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Окислительный стресс играет ключевую роль в развитии сердечнососудистых, нейродегенеративных и метаболи-

ческих заболеваний, что повышает интерес к природным антиоксидантам, таким как полифенолы. Лейкоантоцианы – ма-
лоизученные предшественники антоцианов – обладают выраженной антиоксидантной активностью и потенциально сни-
жают риск атеросклероза, диабета и воспалений. Каштан конский (Aesculus hippocastanum L.) содержит эсцин и другие 
биоактивные вещества, применяемые в лечении венозной недостаточности. Цветки каштана, богатые полифенолами, ис-
пользуются в народной медицине, однако лейкоантоцианы в их составе остаются недостаточно исследованными. 

Целью исследования являлась разработка и валидация методики количественного определения суммы лейко-
антоцианов в цветках каштана. 

Результаты. Разработана и валидирована методика количественного определения суммы лейкоантоцианов в 
пересчете на цианидин-3-О-глюкозид в цветках каштана конского методом спектрофотометрии. Полученные резуль-
таты валидации позволяют рекомендовать методику для количественного определения данных БАВ в цветках каштана 
конского. Установлено, что оптимальные условия экстракции включают использование 96% этанола, содержащего 5% 
хлористоводородной кислоты, при соотношении сырье : экстрагент 1 : 75 и времени экстракции 150 мин. Определено 
количественное содержание суммы лейкоантоцианов в цветках каштана конского различных регионов произрастания. 
Наибольшее содержание лейкоантоцианов отмечено в сырье из Петрозаводского городского округа (1.72±0.015%), ва-
риабельность накопления данной группы БАВ в сырье (от 1.27 до 1.72%) в зависимости от совокупности эколого-гео-
графических факторов региона произрастания. Методом ТСХ в системе бутанол – уксусная кислота – вода (4 : 1 : 5) 
проведено разделение антоцианов в подкисленных спиртовых экстрактах из цветков каштана конского и выявлено три 
зоны с Rf 0.40; 0.60 и 0.77. ТСХ-профиль выделенных антоцианов для цветков каштана конского не показал различий 
по составу в зависимости от региона произрастания и заготовки сырья. 

Выводы. Таким образом, проведенное исследование, являясь одним из ключевых этапов системного изучения 
цветков каштана конского, расширяет перспективы использования данного растительного сырья в качестве источника 
природных антиоксидантов. 

Ключевые слова: лейкоантоцианы, цветки каштана конского, спектрофотометрия, валидация методики, количе-
ственное определение, ТСХ. 
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Введение 

Окислительный стресс играет ключевую роль в патогенезе широкого спектра заболеваний, включая 
сердечнососудистые, нейродегенеративные и метаболические нарушения. В связи с этим поиск природных 
антиоксидантов, способных модулировать процессы свободнорадикального окисления, представляет значи-
тельный интерес для современной фармации и медицины [1, 2]. Особое внимание уделяется растительным 
полифенолам, в частности антоцианам и их предшественникам – лейкоантоцианам, которые демонстрируют 
выраженную антиоксидантную активность при сравнительно низкой токсичности. Лейкоантоцианы, явля-
ясь бесцветными флаван-3,4-диолами, способны превращаться в антоцианидины под действием кислот или 
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в результате ферментативных процессов, что определяет их значимость как потенциальных биологически 
активных соединений, обладающих антиоксидантным действием. Исследования подтверждают их роль в 
снижении риска развития атеросклероза, диабета и воспалительных процессов [3, 4]. Каштан конский обык-
новенный (Aesculus hippocastanum L.), входящий в семейство конскокаштановые (Hippocastanaceae Burnett), 
является перспективным лекарственным растением, широко культивируемым в европейской части Россий-
ской Федерации. В официальной медицине используются семена каштана, которые содержат эсцин и другие 
биологически активные вещества, оказывающие противовоспалительное, венотонизирующее и противо-
отечное действие. Препараты на их основе применяются для лечения хронической венозной недостаточно-
сти (ХВН), посттромбофлебитического синдрома и лимфовенозной недостаточности, геморроя. В народной 
медицине находят применение и другие части растения. Например, цветки каштана используют в виде 
настоев и отваров при заболеваниях суставов, нарушениях микроциркуляции и как противовоспалительное 
средство. Несмотря на многочисленные исследования полифенольного состава цветков каштана конского, 
подтверждающие наличие широкого спектра фенольных соединений, лейкоантоцианы остаются наименее 
изученной группой биологически активных веществ в данном сырье. На данный момент существует неболь-
шое количество статей, посвященных изучению антоцианов и проантоцианов в каштане конском [5–10]. Как 
известно, лейкоантоцианы являются восстановленными формами флавоноидов. Содержание последних в 
цветках каштана, как показали ранее проведенные исследования [11], значительно и составляет более 2%. 
Таким образом, изучение лейкоантоцианов в цветках каштана конского обыкновенного представляет зна-
чительный научный и практический интерес в связи с их потенциальной антиоксидантной активностью и 
возможностью применения в профилактике и терапии заболеваний, ассоциированных с окислительным 
стрессом. Оценки вариабельности накопления данной группы биологически активных веществ (БАВ) в 
цветках в зависимости от эколого-географических условий произрастания согласно литературным данным 
не обнаружено. 

Цель исследования – разработка и валидация методики количественного определения суммы лейко-
антоцианов в цветках каштана. 

Экспериментальная часть 

Объектом исследования являлись высушенные воздушно-теневым методом цветки каштана конского 
обыкновенного, заготовленные в Петрозаводском городском округе (61.84501 с.ш. 34.39094 в.д.), Ленин-
градской (59.75432 с.ш., 30.19781 в.д.), Московской (55.502041 с.ш., 37.800805 в.д.), Воронежской 
(51.834028 с.ш., 39.382854 в.д.), Волгоградской (48.58188 с.ш., 44.67911 в.д.) областях и Ставропольском 
крае (44.0755 с.ш., 43.01117 в.д.) во время массового цветения (май-июнь) в 2024 г. Относительная влаж-
ность сырья в зависимости от региона заготовки составляла не более 12%: Петрозаводский городской округ 
(11.6%), Ленинградская область (11.6%), Московская область (11.75%), Воронежская область (10.5%), Вол-
гоградская область (9.65%), Ставропольский край (10.9%). 

Выбор регионов заготовки сырья был обусловлен естественным ареалом культивирования данного 
растения, а также необходимостью оценки влияния совокупности природных факторов окружающей среды 
на содержание суммы лейкоантоцианов в сырье. 

Для определения суммы лейкоантоцианов в форме собственно антоцианидинов адаптировали извест-
ную фармакопейную методику их количественного анализа методом дифференциальной спектрофотомет-
рии в плодах черники обыкновенной ФС.2.5.0133 [12]. 

Измерения проводили на спектрофотометре СФ-2000 (ОКБ «Спектр», Россия). Хроматографирова-
ние осуществляли в условиях, описанных в литературе [13–15]. Извлечения, полученные для количествен-
ного определения, наносили на пластину (ПТСХ-АФ-А) марки «Sorbfil» (Россия) – размер пластинки 10×10 
см, в системах бутанол : уксусная кислота : вода (4 : 1 : 5) восходящим способом. Пробы наносили мик-
рошприцем МШ-10 (Агат, Россия), объем пробы – 10 мкл.  

В работе использовали реактивы: кислота уксусная ледяная (АО «ЭКОС-1», Старая Купавна, Россия, 
«Х.Ч.»); н-бутанол (АО «ЭКОС-1», Старая Купавна, Россия «Ч.Д.А.»), кислота соляная (ООО «Сигма Тек», 
Химки, Россия «Х.Ч.), муравьиная кислота (АО «ВЕКТОН», Санкт-Петербург, Россия «Ч.Д.А.») 

Статистическая обработка данных проводилась согласно ОФС.1.1.0013 «Статистическая обработка 
результатов физических, физико-химических и химических испытаний» [12]. 
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Валидацию методики проводили в соответствии с ОФС.1.1.0012 «Валидация аналитических мето-
дик» по показателям специфичности, области линейности, предела обнаружения, предела количественного 
обнаружения, повторяемости, межлабораторной прецизионности [12]. 

Обсуждение результатов 

Согласно литературным данным [16–19], для извлечения антоцианов из растительного сырья в каче-
стве экстрагента чаще всего используют этиловый спирт различных концентраций, содержащий хлористо-
водородную кислоту (от 1 до 5%). При определении лейкоантоцианов используют их свойство переходить 
в извлечения в форме собственно антоцианидинов при нагревании с подкисленными спиртами. Результаты 
подбора оптимальной концентрации этилового спирта, подкисленного кислотой хлористоводородной до 
концентрации 1%, представлены в таблице 1. 

Исходя из полученных данных, оптимальным экстрагентом можно считать спирт этиловый 96%, под-
кисленный до концентрации 1%. 

Следующим этапом работы был подбор измельченности цветков каштана конского. Данный пара-
метр является критически значимым, поскольку он определяет площадь контакта материала с экстрагентом 
и, как следствие, эффективность извлечения целевых соединений. Результаты представлены в таблице 2. 

Установлено, что размер частиц сырья, проходящих сквозь сито с диаметром отверстий 1 мм, обес-
печивает больший выход суммы лейкоантоцианов. 

Далее определяли влияние времени экстракции на выход изучаемой группы биологически активных 
веществ (БАВ) из цветков каштана конского, результаты представлены в таблице 3. 

Таблица 1. Содержание лейкоантоцианов при экстракции этиловым спиртом разной концентрации 
Концентрация этанола, % Содержание лейкоантоцианов, %* 

96 0.39±0.02 
80 0.21±0.01 
70 0.18±0.01 
60 0.09±0.01 
50 0.12±0.01 
40 0.05±0.003 

* степень измельченности – 2 мм; время экстракции – 60 мин; соотношение сырье : экстрагент – 1 : 50; концентрация 
хлористоводородной кислоты в спирте этиловом – 1%; кратность экстракции – 1. 

Таблица 2. Содержание лейкоантоцианов при разной степени измельчения сырья 
Диаметр отверстий сита, мм Содержание лейкоантоцианов, %* 

7 0.44±0.02 
5 0.28±0.01 
3 0.37±0.02 
2 0.38±0.02 
1 0.51±0.03 

0.5 0.51±0.03 
* концентрация этанола – 96%; время экстракции – 60 мин; соотношение сырье : экстрагент – 1 : 50; концентрация 
хлористоводородной кислоты в спирте этиловом – 1%; кратность экстракции – 1. 

Таблица 3. Содержание лейкоантоцианов при разной продолжительности экстракции 
Время экстракции, мин Содержание лейкоантоцианов, %* 

30 0.26±0.01 
60 0.47±0.02 
90 0.58±0.03 

120 0.62±0.03 
150 0.68±0.03 
180 0.66±0.03 
210 0.67±0.03 

* концентрация этанола – 96%; степень измельченности – 1 мм; соотношение сырье : экстрагент – 1 : 50; концентрация 
хлористоводородной кислоты в спирте этиловом – 1%; кратность экстракции – 1. 

 



А.Д. ДУНИЛИН, О.В. ТРИНЕЕВА 8 

Таким образом, оптимальное время экстракции для цветков каштана конского составило 150 мин. 
Дальнейшее увеличение времени приводило к незначительному уменьшению содержания, практически 
оставаясь постоянным. 

Для определения оптимального соотношения «сырье : экстрагент» навески измельченных цветков 
каштана конского массой 1.0 г экстрагировали подкисленным 96% этанолом в различных объемах (10, 30, 
50, 75 и 100 мл). Количественное содержание лейкоантоцианов в полученных экстрактах определяли спек-
трофотометрически, после чего проводили сравнительный анализ эффективности экстракции. Выявлено, 
что соотношение 1 : 75 является наиболее подходящим и способствует большему выходу лейкоантоцианов 
в извлечении (рис. 1). При использовании соотношения «сырье : экстрагент» 1 : 100 содержание лейкоанто-
цианов также оставалось высоким. Однако в промышленных масштабах нецелесообразен дополнительный 
расход экстрагента в условиях отсутствия роста выхода извлекаемой группы БАВ.  

На следующем этапе вели подбор концентрации хлористоводородной кислоты в экстрагенте. Мини-
мально достаточный уровень кислотности необходим для стабилизации лейкоантоцианов, предотвращая их 
окислительную деградацию и способствуя переходу в более устойчивые оксониевые формы. Таким обра-
зом, установлено, что минимально достаточная концентрация хлористоводородной кислоты в составе экс-
трагента составила 5% (рис. 2.). 

На заключительном этапе разработки методики определения лейкоантоцианов в цветках каштана 
конского была подобрана оптимальная кратность экстракции. В результате проведенной серии экстракций 
было установлено, что максимальный выход суммы лейкоантоцианов составил 1.74% при однократной экс-
тракции, двухкратная и трехкратная, при сохранении всех вышеподобранных параметров, показали 0.94 и 
1.37% соответственно. 

Таким образом, нами была разработана методика определения суммы лейкоантоцианов в цветках 
каштана конского. Аналитическую пробу сырья измельчают до величины частиц, проходящих сквозь сито 
с отверстиями размером 1 мм. Около 1.0 г (точная навеска) измельченного сырья помещают в коническую 
колбу со шлифом вместимостью 100 мл, прибавляют 75 мл спирта 96%, содержащего хлористоводородную 
кислоту 5%. Колбу закрывают пробкой и взвешивают с точностью до ±0.01 г, затем присоединяют к обрат-
ному холодильнику и нагревают на кипящей водяной бане в течение 150 мин, затем охлаждают до комнат-
ной температуры, закрывают той же пробкой, снова взвешивают и восполняют недостающий экстрагент 
спиртом 96%, содержащим хлористоводородную кислоту 5%. Извлечение фильтруют через бумажный 
фильтр (раствор А). 1.0 мл раствора А помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, доводят объем рас-
твора спиртом 96%, содержащим хлористоводородную кислоту 5%, до метки и перемешивают (раствор Б). 
Оптическую плотность раствора Б измеряют на спектрофотометре при длине волны 546±2 нм в кювете с 
толщиной слоя 10 мм. В качестве раствора сравнения используют спирт 96%, содержащий хлористоводо-
родную кислоту 5% (рис. 3). 

  

Рис. 1. Содержание лейкоантоцианов при 
различных соотношениях сырье : экстрагент 
(концентрация этанола – 96%; степень 
измельченности – 1 мм; концентрация 
хлористоводородной кислоты в спирте этиловом 
– 1%; кратность экстракции – 1; время 
экстракции – 150 мин) 

Рис. 2. Определение оптимальной концентрации 
хлористоводородной кислоты в экстрагенте 
(концентрация этанола – 96%; степень 
измельченности – 1 мм; соотношение «сырье : 
экстрагент» – 1 : 75; кратность экстракции – 1; 
время экстракции – 150 мин) 
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Рис. 3. Вид спектра поглощения 
извлечения из цветков каштана 
конского, полученного с 
применением подкисленного 
кислотой хлористоводородной 
спирта этилового 96%  

Содержание суммы лейкоантоцианов в пересчете на цианидин-3-О-глюкозид в абсолютно-сухом сы-
рье в процентах (X) вычисляют по формуле: 

)100(1
1002575

1%
см1 WaA
AX

−⋅⋅⋅
⋅⋅⋅

= , 

где А – оптическая плотность раствора Б в максимуме поглощения; 1%
см1A  – удельный показатель поглощения 

цианидин-3-О-глюкозида при длине волны 546 им, равный 600; а – навеска сырья, г; W – влажность, %. 
Основные метрологические характеристики методики представлены в таблице 4. В качестве опор-

ного значения при валидации принято содержание 1.73±0.015% в сырье. 
Специфичность спектрофотометрической методики подтверждается тем, что аналитический сигнал 

при 546±2 нм соответствует максимуму поглощения антоцианов в подкисленном этиловом спирте (96%), в 
то время как спектр самого подкисленного растворителя не дает поглощения в этой области и регистриру-
ется нулевое значение оптической плотности, совпадающее с «базовой линией». Таким образом, методику 
можно считать специфичной, поскольку аналитический сигнал в данной области, согласно литературным и 
экспериментальным данным, обусловлен исключительно антоцианами, что также подтверждается отсут-
ствием спектра поглощения растворителя и сопутствующих веществ в данной спектральной области 
(рис. 4). 

Зависимость оптической плотности от содержания суммы антоцианов в пересчете на цианидин-3-О-
глюкозид линейна, что отражено на рисунке 5 и подтверждается значением коэффициента корреляции, 
близким к 1.0. Аналитическая область методики (от 80 до 120% от номинального значения) соответствует 
от 0.41×10-5 до 2.48×10-5 г/мл антоциановых соединений в извлечении. 

При определении показателя предела обнаружения установлено, что наименьшее количество опреде-
ляемого вещества в образце, которое может быть обнаружено по разработанной методике, составило 
0.01×10-5 г/мл. Предел количественного определения составляет 0.3×10-5 г/мл. 

Повторяемость методики определялась в девяти повторениях одним исполнителем. Межлаборатор-
ную прецизионность подтверждали проведением измерения разными исполнителями в разные дни в девяти 
повторениях каждый. Результаты приведены в таблице 5. Относительные стандартные отклонения не пре-
высили критериев приемлемости в 5%. 

Таблица 4. Метрологические характеристики спектрофотометрического определения лейкоантоцианов 
в цветках каштана конского (P=95%, n = 9) 

Xср S2 S Sxср ∆X ∆Xср ε, % εср, % 
1.48 0.00029 0.01696 0.00565 0.03917 0.01306 2.65 0.88 
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Рис. 4. Вид спектра поглощения извлечения из 
цветков каштана конского, относительно спектра 
растворителя – подкисленного спирта этилового 
96% 

Рис. 5. График линейной зависимости 
оптической плотности от содержания антоцианов 
в извлечении в пересчете на цианидин-3-О-
глюкозид 

 

Таблица 5. Валидационные характеристики методики определения антоцианов в цветках каштана 
конского 

Характеристика Статистическая характеристика Результат 

Повторяемость 

Проба Содержание суммы лейкоантоцианов, % 
1 1.46 
2 1.46 
3 1.46 
4 1.47 
5 1.47 
6 1.48 
7 1.49 
8 1.5 
9 1.5 

Доверительный интервал (P=95%), % 1.48±0.013 
Стандартное отклонение (SD), % 1.7 

Относительное стандартное отклонение 
(RSD), % 

1.15 

Межлабораторная 
прецизионность 

Проба Исследователь 1 (день 
1) 

Исследователь 2 (день 
2) 

1 1.49 1.46 
2 1.50 1.46 
3 1.50 1.46 
4 1.50 1.47 
5 1.50 1.48 
6 1.51 1.48 
7 1.52 1.49 
8 1.53 1.49 
9 1.54 1.5 

Доверительный интервал (P=95%), % 1.49±0.008 
Стандартное отклонение (SD), % 1.63 

Относительное стандартное отклонение 
(RSD), % 

1.09 

Полученное значение критерия Фишера, 
вычисленное по результатам проведения 
испытаний разными исполнителями на 

разном оборудовании, должно быть 
меньше табличного значения 

Fпракт = S12 / S22 ≤ Fтеор 

Fпракт = S12 / S22 = 0.0002875 / 0.000275 = 1.05 
Fтеор = 3.44 
Fпракт ≤ Fтеор 

 
  



РАЗРАБОТКА И ВАЛИДАЦИЯ МЕТОДИКИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЛЕЙКОАНТОЦИАНОВ…  11 

Правильность методики считается подтвержденной, если свободный член уравнения линейной ре-
грессии удовлетворяет условию: 

b ≤ Δb; Δb=t(0,05, n–2)×Sb, 

где b – свободный член уравнения; Δb – доверительный интервал свободного члена; t(0.05; n-2) – коэффициент 
Стьюдента, где 0.05 – уровень значимости и n-2 число степеней свободы; Sb – стандартное отклонение сво-
бодного члена. 

В нашем случае свободный член (b) = 0.0081, стандартное отклонение свободного члена (Sb) = 0.2366, 
исходя из этого доверительный интервал свободного члена (Δb) рассчитывается как 2.37×0.2366 и равен 
0.5607. Поскольку выполняется условие 0.0081≤0.5607, можно сделать вывод, что методика является пра-
вильной, так как свободный член статистически незначимо отличается от нуля. 

Таким образом, было доказано, что разработанная методика валидна и может использоваться для 
определения содержания лейкоантоцианов в цветках каштана конского в пересчете на собственно антоциа-
новые соединения для цели их стандартизации. 

С использованием разработанной методики было определено содержание суммы лейкоантоцианов в 
пересчете на цианидин-3-О-глюкозид при анализе цветков каштана конского различных регионов произрас-
тания (табл. 6, рис. 6). Результаты спектрофотометрического анализа экстрактов цветков конского каштана 
выявили вариабельность содержания лейкоантоцианов в зависимости от региона заготовки. Наибольшее 
содержание лейкоантоцианов отмечено в цветках каштана, заготовленных в Петрозаводском городском 
округе (1.72±0.015%), характеризующемся относительно низкими среднегодовыми температурами 
(+3.8 °C), высоким уровнем осадков (756 мм/год) и минимальным количеством солнечных дней (63 дня/год) 
[20–22]. В то же время в Волгоградской области с более благоприятными климатическими условиями (158 
солнечных дней/год) [20] содержание лейкоантоцианов оказалось существенно ниже (1.27%). Полученные 
данные позволяют предположить, что повышенное накопление лейкоантоцианов в растениях северных ре-
гионов представляет собой адаптивную реакцию на комплекс стрессовых факторов среды. В условиях по-
ниженных температур и недостаточной инсоляции активируются механизмы синтеза фенольных соедине-
ний, выполняющих защитную функцию. Лейкоантоцианы, как предшественники антоцианов, вероятно, 
участвуют в системе антиоксидантной защиты, предохраняя растительные ткани от повреждений, вызван-
ных окислительным стрессом. 

Таблица 6. Содержание суммы лейкоантоцианов в цветках каштана конского различных регионов 
произрастания, в пересчете на цианидин-3-О-глюкозид (%) 

Регион произрастания Сумма лейкоантоцианов, % 
Петрозаводский городской округ 1.72±0.015 
Ленинградская область 1.33±0.012 
Московская область 1.27±0.011 
Воронежская область 1.51±0.013 
Волгоградская область 1.27±0.011 
Ставропольский край 1.67±0.015 

 
Рис. 6. Вид спектра поглощения продуктов окисления лейкоантоцианов в извлечении, полученном 
с применением подкисленного хлористоводородной кислотой спирта этилового 96% 
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Обнаруженная обратная корреляция между количеством солнечных дней и содержанием лейкоанто-
цианов может свидетельствовать о том, что в условиях недостаточной инсоляции растение компенсаторно 
усиливает синтез данных соединений. Это согласуется с известными литературными данными о роли вто-
ричных метаболитов в адаптации растений к неблагоприятным условиям среды [23–29]. 

Полученные результаты согласуются с литературными данными [5–10], посвященными исследова-
нию химического состава каштана конского обыкновенного. 

На следующем этапе работы было проведено разделение лейкоантоцианов цветков каштана конского 
методом ТСХ. Сравнительный анализ литературных и экспериментальных данных показал, что оптималь-
ное разделение лейкоантоцианов достигается в системе бутанол – уксусная кислота ледяная – вода (4 : 1 : 5), 
оптимальный объем пробы раствора, приготовленного для количественного определения, 10 мкл (табл. 7).  

В данных условиях было детектировано три зоны (рис. 7), по окраске соответствующих группе анто-
циановых соединений с коэффициентами разделения (R) 2.24 и 2.23 соответственно. Данные рисунка 7 сви-
детельствуют также о том, что ТСХ-профиль антоциановых соединений в извлечениях из цветков каштана 
конского идентичен для всех изученных регионов произрастания растения. В остальных испытанных систе-
мах растворителей наблюдалось либо недостаточное разделение компонентов, либо полное отсутствие раз-
деления исследуемой группы биологически активных веществ при том же объеме пробы (10 мкл). 

Таблица 7. Результаты разделения лейкоантоцианов методом ТСХ в различных системах растворителей 
(на примере сырья, заготовленного в Воронежской области) 

№ 
п/п Элюент Зоны на хроматограм-

мах (Rf±0.03) 

Окраска зоны ад-
сорбции в видимом 

свете 
1 н-Бутанол – уксусная кислота ледяная – вода (4 : 1 : 5) 0.40 0.60 0.77 Розовая 

2 Муравьиная кислота безводная – вода – н-бутанол 
(16 : 19 : 65) – – 0.90 Зеленоватая 

3 Вода – уксусная кислота (40 : 60) Нет разделения 

4 Муравьиная кислота безводная – хлористоводородная кис-
лота – вода (2 : 1 : 2) Нет разделения 

5 н-Бутанол – раствор хлористоводородной кислоты (1 : 1) 0.36 – – Розовая 
 

Рис. 7. ТСХ-схема разделения зон антоцианов 
подкисленных спиртовых извлечений из цветков 
каштана конского в системе бутанол – уксусная 
кислота ледяная – вода (4 : 1 : 5), объем пробы – 
10 мкл (1 – Петрозаводский городской округ; 2 – 
Ленинградская область; 3 – Московская область; 
4 – Воронежская область; 5 – Волгоградская 
область; 6 – Ставропольский край)  
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Выводы 

Таким образом, разработана и валидирована методика количественного определения суммы лейко-
антоцианов в пересчете на цианидин-3-О-глюкозид в цветках каштана конского методом спектрофотомет-
рии. Полученные результаты валидации позволяют рекомендовать методику для количественного опреде-
ления данных БАВ в цветках каштана конского. Установлено, что оптимальные условия экстракции вклю-
чают использование 96% этанола, содержащего 5% хлористоводородной кислоты, при соотношении сы-
рье : экстрагент 1 : 75 и времени экстракции 150 мин. Определено количественное содержание суммы лей-
коантоцианов в цветках каштана конского различных регионов произрастания. Наибольшее содержание 
лейкоантоцианов отмечено в сырье из Петрозаводского городского округа (1.72±0.015%), вариабельность 
накопления данной группы БАВ в сырье (от 1.27 до 1.72%) в зависимости от совокупности эколого-геогра-
фических факторов региона произрастания. Методом ТСХ в системе бутанол – уксусная кислота – вода 
(4 : 1 : 5) проведено разделение антоцианов в подкисленных спиртовых экстрактах из цветков каштана кон-
ского и выявлено три зоны с Rf 0.40; 0.60 и 0.77. ТСХ-профиль выделенных антоцианов для цветков каштана 
конского не показал различий по составу в зависимости от региона произрастания и заготовки сырья. Таким 
образом, проведенное исследование, являясь одним из ключевых этапов системного изучения цветков каш-
тана конского, расширяет перспективы использования данного растительного сырья в качестве источника 
природных антиоксидантов. 
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Dunilin A.D., Trineeva O.V.* DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A METHOD FOR THE QUANTIFICATION 
OF LEUCOANTHOCYANINS IN HORSE CHESTNUT FLOWERS FROM DIFFERENT GROWING REGIONS 

Voronezh State University, st. Studencheskaya, 3, Voronezh, 394006, Russia, trineevaov@mail.ru 
Oxidative stress plays a key role in the development of cardiovascular, neurodegenerative, and metabolic diseases, in-

creasing interest in natural antioxidants such as polyphenols. Leukoanthocyanins, poorly studied precursors of anthocyanins, 
exhibit pronounced antioxidant activity and may potentially reduce the risk of atherosclerosis, diabetes, and inflammation. Horse 
chestnut (Aesculus hippocastanum L.), containing escin and other bioactive compounds used in the treatment of venous insuffi-
ciency, has been shown to contain leucoanthocyanin. Chestnut flower extracts, rich in polyphenolic compounds, are used in folk 
medicine, although the leucoanthocyans in their composition have not been sufficiently studied.  

The aim of this study was to develop and validate a method for quantifying leucoanthocianins in chestnut flower samples. 
Results. A method for the quantitative determination of the amount of leucoanthocyanins, in terms of cyanidin-3-O-

glucoside, in horse chestnut flowers, using spectrophotometry has been developed and validated. The validation results allow us 
to recommend this method for quantifying leucoanthonocyanin content in horse chests. It was found that optimal extraction 
conditions include the use of 96% ethanol containing 5% hydrochloric acid at a ratio of raw material to extractant of 1 : 75 and 
an extraction time of 150 minutes. The quantitative content of leucocanthocyanin was determined in horsechestnuts from various 
growing areas. The highest content of leucoanthocyanins was noted in raw materials from Petrozavodsk (1.72±0.015%). The 
variability in the accumulation of this group of active substances ranged from 1.27 to 1.7 %. TLC analysis in a butanol-acetic 
acid-water (4 : 1 : 5) system revealed three zones with Rf values of 0.4, 0.6, and 0.8 for anthocyanin extracts from horse chestnut 
flowers. TLC profiles of isolated anthocyanins from different regions did not show significant differences in composition. 

Conclusions. This research, which was one of the key steps in studying horse chestnut, expands the possibilities for using 
this plant as a natural antioxidant source.  

Keywords: leucoanthocyanins, horse chest nut flower, spectrometric analysis, method validation, quantitative determi-
nation. 
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