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Рассмотрены достоинства сверхкритической экстракции по сравнению с другими способами извлечения актив-

ных компонентов из растительного сырья. Показана перспективность применения экстракции сверхкритическим диок-
сидом углерода биологически активных соединений из листьев горянки коротконожковой (Epimedium Brevicornum L.). 
Исследована зависимость степени извлечения флавоноидов от параметров экстракции (температуры, давления, време-
ни). Установлено, что максимальный выход действующих компонентов достигается при температуре 50 °С, давлении 
30 МПа и продолжительности 30 мин. C использованием метода жидкостной хроматографии/масс-спектрометрии про-
ведена сравнительная оценка количественного содержания икариина, икаризида II, эпимединов A, В, C в экстрактах 
листьев горянки коротконожковой, полученных методом экстракции сверхкритическим диоксидом углерода и жидко-
стной экстракцией с применением ультразвука. Предложенный нами метод превосходит традиционную жидкостную 
экстракцию с применением ультразвука в 2,5 раза. 

Ключевые слова: горянка коротконожковая, сверхкритическая экстракция диоксидом углерода, икариин, икари-
зид II, эпимедин A, В, C, высокоэффективная жидкостная хроматография, масс-спектрометрия. 

Введение 

Горянка (лат. Epimedium) — род многолетних травянистых растений семейства Барбарисовые. Сего-
дня насчитывается более 60 видов, встречающихся в Восточном полушарии (предгорья Европы, Кавказа, 
Турции, Японии и Китая) [1, 2]. Несмотря на широкое распространение видов горянки в медицинской 
практике используются лишь немногие. Согласно китайской фармакопее [3], высушенные надземные час-
ти Epimedium brevicornum Maxim., Epimedium sagittatum Maxim., Epimedium pubescens Maxim., Epimedium 
wushanense T.S. Ying и Epimedium koreanum Nakai содержат наиболее высокие концентрации флавоноидов, 
которые являются важнейшими функционально значимыми соединениями, присутствующими в растении, 
и обладают биологической активностью: противоопухолевой, андрогенной, антидепрессантной, антиостео-
порозной и иммуномодуляционной [4–12]. 

Очевидно, что от технологий извлечения биологически активных веществ из лекарственных расте-
ний зависит качество фармпрепаратов, создаваемых на их основе (содержание и соотношение основных 

физиологически активных компонентов), а также 
эффективность действия. Изучению экстракции 
действующих компонентов горянки посвящено 
множество работ. Однако в большинстве своем 
все они сводятся к выделению основных компо-
нентов традиционными органическими раствори-
телями в различных условиях [13-17]. Эти техно-
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логии имеют ряд недостатков, основным из которых является необходимость удаления растворителя из 
экстракта. В связи с этим становится актуальной задача освоения новых, высокотехнологичных, экологич-
ных и перспективных методов, способных повысить эффективность переработки ценного растительного 
сырья. К их числу относится экстракция растворителями, находящимися в сверхкритическом состоянии, 
в том числе диоксидом углерода. Сверхкритическая экстракция обладает рядом преимуществ по сравне-
нию с другими способами извлечения: обеспечиваются экологичность, быстрота процесса, высокий выход 
конечного продукта; низкая температура экстракции; исключается проблема остаточного растворителя 
в экстракте; процесс экстракции протекает без контакта с кислородом воздуха, что позволяет экстрагиро-
вать оксилабильные соединения [18–21]. 

Однако в настоящее время в печати отсутствуют сведения, посвященные исследованиям выделения 
активных компонентов из горянки с использованием экстракции сверхкритическим CO2 (СК-СО2). Поэто-
му целью настоящей работы являлось исследование возможности применения экстракции сверхкритиче-
ским диоксидом углерода для выделения флавоноидов из горянки, а также сравнительная оценка количе-
ственного содержания активных компонентов в экстрактах, полученных извлечением в среде сверхкрити-
ческого диоксида углерода и методом жидкостной экстракции. 

Экспериментальная часть 

Объектом нашего исследования являются листья коротконожковой горянки (Epimedium 
brevicornum), собранные на востоке Китая и высушенные в тени в проветриваемом помещении при темпе-
ратуре 35–38 °С. В рамках данной работы внимание было уделено пяти флавоноидам, входящим в состав 
данного лекарственного растения: икариину, икаризиду II, эпимединам A, В, C (табл.). 

Экстракцию сверхкритическим диоксидом углерода проводили на лабораторной установке произ-
водства компании Waters Corporation, США, модели SFE-100.  

Для экстракции основных компонентов горянки использовали листья Epimedium brevicornum из од-
ной партии лекарственного растительного сырья. Листья горянки измельчали до 6–8 мм, отбирали 5,0 г 
и экстрагировали при температурах от 40 до 60 °С с шагом 5 °С и давлениях от 10 до 30 МПа с шагом 
5 МПа в течение 15, 30 и 45 мин. В качестве сорастворителя использовали 80% этанол. Скорости подачи 
со-растворителя и углекислого газа составляли 3 и 7 г/мин, соответственно.  

Для сравнительной оценки эффективности экстракции сверхкритическим диоксидом углерода были 
также получены спиртовые экстракты ультразвуковым методом с использованием оптимизированных па-
раметров, приведенных в работе [22]. К 1 г измельченного сырья добавляли 30 мл экстрагента (50% рас-
твор этанола в воде). Смесь выдерживали в ультразвуковой бане при 50 °С в течение 30 мин. После этого 
отбирали 1 мл экстракта, центрифугировали 12 мин при 16000 об мин-1, пропускали через бумажный 
фильтр с размером пор 0,45 мкм фирмы Macherey-Nagel и исследовали методом ВЭЖХ с масс-
спектральной детекцией. Проводили три последовательных этанольных экстракции. 

Количественный анализ полученных экстрактов осуществляли на высокоэффективном жидкостном 
хроматографе Dionex Ultimate 3000 RS, оснащен-
ном автосамплером, градиентным насосом, дегаза-
тором и блоком для термостатирования хромато-
графической колонки, соединенном с гибридным 
масс-спектрометром QExactive с орбитальной ион-
ной ловушкой высокого разрешения (Thermo 
Scientific, Германия) и источником ионизации 
IonMax HESI-II. В качестве распыляющего и вспо-
могательного газа использовали азот от генератора 
азота Genius 1022 (Peak Scientific, Англия). Детек-
тирование осуществляли в диапазоне масс 100–
1550 Да при регистрации положительных ионов 
с разрешением 35000 (на половине высоты) и точно-
стью определения масс 5 млн-1. Обработку данных 
проводили с применением программного обеспече-
ния XCalibur версии 2.2 (Thermo Scientific, США).  
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Структурные формулы основных флавоноидов горянки 

№ 
п/п Название соединения 

 

Брутто-
формула 

Моноизотопная масса, 
Да 

R1 R2 

1 Икариин rha glc C33H40O15 676,2362 

2 Икаризид II rha H C27H30O11 514,1839 

3 Эпимедин A rha-(1-2)glu glc C39H50O20 838,2895 

4 Эпимедин В rha-(1-2)xyl glc C38H48O19 808,2790 
5 Эпимедин С rha-(1-2)rha glc C39H50O19 822,2946 

Примечание: rha – рамнозил, glc – глюкозил, xyl – ксилозил. 
 
При определении флавоноидов использовали колонку с обращенно-фазовым сорбентом Hypersil 

Gold aQ, длиной 150 мм, внутренним диаметром 2,1 мм, размером зерна сорбента 3 мкм, фирмы Thermo 
Scientific. Температура колонки составляла 45 °С, объемная скорость потока подвижной фазы – 0,6 мл мин-

1. В качестве подвижной фазы использовали 0,1% раствор муравьиной кислоты в смеси ацетонитрил/вода 
в соотношении 5 : 95 (об.) (А) и 0,1% раствор муравьиной кислоты в ацетонитриле (В). Хроматографиче-
ское разделение веществ проводили в режиме градиентного элюирования: 0-1 мин – 20% В; 4 мин – 25% В; 
4,5 мин – 40% В; 7,5 мин – 95% В; 7,5–10,5 мин – 95% B; 11 мин – 20% B. Время анализа с учетом стабили-
зации системы перед вводом следующего образца составляло 15 мин. Объем вводимой пробы – 0,005 мл. 

Количественный анализ флавоноидов проводили методом внешних стандартов. Построение градуи-
ровочных зависимостей (площади хроматографического пика вещества от его концентрации) осуществля-
ли с использованием стандартных образцов икариина, икаризида II, эпимединов A, В, C (>98%, Phytolab, 
Германия). Навески флавоноидов массой 1 мг растворяли в 1 мл метанола. Полученные растворы исполь-
зовали для построения градуировочных зависимостей в диапазоне концентраций 0,0005–200 мкг/мл-1 по 
каждому из изучаемых компонентов. 

Обсуждение результатов 
Основными параметрами, влияющими на эффективность экстракции, являются ее продолжитель-

ность, давление и температура. Влияние данных параметров на общее количество извлекаемых флавонои-
дов показано на рисунках 1, 2. 

  

Рис. 1. 3D-график зависимости суммарной 
массовой доли извлекаемых 
флавоноидов (%) от давления и температуры 
при времени экстракции 30 мин 

Рис. 2. Выход целевых компонентов при различном 
времени экстракции 
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Зависимость на рисунке 1 показывает, что с увеличением давления наблюдается повышение сум-
марного выхода флавоноидов с достижением его максимального значения при величине 30 МПа на уровне 
2,6% от массы экстрагируемого сырья. Эффективность экстракции достигает максимального значения при 
температуре 50 °С. Снижение или повышение температуры приводит к уменьшению выхода целевых ком-
понентов. 

Проанализировав данные рисунка 2, делаем вывод, что в качестве оптимального времени экстрак-
ции можно принять 30 мин. Дальнейшее увеличение продолжительности процесса приводит к потерям 
целевых компонентов,  а также к дополнительным экономическим затратам (в том числе на со-
растворитель и сверхкритический СО2).  

Для оценки эффективности метода СK-CO2 было проведено сравнение его с традиционным методом 
жидкостной экстракции 50% этанолом под действием ультразвука. 

На рисунке 3 представлена диаграмма, показывающая количество извлекаемых биологически ак-
тивных соединений при использовании различных методов экстракции. 

Из представленных данных видно, что суммарное количество извлекаемых компонентов методом 
СK-CO2 при температуре 50 °С, давлении 30 МПа и продолжительности 30 мин в 2,5 раза выше, чем с по-
мощью жидкостной экстракции этанолом под действием ультразвука. 

 

Рис. 3. Выход извлекаемых 
компонентов при использовании 
различных методов экстракции 

Выводы 

Таким образом, нами показана принципиальная возможность применения экстракции сверхкритиче-
ским диоксидом углерода для извлечения флавоноидов из горянки коротконожковой (Epimedium 
Brevicornum). Предложенный нами метод превосходит традиционную жидкостную экстракцию с примене-
нием ультразвука в 2,5 раза. Варьирование параметров экстракции позволяет регулировать выход целевых 
веществ. Установлено, что максимальный выход действующих компонентов достигается при температуре 
50 °С, давлении 30 МПа и продолжительности 30 мин.  
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Shevlyakova O.A.1*, Vasil’yev K.Ju.1, Ihalaynen A.A.1, Antokhin A.M.1, Taranchenko V.F.1, Goncharov V.M.1, 
Aksenov А.V.1, Mitrofanov D.A.1, Rodin I.A.2, Shpigun O.A.2 EXTRACTION OF FLAVONOIDS FROM EPIMEDIUM 
BREVICORNUM USING SUPERCRITICAL CARBON DIOXIDE 
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Advantages of supercritical extraction in comparison with other extract methods for active components from plant ma-

terials were discussed. The possibility of utilization of extraction with supercritical carbon dioxide for the isolation of biologi-
cally active substances from the leaves of Epimedium Brevicornum was demonstrated. The dependence of efficiency of isola-
tion of flavonoids from experimental conditions (temperature, pressure, extraction, time) was investigated. A maximal extrac-
tion yield of active components was obtained under optimal conditions: a temperature of 50 °С, a pressure of 30 MPa and an 
extraction time of 30 min. The comparison of the contents of icariin, icariside II, epimedins A, B, C in the leaves of Epimedium 
Brevicornum extracts obtained by extraction with supercritical carbon dioxide and by ultrasound liquid extraction procedures 
was carried out by of liquid chromatography/mass spectrometry. The superiority of proposed method to traditional ultrasound 
liquid-liquid extraction in 2,5 times was demonstrated. 

Keywords: Epimedium Brevicornum, extraction with supercritical carbon dioxide, icariin, icariside II, 
epimedins A, B, C, high performance liquid chromatography, mass spectrometry. 
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