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Резюме
Введение. Глубокие эвтектические растворители [ГЭР, deep eutectic solvents (DESs)] сегодня являются объектом пристального внимания 
научного сообщества различных областей, таких как химия, биология, фармация, биотехнология. Сферы применения ГЭР широко 
варьируют, и одной из них является извлечение биологически активных веществ из растительного сырья.
Цель. Целью настоящей работы было изучить возможность экстракции флавоноидов из растительного сырья посредством глубоких 
эвтектических растворителей на основе холина хлорида, а также сопоставить эффективность их экстракции с традиционными 
растворителями.
Материалы и методы. Экстракцию флавоноидов проводили из сбора растительной композиции, состоящей из травы пустырника 
сердечного (пустырника обыкновенного) (Leonurus cardiaca L.), травы зверобоя продырявленного (Hypericum perforatum L.), травы 
мелиссы лекарственной (Melissa officinalis L.) и травы тимьяна ползучего (чабреца) (Thymus serpyllum L.) в соотношении 4 : 2,5 : 2,5 : 1, 
измельченных до размера частиц 2–3 мм. В качестве экстрагентов использовались ГЭР на основе холина хлорида в качестве акцептора 
водородной связи.
Результаты и обсуждение. В данной работе были исследованы ГЭР на основе холина хлорида на предмет способности к извлечению 
флавоноидов из лекарственного сбора растительной композиции на основе травы пустырника, травы зверобоя, травы мелиссы и травы 
чабреца, обладающей седативным действием. Также было изучено влияние содержания воды в составе ГЭР на свойства экстрагента. 
Количественное определение флавоноидов в пересчете на рутин проводилось методом дифференциальной спектрофотометрии при 
длине волны 410 ± 2 нм. Максимальный выход флавоноидов был достигнут при использовании 50%-го водного раствора ГЭР на основе 
холина хлорида, глюкозы и воды в мольном соотношении 2 : 1 : 1 при температуре экстракции 60 °С. 
Заключение. Извлекающая способность полученного ГЭР по эффективности экстракции флавоноидов превышает экстрагирующие 
характеристики классического экстрагента для исследуемой композиции – 70%-го этилового спирта. Дальнейшее изучение свойств 
полученного экстрагента, его физических, химических, токсикологических характеристик – задача будущих экспериментов.
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Abstract
Introduction. Nowadays deep eutectic solvents (DESs) are the object of close attention of the scientific community in various fields, such as 
chemistry, biology, pharmacy, biotechnology. The areas of application of DESs vary widely, and one of them is the extraction of biologically active 
substances from plant raw materials.
Aim. The aim of this work was to study the possibility of extraction of flavonoids from plant raw materials with using of deep eutectic solvents 
based on choline chloride, as well as to compare the efficiency of their extraction with traditional solvents.
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Materials and methods. The extraction of flavonoids was carried out from the collection of a plant composition consisting of the herb of 
motherwort cordial (common motherwort) (Leonurus cardiaca L.), the herb of St. John's wort (Hypericum perforatum L.), the herb of lemon balm 
(Melissa officinalis L.) and the herb of creeping thyme (thyme) (Thymus serpyllum L.) in a ratio of 4 : 2.5 : 2.5 : 1, crushed to a particle size of 2–3 mm. 
DESs based on choline chloride as hydrogen bond acceptor were used as extractants.
Results and discussion. In this article, DESs based on choline chloride were investigated for the ability to extract flavonoids from the 
medicinal collection of a plant composition based on leonurus grass, hypericum grass, melissa grass and thyme grass, which has a sedative 
effect. The influence of the water content in DES solutions on the properties of the extractant was also studied. Quantitative determination 
of flavonoids in terms of rutin was carried out by differential spectrophotometry at a wavelength of 410 ± 2 nm. The maximum yield of flavonoids 
was achieved by using a 50 % aqueous solution of DES based on choline chloride, glucose and water in a molar ratio of 2 : 1 : 1 at an extraction 
temperature of 60 °C. 
Conclusion. The extracting ability of the obtained DES in terms of the efficiency of flavonoid extraction exceeds the extracting characteristics of 
the classical extractant for the composition under study – 70 % ethanol. Further study of the properties of the obtained extractant, its physical, 
chemical, and toxicological characteristics is the task of future experiments.

Keywords: deep eutectic solvents (DESs), flavonoids, differential spectrophotometry, motherwort, John's wort, lemon balm, thyme, choline 
chloride
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ВВЕДЕНИЕ
Лекарственное растительное сырье – богатый 

и необыкновенно ценный источник веществ, оказы-
вающих определенное воздействие на организм че-
ловека и обладающих различной терапевтической 
активностью. Компоненты фитохимического профи-
ля, такие как флавоноиды, алкалоиды, дубильные ве- 
щества, различные гликозиды, стероиды и терпенои-
ды, которые содержатся в листьях и стеблях, плодах и  
семенах, корнях, цветках и других частях различных  
растений, представляют собой природные субстан-
ции, которые в дальнейшем могут быть использова-
ны для разработки и создания на их основе лекарст- 
венных препаратов различного терапевтического 
действия. 

Одним из наиболее распространенных и эффек-
тивных методов получения биологически активных 
веществ (БАВ) из растительного материала является 
экстракция. Спектр применяемых экстрагентов се-
годня обширен, но наиболее распространенными  
являются органические растворители, в частности 
этиловый спирт различной концентрации [1]. Однако  
стоит отметить существенные недостатки этанола в  
качестве экстрагента: он летуч, взрыво- и пожаро-
опасен, подлежит предметно-количественному уче-
ту. Поэтому поиск новых экстрагентов для извлече- 
ния БАВ из растительного материала является акту-
альной задачей фармацевтической отрасли. 

Глубокие эвтектические растворители (ГЭР) в на-
учном сообществе впервые были представлены в 
2011  г. [2]. Данные соединения были описаны как  
особый класс жидкостей, которые присутствуют в жи-
вых клетках, но в то же время отличаются от воды и 
жироподобных веществ. ГЭР играют важную роль в 
жизнедеятельности растений в качестве альтернатив- 
ной среды для биосинтеза, хранения и транспорта 
различных биологически активных соединений. Су- 
ществуют также предположения, что ГЭР необхо-
димы для поддержания метаболизма растительной 
клетки в условиях недостатка воды или ее недоступ-
ности, например в периоды засухи, холода, а также 
других экстремальных условий [2]. ГЭР представляют  
собой смеси из соединений, которые имеют гораз-
до более низкую температуру плавления, чем у лю-
бого из отдельных компонентов. Данное уникальное 
свойство обеспечивается формированием межмоле-
кулярных водородных связей [3] между составными 
компонентами.

ГЭР привлекают к себе повышенное внимание 
представителей научного мира не только из-за своих 
особенных физико-химических свойств (низкая тем-
пература плавления, малая летучесть, химическая и 
термическая стабильность, невоспламеняемость), но 
и из-за их устойчивых «зеленых» характеристик [3] и 
экологичности. Они просты в изготовлении, способ-
ны к биологическому разложению и биосовместимы  
с полярными и неполярными соединениями  [4–7]. 
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Трудностью, с которой приходится сталкиваться при 
работе с ГЭР, является их высокая вязкость, но она  
может быть изменена путем разбавления чистых ГЭР 
водой  [8]. Таким образом, ГЭР могут использоваться 
при экстракции биологически активных соединений 
из растительных компонентов. Так, на данный момент 
уже представлены работы по извлечению фенилпро-
паноидов из Rhodiola rosea L. [9], флоротаннинов из 
Fucus vesiculosus [10] с использованием ГЭР; данные 
экстрагенты пригодны для одновременного извлече-
ния гидрофильных и гидрофобных веществ [11].

Отдельно стоит упомянуть про профиль токсично-
сти ГЭР. Несмотря на то, что они могут включать при-
родные компоненты, некоторые из веществ могут 
быть токсичны для человека и животных. Например, 
щавелевая кислота, являющаяся высокоопасным ве-
ществом, способна образовывать эвтектические сме-
си, но применение таких ГЭР небезопасно. Более  
того, даже те глубокие эвтектические растворители, 
которые исходно содержат нетоксичные соединения, 
могут проявлять совершенно новые свойства. Так, 
было показано, что оценку безопасности ГЭР нель-
зя осуществить на основании анализа его составных 
компонентов, простого суммирования профиля ток-
сичности входящих в состав ГЭР веществ; в некото- 
рых случаях токсичность ГЭР превосходит сумму ток-
сикологических характеристик отдельных субстан-
ций  [12]. Также показано, что степень токсичности 
ГЭР зависит от вязкости [13]. Все это говорит о при- 
роде ГЭР как совершенно новой, особой структуры со 
своими свойствами.

Несомненно, можно утверждать, что изучение глу-
боких эвтектических растворителей, их уникальных 
характеристик и возможных сфер применения – но- 
вое и стремительно развивающееся направление со-
временной науки. 

Ранее в предыдущих работах [14, 15] мы изучали 
глубокие эвтектические растворители различного со-
става на экстрагирующую способность флавоноидов 
из растительной композиции седативного действия. 
Однако некоторые из применяемых нами веществ 
(щавелевая кислота, ПЭГ-400, глицерин, пропилен-
гликоль) при дальнейшем рассмотрении на предмет 
применения в составе ГЭР показали свою несостоя-
тельность. Так, ПЭГ-400, глицерин и пропиленгликоль 
трудноотделимы от экстрагированных биологиче-
ски активных веществ, они практически не поддают-
ся отгонке, а извлечения – очистке традиционными  
методами и, что наиболее важно, они не являются 
безопасными для человека и обладают токсическим 
действием на организм. Более того, ГЭР на основе  
щавелевой кислоты трудны в получении, неустойчи-
вы (кристаллы щавелевой кислоты выпадают в оса-
док), но, что является наиболее значимым фактором, 
щавелевая кислота крайне токсична, даже малые ее 
дозы оказывают повреждающее действие на орга-
низм человека, и ее применения следует избегать. 
Именно поэтому целью нашей дальнейшей работы 
стал поиск нового ГЭР для извлечения флавоноидов  
из оригинального седативного сбора. В качестве ак-

цептора протонов был выбран холина хлорид. Холи-
на хлорид запрещен в качестве добавки в пищевую и  
косметическую продукцию, но по данным литерату-
ры обладает высоким потенциалом к образованию 
экспериментальных эвтектических смесей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растительный материал

Экстракцию флавоноидов проводили из сбора 
растительной композиции, состоящей из травы пу-
стырника сердечного (пустырника обыкновенного) 
(Leonurus cardiaca L.), травы зверобоя продырявлен-
ного (Hypericum perforatum L.), травы мелиссы лекарст- 
венной (Melissa officinalis L.) и травы тимьяна ползу-
чего (чабреца) (Thymus serpyllum L.) в соотношении 
4 : 2,5 : 2,5 : 1, измельченных до размера частиц 2–3 мм. 
Лекарственные растения были доставлены из Севе-
ро-Кавказского филиала Всероссийского научно-ис-
следовательского института лекарственных и арома-
тических растений (ВИЛАР). Данный сбор обладает 
седативными свойствами благодаря содержанию фла-
воноидов [16], основным из которых является рутин, 
что было доказано валидированными методами.

Материалы и реагенты

Холина хлорид (Mм = 139,62), молочная кислота  
(Mм = 90,08), глюкоза (Mм = 180,16), фруктоза (Mм = 
180,16), мочевина (Mм = 60,07) и порошок рутина 
(≥94,0 %) предоставлены компанией Sigma Aldrich  
(Китай), алюминия хлорид получен от PanReac 
AppliChem (Испания), спирт этиловый 96 % (ООО «Кон-
станта-Фарм М», Россия), кислота уксусная ледяная 
(ООО ТД «АльфаХим», Россия).

Изготовление глубоких  
эвтектических растворителей

Глубокие эвтектические растворители были изго-
товлены с помощью теплового метода: компоненты 
смешивали в определенных соотношениях по коли-
честву вещества (согласно мольным концентрациям),  
смеси в стеклянной конической колбе закрывали 
пробкой и нагревали на водяной бане при темпе-
ратуре 60 °С и постоянном перемешивании магнит-
ной мешалкой со скоростью 1000 оборотов в минуту  
до тех пор, пока не образовывалась прозрачная жид-
кость однородной структуры, сохраняющая стабиль-
ность при комнатной температуре. 

В результате эксперимента было получено 4  ГЭР 
различного состава, приведенного в таблице 1. Все 
они представляют собой жидкости, однако их вяз-
кость, степень прозрачности и цвет различаются.

Экстракция флавоноидов  
из сбора растительной композиции

В качестве объекта исследования была выбрана 
седативная композиция, состоящая из разных видов 
лекарственного растительного сырья.
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Экстракция флавоноидов из растительного сбора 
осуществлялась согласно следующей методике: 

Около 2 г (точная навеска) исследуемой расти-
тельной композиции помещали в коническую колбу 
вместимостью 250 мл, прибавляли 30 мл определен-
ного экстрагента. Колбу закрывали пробкой, нагре- 
вали при температуре 60 °С в течение 60 мин при  
постоянном перемешивании с помощью магнитной 
мешалки со скоростью вращения магнитного якоря 
1000  оборотов в минуту. После окончания экстрак-
ции колбу охлаждали до комнатной температуры,  
полученное извлечение фильтровали для дальней- 
шего анализа. 

Условия экстрагирования

Все извлечения на основе ГЭР были получены в 
одинаковых условиях: отношение сырье : экстрагент  
1 : 15  г/мл, время экстракции 60 мин, температура  
экстракции 60 °С.

Количественное определение

Для количественного определения действующих 
веществ (суммы флавоноидов в пересчете на рутин) 
в полученных извлечениях мы использовали метод 
дифференциальной спектрофотометрии. В основе 
данного аналитического метода лежит химическая 
реакция комплексообразования между ионами ме-
талла (алюминия Al3+) и активными группами моле-
кулы флавоноидов. Образуется хелатный комплекс  
с максимальной полосой поглощения при длинах 
волн 390–410 нм, и это дает возможность оценить 
концентрацию биологически активных веществ по 
оптической плотности растворов в данной конкрет-
ной области спектра.

К раствору изучаемого извлечения добавляли  
5%-й раствор алюминия хлорида в 70%-м этиловом 
спирте. В результате чего образовывался оптически  
активный окрашенный комплекс с максимум погло-
щения на длине волны 410 ± 2 нм, что совпадает с  
максимумом поглощения стандартного раствора ру-
тина. Данное обстоятельство и определило выбор  

вышеприведенной длины волны как характеристиче-
ской для полученных на основе ГЭР извлечений.

Измерения оптической плотности были выполне-
ны на спектрофотометре UV-1800 (Shimadzu, Япония).

Статистический анализ

Все эксперименты проводились в трех повторно-
стях. Статистическую обработку осуществляли с ис-
пользованием программного пакета STATISTICA  10.0 
(StatSoft Inc., США). Статистически значимыми призна-
вались различия при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние состава ГЭР  
на процесс экстракции флавоноидов

Влияние состава ГЭР на эффективность экстрак-
ции БАВ из растительной композиции седативного 
действия была продемонстрирована проведенным 
экспериментом. Вязкость изготовленных ГЭР снижена  
их разбавлением 50 % воды в массовом отноше- 
нии. В качестве акцептора протона во всех исполь- 
зуемых ГЭР выступал холина хлорид. 

Как было продемонстрировано ранее [17], экст- 
рагирующая способность ГЭР зависит от их состава,  
в частности от определенного донора протонов.  
Одним из многочисленных факторов, влияющих на 
свойства образующегося ГЭР, является способность 
одного из его компонентов отдавать H+. Это зависит  
от химической структуры молекулы определенно-
го вещества. Структурные формулы компонентов ГЭР 
представлены на рисунке 1. 

Другим немаловажным фактором является pH  
образующегося ГЭР. Целевые экстрагируемые соеди- 
нения – флавоноиды. Данные вещества с химиче-
ской точки зрения являются гидроксипроизводны-
ми флавона. Флавоны с восстановленной карбониль-
ной группой (флавонолы), за счет наличия свободных 
фенольных гидроксильных групп, обладают слабыми  
кислотными свойствами, следовательно, они хорошо  
растворимы в растворах щелочей. Из этого следует, 
что ГЭР, имеющие большее значение pH (менее кис-

Таблица 1. Состав глубоких эвтектических растворителей

Table 1. Composition of deep eutectic solvents

Название
Name

Компонент
Component

Мольное 
соотношение

Molar ratio

Описание
Description

1 2 3

ГЭР 1
DES 1

Холина хлорид
Choline chloride

Молочная кислота
Lactic acid

– 1 : 2
Прозрачная жидкость желто-оранжевого 
цвета
Transparent yellow-orange liquid

ГЭР 2
DES 2

Холина хлорид
Choline chloride

Глюкоза
Glucose

Вода
H2O

2 : 1 : 1
Прозрачная жидкость светло-желтого цвета
Transparent liquid of light yellow color

ГЭР 3
DES 3

Холина хлорид
Choline chloride

Мочевина
Urea

– 1 : 2
Прозрачная бесцветная жидкость
Transparent colorless liquid

ГЭР 4
DES 4

Холина хлорид
Choline chloride

Фруктоза
Fructose

Вода
H2O

2 : 1 : 1
Прозрачная жидкость светло-коричневого 
цвета
Transparent liquid of light brown color
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лую среду), должны эффективнее извлекать флаво-
ноиды из растительного материала. Таким образом,  
ГЭР, сочетающий в себе оптимальные физико-хими-
ческие свойства, сбалансированные характеристики 

кислотности среды и способности к отдаче протонов,  
будет являться наилучшим экстрагентом для выбран-
ной растительной композиции.

Как видно из результатов проведенного экспери-
мента (таблица 2, рисунок 2), оптимальным экстра- 
гентом для извлечения флавоноидов из седативной 
растительной композиции является ГЭР 2, состоящий 
из холина хлорида, глюкозы и воды в мольном соот-
ношении 2 : 1 : 1. 50%-й водный раствор данного ГЭР  
способен извлечь 13,04 ± 0,23 мг/г сухого сырья фла-
воноидов в пересчете на рутин, что составляет 123 % 
от содержания флавоноидов в водно-этанольном 
(70 %) извлечении, взятом в качестве стандарта.

Таблица 2. Влияние состава ГЭР на выход флавоноидов

Table 2. The effect of the DES composition on the yield  
of flavonoids

Включенный ГЭР
Included DES

Выход флавоноидов в пересчете  
на рутин (мг/г сухого сырья)

Extracted amount of flavonoids in terms 
of rutin (mg/g of dry raw materials)

ГЭР 1
DES 1

9,22 ± 0,13

ГЭР 2
DES 2

13,04 ± 0,23

ГЭР 3
DES 3

8,57 ± 0,11

ГЭР 4
DES 4

7,87 ± 0,15

Спирт этиловый 70%-й
Ethanol 70 %

10,60 ± 0,80

Спирт этиловый 96%-й
Ethanol 96 %

7,10 ± 0,46

Вода
H2O

3,50 ± 0,24

Рисунок 1. Структурные формулы компонентов ГЭР, использу-
емых в данной работе

Figure 1. Structural formulas of DESs components used in this 
work

Рисунок 2. Содержание флавоноидов (мг/г), экстрагируемых из растительного сбора с помощью 50%-х водных растворов ГЭР 
(m/m)

Figure 2. The content of flavonoids (mg/g) extracted from plant collection with 50 % aqueous solutions of DES (m/m)
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Влияние содержания воды  
в составе растворителя  
на эффективность экстракции БАВ

В связи с тем, что образовавшиеся ГЭР обладают  
высокой вязкостью, они не могут в нативном виде 
быть использованы в качестве экстрагента биологи- 
чески активных веществ из лекарственного расти-
тельного сырья из-за ограничения смачивания ком-
понентов жидкостью и малой скорости диффузии. 
На основании этого нами были изготовлены вод- 
ные растворы наиболее оптимального экстрагента –  
ГЭР 2  – различного соотношения эвтектический раст- 
воритель : вода (по массе) и исследованы на предмет 
способности к извлечению БАВ из растительной се-
дативной композиции. 

Как видно из результатов эксперимента, с разбав-
лением ГЭР до определенного значения эффектив-
ность экстракции возрастает. Данный феномен можно 
объяснить уменьшением вязкости растворителя, ведь  
согласно уравнению Стокса – Эйнштейна:

D = kT/6πηR,

где D – коэффициент диффузии; k – постоянная Больц- 
мана; T – абсолютная температура; η –вязкость среды;  
R – гидродинамический радиус молекулы. 

С уменьшением вязкости скорость диффузии воз- 
растает.

Но при последующем добавлении воды можно  
наблюдать резкое снижение экстрагирующей способ-
ности раствора ГЭР, что связано с разрушением над-
молекулярной структуры ГЭР и разрывом водородных 
связей между донором и акцептором H+. 

Результаты зависимости экстрагирующей способ-
ности ГЭР от процентного содержания воды в экстра-
генте представлены на рисунке 3 и отражены в таб- 
лице 3.

Как видно из проведенного эксперимента, опти-
мальное содержание воды в составе растворителя  –  
50 %. 

Таблица 3. Влияние содержания воды в составе растворителя  
на выход флавоноидов

Table 3. Effect of the water content in the solvent composition  
on the yield of flavonoids
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ГЭР 2 (холина хлорид, 
глюкоза, вода)
DES 2 (choline chloride, 
glucose, H2O)

10 4,81 ± 0,16

30 9,11 ± 0,23

50 13,04 ± 0,4
70 5,49 ± 0,31

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе проведенной работы нами было получено  
4 глубоких эвтектических растворителя на основе  
холина хлорида как акцептора протонов. В качестве 
наиболее эффективного экстрагента флавоноидов из 
сбора растительной композиции седативного дейст- 
вия, состоящей из травы пустырника, травы зверо-

Рисунок 3. Зависимость извлекающей способности ГЭР 2 от содержания воды

Figure 3. Dependence of the extracting capacity of DES 2 on the water content
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боя, травы мелиссы и травы чабреца, был выбран 
ГЭР, состоящий их холина хлорида, глюкозы и воды в 
мольном соотношении 2 : 1 : 1. Изучение влияния со-
держания воды в составе экстрагента на процесс  
экстракции позволило установить оптимальную вяз-
кость данного растворителя. Количественное со-
держание суммы флавоноидов в пересчете на ру-
тин в полученном извлечении составило 13,04  мг/г 
сухого сырья, что превышает выход флавоноидов 
при классическом методе экстракции 70%-м этило-
вым спиртом (10,6 мг/г сухого сырья). На основании 
вышесказанного можно прийти к заключению, что 
новый способ извлечения флавоноидов из расти- 
тельного сырья перспективен. Однако ввиду то-
го, что свойства и токсикологический профиль ГЭР  
изучены крайне мало (так, например, уже были про- 
демонстрированы токсические эффекты ГЭР на осно- 
ве холина хлорида и глюкозы, холина хлорида и фрук-
тозы  [13], холина хлорида и мочевины [18] в моделях  
на животных), необходимо дальнейшее исследова-
ние данного уникального класса экстрагентов, кото-
рые пока не могут применяться без дальнейшего от-
деления экстрагента от целевых соединений. 
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