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Освоение и интеграция новых лекарственных растений в клиническую практику 
требуют глубокого изучения их качественного и количественного компонентного со-
става. В цветках пупавки благородной (Chamaemelum nobile L.), относящейся к ценным 
лекарственным растениям, идентифицированы различные классы биологически актив-
ных веществ, среди которых особый интерес представляют флавоноиды благодаря их 
антиоксидантным, противовоспалительным и кардиопротекторным свойствам. Це-
лью данного исследования являлась разработка и валидация методики количественного 
определения флавоноидов методом дифференциальной спектрофотометрии в цветках 
пупавки благородной. 

В исследовании использовались воздушно-сухие цветки пупавки благородной, заго-
товленные на территории Республики Беларусь. Для количественного определения фла-
воноидов в цветках пупавки благородной разработана дифференциально-спектрофо-
тометрическая методика, основанная на комплексообразовании с хлоридом алюминия. 
Экспериментально подобраны оптимальные условия: объемное соотношение водно-
спиртового экстракта цветков пупавки благородной, объема 2%-го водно-спиртового 
раствора хлорида алюминия и продолжительность реакции. Количественное содержа-
ние флавоноидов рассчитано относительно стандартного образца цинарозида. Соот-
ветствие разработанной методики аналитическим требованиям подтверждено в ходе 
валидации по ключевым характеристикам: линейности, правильности, прецизионности, 
специфичности. Установлено, что общая концентрация флавоноидов в цветках пупавки 
благородной, независимо от года культивирования, составляет более 5,5% в пересчете 
на абсолютно сухое сырье.

Ключевые слова: флавоноиды, Chamaemelum nobile L., пупавка благородная, ва-
лидация, цинарозид, дифференциальная спектрофотометрия.

ВВЕДЕНИЕ

Согласно Государственной фармако-
пее Республики Беларусь, в разделе «Част-
ные фармакопейные статьи на лекарствен-
ное растительное сырье» описано 17 видов 
растений семейства Астровые (Asteraceae), 
однако лишь для 7 из них стандартизиро-
ваны методики количественного определе-
ния флавоноидов.

Пупавка благородная (Chamaemelum 
nobile L.), относящаяся к семейству Астро-
вые (Asteraceae), представляет собой ле-
карственное растение со схожей с аптечной 
ромашкой биологической активностью.

Исследования химического состава 
цветков пупавки благородной подтвердили 

наличие различных классов биологически 
активных веществ, среди которых особый 
интерес представляют флавоноиды, кото-
рые определяют фармакологическую ак-
тивность растения и находят применение 
в производстве лекарственных средств, 
обладающих противовоспалительными, 
антиоксидантными и ранозаживляющими 
свойствами, а также – косметической про-
дукции [1]. Многочисленные исследования 
подтверждают, что флавоноиды обладают 
выраженной фармакологической активно-
стью, в частности противовоспалительны-
ми, регенеративными, антиоксидантными 
и другими полезными качествами [1–7].

Литературные данные свидетельству-
ют, что в составе цветков пупавки благо-
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родной присутствуют такие флавоноиды 
(преобладает гликозидная форма), как ци-
нарозид, космосиин, антемозид, апигенин, 
хамамелозид, кверцетин 3-O-α-L-рамнозид 
и кемпферол [1, 8].

Современная аналитическая практика 
предлагает широкий спектр физико-хи-
мических методов исследования биоло-
гически активных веществ растительного 
сырья, однако методики, разработанные 
с применением дифференциальной спек-
трофотомерии, являются наиболее доступ-
ными и экономически целесообразными. 
В основе большинства методик оценки 
суммарного содержания флавоноидов ле-
жит использование комплексообразующих 
агентов (главным образом хлорид алю-
миния), образующих с указанными био-
логически активными веществами (БАВ) 
окрашенные соединения, что вызывает ха-
рактерный батохромный сдвиг максимума 
поглощения из области 330–350 нм в диа-
пазон 390–430 нм [9, 10].

Усиление контроля качества фитопре-
паратов в соответствии с современными 
фармакопейными требованиями делает 
обязательным разработку точных методик 
определения содержания фармакологиче-
ски активных соединений, в связи с чем 
оценка качества по содержанию основных 
действующих веществ, в частности флаво-
ноидов, приобретает особую актуальность 
[11]. В то же время, пупавка благородная 
является потенциально значимым сырьем 
для фармацевтической промышленности 
Республики Беларусь. В связи с вышеиз-
ложенным, целью данного исследования 
является разработка и валидация методики 
количественного определения флавоноидов 
методом дифференциальной спектрофото-
метрии в цветках пупавки благородной. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для изучения послужили 
воздушно-сухие цветки пупавки благород-
ной, заготовленные в природных условиях 
на территории Республики Беларусь. Экс-
тракцию флавоноидов из цветков пупавки 
благородной проводили в оптимальных 
условиях, определенных на подготови-
тельном этапе исследований [8].

Для экстракции флавоноидов была взя-
та навеска массой 2,00 ± 0,01 г воздушно-
сухого сырья. Растительный материал по-
мещали в термостойкую коническую кол-

бу, куда добавили 100 мл 50%-го этилового 
спирта и экстрагировали на водяной бане 
при 60 °C в течение 50 мин с последующей 
фильтрацией через бумажный фильтр.

За основу методики количественно-
го анализа флавоноидов методом диффе-
ренциальной спектрофотометрии взяты 
стандартизированные методики (в част-
ности, для бессмертника песчаного цвет-
ков), представленные в Государственной 
фармакопее Республики Беларусь (ГФ РБ,  
Т. II, 2-е издание).

Учитывая содержание цинарозида в 
цветках пупавки благородной, данный 
флавоноид был принят за стандарт для 
количественных определений. Экспери-
ментальную работу проводили с исполь-
зованием сертифицированного стандарт-
ного образца (СО) цинарозида  (Sigma). 
Для приготовления рабочего раствора 
0,050 ± 0,001 г растворяли в 100 мл 70%-го 
этилового спирта.

Количественное определение флаво-
ноидов осуществляли методом комплек-
сообразования с хлоридом алюминия в во-
дно-спиртовых экстрактах пупавки благо-
родной и растворе цинарозида. Из диапа-
зона рекомендуемых концентраций (2–5%) 
предпочтение отдано 2%-му спиртовому 
раствору хлорида алюминия, что, согласно 
литературным источникам [12, 13], позво-
ляет избежать опалесценции и выпадения 
осадка и получить воспроизводимые ре-
зультаты. Для проведения исследований 
использовали 2%-й (масс.) раствор хлори-
да алюминия в 50%-м этиловом спирте.

С целью обеспечения воспроизводи-
мых результатов количественного опре-
деления флавоноидов, методика предус-
матривает введение в реакционную смесь 
растворов либо хлористоводородной, либо 
уксусной кислот  [14]. В работе использо-
вали 33%-й раствор уксусной кислоты.

На начальном этапе исследований ме-
тодом последовательного варьирования 
параметров изучали зависимость оптиче-
ской плотности от объема добавляемого 
раствора хлорида алюминия для опреде-
ления оптимального соотношения компо-
нентов. В последующем эксперименталь-
но устанавливали продолжительность ре-
акции комплексообразования, принимая за 
критерий оптимизации максимальные зна-
чения оптической плотности и расчетного 
содержания флавоноидов.

В основе дифференциальной спектро-
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фотометрической методики лежит исполь-
зование в качестве раствора сравнения экс-
тракта, в котором хлорид алюминия заме-
нен на 50%-й этиловый спирт. Такой под-
ход позволяет дифференцировать вклад 
флавоноидных комплексов от поглощения 
других компонентов растительного экс-
тракта. 

На следующем этапе измеряли опти-
ческую плотность комплекса цинарозида с 
хлоридом алюминия с последующим рас-
четом суммарного содержания флавонои-
дов (X, % от сухого сырья) по формуле (1):

𝑋𝑋 =
𝐴𝐴э ∙ 𝑚𝑚0 ∙ 𝑉𝑉э ∙ 𝑉𝑉э′ ∙ 𝑉𝑉𝑥𝑥0

𝐴𝐴0 ∙ 𝑚𝑚𝑐𝑐 ∙ 𝑉𝑉0 ∙ 𝑉𝑉0′ ∙ 𝑉𝑉𝑥𝑥э ∙ (1 −𝑊𝑊)
 ∙ 100%,   (1)

где Aэ и A0 – оптическая плотность ис-
пытуемого раствора и раствора СО рутина 
соответственно; 

тс и m0 – масса навески цветков пупав-
ки благородной и СО рутина соответствен-
но, г; 

Vэ и V0 – объем полученного экстракта 
и раствора рутина соответственно, мл; 

V’э и V’0 – объем мерных колб при 
приготовлении испытуемого раствора и 
раствора CO рутина для анализа соответ-
ственно, мл; 

Vxэ и Vx0 – объем аликвоты экстракта и 
раствора CO рутина соответственно, мл; 

W – влажность растительного сы-
рья, %.

Измерения оптической плотности вы-

полняли с использованием спектрофотоме-
тра SPECORD 200 (Analytik Jena, Германия) 
при длине оптического пути 1 см. Спектры 
поглощения экстрактов и цинарозда реги-
стрировали в области 250–500 нм.

Валидационные испытания осущест-
вляли в полном соответствии с требовани-
ями  технического кодекса установившей-
ся практики (ТКП 432-2012) [15], включая 
оценку следующих характеристик методики: 
специфичности, линейности диапазона из-
мерений, прецизионности и правильности.

Статистический анализ данных выпол-
няли с применением программного обе-
спечения Microsoft Office Excel 2007.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На начальном этапе было установлено 
оптимальное соотношение объемов экс-
тракта флавоноидов и раствора хлорида 
алюминия. Анализ результатов, представ-
ленных на рисунке 1, показал, что наибо-
лее оптимальным соотношением компо-
нентов реакционной смеси «экстракт: рас-
твор хлорида алюминия» для количествен-
ного определения флавоноидов в экстрак-
те цветков пупавки благородной методом 
дифференциальной спектрофотометрии 
является 1 : 3.

На следующем этапе исследований 
определена оптимальная продолжитель-
ность комплексообразования флавоноидов 
с хлоридом алюминия. Результаты пред-
ставлены на рисунке 2.

Рисунок 1. – Влияние отношения объема экстракта к объему раствора хлорида 
алюминия на содержание флавоноидов в экстракте цветков пупавки благородной
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Рисунок 2. – Влияние продолжительности реакции комплексообразования с хлоридом 
алюминия на содержание флавоноидов в экстракте цветков пупавки благородной

Согласно полученным данным, оп-
тическая плотность реакционной смеси 
достигает максимума через 50 мин, по-
сле чего регистрируется уменьшение ана-
литического сигнала, что коррелирует с 
уменьшением расчетного выхода флаво-
ноидов.

С учетом вышесказанного, для ко-
личественного определения содержания 
флавоноидов разработанная методика 
дифференциальной спектрофотометрии 
включает следующие этапы: к 0,4 мл ана-
лизируемого экстракта в мерной колбе 
(5 мл) добавляют 1,2 мл 2% раствора хло-
рида алюминия и 0,1 мл 33%-го раствора 
уксусной кислоты. Объем доводят до мет-
ки 50%-м этиловым спиртом, тщательно 
перемешивают и выдерживают 50 минут 
в защищенном от света месте. Оптиче-
скую плотность анализируемого раствора 
регистрируют спектрофотометрически, 
используя в качестве раствора сравнения 
реакционную смесь, где хлорид алюми-
ния заменен на 50%-й этиловый спирт, 
при длине волны 396 нм (толщина кюве-
ты 1 см). Параллельно анализируют рас-
твор цинарозида, приготовленный по той 
же схеме.

Обработку экспериментальных дан-
ных проводили согласно расчетной фор-
муле (1) определения содержания флаво-
ноидов. 

В рамках валидационных исследова-
ний разработанной методики количествен-
ного анализа устанавливали специфич-
ность (селективность) методики путем 
сравнительной оценки дифференциаль-
ных спектров экстракта цветков пупавки 

благородной и стандартного образца цина-
розида (рисунок 3).

Спектральный анализ комплекса спир-
тового экстракта цветков пупавки благо-
родной с хлоридом алюминия выявил мак-
симум поглощения при длине волны 396 ± 
2 нм, что позволяет использовать цинаро-
зид в качестве СО при расчете суммарного 
содержания флавоноидов и рекомендовать 
данную длину волны для аналитических 
целей.

Хотя большинство видов лекарствен-
ного растительного сырья стандартизиру-
ют по содержанию флавоноидов в пере-
счете на рутин (λmax = 410 ± 2 нм), исполь-
зование данного СО для количественной 
оценки экстракта пупавки благородной 
нецелесообразно.

Оценку линейности проводили на ше-
сти уровнях концентраций от теоретиче-
ского содержания суммы флавоноидов в 
пересчете на цинарозид. Приготовление 
растворов для анализа осуществляли мето-
дом последовательного разбавления и кон-
центрирования аликвот (0,2–0,7 мл) с це-
лью создания серии образцов с объемами 
аликвот экстракта 50%, 75%, 100%, 125%, 
150% и 175% для количественного опреде-
ления суммы флавоноидов в пересчете на 
цинарозид. После регистрации значений 
оптической плотности проводили количе-
ственный расчет содержания флавонои-
дов. Результаты статистической обработки 
линейности методики представлены на ри-
сунке 4.

Анализ экспериментальных данных 
свидетельствуют о линейной зависимости 
между величиной оптической плотности 
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Рисунок 3. – Дифференциальные спектры водно-спиртового экстракта цветков пупавки 
благородной (1) и раствора цинарозида (2)

Рисунок 4. – Влияние объема аликвоты в пробе на оптическую плотность экстракта 
флавоноидов

и объемом аликвоты. Верификацией вы-
полнения основного закона спектрофото-
метрического анализа (закон Бугера–Лам-
берта–Бера) служит коэффициент корреля-
ции, стремящийся к единице.

Исследования показали, что разра-
ботанная аналитическая методика сохра-
няет линейную зависимость в интервале 
50–175% концентраций флавоноидов, зна-
чительно превышающем минимально до-
пустимые 80–120%, установленные техни-
ческим кодексом  [15]. Это подтверждает 
соответствие методики всем нормативным 
требованиям для количественного анализа 
флавоноидов в исследуемом растительном 
сырье. 

Прецизионность разработанной мето-
дики оценивали по показателям повторя-
емости (сходимости) и внутрилаборатор-
ной прецизионности, результаты которых 
представлены в таблице 1.

Анализ данных таблицы 1 показывает, 
что максимальное значение относительной 
погрешности не превышает 1,5%: 1,32% 
для показателя повторяемости и 1,23% для 
параметра внутрилабораторной воспроиз-
водимости, что доказывает высокую точ-
ность и воспроизводимость предложенной 
методики. Результаты считаются приемле-
мыми при условии, что относительная по-
грешность их среднего значения не выхо-
дит за пределы 10% [16].

y = 0,2298x + 
0,1085 R² = 0,9991 
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Правильность методики подтвержда-
ли методом добавок, анализируя образ-
цы экстракта с известными количествами 
стандартного образца цинарозида. Кри-
терием оценки служил средний процент 
восстановления флавоноидов, представля-
ющий отношение найденного содержания 

флавоноидов к теоретически ожидаемому. 
Допустимый диапазон данного показателя 
составил 100 ± 3%. [15]. Для обеспечения 
статистической достоверности результа-
тов для всех исследуемых концентраций 
выполняли три независимых измерения, 
данные которых сведены в таблицу 2.

Таблица 1. – Результаты определения прецизионности методики количественного 
определения флавоноидов в цветках пупавки благородной

Таблица 2. – Результаты определения правильности методики количественного 
определения флавоноидов в цветках пупавки благородной

№ опыта Содержание флавоноидов, % Метрологические характеристики
Повторяемость (сходимость)

1 5,61 Р = 95%; n = 6; f = 5;
t(P, f) = 2,5706;

X = 5,68
X ± ∆x = 5,68±0,075

X = 1,32%
RSD = 1,26%

2 5,67
3 5,63
4 5,79
5 5,65
6 5,75

Промежуточная (внутрилабораторная) прецизионность
1 5,63 Р = 95%; n = 6; f = 5;

t(P, f) = 2,5706;
X = 5,68

X ± ∆x = 5,68±0,07
ε = 1,23%

RSD = 1,22%

2 5,79
3 5,62
4 5,75
5 5,68
6 5,65

№ 
опыта

Исходное 
содержа-

ние флаво-
ноидов, мг

Добавлено 
СО цинаро-

зида, мг

Ожидае-
мое 

содержа-
ние, мг

Полученное 
содержание, 

мг

Открыва-
емость, % Метрологические

характеристики

1

9,2

0,15 9,35 9,31 99,6

Р = 95%; n = 9; f = 8;
t(P, f) = 2,306;

X = 100,22
X ± ∆x = 100,2±1,00

ε = 2,3%
RSD = 0,44%

2 0,15 9,35 9,35 99,96
3 0,15 9,35 9,38 100,2
4 0,3 9,5 9,48 99,83
5 0,3 9,5 9,51 100,15
6 0,3 9,5 9,58 100,8
7 0,45 9,65 9,70 100,5
8 0,45 9,65 9,74 100,9
9 0,45 9,65 9,65 100,04

Экспериментально определенный про-
цент восстановления находился в интер-
вале от 99,6 до 100,9% со средним значе-
нием 100,22%, что доказывает высокую 
точность и надежность разработанной ме-
тодики количественного определения фла-
воноидов.

Анализ полученных результатов по-
зволяет заключить, что валидационные 
характеристики (специфичность, линей-
ность, прецизионность и правильность) 
разработанной методики количественного 

определения флавоноидов в экстрактах 
цветков пупавки благородной соответству-
ют установленным нормативным требова-
ниям.

С применением разработанной стан-
дартизированной методики проведен срав-
нительный анализ экстрактов цветков пу-
павки благородной, культивируемой в раз-
ные годы. Экспериментальные данные си-
стематизированы и приведены в таблице 3.

Как известно из литературных данных 
[10], год культивирования может оказы-
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработана спектрофотометрическая 
методика количественного определения 
флавоноидов в экстрактах цветков пупавки 
благородной, основанная на реакции ком-
плексообразования с хлоридом алюминия и 
дифференциальном измерении оптической 
плотности. Проведенные исследования по-
зволили установить, что для полного про-
текания реакции комплексообразования 
требуется 50 минут при оптимальном объ-
емном соотношении экстракта и раствора 
хлорида алюминия 1:3. Количественную 
оценку содержания флавоноидов осущест-
вляли с использованием цинарозида в каче-
стве стандартного образца.

В процессе валидации разработанной 
методики проведена комплексная оценка 
ее аналитических характеристик, включая 
исследование специфичности, линейно-
сти, определение прецизионности и под-
тверждение правильности получаемых ре-
зультатов.

Экспериментально подтверждена ли-
нейная зависимость оптической плотно-
сти от объема аликвоты в диапазоне 50–
175% от опорного значения. Относитель-
ная погрешность измерений не превышала 
1,5%, что подтверждает высокую преци-
зионность методики. Результаты оценки 
правильности соответствуют установлен-
ным критериям. Разработанная методика 
количественного анализа флавоноидов в 
экстрактах цветков пупавки благородной 
пригодна для применения в аналитической 
практике.

Количественный анализ показал, что 
общая концентрация флавоноидов в цвет-
ках пупавки благородной, независимо от 
года культивирования, составляет более 
5,5% в пересчете на абсолютно сухое сырье.

SUMMARY

A. A. Klimovich, O. S. Ignatovets, 
D. P. Soshko

DEVELOPMENT AND VALIDATION 
OF THE ASSAY METHOD 

OF FLAVONOIDS IN FLOWERS 
OF CHAMAEMELUM NOBILE (L.) ALL. 

The development and integration of 
new medicinal plants into clinical practice 
require a thorough study of their qualitative 
and quantitative composition. Various classes 
of biologically active substances have been 
identified in the flowers of the anthemis nobi-
lis (Chamaemelum nobile L.), which belongs 
to valuable medicinal plants, among which 
flavonoids are of particular interest due to 
their antioxidant, anti-inflammatory, and car-
dioprotective properties. The purpose of this 
study was to develop and validate a technique 
for the quantitative determination of flavo-
noids by differential spectrophotometry in 
anthemis nobilis flowers.

The study used air-dried anthemis nobilis 
flowers harvested on the territory of the Re-
public of Belarus. A differential spectropho-
tometric technique based on complexation 
with aluminum chloride has been developed 
for the quantitative determination of flavo-
noids in anthemis nobilis flowers. Optimal 
conditions were experimentally selected: the 
volume ratio of the water-alcohol extract of 
anthemis nobilis flowers and the volume of 
a 2% water-alcohol solution of aluminum 
chloride and the duration of the reaction. 
The quantitative content of flavonoids was 
calculated relative to the standard sample of 
сynaroside. The compliance of the developed 
methodology with the analytical requirements 
was confirmed during validation according to 
key characteristics: linearity, correctness, pre-
cision, specificity. It has been established that 

Таблица 3. – Содержание флавоноидов в цветках пупавки благородной в разные годы 
культивирования (% от массы абсолютно сухого сырья)

Год культивирования Метрологические характеристики (n = 3; Р = 95%)
X ± ∆x Sx ε, %

1-й (урожай 2022 г.) 5,77 ± 0,08 0,009 1,39
2-й (урожай 2023 г.) 5,92 ± 0,08 0,010 1,35
3-й (урожай 2024 г.) 5,94 ± 0,05 0,003 0,84

вать существенное влияние на накопление 
БАВ, в частности, таких вторичных ме-
таболитов, как флавоноиды. Однако, как 
следует из представленных в таблице 3  

данных, существенных различий в содер-
жании флавоноидов в цветках пупавки 
благородной, культивируемой в указанный 
период наблюдения, выявлено не было. 
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the total concentration of flavonoids in the 
flowers of the anthemis nobilis, regardless of 
the year of cultivation, is more than 5.5% in 
terms of absolutely dry matter raw material.

Keywords: flavonoids, Chamaeme-
lum nobile L., anthemis nobilis, validation, 
сynaroside, differential spectrophotometry.
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