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Аннотация. Лекарственные растения, содержащие флавоноиды, находят применение в медицин-
ской практике благодаря их широкому спектру фармакологического действия. По этой причине ак-
туален поиск новых источников данной группы биологически активных веществ (БАВ).

Одним из перспективных видов сырья, содержащих флавоноиды, являются листья аронии Ми-
чурина, также известной как рябина черноплодная, однако до настоящего момента методика коли-
чественного определения содержания флавоноидов в сырье отсутствовала. 

Цель работы - разработка и последующая валидация спектрофотометрической методики количе-
ственного определения суммы флавоноидов в листьях аронии Мичурина. 

Объектом исследования служили высушенные листья аронии Мичурина сорта «Мулатка», со-
бранные на территории Тамбовской области в 2021 году; сушка воздушно-теневая. Сырье собирали 
на четырех стадиях развития растения: фаза цветения, фаза начала плодоношения, фаза технической 
зрелости плодов, фаза начала покраснения листьев.

Установлено, что оптимальным экстрагентом для обеспечения максимального выхода флавонои-
дов из листьев рябины черноплодной является спирт этиловый 60% при соотношении сырья и экс-
трагента 1:50 и экстрагировании в течение 90 минут. Частицы сырья должны проходить через сито 
с диаметром отверстий 1 мм. Реакцию комплексообразования следует проводить с 6% раствором 
алюминия хлорида в соотношении 1:3, на протяжении 80 минут.

Содержание флавоноидов в пересчете на рутин в исследуемых листьях составило 3.53% ± 0.17%. 
Проведена валидация разработанной методики. Подтверждено, что пределы критериев приемлемо-
сти валидационных характеристик не превышены. Подтверждением специфичности методики явля-
лось увеличение максимума поглощения при добавлении стандартного раствора рутина к исследуе-
мому извлечению. Средний процент открываемости при добавлении стандартного образца составил 
100.63%. Коэффициент корреляции r≥0.99 подтвердил линейность методики. Относительное стан-
дартное отклонение при определении сходимости составило 1.98%, а межлабораторной прецизион-
ности - 2.85%, что не превышает 2% и 5% соответственно. 

Методика валидна по вышеперчисленным показателям и может использоваться для определения 
флавоноидов в листьях аронии Мичурина. 

С использованием разработанной методики установлено, что оптимальным сроком заготовки 
листьев аронии для получения максимального выхода флавоноидов является фаза начала плодоно-
шения растения. 

Ключевые слова: арония Мичурина, рябина черноплодная, флавоноиды, рутин, количественное 
определение, дифференциальная спектрофотометрия, валидация.
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Флавоноиды – группа фенольных соединений, 
широко распространенных в растительном мире. 
Лекарственные растения, содержащие данные БАВ, 
находят применение в медицинской практике. Фла-
воноиды способны проявлять антиоксидантную, 
капилляроукрепляющую, желчегонную, гепатопро-
текторную, противоязвенную, диуретическую, ги-
потензивную и другие виды активности [1]. 

Арония Мичурина (Aronia mitschurinii 
Skvortsov & Maitulina)  - широко культивируемый 
плодово-ягодный кустарник рода Арония, извест-
ный в народе как рябина черноплодная [2,3]. 

Рядом исследований доказано, что данное 
растение является гибридом представителей 
близкородственных родов семейства Розоцвет-
ные: аронии черноплодной и рябины обыкновен-
ной [4-8]. 
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Плоды рябины черноплодной достаточно ши-
роко изучены [9], в то время как информация по 
листьям ограничена. В соответствии с литератур-
ными данными в них содержатся преимуществен-
но вещества полифенольной природы, в том чис-
ле флавоноиды. Разными исследователями были 
обнаружены такие представители данной группы 
БАВ, как кверцетин, рутин, гиперозид, изоквер-
цитин, кемпферол, апигенин [10-13]. 

Проведенные нами предварительные исследо-
вания спиртовых извлечений из листьев аронии 
Мичурина методом тонкослойной хроматографии 
(ТСХ) также подтвердили присутствие в получен-
ных образцах нескольких флавоноидов, среди ко-
торых был идентифицирован рутин [14]. 

Однако методика количественного определе-
ния флавоноидов в листьях аронии Мичурина ра-
нее не была разработана. 

Целью работы являлись разработка и после-
дующая валидация спектрофотометрической ме-
тодики количественного определения суммы фла-
воноидов в листьях аронии Мичурина. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объектом исследования служили высушен-

ные листья аронии Мичурина сорта «Мулатка», 
заготовленные от культивируемого растения в 
Тамбовской области в 2021 году. Сушку прово-
дили воздушно-теневым методом. В зависимости 
от сроков сбора сырья было подготовлено четыре 
образца:

• Образец 1 – на стадии цветения, май (влагосо-
держание 6.12 %);

• Образец 2 – на стадии начала плодоношения, 
июнь (влагосодержание 6.16 %);

• Образец 3 – на стадии зрелости плодов, август 
(влагосодержание 6.48 %);

• Образец 4 – на стадии начала покраснения ли-
стьев, сентябрь (влагосодержание 6.52%).
Методику разрабатывали с использованием 

образца под номером 3. 
В качестве стандартного образца (СО) исполь-

зовали рутин (Acros Organics, Бельгия, степень 
чистоты ≥97%).

Для количественного определения флавонои-
дов в листьях рябины черноплодной использова-
ли метод дифференциальной спектрофотомерии. 
Подбирали оптимальные условия экстрагирова-
ния флавоноидов из сырья, а так же оптимальные 
условия проведения  реакции их комплексообра-
зования с раствором алюминия хлорида (табл.1) 
[15-19]. Определение проводили на спектрофото-

метре СФ-2000 (Россия) при длине волны 410±2 
нм в пересчете на рутин. Результаты представле-
ны в табл. 1.

Таблица 1
Условия количественного определения флавоноидов в 

листьях аронии Мичурина
Условия экстрагирования сырья

Экстрагент Спирт этиловый 50 - 90% 
с шагом в 10% , 96%

Соотношение 
сырье : экстрагент 1:25, 1:50, 1:100

Время экстракции 30 мин - 180 мин с шагом 30 
минут

Размер частиц сырья 0.2-0.5 мм, 0.5-1.0 мм, 
1.0-2.0 мм, 2.0-3.0 мм

Условия проведения реакции комплексообразования
Концентрация раствора 

алюминия хлорида 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%

Соотношение  объемов 
извлечения и раствора 

алюминия хлорида
1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5

Время созревания окра-
ски комплекса

20 мин - 110 мин с шагом 10 
минут

Валидацию методики проводили в соответ-
ствии с ОФС.1.1.0012.15 «Валидация аналитиче-
ских методик» по показателям специфичности, 
правильности, линейности, сходимости, межла-
бораторной прецизионности [20].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В ходе проведенных исследований было уста-

новлено, что наибольший выход флавоноидов 
наблюдается в случае экстрагирования листьев 
аронии Мичурина спиртом этиловым с концен-
трацией 60%. При этом необходимо соблюдать со-
отношение «сырье : экстрагент» 1:50. Оптималь-
ное время извлечения флавоноидов из сырья 90 
минут. При увеличении времени экстрагирования 
до 120 минут выход флавоноидов повышался не-
значительно, а дальнейшее увеличение времени 
приводило к его снижению. Экстракция происхо-
дила полнее при измельчении сырья до размеров 
0.5 – 1.0 мм (табл. 2) .

На следующем этапе определяли оптималь-
ные условия образования комплекса флавонои-
дов с алюминия хлоридом. Наиболее устойчивая 
окраска наблюдалась при добавлении к извлече-
нию 6% раствора алюминия хлорида в соотноше-
нии 1:3 при выдерживании раствора для созрева-
ния окраски в течение 80 мин (табл. 3). 

На основании полученных эксперименталь-
ных результатов оптимальной является следу-
ющая методика определения флавоноидов в ли-
стьях аронии:

Разработка и валидация методики
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Таблица 2
Влияние условий экстрагирования на выход флавонои-

дов из листьев аронии Мичурина

Условия экстракции Содержание флавоноидов в 
извлечении, %

Концентрация спирта, %
50 2.73 ± 0.52
60 3.67 ± 0.24
70 2.30 ± 0.28
80 2.01 ± 0.36
90 1.91 ± 0.42
96 1.49 ± 0.23

Соотношение «сырье : экстрагент»
1:25 3.35 ± 0.25
1:50 3.40 ± 0.34
1:100 3.39 ± 0.41

Время экстрагирования, мин
30 3.01 ± 0.26
60 3.05 ± 0.21
90 3.68 ± 0.37
120 3.70 ± 0.45
150 3.17 ± 0.32
180 3.03 ± 0.61

Размер частиц сырья, мм
0.2 – 0.5 3.15 ± 0.25
0.5 – 1.0 3.46 ± 0.14
1.0 – 2.0 3.52 ± 0.31
2.0 - 3.0 3.35 ± 0.43

Таблица 3
Выбор оптимальных условий образования комплекса фла-
воноидов листьев аронии Мичурина с алюминия хлоридом 

Условие комплексообразо-
вания

Концентрация флавонои-
дов в образце, %

Концентрация раствора алюминия хлорида, %
2 2.36 ± 0.19
3 2.44 ± 0.21
4 2.79 ± 0.17
5 3.10 ± 0.05
6 3.45 ± 0.13
7 3.36 ± 0.23

Соотношение «объем извлечения : объем 6% раствора 
алюминия хлорида»

1:1 3.15 ± 0.19
1:2 3.57 ± 0.26
1:3 3.63 ± 0.27
1:4 3.64 ± 0.31
1:5 3.63 ± 0.52

Время выдерживания образца с раствором алюминия 
хлорида, мин

20 3.69 ± 0.27
30 3.79 ± 0.43
40 3.81 ± 0.31
50 3.80 ± 0.24
60 3.88 ± 0.17
70 3.92 ± 0.17
80 4.00 ± 0.19
90 3.80 ± 0.23
100 3.79 ± 0.38
110 3.77 ± 0.22

Около 1 г (точная навеска) сырья, измельченного 
до размера частиц, проходящих сквозь сито разме-
ром 1 мм, помещают в колбу со шлифом, вместимо-
стью 100 мл, прибавляют 50 мл 60% спирта этилово-
го и взвешивают. Колбу присоединяют к обратному 
холодильнику и нагревают на кипящей водяной бане 
в течение 80 минут. Охлаждают до комнатной тем-
пературы, взвешивают и при необходимости дово-
дят 60% спиртом до первоначальной массы. Охлаж-
денную смесь фильтруют через бумажный фильтр, 
отбрасывая первые 10 мл фильтрата. 

1 мл полученного излечения помещают в мер-
ную колбу на 25 мл, прибавляют 3 мл 6% раствора 
хлорида алюминия в 96% этиловом спирте, подкис-
ляют 1 каплей раствора уксусной кислоты разведен-
ной, доводят объем раствора 96% этиловым спиртом 
до метки и перемешивают. Через 80 минут измеря-
ют оптическую плотность полученного раствора 
на спектрофотометре при длине волны 410±2 нм в 
кювете с толщиной слоя 10 мм. В качестве раство-
ра сравнения используют раствор, содержащий 2 
мл извлечения, 1 каплю раствора уксусной кислоты 
разведенной и 96% этиловый спирт до общего объ-
ема 25 мл. 

Параллельно измеряют оптическую плотность 
стандартного образца рутина: около 0.025 г (точная 
навеска) рутина помещают в мерную колбу объ-
емом 50 мл, прибавляют 30 мл 96% спирта этило-
вого, нагревают на водяной бане до полного раство-
рения рутина. Охлаждают, доводят объем раствора 
до метки тем же спиртом и перемешивают (раствор 
А). 1 мл раствора А помещают в мерную колбу объ-
емом 25 мл, прибавляют 3 мл 6% раствора алю-
миния хлорида в 96% этиловом спирте и 1 каплю 
уксусной кислоты разведенной, доводят объем рас-
твора до метки, перемешивают и оставляют на 30 
минут (раствор Б). Оптическую плотность раствора 
Б измеряют на спектрофотометре при длине волны 
410±2 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм. Раствор 
сравнения: 1 мл раствора А, 1 капля раствора уксус-
ной кислоты разведенной и 96%  этиловый спирт до 
общего объема 25 мл. 

Основные метрологические характеристики 
методики представлены в таблице 4.

Специфичность, правильность, линейность, 
сходимость и межлабораторная прецизионность 
были доказаны в ходе валидации разработанной 
методики.

При добавлении к исследуемому извлечению 
СО рутина спектр имеет значительное увеличе-
ние максимума поглощения, что подтверждает 
специфичность методики (рис. 1)

Пугачева О.В., Брежнева Т.А., Сливкин А.И.
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Таблица 4
Метрологические характеристики спектрофотометрического определения флавоноидов в листьях аронии 

Мичурина (P=95%, t (P, f)=2,57)
x–,% n f S2 S S0– S,% ∆x ∆x– e–, %
3.52 6 5 0.0292 0.1710 0.0698 1.98 0.42 0.17 4.85

Определение правильности методики проводи-
ли методом добавок СО рутина к аликвоте получен-
ного извлечения. Прибавляли по 0.5 мл, 1.0 мл и 1.5 
мл 0.05% раствора СО в трех повторениях. Резуль-
таты определения правильности приведены в табли-
це 5. Открываемость в среднем составила 100.63%, 
что соответствует критерию приемлемости 100% ± 
5%.Линейность подтверждали путем приготовле-
ния растворов, отбирая извлечение в диапазоне от 
70 до 130% номинального значения (табл.6). 

Рис. 1. Вид спектра поглощения извлечения 
из листьев аронии Мичурина: 1 – без добавки СО 
рутина, 2 – с добавкой СО рутина.

Таблица 6
Схема разбавления извлечения для определения 

линейности методики

Концентрация Объем
Извлечения, мл 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

Таблица 5
 Результаты определения правильности методики количественного определения 

флавоноидов в листьях аронии Мичурина
Содержание флавоноидов в 

извлечении, мг/мл Введено рутина, мг/мл Рассчитанное количество, мг/мл Найдено, мг/мл Открываемость, %

0.005

0.250 0.255
0.257 100.86
0.265 103.67
0.262 102.58

0.500 0.505
0.499 98.82
0.528 104.53
0.518 102.44

0.750 0.755
0.131 99.84
0.754 96.15
0.726 96.77

Зависимость оптической плотности от содер-
жания суммы флавоноидов в пересчете на рутин 
линейна, что отражено на рисунке 2.

Рис. 2. График линейной зависимости опти-
ческой плотности от содержания флавоноидов в 
пересчете на рутин

Валидационные характеристики определения 
линейности методики приведены в таблице 7. Ли-
нейность зависимости подтверждается коэффи-
циентом корреляции r≥0.99.  

Сходимость методики определялась в шести 
повторениях. Межлабораторную прецизионность 
подтверждали проведением измерения разными 
исполнителями также в шести повторениях. Ре-
зультаты приведены в таблице 7. Относительные 
стандартные отклонения не превысили критериев 
приемлемости 2% и 5%, соответственно. 

Таким образом, было доказано, что разрабо-
танная методика валидна и, как следствие, может 
использоваться для определения содержания фла-
воноидов в листьях аронии Мичурина.

Содержание суммы флавоноидов в листьях ряби-
ны черноплодной достаточно высоко и сопоставимо, 
а в некоторых случаях превышает таковое в фарма-
копейных видах растительного сырья (табл. 8). На-
пример, содержание суммы флавоноидов в пересчете 
на рутин в цветках бузины черной должно быть не 
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менее 2%, листьях вахты трехлистной – не менее 1%, 
листьях гинкго двулопастного – не менее 0.5% [17].

С помощью полученной методики определя-
ли оптимальные сроки заготовки листьев аронии 
Мичурина, обеспечивающие максимальное со-
держание флавоноидов в них (табл. 8).

Таблица 7
Валидационные характеристики методики определения флавоноидов в листьях аронии Мичурина

Характеристика Статистическая характеристика Результат

Линейность 

Уравнение прямой у=3.8065х+5.0242
Угловой коэффициент (a) 3.8065

Свободный член b 5.0242
Коэффициент корреляции 0.9999

Сходимость

Проба Содержание суммы флавоноидов, %
1 3.35
2 3.36
3 3.48
4 3.55
5 3.64
6 3.79

Доверительный интервал (Р=95%), % 3.53±0.17
Относительное стандартное отклонение, % 1.98

Межлабораторная 
прецизионность

Проба Исследователь 1 Исследователь 2
1 3.35 2.79
2 3.36 2.93
3 3.48 3.10
4 3.55 3.15
5 3.64 3.88
6 3.79 3.37

Доверительный интервал (Р=95%), % 3.37±0.51
Относительное стандартное отклонение, % 2.85

Таблица 10
Содержание флавоноидов в пересчете на рутин в ли-
стьях аронии Мичурина различных сроков заготовки

Фаза сбора

Содержание 
флавоноидов 

в пересчете на 
рутин, %

Цветение (май) 3.94 ± 0.33
Начало плодоношения (июнь) 4.20 ± 0.12
Техническая зрелость плодов (август) 3.48 ± 0.21
Начало покраснения листьев (сентябрь) 3.47 ± 0.25

Согласно табличным данным, содержание фла-
воноидов в листьях рябины черноплодной достаточ-
но высоко во все периоды заготовки. Максимальным 
оно является в сырье, заготовленном на стадии нача-
ла плодоношения (июнь) 4.20% ± 0.12%. На даль-
нейших стадиях содержание флавоноидов снижает-
ся, достигая минимума в сентябре. Однако разница 
между содержанием флавоноидов в листьях аронии 
Мичурина в августе и сентябре незначительна. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана и валидирована спектрофотоме-

трическая методика определения флавоноидов в 
листьях аронии Мичурина. 

Отработаны оптимальные условия извлечения 
флавоноидов из сырья, Изучены и рекомендованы 
необходимые параметры методики количествен-
ного определения. Подтверждено, что методика 
валидна и может использоваться для определения 
флавоноидов в листьях аронии Мичурина. 

С применением разработанной методики 
определены оптимальные сроки сбора сырья для 
обеспечения максимального выхода флавоноидов 
(стадия начала плодоношения, июнь). Установ-
лено, что содержание флавоноидов в листьях со-
ставляет 4.20% ± 0.12%, что превышает содержа-
ние в некоторых видах фармакопейного сырья.
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A METHOD FOR 
THE QUANTIFICATION OF FLAVONOIDS IN ARONIA 

MICHURINA LEAVES
O.V. Pugacheva, T.A. Brezhneva, A.I. Slivkin

Voronezh State University

Abstract. Medicinal plants containing flavonoids are used in medical practice due to their wide range 
of pharmacological action. For this reason, the search for new sources of this group of biologically active 
substances (BAS) is relevant.
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One of the perspective raw materials containing flavonoids is Aronia Michurina, also known as black 
chokeberry, but until now there was no method for quantitative determination of flavonoid content in raw 
material. 

The aim of this work was to develop and further validate a spectrophotometric technique for quantitative 
determination of the amount of flavonoids in Michurin chokeberry leaves. 

The dried leaves of Michurin chokeberry variety "Mulatka" collected in Tambov region in 2021 were 
used as an object of the study; air-shadow drying. Raw materials were collected at four stages of plant 
development: the phase of flowering, the phase of the start of fruiting, the phase of technical maturity of 
fruits, and the phase of the beginning of leaf reddening.

It was found that the optimal extractant to provide the maximum yield of flavonoids from Black 
chokeberry leaves is ethyl alcohol 60% with the ratio of raw material to the extractant 1:50 and extraction 
within 90 minutes. Particles of the raw material must pass through a sieve with a diameter of 1 mm. The 
reactions of complexation should be carried out with 6% aluminum chloride solution in a ratio of 1:3, for 
80 minutes.

The flavonoid content in terms of rutin in the studied leaves was 3.53% ± 0.17%. The validation of 
the developed method was carried out. It was confirmed that the limits of the acceptance criteria of the 
validation characteristics were not exceeded. The method's specificity was confirmed by the increase in 
the maximum absorbance when adding a standard solution of rutin to the extract under study. The average 
opening percentage when the standard sample was added was 100.63%. The correlation coefficient r≥0.99 
confirmed the linearity of the technique. The relative standard deviation in determining the convergence 
was 1.98% and the interlaboratory precision was 2.85%, which does not exceed 2% and 5%, respectively. 

The method is valid according to the above-mentioned indicators and can be used for the determination 
of flavonoids in Michurin chokeberry leaves. 

Using the developed technique, it was found that the optimal time for harvesting chokeberry leaves to 
obtain the maximum yield of flavonoids is the phase of the beginning of fruiting of the plant. 

Keywords: Aronia mitschurinii, black chokeberry, flavonoids, rutin, quantification, differential spec-
trophotometry, validation.
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