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Abstract. The study compares the effectiveness of three different mixtures based on or-
ganic acids (malonic, malic and citric) and fructose for the extraction of phenolic compounds from 
the leaves of willow tea growing on the Kola Peninsula. Optimal extraction conditions were ob-
tained using the Box-Behnken design. The obtained extracts can be used to enrich functional 
drinks. 

Keywords: deep eutectic solvents, functional foods, flavonoids, Arctic, ultrasonic extrac-
tion, Chamaenérion angustifolium L. (Scop.) 
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Введение  
Спрос потребителей на функциональные продукты питания растет из года в год. Наиболь-

шим образом это связано с популяризацией и динамичным развитием направления поддержания 
здорового образа жизни. Все это требует более глубокого изучения биологической активности 
метаболитов растений и разработок в области создания инновационных функциональных напит-
ков (ФН) на их основе. Такие напитки считаются наиболее рациональной формой питания с из-
вестными свойствами. Функциональное питание подразумевает употребление в пищу продуктов, 
повышающих сопротивляемость человеческого организма заболеваниям и улучшающих многие 
физиологические процессы в организме человека, что позволяет ему долгое время сохранять ак-
тивный образ жизни. Систематическое употребление таких напитков способно оказывать профи-
лактическое влияние на одну или несколько систем организма человека [1]. 

В последние годы разработка экологически чистых методов экстракции биологически 
активных компонентов из растительного сырья становится все более актуальной задачей. К 
таким экологически чистым растворителям, удовлетворяющим современным тенденциям, от-
носятся так называемые «глубокие эвтектические растворители». Они представляют собой би-
нарные или тройные соединения, компоненты которых связаны прочными водородными свя-
зями и, как следствие, имеют пониженную температуру плавления, ниже или близкую к ком-
натной температуре [2]. Понижение температуры плавления связано с наличием прочных во-
дородных связей между компонентами и образованием своеобразного водородно-связанного 
комплекса с определенной стехиометрией. Однако пониженную температуру плавления 
имеют и более сложные аналогичные смеси, часто широко исследующиеся в последние деся-
тилетия в качестве экстрагентов растительных БАВ. В состав таких смесей входит вода, а со-
отношение доноров и акцепторов водородных связей может варьироваться [3]. Таким образом, 
уже нельзя, строго говоря, называть такие смеси «эвтектическими». Поэтому более точным 
будет название «легкоплавкие водородно-связанные комплексы» (ЛПВСК). Такие комплексы 
могут состоять из «натуральных» органических компонентов, таких как кислоты и аминокис-
лоты, сахара, витамины и т.д. [4]. Экстракты, полученные на их основе, могут быть использо-
ваны в пищу. 

Ценным растительным сырьем, источником биологически активных веществ является 
Chamaenérion angustifolium L. (Scop.) (иван-чай узколистный). Он широко распространен по 
всему Северному полушарию. В результате фитохимических исследований C. angustifolium 
установлено содержание в нём около 250 различных метаболитов: флавоноидов, фенольных  
кислот, гидролизуемых таннинов, из которых в настоящее время подробно изучено 170 [5, 6]. 
Большой группой вторичных метаболитов C. angustifolium являются полифенолы [7]. В одной 
из работ польских ученых [8] в результате качественного анализа показано, что преобладаю-
щим веществом является галловая кислота. В еще одной работе польских исследователей [9] 
был проведен анализ содержания таких фенольных кислот, как галловая, кофейная, эллаговая 
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и розмариновая. Кроме того, это растение содержит большое количество эллаготанинов, со-
ставляющих 10–15 % от сухой массы растения [10]. Главный интерес для исследователей 
представляет энотеин B, содержание которого может достигать до 50 % от общей массы элла-
готанинов. Это вещество обладает мощным антиоксидантным, антиандрогенным, антипроли-
феративным и противоопухолевым действием [11]. При этом экстракты C. angustifolium обла-
дают антибактериальной активностью, избирательно ингибируя бактерии патогенной кишеч-
ной палочки, при этом не влияя на полезную микробиоту кишечника человека [12]. Значитель-
ная антиоксидантная активность C. angustifolium позволяет использовать его в борьбе с опу-
холевыми заболеваниями и для вывода токсических веществ из организма. На сегодняшний 
день также известно множество примеров использования C. angustifolium в пищу: например, в 
качестве добавки к хлебобулочным изделиям [13, 14]. 

Известно, что ЛПВСК успешно используют для многих задач, включая поглощение га-
зов, синтез наночастиц, доставку лекарств, электрохимию, обработку металлов, а также экс-
тракцию биологически активных соединений [15–19]. Одним из примеров является извлече-
ние ценных веществ из C. angustifolium [20].  

Ранее для ультразвуковой экстракции метаболитов из C. angustifolium использовали две 
группы смесей: на основе хлорида холина с некоторыми органическими кислотами [21] и 
смеси глицерина или пропиленгликоля с малоновой, яблочной или лимонной кислотами [22]. 
С точки зрения применения подобных растворителей в пищевой промышленности наиболее 
интересными представляются смеси сахаров и многоосновных органических кислот, по-
скольку они могут быть напрямую добавлены в продукты питания. Однако на сегодняшний 
день нет известных примеров их использования для извлечения флавоноидов из C. 
angustifolium. 

Целью данной работы являлась оптимизация условий экстракции суммы фенольных со-
единений, и в частности, флавоноидов, из листьев C. angustifolium с использованием в качестве 
экстрагентов ЛПВСК на основе органических кислот (лимонной, яблочной, малоновой), фрук-
тозы и воды. 

 
Объект и методы исследования 
В работе использовали хлорид алюминия (>99 %, Вектон, Россия), этанол (96 %, RFK 

Company, Россия), реактив Фолина-Чокалтеу (2М, Sigma-Aldrich, Германия), карбонат натрия, 
хлорид алюминия, (ХЧ, Вектон, Россия). Деионизированная вода была получена с помощью 
системы очистки воды «Millipore Element» (Millipore, США). Для приготовления ЛПВСК ис-
пользовали фруктозу, малоновую, яблочную, лимонную кислоты (> 99 %, Вектон, Россия).  

Сбор растительного материала 
Сбор С. angustifolium проводили на экспериментальной площадке ПАБСИ имени Н. А. 

Аврорина г. Кировск (67°36′53″ с.ш. 33°40′21″ в.д.). Сбор, подготовка и хранение осуществ-
ляли в соответствии с требованиями ОФС.1.1.0011.15 [23]. 

Ультразвуковая экстракция, кинетика и оптимизация  
Экстракцию проводили при помощи ультразвуковой ванны ВИЛИТЕК VBS-3DP мощ-

ностью 120 Вт.  
Для определения наиболее подходящего времени экстракции была изучена зависимость 

выхода суммы фенольных соединений и флавоноидов от времени. Экстракцию проводили при 
температуре 45 ˚C в течение 10–60 мин. Соотношение объема экстрагента к массе сухого рас-
тительного материала составляло (v/m) 1 : 20. Для сравнения эффективности экстракции раз-
личных ЛПВСК были приготовлены составы с одинаковым содержанием воды (табл. 1). 
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Таблица 1 
Составы ЛПВСК, используемых в работе, и их сокращения 

Table 1 
Compositions of low-melting hydrogen-bonded complexes used in work  

and their abbreviations 
 

Компонент 1 Компонент 2 Компонент 3 
Молярное отно-

шение
Обозначение 

Малоновая кис-
лота 

Фруктоза Вода 

1 :2 : 10 [MA][Fru]2[H2O]10 

Яблочная кис-
лота  

1 : 2 : 10 [Mal][Fru]2[H2O]10 

Лимонная кис-
лота 

1 : 2 : 10 [Cit][Fru]2[H2O]10 

 
Для аппроксимации экспериментальных результатов использовали уравнение кинетики 

реакции второго порядка [22]. 
Оптимальную температуру, соотношение v/m и стехиометрический коэффициент воды 

в комплексе для получения наибольшего выхода суммы флавоноидов находили с помощью 
алгоритма Бокса-Бенкена (табл. 2) с тремя уровнями трех параметров и пятикратным повторе-
нием центральной точки. 

 
Таблица 2 

Комбинации параметров экстракции в алгоритме Бокса-Бенкена 
Table 2 

Combinations of extraction parameters in the Box-Behnken algorithm 

№ T, °C Соотношение V/m Стехиометрический коэффици-
ент воды  

в комплексе 
1 30 10 15 
2 60 10 15 
3 30 30 15 
4 60 30 15 
5 30 20 10 
6 60 20 10 
7 30 20 20 
8 60 20 20 
9 45 10 10 
10 45 30 10 
11 45 10 20 
12 45 30 20 
13 45 20 15 
14 45 20 15 
15 45 20 15 
16 45 20 15 
17 45 20 15 
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Определение суммы флавоноидов (Total flavonoid content, TFC) 
Сумму флавоноидов определяли с помощью цветной реакции комплексообразования с 

хлоридом алюминия [22]. Для анализа все экстракты разводили в 100 раз. Измерения прово-
дили с использованием 96-луночного микропланшетного ридера DEL-100 (Miulab, Китай). 100 
мкл раствора хлорида алюминия смешивали с 100 мкл разведенного экстракта и инкубировали 
при 25 °C в течение 1 ч. После этого измеряли экстинкцию при 415 нм. TFC выражается в мг/г 
эквивалента рутина на грамм растительного материала (мг RE/г). Калибровку проводили с ис-
пользованием растворов рутина в диапазоне концентраций 31, 25–500 мкг/мл. Для каждого 
растворителя были получены градуировочные зависимости (табл. 3). 

Таблица 3 
Градуировочные зависимости для TFC 

Table 3 
Calibration dependencies for TFC 

ЛПВСК Уравнение калибровки R2 

[MA][Fru]2[H2O]10 y=7,9956x-0,0204 0,9988 
[Mal][Fru]2[H2O]10 y=9,9175+0,071 0,9987 
[Cit][Fru]2[H2O]10 y=5,3814x+0,0659 0,9998 
 

Определение суммы фенольных компонентов (Total phenolic content (TPC) 
Сумму фенольных компонентов определяли помощью реакции с реактивом Фолина–Чо-

калтеу [24]. Для анализа все экстракты разводили в 100 раз. Измерения проводили с использо-
ванием 96-луночного микропланшетного ридера DEL-100 (Miulab, Китай). 100 мкл раствора 
Фолина–Чокалтеу смешивали с 20 мкл разведенного экстракта. Через 5 минут добавляли 80 
мкл 5 % раствора карбоната натрия и инкубировали при 25 °C в течение 1 ч. После этого из-
меряли поглощение при 630 нм. TPC выражается в мг/г эквивалента галловой кислоты на 
грамм растительного материала (мг GAE/г). Калибровку проводили с использованием раство-
ров галловой кислоты в диапазоне концентраций 15, 125–250 мкг/мл. Для каждого раствори-
теля были получены градуировочные зависимости (табл. 4). 

 
Таблица 4 

Градуировочные зависимости для TPC (уравнение калибровки и R2) 
Table 4 

Calibration dependencies for TPC (calibration equation and R2) 

ЛПВСК Уравнение калибровки R2 

[MA][Fru]2[H2O]10 y=5,96338x+0,0587 0,999 
[Mal][Fru]2[H2O]10 y=6,1732x+0,0704 0,9994 
[Cit][Fru]2[H2O]10 y=5,9911x+0,0078 0,9996 

 
Статистическая обработка 
Все измерения проводились в трехкратной повторности, данные представлены в виде 

средних значений ± стандартное отклонение. Значимость различий оценивалась с помощью 
теста Тьюки при p < 0,05. При аппроксимации поверхностей отклика, полученных по алго-
ритму Бокса–Бенкена, выбиралось то уравнение, для которого величина R2 была наибольшей, 
но при этом позволявшее оценить величину Lack-of-fit (неадекватности аппроксимации). 
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Результаты и обсуждение 
Показано, что полученные данные о кинетике экстракции достаточно хорошо аппрокси-

мируются уравнением реакции второго порядка (рис. 1, 2). Видно, что основной процесс экс-
тракции завершается в течение 60 мин. При этом фенольные соединения извлекаются медлен-
нее, чем флавоноиды, что видно из формы аппроксимационной кривой. 

 
 

 
а

 
б

 
в
 

Рис. 1. Результаты сравнения экспериментальных данных кинетики экстракции фенольных соедине-
ний из травы иван-чая с использованием разных составов растворителей с аппроксимационной  

кривой: а – [MA][Fru]2[H2O]10; б – [Mal][Fru]2[H2O]10;  
в – [Cit][Fru]2[H2O]10 

Fig. 1. Results of comparison of experimental data on the kinetics of extraction of phenolic compounds from 
willow tea herb using different solvent compositions with an approximation curve: 

а – [MA][Fru]2[H2O]10; б – [Mal][Fru]2[H2O]10; в – [Cit][Fru]2[H2O]10 
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а б

 
в
 

Рис. 2. Результаты сравнения экспериментальных данных кинетики экстракции флавоноидов из травы 
иван-чая с использованием разных составов растворителей с аппроксимационной кривой:  

а – [MA][Fru]2[H2O]10; б – [Mal][Fru]2[H2O]10; в – [Cit][Fru]2[H2O]10 
Fig. 2. Results of comparison of experimental data on the kinetics of flavonoid extraction from willow tea 

herb using different solvent compositions with an approximation curve:  
а – [MA][Fru]2[H2O]10; б – [Mal][Fru]2[H2O]10; в – [Cit][Fru]2[H2O]10 

 
Сравнивая выход суммы фенольных соединений и флавоноидов, полученные через 

60 мин экстракции (рис. 3), видно, что фенольные соединения лучше извлекаются с помощью 
смеси [MA][Fru]2[H2O]10, в то время как флавоноиды – с помощью [Cit][Fru]2[H2O]10. Это по-
казывает различные возможности ЛПВСК извлекать те или иные группы соединений. Однако 
для практического использования малоновая кислота подходит меньше, чем лимонная ввиду 
большей стоимости. Поэтому для дальнейшей оптимизации был выбран растворитель, извле-
кающий наибольшее количество флавоноидов: [Cit][Fru]2[H2O]10. 

 

 
1 

 
2 

Рис. 3. Влияние состава экстрагента на выход фенольных веществ (1): a – [MA][Fru]2[H2O]10;  
б – [Mal][Fru]2[H2O]10; в – [Cit][Fru]2[H2O]10 и флавоноидов (2): a – [MA][Fru]2[H2O]10;   

б – [Mal][Fru]2[H2O]10; в – [Cit][Fru]2[H2O]10 
Fig. 3. Effect of the extractant composition on the yield of phenolic substances (1):  

а – [MA][Fru]2[H2O]10; б – [Mal][Fru]2[H2O]10; в – [Cit][Fru]2[H2O]10 and flavonoids (2):  
a – [MA][Fru]2[H2O]10; б – [Mal][Fru]2[H2O]10; в – [Cit][Fru]2[H2O]10 

 
Выход фенольных соединений и флавоноидов, полученных при оптимизации условий 

экстракции по алгоритму Бокса–Бенкена, описывается уравнением вида 
 

Y = a0 +a1A + a2B + a3C + a4AB + a5AC + a6BC + a7A² + a9C² + a10A²B + a11A²C, 
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где A – температура; B – соотношение объема растворителя к массе растительного материала; 
C – стехиометрический коэффициент воды в комплексе. 

Полученные значения коэффициентов и значений p-уровня для уравнений, описываю-
щих выход суммы фенольных соединений и флавоноидов, приведены в табл. 5. 

 
Таблица 5 

Таблица коэффициентов и значений p-уровня для уравнений, описывающих выход 
суммы фенольных соединений и флавоноидов 

Table 5 
Table of coefficients and p-level values for equations describing the output of the sum  

of phenolic compounds and flavonoids 
 

 a0 a1 a2 a3 a4 a5 a6 a7 a8 a9 a10 a11 

TPC 107,3 8,313 20,025 20,425 -7,975 -3,550 6,875 5,425 2,300 -5,425 -10,600 -5,175 

p-
values 

 0,003 0,000 0,000 0,014 0,161 0,025 0,050 0,325 0,050 0,018 0,151 

TFC 34,1 1,213 4,550 8,350 -3,400 -1,375 0,700 4,263 3,688 -2,088 -2,850 -1,525 

p-
values 

 0,102 0,003 0,000 0,011 0,169 0,451 0,004 0,007 0,054 0,065 0,264 

 
Уравнения достаточно хорошо описывают экспериментальные данные. Так, для TPC ве-

личина коэффициента детерминации составляет 0,9843, для TPC – 0,9815. Величины Lack-of-
fit незначимы в обоих случаях. Несмотря на присутствие в уравнении коэффициентов с высо-
ким уровнем p-значимости (незначимые параметры), их исключение из уравнения снижает ка-
чество аппроксимации. Поверхности отклика для TPC и TFC, описываемые полученными 
уравнениями, представлены на рис. 4–5. 

а b 
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Рис. 4. Поверхности отклика, описывающие зависимость выхода суммы фенольных соединений от 
температуры (a), соотношения объема растворителя к массе растительного сырья (b) и содержания 

воды в растворителе [Cit][Fru]2[H2O]n (c) 
Fig. 4. Response surfaces describing the dependence of the yield of the sum of phenolic compounds on tem-
perature (а), the ratio of solvent volume to weight of vegetable raw materials (b) and the water content in the 

solvent [Cit][Fru]2[H2O]n (c) 
 

a b 
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c
 

Рис. 5. Поверхности отклика, описывающие зависимость выхода суммы флавоноидов от температуры 
(а), соотношения объема растворителя к массе растительного сырья (b) и содержания воды  

в растворителе [Cit][Fru]2[H2O]n (c) 
Fig. 5. Response surfaces describing the dependence of the yield of the amount of flavonoids on temperature 
(а), the ratio of solvent volume to weight of vegetable raw materials (b) and the water content in the solvent 

[Cit][Fru]2[H2O]n (c) 
 

На основе полученных уравнений были вычислены оптимальные условия экстракции: 
температура 43 °С, соотношение объема растворителя к массе растительного материала – 30, 
стехиометрический коэффициент воды в комплексе – 20. При этих условиях была проведена 
экстракция, сравнение теоретически рассчитанного максимального выхода суммы фенольных 
соединений и флавоноидов с экспериментально полученными – в табл. 6. Показано, что экс-
периментально полученные данные достаточно хорошо согласуются с предсказанными на ос-
новании расчетов. 

Таблица 6 
Сравнение расчетных (calc) и экспериментально полученных (exp) величин суммы  

фенольных соединений (TPC, мг GAE/г) и суммы флавоноидов (TFC, мг RE/г) 
Table 6 

Comparison of calculated (calc) and experimentally obtained (exp) values of the sum  
of phenolic compounds (TPC, mg GAE/g) and the sum of flavonoids (TFC, mg RE/g) 

TPC (calc) TPC (exp) TFC (calc) TFC (exp)
151,7 151,6±12,31 49,7 49,9±3,65

 
Ранее, при использовании других составов растворителей, были получены относительно 

более высокие выходы целевых компонентов: так, например, для смеси хлорида холина с ли-
монной кислотой [21] удавалось достичь выхода суммы фенольных соединений порядка 300 
мг GAE/г, флавоноидов – 74 мг RE/г. В другой работе, при использовании смеси лимонной 
кислоты и глицерина [22] при оптимальных условиях экстракции извлекалось 212 мг GAE/г 
фенольных соединений и 74 мг RE/г. Однако полученные в настоящей работе данные показы-
вают, что систематически более эффективными для экстракции оказываются смеси, содержа-
щие лимонную кислоту. Кроме того, с практической точки зрения, в ряде случаев использова-
ние смесей сахаров и кислот может иметь большую значимость для дальнейшей разработки 
пищевых продуктов.  
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Для подтверждения возможности использования полученных экстрактов в пищевой про-
мышленности требуются дополнительные исследования. Однако, исходя из низкой токсично-
сти компонентов, входящих в состав растворителя, и при учете того, что фруктоза и лимонная 
кислота используются в качестве добавок ко многим продуктам питания, а иван-чай сам по 
себе является основой, например, для напитков, можно предполагать высокий потенциал ис-
пользования получаемых экстрактов в пищевой промышленности. 

 
Заключение 
В настоящей работе проведена оптимизация условия ультразвуковой экстракции суммы 

фенольных соединений и флавоноидов из Chamaenérion angustifolium L. (Scop.) с помощью 
легкоплавких водородно-связанных комплексов фруктозы, органических кислот (малоновой, 
яблочной и лимонной) и воды. Установлена оптимальная продолжительность экстракции – 
60 мин. Показано, что комплекс [Cit][Fru]2[H2O]10 извлекает больше целевых компонентов, 
чем комплексы с другими кислотами. С использованием алгоритма Бокса–Бенкена установ-
лено, что наибольшего выхода суммы фенольных соединений и флавоноидов удается достичь 
при 43 °С, соотношении объема растворителя к массе растительного материала – 30, стехио-
метрический коэффициент воды в комплексе – 20. При этих условиях удается достичь выхода 
суммы фенольных соединений 151,6±12,31 мг GAE/г, а флавоноидов – 49,9±3,65 мг RE/г. 

Полученные результаты показывают возможность использования легкоплавких водо-
родно-связанных комплексов, состоящих из применяющихся в пищевой промышленности 
компонентов, для производства натуральных растительных экстрактов из выбранного сырья. 
Такие экстракты потенциально могут стать добавками для функциональных и обогащенных 
напитков и продуктов питания. 
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