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Плоды брусники обыкновенной (Vaccinium vitis-idaea L.) – вечнозеленого кустарничка семейства вересковых
(Ericaceae Juss.), произрастающего на всей территории Кольского полуострова, синтезируют значительное количество
фенольных соединений с высоким антиоксидантным потенциалом, обусловливающее антиоксидантные, противоопухо-
левые, антибиотические и ряд других активностей, определяющих помимо их коммерческой еще и высокую фармако-
логическую ценность. Процесс полного экстрагирования полифенольных компонентов из сложной растительной мат-
рицы требует разработки условий извлечения, направленных на максимальный массоперенос целевых компонентов с
минимальной деструкцией соединений. В связи с перспективами использования плодов растений брусники в фармацев-
тической и косметологической отраслях в настоящей работе впервые проведена оптимизация условий метода ультра-
звуковой экстракции водно-спиртовой смесью при помощи однофакторного анализа и алгоритма Бокс-Бенкена. Опре-
делены кинетические параметры процесса экстрагирования, концентрация экстрагента и мощность ультразвукового
воздействия. Установлены общее содержание полифенолов и антиоксидантной активности, а также степень ингибиро-
вания свободных радикалов. Отмечено низкое общее содержание флавоноидов. Получены оптимальные параметры про-
ведения процесса экстрагирования, индуцирующие разработку технологий производства компонентов для использова-
ния в фармацевтической и косметологической отраслях.
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ные вещества, Арктика.
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Введение

Брусника обыкновенная (Vaccinium vitis-idaea L.) – обильно плодоносящий вечнозеленый ягодный
кустарничек, являющийся гипоарктическим лесным видом, произрастающий в естественных сообществах
от тундровой зоны до подзоны средней тайги и распространенный на всей территории Кольского полуост-
рова [1]. Плоды брусники, широко используемые в пищевой промышленности, обладают также рядом зна-
чимых терапевтических свойств, таких как антиоксидантные, противоопухолевые, нейропротекторные,
противодиабетические, противоотечные, противовоспалительные, антибиотические, обусловленные содер-
жанием антоцианов, проантоцианидинов, терпеноидов, фенольных кислот, флавонолов [2–4].

*Данная статья имеет электронный дополнительный материал (приложение), который доступен читателям на сайте
журнала. DOI: 10.14258/jcprm.20240113108s
** Автор, с которым следует вести переписку.
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Для извлечения биоактивных веществ используются различные растворители, такие как метиловый
спирт [5], диэтиловый эфир [6], этилацетат [7], смеси метанола и муравьиной кислоты [8], ацетон [3] и хло-
роформ [4]. Выбор экстрагента влияет и на состав конечного экстракта и, соответственно, на его биологи-
ческую активность. С целью достижения наиболее полного выхода целевых веществ известны примеры ис-
пользования различных методов экстракции, например, мацерации [4, 5, 7], ультразвуковой [3, 8] и микро-
волновой экстракции [9], а также экстракции в аппарате Сокслета [6].

Одним из наиболее перспективных методов экстракции, позволяющих сократить время процесса при
достаточно низких энергозатратах, является метод ультразвуковой экстракции, основанный на образовании
кавитационных пузырьков, схлопывание которых разрушает матрицу растительной клетки и способствует
массопереносу целевых компонентов в экстрагент [10]. При этом выбор условий самой экстракции сильно
влияет на ее эффективность. Так, во избежание деструкции фенольных соединений необходимо определять
мощность ультразвукового воздействия, его продолжительность [11] и полярность экстрагента [12], для уве-
личения выхода целевых компонентов необходим выбор наиболее подходящего состава экстрагента,  а
также температуры, диаметра фракций растительного материала растительного и гидромодуля (соотноше-
ния массы растительного материала к объему экстрагента) [13, 14]. Однако на данный момент не достает
комплексных исследований процессов экстракции биологически активных веществ из изучаемого растения.

Цель настоящей работы – проведение оптимизации условий ультразвуковой экстракции биологиче-
ски активных веществ из плодов брусники обыкновенной с использованием водно-этанольных смесей.

Экспериментальная часть

Объектами исследования служили плоды брусники обыкновенной, собранные в Мончегорском рай-
оне Мурманской обл. в III декаду августа 2022 г. (BBCH 87). Регистрация фенологических фаз производи-
лась по методике [15] с последующим переводом в международную шкалу BBCH [16, 17].

Экстрагирование проводилось методом ультразвуковой экстракции в предварительно термостатиро-
ванной ультразвуковой ванне VBS-3DP (Велитек, Россия) с частотой 40 кГц и мощностью 120 Вт, с даль-
нейшим центрифугированием в течение 5 мин в лабораторной центрифуге MiniSpin (Eppendorf, Германия)
при 4000 об./мин.

Подготовка растительного материала включала в себя сушку на открытом воздухе и хранение в со-
ответствии с [18], измельчение непосредственно перед проведением исследования и ситование. Для полу-
чения экстрактов использовалось растительное сырье, измельченное до величины фракций, проходящих
сквозь сито с отверстиями размером 1, 2 и 3 мм.

Оптимизация условий экстрагирования состояла из трех этапов и производилась при помощи одно-
факторного анализа [19]. Первый этап включал в себя определение оптимальных продолжительности и ки-
нетических параметров экстракции при температуре (T) 45 °C, мощности ультразвукового воздействия –
50%, гидромодуле (отношении объема экстрагента к массе сухого растительного материала (w/v)) – 1 : 30 и
диаметре (d) фракций растительного материала – 2 мм. Для аппроксимации полученных данных по кинетике
извлечения фенольных компонентов из плодов растений брусники было применено уравнение реакции вто-
рого порядка [20, 21], описывающее зависимость значения соответствующего параметра экстракта (Yt) от
времени (t) через константу скорости (k, г мг-1 мин-1) и равновесное значение параметра экстракта (Yeq) путем
линеаризации в координатах t/Yt от t.

На втором этапе работы определялись оптимальная концентрация водно-спиртовой смеси с содержа-
нием этилового спирта в диапазоне от 0 до 90 об.% и мощность ультразвукового воздействия – от 0 до 120 Вт.

На последнем этапе оптимизации для расчета оптимальных температуры экстракции, гидромодуля и
диаметра фракции растительного материала был использован алгоритм Бокс-Бенкен (Box–Behnken
experimental design (BBD)). Определяемые параметры и их уровни приведены в таблице 1.

Общее содержание полифенолов (total phenolic content (TPC)), флавоноидов (total flavonoid content
(TFC)), антиоксидантной (total antioxidant activity (TAC)) и антирадикальной активности (free radical
scavenging (FRS)), проводили в соответствии с [21], с выражением содержания экстрактивных веществ и их
активностей в мг эквивалента галловой кислоты (GAE), рутина (RE), аскорбиновой кислоты (AAE) и в %,
соответственно, на 1 г сухого растительного материала. Для показателей TAC, TFC использовались натив-
ные экстракты, для TPC, FRS – разбавленные в 10 раз.

Оптическую плотность растворов измеряли на фотоколориметре КФК-3-01 (ЗОМЗ, Россия).
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Таблица 1. Уровни и значения параметров экстракции биоактивных веществ для алгоритма Бокс-Бенкен

-1 0 1
T, °C 30 45 60
v/m 10 30 50

d, мм 1 2 3

Все химические анализы проводились в 3-кратной повторности. Полученные данные представлены в
виде средних значений ± стандартное отклонение и в %. Статистическая значимость различий обсуждаемых
результатов оценивалась с помощью однофакторного дисперсионного анализа с последующим примене-
нием теста Тьюки при уровне значимости (p-value) ≤0.05. Расчеты проводились в MS Excel 2021 (Microsoft,
США). Обработка данных оптимизации по алгоритму Бокс-Бенкен проводилась с помощью моделирования
поверхности отклика в программе Design-Expert 11 Trial (Stat-Ease Inc., США). Правильность выбора модели
оценивалась с помощью коэффициента детерминации (R2) и величиной ошибки неадекватности подбора
(Lack of fit).

Результаты и обсуждение

Полученные значения кинетических параметров приведены в таблице 2, сравнение эксперименталь-
ных данных и аппроксимационной кривой – на рисунке 1. Показано, что полученные данные достаточно
хорошо аппроксимируются уравнением реакции второго порядка.

В ходе проведения кинетических исследований в плодах растений брусники установлено низкое со-
держание флавоноидов (1.4±0.1 мг RE/г), в связи с чем дальнейшее определение влияния параметров экс-
трагирования на содержание флавоноидов нецелесообразно.

Результаты подбора оптимальной концентрации экстрагента в диапазоне от 0 до 90 об.% представ-
лены на рисунке 2. Видно, что наибольшее извлечение полифенольных компонентов происходит водно-
спиртовой смесью с содержанием 50 об.% этанола (41.9±0.5 мг GAE/г, p≤0.05) и смесью с содержанием
80 об.% для соединений, проявляющих антиоксидантную и антирадикальную активности (60.4±1.1 мг
AAE/г и 58.7±1.5% соответственно, p≤0.05). На рисунке 3 отмечено влияние мощности ультразвукового
воздействия в диапазоне от 0 до 120 Вт на степень извлечения целевых компонентов исследуемых экстрак-
тов. Максимальное общее содержание полифенолов и их антиоксидантной активности достигается при
мощности 60 Вт (41.3±0.5 мг GAE/г и 56.0±1.3 мг AAE/г соответственно, p≤0.05), наибольшая степень ин-
гибирования свободных радикалов – при 120 Вт (56.7±1.4%, p≤0.05).

Поверхности отклика для общих содержаний полифенолов (TPC) и антиоксидантной активности
(TAC) представлены на рисунках 4 и 5 и описываются уравнениями:

TPC=41.38+5.88·A+5.66·B-10.33·C+1.55·AB+0.88·AC-8.43·BC-4.34·A2-3.09·B2-5.17·C2+6.10·A2C-3.68·AB2

TAC=56.20+8.25·A+8.50·B-12.85·C+1.88·AB+0.88·AC-9.85·BC-6.43·A2-1.55·B2-6.05·C2-6.88·A2B+9.03·A2C,

где A – температура; °С, B – гидромодуль; C – диаметр фракции растительного материала, мм.
Результаты дисперсионного анализа для уравнений, описывающих значения TPC и TAC, приведены

в таблицах 1 и 2 электронного приложения. Из величины P-value, которая для значимых параметров должна
быть меньше 0.05, видно, что в случае полифенольных компонентов, значимыми являются все параметры,
для общей антиоксидантной активности – все, кроме AB, AC и B2. Исключение незначимых термов из моде-
лей ведет к уменьшению коэффициентов детерминации и снижению ошибки неадекватности подбора (Lack
of fit) до значимых значений P-value. Коэффициент детерминации (R2) для TPC составил 0.9995, для TAC –
0.9927. Величины Lack of fit являются незначимыми и для TPC, и для TAC.

Исходя из полученных данных были рассчитаны оптимальные условия экстракции и проведен кон-
трольный эксперимент: мощность ультразвукового воздействия – 60 Вт, температура экстракции – 47 °С,
продолжительность экстракции – 10 мин, диаметр фракций растительного сырья – 1 мм, концентрация экс-
трагента – 50 об.%, гидромодуль 1 : 50, результаты которого согласуются с прогнозируемыми. Сравнение
расчетных и полученных данных приведено в таблице 3.
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Таблица 2. Результаты определения равновесных значений параметров экстракта (Yeq) и констант
скорости (k) их высвобождения из плодов брусники обыкновенной

Yeq, мг/г k, 10-3 г мг-1 мин-1

TPC 40.8±0.3 39.3
TFC 1.4±0.1 -4.7
TAC 46.0±0.8 7.2
FRS 60.9±1.0 13.9

а б

в г
Рис. 1. Результаты сравнения экспериментальных данных кинетики экстракции фенольных соединений
(а, б) и их активностей (в, г) из плодов брусники обыкновенной с аппроксимационной кривой

а б

Рис. 2. Влияние концентрации экстрагента на
общее содержание полифенолов (а) и их
активностей (б, в) в экстрактах плодов брусники
обыкновеннойв
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а б

Рис. 3. Влияние мощности ультразвукового
воздействия на общее содержание полифенолов
(а) и их активностей (б, в) в экстрактах плодов
брусники обыкновенной в

Рис. 4. Поверхность отклика общего содержания
полифенолов от температуры (A), гидромодуля
(B) и диаметра фракции растительного
материала (C)
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Рис. 5. Поверхность отклика общей
антиоксидантной активности от температуры (A),
гидромодуля (B) и диаметра фракции
растительного материала (C)

Таблица 3. Сравнение расчетных (calc) и экспериментальных (exp) данных общего содержания
полифенолов (TPC) и общей антиоксидантной активности (TAC) экстрактов плодов брусники

TPCcalc TPCexp TACcalc TACexp

57.7 58.1 80.6 81.5

Заключение

В настоящей работе впервые оптимизированы условия ультразвуковой экстракции биологически ак-
тивных веществ из плодов Vaccinium vitis-ideae L. с помощью водно-этанольных смесей при помощи одно-
факторного анализа и алгоритма Бокс-Бенкен. Кинетика процесса экстрагирования аппроксимирована урав-
нением реакции второго порядка. Установлена оптимальная продолжительность экстракции – 10 мин. С
помощью однофакторной оптимизации также были определены концентрация экстрагента – 50 об.%, мощ-
ность ультразвукового воздействия – 60 Вт. С использованием алгоритма Бокс-Бенкена и последующей ап-
проксимацией поверхностей отклика были рассчитаны диаметр фракций растительного сырья – 1 мм, гид-
ромодуль – 1 : 50 и температура экстракции – 47 °С. Полученные результаты могут способствовать разви-
тию разработки технологий производства компонентов для использования в фармацевтической и космето-
логической отраслях из плодов брусники обыкновенной.

Дополнительная информация
В электронном приложении к статье (DOI: http://www.doi.org/10.14258/jcprm.20240113108s) приведен дополни-
тельный экспериментальный материал, раскрывающий основные положения, изложенные в статье.
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Sereda L.N.1*, Tsvetov N.S.2 OPTIMIZATION OF THE METHOD OF ULTRASONIC EXTRACTION OF
BIOLOGICALLY ACTIVE COMPOUNDS WITH AN ALCOHOL-WATER MIXTURE FROM THE FRUITS OF
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1 Laboratory for Medical and Biological Technologies, Nanomaterials Research Centre, Federal Research Center Kola
Scientific Center RAS, Fersmana st., 14, Apatity, 184209, Russia,
e-mail: sundukpandory87@mail.ru
2 Institute of Chemistry and Technology of Rare Elements and Mineral Raw Materials named after I.V. Tananaeva
Federal Research Center Kola Scientific Center RAS, Fersmana st., 26a, Apatity, 184209, Russia
Lingonberry (Vaccinium vitis-idaea L.) is a profusely fruiting evergreen berry shrub, which is a hypoactic forest species,

growing throughout the Kola Peninsula. Fruits have a number of significant therapeutic properties, such as antioxidant, antitumor,
neuroprotective, decongestant, antibiotic, due to a significant content of phenolic compounds. The process of complete extraction
of polyphenolic components from a complex plant matrix requires the development of extraction conditions aimed at maximum
mass transfer of target components with minimal destruction of compounds. In connection with the prospects of using the fruits
of lingonberry plants in the pharmaceutical and cosmetology industries, in this work, for the first time, optimization of the con-
ditions of the method of ultrasonic extraction with a water-ethanol mixture using single-factor analysis and the Box-Benken
algorithm was carried out. The kinetics of the extraction process is approximated by the second-order reaction equation. The
optimal duration of extraction, the concentration of the extractant, the power of ultrasonic exposure, the diameter of the fractions
of plant raw materials, the hydromodule and the extraction temperature were determined. The total content of polyphenols and
antioxidant activity, as well as the degree of inhibition of free radicals, were determined. The results obtained can be used in the
development of technologies for the production of components for use in the pharmaceutical and cosmetology industries.

Keywords: Vaccinium vitis-idaea L., fruits, ultrasound-assisted extraction, optimization, biologically active substances,
Arctic.
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