-
дились ранее, был сделан вывод, что оптимальной методикой количественного определения тани-
нов в данном сырье является спектрофотометрическое определение в пересчете на (+)-катехин. 

Целью исследования являлась апробация и валидация методики количественного определения 
дубильных веществ в листьях рябины черноплодной. 

В качестве объекта исследования использовали высушенные листья рябины черноплодной. Со-
браны они были ранней осенью в период плодоношения растения в Воронежской области в 2019 
году, сушка воздушно-теневая.

Содержание дубильных веществ в исследуемых листьях составило 10.61%±0.18%. Методика 
была валидирована по следующим показателям: специфичность, правильность, сходимость, вну-
трилабораторная прецизионность и линейность.

Все валидационные характеристики находятся в пределах критериев приемлемости. При добав-
лении раствора стандартного образца к извлечению спектр имел значительное увеличение максиму-
ма поглощения, что подтвердило специфичность методики. При определении правильности средний 
процент открываемости для трех добавленных концентраций (+)-катехина составил 101.42%±2.63%, 
что входит в предел 100%±5%. Использованная методика линейна, так как рассчитанный коэффици-
ент корреляции r≥0.99. Стандартное отклонение при определении сходимости составило 1.59%, что 
не превышает 2%. При исследовании внутрилабораторной прецизионности стандартное отклонение 
так же входило в норму, не превышая 5% и составляло 4.93%. 

На основании описанных выше результатов было доказано, что методика определения дубиль-
ных веществ валидна по вышеперечисленным показателям и может использоваться для определе-
ния дубильных веществ в листьях рябины черноплодной.
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prunifolia (Marshall) Rehder) с пурпурными плода-
ми и искусственно выведенный вид Арония Ми-
чурина (A. mitschurinii Skvortsov & Maitulina) [1, 
2, 3, 4].

Арония Мичурина (Aronia mitschurinii 
Skvortsov & Maitulina), известная в народе как 
рябина черноплодная, является ценным плодо-
во-ягодным растением с большим перечнем био-
логически активных веществ (БАВ). Ошибоч-

Род Арония (Aronia Med.) включает в себя 
ветвящиеся кустарники  родом из Северной Аме-
рики. К данному роду принадлежат виды: Аро-
ния черноплодная (Aronia Melanocarpa (Michx.) 
Elliott) с черными плодами, Арония древовидная 
(A. arbutifolia (L.) Pers.) с красными плодами, 
их природный гибрид Арония сливолистная (А. 
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но ее называют Аронией черноплодной (Aronia 
melanocarpa (Michx.) Elliott). Этот вид был искус-
ственно выведен И.В. Мичуриным из семян Аро-
нии черноплодной путем скрещивания с близко-
родственными растениями, предположительно с 
рябиной обыкновенной. В итоге получилось рас-
тение с более крупными соцветиями, плодами, 
широкой и раскидистой кроной. Арония Мичу-
рина более пригодна для климатических условий 
средний полосы России – выдерживает пониже-
ния температуры до минус 40оС. [1, 2]

Принадлежность рябины черноплодной к 
отдельному виду подтверждается не только по 
фенотипическим признакам. Ряд исследований 
показывает присутствие в ее генотипе участков, 
характерных как для рода Aronia, так и для рода 
Sorbus [3, 4].

Плоды данного растения широко изучены. В 
Государственную фармакопею включены две фар-
макопейные статьи – на свежие и высушенные 
плоды аронии черноплодной, стандартизация ко-
торых ведется по содержанию антоцианов. Одна-
ко в нашей стране этот вид аронии не произрас-
тает, поэтому вероятнее всего все литературные 
данные и требования ГФ касаются плодов аронии 
Мичурина [5]. 

Нормативной документации на листья рябины 
черноплодной в настоящее время не разработано. 
На данный момент исследования показывают, что 
листья содержат в своем составе вещества в ос-
новном полифенольной природы: флавоноиды, в 
том числе антоцианы в лейко-формах, дубильные 
вещества, а так же аскорбиновую кислоту и спир-
торастворимые сапонины [6-13].

Надо отметить, что в листьях было обнаруже-
но достаточно высокое содержание дубильных ве-
ществ. Дубильные вещества известны своим вяжу-
щим, противовоспалительным, противомикробным 
и кровоостанавливающим действием. В медицин-
ской практике они применяются при заболеваниях 
полости рта и горла (при стоматите, гингивите, фа-
рингите и т.д.), для лечения язв, ран, ожогов, а также 
при воспалениях желудочно-кишечного тракта (при 
диспепсиях, энтеритах, энтероколитах) и т.д. [6, 14, 
15]. По причине высокого содержания танинов ли-
стья рябины черноплодной являются перспектив-
ным источником данной группы БАВ, поэтому нами 
было решено провести валидацию методики их ко-
личественного определения.

Дубильные вещества могут присутствовать в 
растениях в двух формах – конденсированные и 
гидролизуемые танины. Обычно в растительном 

сырье присутствуют обе группы с преобладанием 
одной из них [15, 16].

В растительном сырье определение количе-
ства танинов может проводиться различными ме-
тодами. В соответствии с требованиями ГФ РФ 
XIV для этих целей могут использоваться титри-
метрический метод в пересчете на танин, а так же 
спектрофотометрический метод в пересчете на 
пирогаллол или катехин [5, 17].

Согласно данным ГФ XIV по содержанию 
дубильных веществ стандартизируют корневи-
ща бадана толстолистного (не менее 20%), кору 
дуба (не менее 7%), корневища змеевика (не ме-
нее 15%), корневища и корни кровохлебки (не 
менее 14%), корневища лапчатки прямостоячей 
(не менее 20%) и плоды черемухи обыкновенной 
(не менее 1,7%) [7]. Кроме того, к растительному 
сырью, богатому данной группой БАВ относятся 
листья скумпии (не менее 15%) и листья сумаха 
(не менее 15%) [14]. Для всех перечисленных ви-
дов сырья определение дубильных веществ про-
водится титриметрическим методом в пересчете 
на танин. Данный метод является неселективным 
и дает завышенные результаты, так как окисле-
нию подвергаются не только танины, но и другие 
вещества фенольной природы [6, 17].

Целью исследования являлись апробация и ва-
лидация методики количественного определения 
дубильных веществ в листьях рябины черноплод-
ной.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объекта исследования использо-

вали высушенные листья Аронии Мичурина, за-
готовленные от культивируемого растения в Во-
ронежской области в 2019 году ранней осенью в 
период плодоношения. Содержание влаги предва-
рительно определяли в соответствии с требовани-
ями ОФС.1.5.3.0007.15 ГФ XIV; влагосодержание 
составляло 9.38%, сушка воздушно-теневая.

В качестве стандарта использовали (+)-кате-
хин гидрат (Aldrich, Германия, степень чистоты 
≥96%).

Для количественного определения дубиль-
ных веществ в листьях рябины черноплодной ис-
пользовали спектрофотометрическую методику, 
приведенную в ОФС.1.5.3.0008.18 «Определение 
содержания дубильных веществ в лекарственном 
растительном сырье и лекарственных раститель-
ных препаратах» с небольшими модификациями. 
Определение проводили на спектрофотометре 
СФ-2000 (Россия) при длине волны 280±2 нм.
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Валидацию методики проводили в соответ-
ствии с ОФС.1.1.0012.15 «Валидация аналитиче-
ских методик» по показателям специфичности, 
правильности, линейности, внутрилабораторной 
прецизионности [5].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На основании результатов проведенных ранее 

исследований было показано, что оптимальной 
методикой количественного определения танинов 
в листьях рябины черноплодной, является фар-
макопейная спектрофотометрическая методика в 
пересчете на катехин. Преимущественное преоб-
ладание дубильных веществ конденсированной 
группы было подтверждено как качественными, 
так и количественными методиками [6, 9, 10]. 

Основные метрологические характеристики 
методики представлены в таблице 1.

Специфичность можно считать доказанной, 
так как при добавлении раствора стандартного об-
разца (СО) (+)-катехин спектр имеет значительное 
увеличение максимума поглощения (рис. 1) [18].

Правильность методики определяли мето-
дом добавок стандартного образца (+)-катехина. 
К аликвоте полученного извлечения прибавляли 
по 0.5, 1.0 и 1.5 мл 0.1% раствора СО в трех по-
вторениях. Полученные модельные смеси ана-
лизировали по выбранной методике. Результаты 
определения правильности методики приведены 
в таблице 2. Критерием приемлемости по пока-
зателю правильности является открываемость, 
которая должна находиться в пределах 100%±5% 
[19, 20].

Согласно табличным данным, средний процент 
открываемости для трех добавленных концентра-
ций (+)-катехина составляет 101.42%±2.63%.

Для подтверждения линейности методики отби-
рали 8 аликвот в пределах от 70% до 130% от номи-
нального значения. Схема приготовления растворов 
для проведения анализа представлена в таблице 3.

График зависимости оптической плотности 
от содержания дубильных веществ в пересчете 
на (+)-катехин в извлечениях из листьев рябины 
черноплодной имеет линейный характер (рис. 2).

Валидационные характеристики определения 
линейности методики приведены в таблице 4.

Так как коэффициент корреляции r≥0.99, под-
тверждается наличие линейной зависимости оп-
тической плотности от концентрации дубильных 
веществ в листьях рябины черноплодной [5, 18].

Таблица 1
Метрологические характеристики спектрофотометрического определения дубильных веществ в листьях ряби-

ны черноплодной в пересчете на (+) катехин (P=95%, t (P, f)=2,57)

x',% n f s2 s s0' S,% ∆x ∆x' e', \%
10.61 6 5 0.0286 0.1690 0.0690 0.6501 0.43 0.18 1.67

Таблица 2 
Результаты определения правильности методики количественного определения дубильных веществ в листьях 

рябины черноплодной
Содержание дубильных 

веществ в извлечении, мг/
мл

Введено безводного 
(+)-катехина, мг/мл

Рассчитанное количе-
ство, мг/мл Найдено, мг/мл Открываемость,  %

0.900

0.500
1.400 1.460 104.34
1.400 1.449 103.52
1.400 1.446 103.34

1.000
1.900 1.976 104.04
1.900 1.878 98.85
1.900 1.977 104.09

1.500
2.400 2.283 95.12
2.400 2.339 97.48
2.400 2.410 100.42

Рис. 1. Вид спектра поглощения извлечения из 
листьев рябины черноплодной: 1 – без добавки 

СО катехина, 2 – с добавкой СО катехина
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Показатель сходимости методики определя-
ли выполнением 6 параллельных определений в 
одних условиях одним исследователем на одном 
оборудовании. Результаты приведены в таблице 5. 
Относительное стандартное отклонение не пре-
высило 2% [18-20]. 

Таблица 3
Схема приготовления растворов различных концен-

трация для определения линейности методики
Уровень 

концентрации
Объем 

аликвоты, мл
Объем 

разведения, мл
70% 0.7 25
80% 0.8 25
90% 0.9 25
100% 1.0 25
110% 1.1 25
120% 1.2 25
130% 1.3 25

Рис. 2. График линейной зависимости опти-
ческой плотности от содержания дубильных ве-
ществ в пересчете на (+)-катехин 

Таблица 4
Валидационные характеристики линейности 

методики определения дубильных веществ 
в листьях рябины черноплодной

Статистическая характеристика Результаты
Уравнение прямой у=1.1001х
Угловой коэффициент (a) 1.1001
Свободный член b 0
Коэффициент корреляции 0.9999

Таблица 5
Результаты оценки сходимости методики количе-

ственного определения дубильных веществ в листьях 
рябины черноплодной

№ опыта
Содержание суммы дубиль-

ных веществ в 
пересчете на (+)-катехин, %

1 10.34
2 10.64
3 10.73
4 10.48
5 10.78
6 10.70

Доверительный интервал 
(Р=95%), % 10.61±0.18

Относительное стандарт-
ное отклонение, % 1.59

Определение межлабораторной прецизион-
ности рассматриваемой методики проводили два 
разных исполнителя, выполняя по 6 измерений 
каждый. Результаты представлены в таблице 6. 
Относительное стандартное отклонение не пре-
вышает 5% [21].

Таблица 6
Результаты оценки межлабораторной прецизионно-
сти методики количественного определения дубиль-

ных веществ в листьях рябины черноплодной

№ опыта
Содержание суммы дубильных ве-

ществ в пересчете на (+)-катехин, %
Исследователь 1 Исследователь 2

1 9.50 10.34
2 9.87 10.64
3 10.09 10.73
4 9.57 10.48
5 10.01 10.78
6 9.50 10.70

Доверительный ин-
тервал (Р=95%), % 10.18±0.45

Относительное 
стандартное от-

клонение, %
4.93

Исходя из результатов проведенных анализов 
методика валидна и может использоваться для 
определения дубильных веществ в листьях ряби-
ны черноплодной.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведена апробация и валидация спектрофо-

тометрической методики определения дубильных 
веществ в листьях рябины черноплодной.

В результате использования модифицирован-
ной фармакопейной методики установлено, что 
содержание дубильных веществ в листьях состав-
ляет 10.61%±0.18%.

Использованная нами спектрофотометри-
ческая методика селективна по отношению к 
дубильным веществам. Таким образом содер-
жание танинов в листьях рябины черноплодной 
сопоставимо с таковым в фармакопейных видах 
сырья, а в ряде случаев и превышает это содер-
жание (кора дуба, плоды черемухи обыкновен-
ной).

Методика валидирована по показателям: спец-
ифичность, правильность, сходимость, воспроиз-
водимость и линейность и может использоваться 
для определения дубильных веществ в листьях 
рябины черноплодной.
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VALIDATION OF A METHOD FOR THE QUANTIFICATION 
OF TANNINS IN BLACK CHOKEBERRY LEAVES

O. V. Pugacheva, O. L. Sviridova, T. A. Brezhneva, A. I. Slivkin

Voronezh State University

Abstract. Aronia mitschurinii, better known as black chokeberry, is widely cultivated in our country. 
It is a hybrid of chokeberry and rowan, cultivated by I.V. Michurin in the last century. Its fruits are well 
researched and used in medicine in fresh and dried form due to high content of anthocyans. Leaves also 
contain a large list of biologically active substances: flavonoids, including anthocyanins, tannins, ascorbic 
acid and saponins. Their tannins content is relatively high. 

Tannins in herbal raw materials can be determined by different methods: titrimetric, spectrophotometric, 
etc. The purpose of this research was to validate the method of quantitative determination of tannins in black 
chokeberry leaves. In previous studies it was shown that the optimum method for quantitative determination 
of tannins in these raw materials is spectrophotometric determination in equivalent to (+)-catechin hydrate.

The green dried leaves of black chokeberry, collected in early autumn during the fruiting period, were 
used as an object of study. The content of tannins in the studied leaves was 10.61%±0.18%. The methodology 
has been validated on the following characteristics: specificity, accuracy, linearity, repeatability, intermediate 
precision. 

All validation characteristics are within the acceptance criteria.  The addition of a reference sample 
solution to the extraction shows a similar spectrum, confirming the specificity of the method. In determining 
the accuracy the average percentage of openness for the three added concentrations of (+)-catechin hydrate 
was 101.42%±2.63%, which is within the limit of 100%±5%. The methodology is linear, as the calculated 
correlation coefficient is r≥0.99. The standard deviation in determining repeatability was 1.59%, which is 
less than 2%. In a study of intermediate precision the standard deviation was also within the normal range, 
less than 5% and was equal to 4.93%. 

Based on these results, it was proved that the methodology for the determination of tannins is valid for 
the above parameters and can be used to determine tannins in black chokeberry leaves.

Keywords: Aronia mitschurinii, black chokeberry, spectrophotometry, validation, tannins, catechin
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