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Объектами исследования были высушенные листья стевии двух сортов, выращенной в России (Краснодарский 

край, Республика Крым, Пензенская область). Цель настоящей работы – доказать присутствие, количественно определить 
содержание флавоноидов в сырье стевии, полученной в различных регионах России, и предложить методические подходы 
для стандартизации листьев стевии как перспективного лекарственного растительного сырья. 

Проведено исследование флавоноидного состава сырья стевии – растения, используемого в качестве подсласти-
теля. Для подтверждения наличия флавоноидов в листьях стевии предложены химические реакции. Обоснована целесо-
образность использования спектрофотометрического метода для обнаружения и количественного определения флавоно-
идов в этанольных экстрактах из сырья стевии. Определены аналитические максимумы собственного поглощения флаво-
ноидов листьев стевии – 330 и 290 нм (плечо). Установлено, что в присутствии хлорида алюминия флавоноиды стевии 
образуют комплексное соединение с максимумом поглощения 408 нм. Разработан метод дифференциальной спектрофо-
тометрии для количественного определения флавоноидов стевии. Выявлено, что содержание флавоноидов в различных 
сортах стевии варьирует в интервале 2–3%. В образцах стевии, интродуцированной в условиях Пензенской области, со-
держание флавоноидов снижено по сравнению с сырьем стевии, полученной в Краснодарском крае. 

Ключевые слова: Stevia rebaudiana Bertoni, флавоноиды, спектрофотометрия, количественное определение, ком-
плекс AlCl3. 

Введение 

Известно, что лекарственные растения классифицируют на потенциальные, перспективные и эффек-
тивные [1]. Потенциальными лекарственными растениями считаются виды, проявившие тот или иной фарма-
кологический эффект в опытах, но не прошедшие клинические испытания. Перспективными являются виды, 
возможность применения которых в медицине установлена, но в настоящее время они не используются либо 
из-за незавершенности работ в области фармакологии и клинической проверки, способов сбора сырья, либо 
несовершенства технологии переработки, недостаточности природных ресурсов. Эффективные производя-
щие лекарственные растения – это ботанические виды, используемые в качестве официнальных (фармакопей-
ных). Согласно фармакологической классификации лекарственных растений, составленной Н.В. Сыровежко, 
К.Ф. Блиновой, Е.Е. Лесиовской, стевия Ребо Stevia rebaudiana Bertoni Hemsley относится к растениям группы 
XIIв. «Влияющие на эндокринную систему: антидиабетические» [1]. Имеются литературные данные о при-

сутствии в импортируемом сырье стевии флавоно-
идов, витаминов, алкалоидов в терапевтических 
количествах [2]. Известны также антимикробные, 
антиоксидантные, адаптогенные свойства экстрак-
тов из листьев стевии [3–7],  что дает основание 
рассматривать стевию как перспективное лекар-
ственное растение.   

Стевия содержит сладкие дитерпеновые 
гликозиды и используется в России как биодобавка 
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– натуральный заменитель сахара. Родина стевии – Парагвай, она культивируется в Южной Америке, Японии, 
Тайване, Малайзии, других странах с тропическим климатом. Биологически активные соединения сырья сте-
вии российского производства практически не изучены. Природными антиоксидантами традиционно счита-
ются растительные флавоноиды, полифенольные соединения, производные бензо-g-пирона. Одним из этапов 
контроля качества лекарственного растительного сырья является доказательство подлинности и количествен-
ное определение определенных групп действующих веществ.  

Цель настоящей работы – доказать присутствие, количественно определить содержание флавоноидов 
в сырье стевии, полученной в различных регионах России, и предложить методические подходы для стандар-
тизации листьев стевии как перспективного лекарственного растительного сырья. 

Экспериментальная часть 

В качестве объекта исследования использовали 4 образца высушенных листьев стевии, выращенной 
в Краснодарском крае, Пензенской области и Республике Крым двух сортов (Рамонская сластена, София), 
заготовленных в фазу цветения. Извлечение флавоноидов из листьев стевии проводили путем однократной 
экстракции этанолом (95, 70 и 40%) при нагревании на кипящей водяной бане в течение 45 мин. Для каче-
ственных реакций использовали извлечение с соотношением сырье – экстрагент 1 : 10, для спектрофотомет-
рических определений – 1 : 100. Для доказательства присутствия флавоноидов проводили следующие испы-
тания: цианидиновая проба, реакции с раствором аммиака, гидроксидом натрия, хлоридом железа (III), спир-
товым раствором AlCl3 [8–12]. 

Спектры собственного поглощения флавоноидов листьев стевии регистрировали в интервале длин волн 
200–400 нм (спектрофотометр СФ-200, кварцевые кюветы с толщиной поглощающего слоя 1 см). Для коли-
чественного определения флавоноидов в извлечениях из листьев стевии применяли метод дифференциальной 
спектрофотометрии. Метод основан на исследовании спектров поглощения продуктов реакции суммы флаво-
ноидов листьев стевии с хлоридом алюминия. Испытуемый раствор готовили следующим образом: 2 мл рас-
твора А помещали в мерную колбу вместимостью 25 мл, прибавляли 2 мл алюминия хлорида раствора 3% в 
спирте 95% и через 10 мин 2 капли разведенной кислоты уксусной. Объем раствора доводили спиртом этило-
вым 95% до метки и оставляли на 30 мин (раствор Б). В качестве раствора сравнения использовали раствор, 
приготовленный при тех же условиях, но без AlCl3. Содержание суммы флавоноидов рассчитывали двумя 
способами: 

1) по стандартному образцу рутина  
– содержание суммы флавоноидов в процентах (Х) в пересчете на рутин и абсолютно сухое сырье вы-

числяли по формуле: 

Х = 	
D × m × 100 × 25 × 1 × 100 × 100

D × m × 2 × 1 × 50 × 25 × (100− W), 

где D – оптическая плотность испытуемого раствора; D0 – оптическая плотность раствора ГСО рутина; m0 – 
масса ГСО рутина, г; m – масса сырья, г; W – потеря в массе при высушивании, %.  

2) по удельному показателю поглощения рутина [11] 

– содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин в процентах (Х) вычисляли по формуле: 

Х = 	
А× 100 × 25 × 100

190 × а× 2 × (100− W), 

где A – оптическая плотность раствора; 190 – удельный показатель поглощения комплекса рутина с алюминия 
хлоридом при длине волны 410 нм [11]; а  –  навеска сырья, г; W – влажность сырья, %. 

Обсуждение результатов 

Выбор химических реакций доказательства присутствия флавоноидов в экстрактах из листьев стевии. 
Флавоноиды ограниченно растворимы в воде и относительно термостабильны. Экстракцию флавоноидов из 
листьев стевии осуществляли 70% этанолом при кипячении 30 мин на водяной бане [9-11]. С полученным 
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экстрактом проводили качественные реакции на присутствие флавоноидов. Известно, что реакции на флаво-
ноиды основаны на образовании окрашенных комплексных соединений. В качестве основной специфической 
реакции на флавоноиды используется цианидиновая проба (проба Шинода) [8, 13, 14]. При добавлении по-
рошка магния и конц. HCl к экстракту из листьев стевии появлялось красное окрашивание (образование пи-
рилиевых солей при восстановлении водородом флавоноидного фрагмента). 

Другие реакции на флавоноиды – с раствором аммиака, гидроксидом натрия и хлоридом железа (III) – 
малоспецифичны. С раствором аммиака наблюдали буро-желтое окрашивание, характерное для флавонов. 
С хлоридом железа – зеленое окрашивание за счет образования комплексных соединений флавоноидов по 
фенольным гидроксилам. В методиках качественного и количественного определения флавоноидов исполь-
зуется реакция комплексообразования с хлоридом алюминия [9, 10, 12]. При прибавлении хлорида алюминия 
к экстракту из листьев стевии наблюдали желтое окрашивание, характерное для флавоноидов (табл. 1). 

Таким образом, в этанольном экстракте из листьев стевии были обнаружены соединения флавоноидной 
структуры. 

Таблица 1. Результаты цветных реакций на флавоноиды экстрактов из листьев стевии 

Реакция Проба Шинода 
Mg + HCl NH3 NaOH AlCl3 FeCl3 

Окрашивание Розовое Буро-желтое Желтое Желтое Зеленое 
 
Изучение спектральных характеристик флавоноидов листьев стевии. Одним из наиболее быстрых 

и доступных методов доказательства присутствия и количественного определения флавоноидов является  
спектрофотометрический метод, основанный на определении оптической плотности раствора анализируемых 
веществ при определенной длине волны [9, 10].  

В методиках количественного определения флавоноидов растительного сырья для извлечения исполь-
зуются водно-спиртовые растворы различной концентрации. Обнаружено, что по сравнению с 70% спирто-
выми экстрактами интенсивность пиков в 40 и 95% спиртовых экстрактах меньше. Следовательно, для экс-
тракции флавоноидов из листьев стевии целесообразно использование этанола 70%. 

Показано, что УФ-спектры экстрактов листьев стевии имеют один четкий максимум поглощения при 
330 нм и плечо при 290 нм (рис. 1). Следует отметить, что при использовании различных концентраций эта-
нола-экстрагента эти параметры спектра постоянны. Также практически не меняется соотношение 
А290/А330. 

В общем виде химическую структуру флавоноидов можно представить в виде двух бензольных колец 
(А и В), которые соединены между собой гетероциклической системой пирана или пирона (кольцо С). Фла-
воноиды подразделяются на 6 или 7 классов в зависимости от характера связи между кольцами В и С и сте-
пени гидроксилирования функциональных групп в кольце С (рис. 2).  

 

Рис. 1. УФ-спектр спиртового экстракта стевии Рамонская сластена (Краснодар): концентрации этанола: 
1 – 40%, 2 – 70%, 3 – 95% 
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 Рис. 2. Общая химическая структура флавоноидов [12] 

Известно, что по характеру УФ-спектра флавоноидов можно сделать некоторые предположения о структуре 
агликона. Обычно флавоноиды имеют 2 полосы поглощения в УФ-области спектра [12, 13, 15–18]. Полоса погло-
щения в области 240–290 нм – это поглощение сопряженной системы бензольного кольца А. Некоторые флавоно-
иды имеют вторую полосу поглощения с максимумом в области 300–550 нм. Эта полоса отчетливо проявляется у 
флавонолов и флавонов, т.е. классов флавоноидов, в которых имеется сопряжение между кольцами В и С (двойная 
связь в положении С2–С3). Наличие в экстрактах из листьев стевии ярко выраженного максимума поглощения при 
330 нм указывает на преобладание в стевии флавонолов и флавонов [9, 10]. 

Разработка количественного определения флавоноидов в листьях стевии. Одним из наиболее удоб-
ных, быстрых и дешевых методов определения флавоноидов является дифференциальная спектрофотометрия. 
В условиях комплексообразования флавоноидов с хлоридом алюминия наблюдается батохромный сдвиг по-
лосы поглощения флавоноидов, в частности флавонов и флавонолов, который обнаруживается в УФ-спектре 
в виде максимума поглощения в области 380–412 нм. Эта область спектра относительно удалена от максиму-
мов поглощения сопутствующих фенольных и других соединений, что позволяет сделать количественное 
определение более селективным. 

Имеются исследования об определении флавоноидов в листьях стевии, выращенной на Украине, по-
добном России климатическом регионе. В работах И.В. Кузнецовой [19] методом дифференциальной спек-
трофотометрии определено содержание флавоноидов – 6,39%. Мы считаем, что такое содержание флавонои-
дов сильно завышено. В статье [19] количественное определение флавоноидов проводится по величине по-
глощения экстракта из листьев стевии, которое составляет более 3 единиц оптической плотности. Эта вели-
чина поглощения неприменима к выполнению количественных определений, основанных на законе Бугера-
Ламберта-Бера. Обычно разведение раствора подбирается так, чтобы поглощение раствора находилось в ин-
тервале 0,2–0,9. Более высокие или низкие значения драматически повышают ошибку метода [20]. Р.Н. Хали-
лова и соавт. в работе [21] обнаружили 17% флавоноидов в пересчете на рутин. По фармакопейным характе-
ристикам известные источники флавоноидов: зверобой продырявленный Hypericum perforatum и гинкго дву-
лопастный Ginkgo biloba содержат около 3% и 10% флавоноидов соответственно [11]. 

При разработке количественного определения флавоноидов в листьях стевии изучены УФ-спектры их 
комплексных соединений с хлоридом алюминия. Было установлено, что в присутствии алюминия хлорида, мак-
симум поглощения комплексного соединения флавоноидов стевии находится в области 408±4 нм (рис. 3). 

 

Рис. 3.  УФ-спектр спиртового экстракта стевии сорта Рамонская сластена (Краснодар) с добавлением 
AlCl3: концентрации этанола: 1 – 40%, 2 – 70%, 3 – 95% 
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Следует отметить, что положение максимумов не меняется при использовании разных концентраций 
этанола и листьев стевии различного происхождения. 

Таким образом, при реакции с хлоридом алюминия флавоноиды стевии образуют комплексное соеди-
нение с максимумом поглощения 408 нм. Представлялось интересным проанализировать возможность ис-
пользования 408 нм в качестве аналитической длины волны при разработке метода количественного опреде-
ления суммы флавоноидов стевии. Для количественного спектрофотометрического анализа необходим стан-
дарт или величина удельного показателя поглощения флавоноидов. В фармакопейных анализах классическим 
стандартом флавоноидов является рутин. Расчет содержания флавоноидов по ГСО рутина используется в ме-
тодах стандартизации травы эрвы шерстистой и травы репешка аптечного [9, 10]. В нашей работе комплекс 
рутина с хлоридом алюминия имел четкий максимум при 413 нм (рис. 4).  

Следовательно, рутин по спектральным характеристикам близок к флавоноидам листьев стевии и мо-
жет быть использован в методике количественного анализа в качестве стандарта. 

С использованием разработанной методики определения флавоноидов были проанализированы об-
разцы стевии, выращенной в различных регионах России. Было установлено, что содержание флавоноидов 
в листьях стевии варьирует от 2 до 3% (табл. 2). Содержание флавоноидов зависит от погодно-климатических 
условий произрастания стевии: под влиянием повышенной солнечной радиации и на почвах, богатых гуму-
сом, увеличивается содержание флавоноидов [22]. 

Максимальное количество флавоноидов содержало сырье сорта Рамонская сластена, культивируемого 
в южных регионах России. Вероятно, оно представляет особый интерес для производства фитосредств на ос-
нове стевии. Нами показано, что по содержанию флавоноидов  сорт Рамонская сластена, выращенный в Пен-
зенской области, на 20–30% уступает сырью стевии, полученного в условиях Краснодарского края. Это дает 
основание полагать, что регион возделывания стевии в России может быть расширен и включать агроклима-
тические условия Пензенской области. 

Рис. 4. УФ-спектр раствора ГСО рутина 
(дифференциальный спектр)  

Таблица 2. Количественное содержание суммы флавоноидов в высушенных листьях стевии 

Сорт стевии,  
место произрастания Спирт, % Содержание флавоноидов, 

% (по ГСО рутина) 
Содержание флавоноидов, % (по 

удельному показателю поглощения) 
Рамонская сластена (Краснодар) 40 2.24±0.03 2.22±0.04 
Рамонская сластена (Краснодар) 70 3.17±0.02 3.14±0.02 
Рамонская сластена (Краснодар) 95 3.06±0.04 3.03±0.05 
Рамонская сластена (Крым) 40 2.16±0.03  2.13±0.03 
Рамонская сластена (Крым) 70 2.72±0.05 2.69±0.05 
Рамонская сластена (Крым) 95 2.29±0.03 2.27±0.03 
Рамонская сластена (Пенза) 40 2.13±0.03 2.11±0.04 
Рамонская сластена (Пенза) 70 2.89±0.05 2.86±0.04 
Рамонская сластена (Пенза) 95 2.09±0.03 2.07±0.04 
София (Пенза) 40 2.45±0.03 2.42±0.03 
София (Пенза) 70 2.62±0.04 2.59±0.03 
София (Пенза) 95 2.21±0.03 2.19±0.03 

Иногда в фармакопейных методах количественного определения допускается расчет концентрации 
флавоноидов по удельному показателю поглощения. Этот способ более дешевый, так как не требует наличия 
сертифицированных стандартных образцов. Следует отметить, что величина удельного показателя поглоще-
ния комплекса рутина с алюминия хлоридом зависит от длины волны регистрации поглощения. Мы предла-
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гаем в качестве удельного показателя поглощения использовать величину 190, которая допускается при рас-

чете содержания суммы флавоноидов в листьях гинкго двулопастного – Ginkgo biloba L. [11]. 
%1

1смA  = 190 –  

удельный показатель поглощения комплекса рутина с алюминия хлоридом при длине волны 406 нм (408 нм 
– установленный нами максимум поглощения комплексного соединения флавоноидов стевии с хлоридом 
алюминия). При использовании такого удельного показателя поглощения результаты хорошо согласуются с 
полученными при расчете по стандарту рутина (табл. 2). В качестве нижнего предела при разработке фарма-
копейной статьи на листья стевии как лекарственного растительного сырья предлагаем указывать показатель 
содержания суммы флавоноидов – не менее 2,0%.  

Выводы 

Для доказательства присутствия флавоноидов в экстрактах из листьев стевии целесообразно использо-
вать специфичную цианидиновую пробу. 

Определены максимумы собственного поглощения флавоноидов спиртовых экстрактов из листьев стевии 
– 290 нм (плечо) и 330 нм (максимум). Положение максимумов не изменялось при концентрации экстрагента 
40, 70 и 95%. Для экстракции флавоноидов из листьев стевии оптимально использовать растворы этанола 70%. 

Модифицирован метод дифференциальной спектрофотометрии для количественного определения фла-
воноидов стевии по стандарту рутина. Определена аналитическая длина волны 408 нм. 

Выявлено, что содержание флавоноидов в различных сортах стевии варьирует в интервале 2–3%. В об-
разцах стевии, интродуцированной в условиях Пензенской области, содержание флавоноидов снижено по 
сравнению со стевией, культивируемой в условиях Краснодарского края. 

Полученные результаты позволяют рекомендовать листья стевии как источник флавоноидов наряду 
с официнальными лекарственными растениями. Предлагается отнести комплекс флавоноидов ко второй 
группе биологически активных соединений листьев стевии. 
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Kurdyukov Е.Е.*, Kuznetsova A.V., Semenova E.F., Moiseevа I.Ya. APPROACH TO STEVIA STANDARDIZATION AS 

PERSPECTIVE MEDICINAL PLANT: EVALUATION OF STEVIA LEAVES FLAVONOID CONTENTS 
Penza State University, Krasnaya St.40, Penza, 440026 (Russia),e-mail: e.e.kurdyukov@mail.ru 
Stevia rebaudiana bertolli traditionally used as a sweetener has many pharmacological activities. The objects of the study 

were stevia leaves grown in the several districts of Russia. Together with sweet glycosides flavonoids can be a marker of stevia 
quality. Flavonoids from dry stevia leaves were extracted with ethanol-water solutions. The results show that the flavonoid content 
higher in 40 and 70% ethanol extracts. UV properties of stevia extracts were investigated. Absorption maxima at 300 and shoulder 
at 290 nm in stevia extracts are revealed. Chemical structures of stevia flavonoids are discussed. After adding aluminum chloride 
batochromic shifts in the spectra are observed. Complex of stevia flavonoids and AlCl3 had the maximum absorption at 403 nm. 
Aluminum chloride colorimetric assay were developed to evaluate total flavonoid contains in stevia extracts from the different 
Russian regions. Total flavonoid contents vary from 2 to 3 %. Maximum flavonoid content found in stevia leaves from the south 
of Russia. 

Keywords: Stevia rebaudiana Bertoni, flavonoids, spectrophotometric assay, AlCl3, complex. 
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