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Koenigia Weyrichii (F. Schmidt) T.M. Schust. et Reveal, произрастающая на Кольском полуострове, содержит зна-

чительное количество флавоноидов в надземных частях растения, быстро наращивает биомассу и обладает устойчиво-

стью к различным климатическим условиям. Это делает K. Weyrichii перспективным источником биологически актив-

ных веществ (БАВ) в Арктической зоне. Относительно новым методом извлечения БАВ из растений является примене-

ние глубоких эвтектических растворителей (deep eutectic solvents, DES), например, смесь хлорида холина с глицерином, 

показавшая высокую эффективность экстракции флавоноидов из других растений. Ранее DES не применялись для экс-

тракции БАВ из K. Weyrichii. Целью настоящей работы является оценка эффективности ультразвуковой экстракции с 

использованием традиционных растворителей (вода, этанол) и DES хлорид холина + глицерин и оптимизация условий 

экстракции. Проведено сравнение общего содержания полифенолов, флавоноидов, антиоксидантной и антирадикальной 

активности в различных экстрактах. Установлено, что наиболее выгодные условия экстракции: содержание воды в DES 

– 17.5 масс.%, температура – 65 °С и время – 3 ч. При этом в идентичных условиях экстрации (температура и время) с 

помощью 60% этанола удается извлечь больше целевых веществ, чем с помощью DES. Однако DES может рассматри-

ваться как альтернатива использованию этанола. Полученные данные могут быть полезны для дальнейшего развития 

инновационных технологий экстракции БАВ из растительного материала, а также для использования K. Weyrichii в 

качестве источника БАВ в косметике и пищевой промышленности. 

Ключевые слова: Koenigia Weyrichii, глубокие эвтектические растворители, флавоноиды, экстракция. 
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Введение 

Koenigia Weyrichii, также часто называемая горец Вейриха, ранее называвшийся Polygonum Weyrichii 

Fr.Schmidt, но в настоящий момент относящаяся к роду Koenigia L. (K. Weyrichii (F. Schmidt) T.M. Schust. et 

Reveal) [1, 2], – многолетнее травянистое растение, натурализованное на территории Кольского полуострова 

в начале ХХ в. Растение широко распространено по всей территории региона. В сравнении с другими тра-

вянистыми растениями K. Weyrichii содержит в надземных частях (листьях и соцветиях) значительное ко-

личество флавоноидов [3]. На накопление флавоноидов влияют и различные факторы окружающей среды, 

например, длительный фотопериод и пониженные температуры, повышенная солнечная радиация, наблю-

дающиеся в Арктических широтах [4–7]. 

Флавоноиды, содержащиеся растениях, об-

ладают антиоксидантными, кардио- и нейропро-

текторными, противоопухолевыми свойствами и 

рассматриваются в качестве основы для биологи-

чески активных добавок и функционального пита-
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ния. Поэтому развитие методов извлечения флавоноидов является актуальной научно-исследовательской 

задачей. В числе направлений исследований можно выделить поиск новых растворителей для извлечения 

флавоноидов из конкретного растительного материала. 

Одними из перспективных экстрагентов являются глубокие эвтектические растворители (deep eutec-

tic solvents, DES) – относительно новый класс органических растворителей, представляющих собой смеси 

кислот и оснований Бренстеда или Льюиса, температуры плавления которых значительно ниже, чем у ин-

дивидуальных компонентов, вследствие образования прочных водородных связей, впервые описанных в 

работах A. Abbott в 2003–2004 гг. [8, 9]. DES похожи по свойствам на ионные жидкости, однако обладают 

низкой токсичностью и биоразлагаемостью. С точки зрения технологического применения преимуществами 

DES являются низкая летучесть, негорючесть и низкая стоимость [10]. В состав DES обычно входит соль 

четвертичного аммонийного основания, например, хлорид холина, выполняющего роль акцептора водород-

ных связей. Роль донора водородных связей выполняют многоосновные карбоновые кислоты, многоатом-

ные спирты, сахара и т.д. К DES относится, например, смесь хлорида холина с глицерином в молярном 

соотношении 1 : 2. Температура плавления этой смеси -40 °С [11]. DES показывают высокую эффектив-

ность при экстракции биологически активных соединений из растительного материала, в частности, флаво-

ноидов и других полифенольных веществ. Хорошие результаты по извлечению полезных веществ полу-

чены, в том числе, при использовании смеси хлорид холина + глицерин [12]. 

Поскольку DES являются достаточно вязкими средами, диффузия БАВ из растений и проникновение 

DES в структуру растительного материала осложнены, поэтому процессы экстракции проводят с дополни-

тельной обработкой ультразвуком или микроволновым излучением [13]. Ультразвуковая экстракция ак-

тивно используется для извлечения биологически активных соединений из растительного сырья, например, 

ягод и цветов [14, 15], при этом не вызывая деструкции целевых веществ [16]. 

Следует отметить, что по найденным литературным данным, ранее глубокие эвтектические раство-

рители не применялись для извлечения флавоноидов именно из K. Weyrichii или растений того же семейства. 

Цель настоящей работы – оценка эффективности ультразвуковой экстракции с использованием традицион-

ных растворителей (вода, этанол) и DES хлорид холина + глицерин для извлечения БАВ из K. Weyrichii и 

оптимизация условий экстракции. 

Экспериментальная часть 

Использованные реактивы: 2,2-дифенил-1-пикрилгидразил (99%, Sigma-Aldrich), реактив Фолина-

Чокалтеу (2М, Sigma-Aldrich), аскорбиновая кислота (>99.7%, HUGESTONE, China), галловая кислота (98% 

Sigma-Aldrich), рутин (≥94%, Sigma-Aldrich), молибдат аммония, дигидрофосфат калия, карбонат натрия, 

хлорид алюминия, уксусная кислота (все реактивы квалификации ХЧ, Вектон), концентрированная серная 

кислота (>94%, Невареактив), хлорид холина (99%, Xi'an Rongsheng Biotechnology Co., Ltd.), глицерин (98%, 

Вектон), этанол (96%, РФК) и дистиллированная вода. 

Объекты исследования. Для экстракции были собраны соцветия K. Weyrichii на экспериментальной 

культивируемой площадке ПАБСИ РАН в г. Апатиты в июле 2019 года. Видовая принадлежность была под-

тверждена специалистами ПАБСИ КНЦ РАН. Соцветия были высушены на воздухе и хранились в соответ-

ствии с рекомендациями к высушиванию и хранению растительных материалов для медицины [17]. Для 

экстракции образцы были измельчены до крупности 1 мм и дополнительно высушены в воздушном термо-

стате при 60 °С в течение 3 ч. 

Экстракция. Поскольку DES представляют собой достаточно вязкие среды, для удобства работы их 

зачастую разбавляют водой. В то же время это может сказываться на эффективности экстракции, поэтому 

следует определять оптимальное содержание воды в экстрагенте на основе DES.  

Для сравнительной оценки экстракционных свойств различных экстрагентов навески по 0.2 г расти-

тельного сырья смешивалось с 2 мл воды, 60% этанола, 95% этанола или смеси DES с водой в соотношении 

7 : 3 по массе. Ультразвуковая обработка проводилась при 25 °С в течение 1 ч. 

Эксперименты по оптимизации условий экстракции с помощью DES проводились в соответствии с 

полным факторным дизайном эксперимента, при котором тестируются все комбинации значений (уровней) 

варьируемых параметров, с тремя уровнями для трех параметров: содержание воды в экстрагенте, время 

экстракции и температура (табл. 1). Для сравнения была проведена оптимизация условий экстракции 60% 
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этанолом с подбором оптимальных времени и температуры (с теми же уровнями). В качестве аналитиче-

ского сигнала было выбрано общее содержание флавоноидов, которое было использовано для построения 

поверхностей откликов. 

Общее содержание фенольных компонентов (total phenolic content. TPC) определялось на основе ме-

тода, описанного в [18], с небольшими модификациями: 1 мл 0.2 М реактива Фолина-Чокалтеу смешивали 

с 0.2 мл экстракта, разбавленного в 100 раз. Через 5 мин к смеси добавляли 0.8 мл 5% карбоната натрия и 

оставляли при комнатной температуре в темноте на час. Оптическую плотность измеряли с помощью фото-

колориметра КФК-3-01 (ЗОМЗ, Россия, 2010 г.) при длине волны 765 нм. TPC выражается в мг эквивалента 

галловой кислоты (GAE) на 1 г растительного материала: 

plant

ext

ma

VbA
TPC






)(1.0 765 , мг GAE/г, 

где A765 – оптическая плотность при длине волны 765 нм, a и b – коэффициенты линейного уравнения гра-

дуировочного графика (наклон и сдвиг соответственно), Vext – объем экстрагента, mplant – масса раститель-

ного материала. 

Общее содержание флавоноидов (total flavonoid content, TFC) определялось по методике, описанной 

в [19, 20]. Для анализа экстракт разбавляли в 5 раз 70% этанолом, отбирали аликвоту 0.05 мл, смешивали с 

0.1 мл 2% раствора хлорида алюминия в 95% этаноле и приливали 95% этанол до 2.5 мл. Измерение опти-

ческой плотности проводилось при длине волны 415 нм. Общее содержание флавоноидов в экстракте выра-

жается в мг эквивалента рутина (RE) на 1 г растительного материала: 

plant

ext

m

VAk
TFC


 415005.0 , мг RE/г, 

где k – калибровочный коэффициент, A415 – оптическая плотность при длине волны 415 нм. 

Таблица 1. Значения параметров в полном факторном дизайне эксперимента по оптимизации условий 

экстракции с помощью DES 

Содержание воды, масс. % Продолжительность, ч Температура, °С 

10 

1 

25 

50 

75 
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25 

50 

75 
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25 

50 

75 

30 
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25 

50 

75 
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25 

50 

75 

5 

25 

50 

75 

50 
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25 

50 

75 
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25 

50 

75 

5 

25 

50 

75 
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Общая антиоксидантная активность (total antioxidant activity, TAC) определялась фосфомолибдат-

ным методом на основе [21]. Однако поскольку хлорид холина в присутствии фосфомолибдата аммония 

образует нерастворимые молибденовые сини [22], оригинальная методика была модифицирована. Для ана-

лиза отбирали аликвоту 5 мкл и смешивали с 2 мл 4 мМ молибдата аммония, 28 мМ дигидрофосфата калия 

в 0.6 M серной кислоте. Растворы нагревали 1.5 ч при 95 °C. Измерение оптической плотности проводилось 

при длине волны 805 нм. Градуировку осуществляли с использованием растворов аскорбиновой кислоты в 

этаноле в концентрационном диапазоне 1–20 мг/мл. Также было установлено отсутствие влияния природы 

растворителя (этанол, вода, используемый DES) на результаты градуировки. Общее содержание антиокси-

дантных веществ в экстракте выражается в мг эквивалента аскорбиновой кислоты (AAE) на 1 г раститель-

ного материала: 

plant

ext

ma

VbA
TAC






)( 805

, мг AAE/г 

где A805 – оптическая плотность при длине волны 805 нм a и b – коэффициенты линейного уравнения гра-

дуировочного графика (наклон и сдвиг соответственно), Vext – объем экстрагента, mplant – масса раститель-

ного материала. 

Антирадикальная активность (free radical scavenging) определялась DPPH-методом [23]. Для ана-

лиза экстракт разбавляли в 400 раз 96% этанолом, отбирали аликвоту 0.05 мл и смешивали с 0.95 мл раствора 

DPPH в 95% этаноле (4 мг на 100 мл). Смеси термостатировали 30 минут при 30°С. Измерение оптической 

плотности проводилось при длине волны 505 нм. Степень ингибирования радикала: 

0

0 )(100

A

AA
I

s


, % 

где A0 – оптическая плотность раствора сравнения, содержащего аликвоту 95% этанола, As – оптическая 

плотность измеряемого раствора с аликвотой разбавленного экстракта. 

Обработка данных проводились с помощью программного обеспечения MS Excel 2010. Поиск опти-

мальных условий экстракции в соответствии с методологией RSM (Response Surface Methodology) и обра-

ботка данных ANOVA проводился с помощью DesignExpert 7 (Stat-Ease), в качестве сигнала отклика было 

выбрано общее содержание флавоноидов.  

Обсуждение результатов 

Общее содержание полифенольных компонентов, флавоноидов и общая антиоксидантная активность 

экстрактов, полученных с использованием DES, 95% этанола, 60% этанола приведена на рисунке 1. Можно 

заметить, что по содержанию полифенольных компонентов бо́льшее значение наблюдается для экстрактов, 

полученных с помощью 60% этанола, превышая таковые для DES на 20 мг GAE/г. Однако указанный пара-

метр для экстрактов с 95% этанолом и водой ниже, чем в случае DES на 5 и 19 мг RE/г соответственно. По 

общему содержанию флавоноидов экстракт на основе DES превосходит экстракт с 95% на 2 мг RE/г, но 

уступает экстрактам с 60% этанолом и водой на 32 и 7 мг RE/г соответственно. Общая антиоксидантная 

активность выше у экстракта на основе 60% этанола, превосходя экстракт на основе DES на 8 мг AAE/г, в 

то время как экстракты с 95% этанолом и водой обладают общей антиоксидантной активностью ниже, чем 

в случае DES на 5 и 13 мг AAE/г соответственно. Общая антирадикальная активность экстрактов на основе 

DES ниже, чем в случае использования 95 и 60% этанола на 1 и 5% соответственно, но выше, чем при ис-

пользовании воды на 3% (рис. 2). 

Отсюда можно заключить, что в целом 60% этанол более эффективен для извлечения БАВ в указан-

ных условиях. Однако предполагается, что выход целевых групп веществ при использовании в качестве 

экстрагента DES возможно повысить, изменяя время и температуру экстракции, что связанно с бо́льшей 

вязкостью глубоких эвтектик, по сравнению с этанолом. 
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Рис. 1. Экспериментальные данные об общем 

содержании полифенольных компонентов (TPC), 

флавоноидов (TFC) и общей антиоксидантной 

активности (TAC) 

Рис. 2. Экспериментальные данные об 

антирадикальной активности экстрактов, % 

ингибирования свободного радикала DPPH 

В результате экспериментов по оптимизации условий экстракции с помощью DES были получены 

значения общего содержания флавоноидов для каждой из выбранных комбинаций содержания воды в DES, 

температуры и времени. Экспериментальные данные описываются с помощью уравнения 

TPC=67.3−3.03A+8.37B+1.48C−5.29AB−1.33AC−3.45BC−4.50A2−8.62B2−5.60C2+5.79ABC+1.59A2B+ 

+1.58A2C+4.59AB2+6.47AC2−2.82B2C−1.58BC2, 

где А – содержание воды, масс.%, B – температура, °С, С – время экстракции, ч. 

Коэффициент R2 = 0.9082, что показывает хорошее качество аппроксимации. Величина «Prob > F» 

меньше чем 0.05, показывает, что составляющая модели является значимой, как и члены B, AB, B2, C2, ABC. 

Оптимальными условиями экстракции являются содержание воды 17.5 масс.%, температура 65 °С и время 3 ч. 

По экспериментальным данным максимального извлечения флавоноидов удалось достичь при экс-

тракции DES с 10 масс. % воды при температуре 50 °С в течение 3 ч (70 мг RE/г), в то время как с помощью 

60% этанола максимальное извлечение флавоноидов достигло 75.8 мг RE/г при температуре 50 °С и экс-

тракции в течение 1 ч. 

Таблица 2. Результаты расчета ANOVA для экспериментов по оптимизации условий мацерации. А – 

содержание воды, масс.%, B – время экстракции, часы, С – температура, °С 

 Sum of Squares df Mean Square F-Value p-value Prob > F 

Model 3449.38 16 215.59 6.18 0.0030 

A 33.00 1 33.00 0.95 0.3535 

B 252.34 1 252.34 7.24 0.0227 

C 7.86 1 7.86 0.23 0.6451 

AB 336.02 1 336.02 9.64 0.0112 

AC 21.33 1 21.33 0.61 0.4522 

BC 142.83 1 142.83 4.10 0.0705 

A2 121.50 1 121.50 3.49 0.0915 

B2 447.21 1 447.21 12.83 0.0050 

C2 188.16 1 188.16 5.40 0.0425 

ABC 267.96 1 267.96 7.69 0.0197 

A2B 10.13 1 10.13 0.29 0.6016 

A2C 10.03 1 10.03 0.29 0.6035 

AB2 84.33 1 84.33 2.42 0.1509 

AC2 167.27 1 167.27 4.80 0.0533 

B2C 31.73 1 31.73 0.91 0.3625 

BC2 10.03 1 10.03 0.29 0.6035 

Residual 348.61 10 34.86   

Cor Total 3797.99 26    
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Рис. 3. Результаты моделирования зависимости 

общего содержания флавоноидов в экстрактах, 

полученных с использованием DES хлорид холина 

+ глицерин, от содержания воды (A) 

и температуры (B) (а), содержания воды (A) 

и времени (C) (б), температуры (B)  

и времени (C) (в) 
в 

Выводы 

1. С помощью глубокой эвтектической смеси хлорид холина + глицерин проведена экстракция БАВ 

из соцветий K. Weyrichii. Проведено сравнение общего содержания полифенольных компонентов, флавоно-

идов, общей антиоксидантной и антирадикальной активности экстрактов на основе DES, 95%, 60% этанола 

и воды. Показано, что наиболее эффективно БАВ извлекаются с помощью 60% этанола. 

2. Проведена оптимизация условий экстракции с помощью рассматриваемого DES, рассчитаны наибо-

лее выгодные условия экстракции: содержание воды в DES – 17.5 масс.%, температура – 65 °С и время – 3 ч. 

3. Показано, что в идентичных условиях экстрации (температура и время) с помощью 60% этанола 

удается извлечь больше целевых веществ, чем с помощью DES. 

Полученные данные могут быть полезны для оптимизации процессов извлечения БАВ из K. Weyrichii 

и оценки перспектив использования DES для получения экстрактов из изучаемого растения. Несмотря на 

то, что 60% этанол показал бо́льшую эффективность при экстракции БАВ, в ряде случаев использование 

рассматриваемого в настоящей работе DES может стать альтернативой традиционным растворителям. 
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(Russia) 

Koenigia Weyrichii (F. Schmidt) T.M. Schust. et Reveal, which grows on the Kola Peninsula, contains a significant 

amount of flavonoids in the aerial parts of the plant, rapidly builds up biomass, and is resistant to various climatic conditions. 

This makes K. Weyrichii a promising source of biologically active substances (BAS) in the Arctic zone. A relatively new method 

for extracting biologically active substances from plants is the use of deep eutectic solvents (DES), for example, a mixture of 

choline chloride with glycerol, which has shown high efficiency in the extraction of flavonoids from other plants. Previously, 

DES was not used for the extraction of biologically active substances from K. Weyrichii. The aim of this work is to evaluate the 

efficiency of ultrasonic extraction using traditional solvents (water, ethanol) and DES choline chloride + glycerol and to optimize 

the extraction conditions. Comparison of the total content of polyphenols, flavonoids, antioxidative, and antiradical activity in 

various extracts is carried out. It was found that the most favorable conditions for extraction are: water content in DES – 17.5 

wt%, temperature – 65 °C, and time – 3 hours. At the same time, under identical extraction conditions (temperature and time), 

more target substances can be extracted with 60% ethanol than with DES. However, DES can be seen as an alternative to using 

ethanol. The data obtained can be useful for the further development of innovative technologies of the extraction of biologically 

active substances from plant material. Also, K. Weyrichii may be considered as a source of biologically active substances in 

cosmetics and the food industry. 

Keywords: Koenigia Weyrichii, deep eutectic solvents, flavonoids, extraction. 
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