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ВЛИЯНИЕ ПАРАМЕТРОВ ЭКСТРАКЦИИ HA ВЫХОДФЛАВОНОИДОВ 
ИЗ ЛИСТЬЕВ ВОРОБЕЙНИКА ЛЕКАРСТВЕННОГО (LITHOSPERMUM OFFICINALE L.)

Аннотация. Воробейник лекарственный (Lithospennum officinale L.) -  ценное лекарственное растение, которое 
используется в народной медицине еще с давних времен в качестве мочегонного, слабительного, обезболивающего, 
противопростудного и противовоспалительного средства. Одним из наиболее распространенных классов биологи
чески активных веществ растительного происхождения являются флавоноиды. B листьях воробейника лекарствен
ного содержится изокверцитрин -  флавоноид, который обладает регенерирующим действием.

B данной работе приведены результаты изучения влияния параметров экстракции (концентрации этилового 
спирта, температуры, соотношения массы сырья к объему экстрагента, продолжительности, кратности) на выход 
флавоноидов из листьев воробейника лекарственного. C помощью ортогонального центрального композиционного 
планирования получена зависимость, которая описывает влияние температуры и продолжительности процесса экс
тракции на эффективность извлечения флавоноидов из листьев воробейника лекарственного. Установлено, что мак
симальный выход целевых компонентов, который составляет более 2 %, достигается при следующих параметрах 
процесса экстракции: экстрагент — 50 %-ный этиловый спирт, соотношение массы сырья к объему экстрагента -  1:20, 
температура -  65-70 °С, продолжительность -  35-45 мин. Экстрагирование сырья достаточно проводить в режиме 
однократной экстракции.
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THE INFLUENCE OF EXTRACTION PARAMETERS ON THE OUTPUT OF FLAVONOIDS 
FROM LlTTLEWALE {LITHOSPERMUM OFFICINALE L.)

Abstract. Littlewale (Lithospermum officinale L.) is a valuable medicinal plant that has been used in folk medicine since 
ancient times as a diuretic, laxative, analgesic, anti-cold and anti-inflammatory agent. One of the most common classes 
of biologically active substances of plant origin are flavonoids. The leaves of the littlewale contain isoquercitrin, a flavonoid 
that has a regenerating effect.

This article presents the results of a study ofthe influence of extraction parameters (ethanol concentration, temperature, 
ratio of the mass of plant materials to the volume of extractant, duration, multiplicity) on the output of flavonoids from 
the leaves of the littlewale. Using the orthogonal central compositional planning, a dependence is obtained that describes 
the influence of temperature and the duration of the extraction process on the efficiency of extracting flavonoids from the 
leaves of the littlewale. It was found that the maximum yield of the target components, which is more than 2 %, is achieved 
with the following parameters of the extraction process: extractant -  50 % ethyl alcohol, the ratio of the mass of raw materials 
to the volume of extractant is 1:20, temperature -  65-70 0C, duration -  35-45 minutes. It is enough to conduct a single 
extraction of plant materials.
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Введение. Лекарственное растительное сырье (ЛРС) является источником ценных биологи
чески активных веществ (БАВ), которые широко применяются в медицине, а также в пищевой 
и парфюмерно-косметической промышленности.

Одним из наиболее распространенных классов БАВ растительного происхождения являются 
флавоноиды -  фенольные соединения, молекулы которых состоят из двух бензольных колец, 
которые соединены трехуглеродной цепочкой (C6-C 3- C 6) и, как правило, представляет собой 
производные 2-фенилхромана (флавана) [1-7]. Флавоноиды вовлечены во множество важных 
процессов, связанных с прорастанием, ростом, опылением и размножением растений, участвуют 
в их пигментации [2, 4, 6, 7].

Изучению фармакологических свойств флавоноидов посвящено большое количество иссле
дований. Доказано, что на их основе возможно создание новых лекарственных препаратов, обла
дающих антиоксидантным [2, 8], противовоспалительным [9, 10], антиканцерогенным [11-13], 
антимикробным [14], ранозаживляющим [15-18], нейропротекторным [19, 20] и другим полез
ным действием.

Ценным лекарственным растением, которое использовалось человеком еще с давних времен, яв
ляется воробейник лекарственный (Lithospermum officinale L.) -  вид двудольных растений семейства 
Бурачниковые (Boraginaceae). Это многолетнее травянистое растение, которое цветет в июне—июле. 
Стебли прямостоячие, жестко шероховатые, достигают высоты 30-80 см. Листья воробейника 
лекарственного ланцетовидные, шероховатые, сверху темно-зеленые, снизу более светлые; цвет
ки мелкие, желтовато-белые, пятичленные, длиной 6-8  мм, собраны в пазухах верхушечных ли
стьев; плоды белые орешкообразные [21].

Воробейник лекарственный встречается на большей части территории Европы (кроме севе
ра), на Кавказе, Дальнем Востоке, в Западной и Восточной Сибири, Средней и Малой Азии, зане
сен в Северную Америку. B Республике Беларусь произрастает в изолированных локалитетах, 
на северной границе ареала по линии городов Береза-Кричев. Достоверно известен в Березовском, 
Дрогичинском, Кричевском, Лоевском, Мозырском и Хойникском районах [22].

Данное растение не является фармакопейным, однако в народной медицине достаточно часто 
используется в качестве мочегонного, слабительного, обезболивающего, противопростудного и про
тивовоспалительного средства [23]. B листьях воробейника лекарственного обнаружен флавоноид 
изокверцитрин [24], который, как известно, способствует регенерации тканей [16, 18]. Таким образом, 
воробейник лекарственный представляет интерес для медицинской практики.

При получении лекарственных форм на основе ЛРС одним из основных этапов является 
предварительное извлечение БАВ методом экстракции водой или органическими растворителями 
с целью перехода целевых компонентов из ЛРС в растворитель. Эффективность процесса извле
чения БАВ из природного сырья зависит от выбора условий экстракции.

Ha скорость экстракции влияют как структура ЛРС, так и степень его измельчения. Наиболее 
часто для извлечения БАВ используют высушенный растительный материал. Чем больше сте
пень измельчения материала, тем скорее протекает переход целевых компонентов в экстрагент. 
Однако из-за малого размера частиц они «слипаются», что ухудшает их контакт с растворите
лем. Кроме того, мелкие частицы затрудняют отделение жидкости, а это требует значительных 
энергетических затрат, что влияет на эффективность процесса экстрагирования [25]. Обычно 
для различного растительного материала рекомендуют следующую степень измельчения: листья, 
цветы, травы -  до 3-5 мм; стебли, корни, к о р а -д о  1-3; плоды и семена -  до 0,3 0,5 мм.

Как правило, для выделения флавоноидов из ЛРС проводят экстракцию растительного мате
риала этиловым, метиловым спиртом или водно-спиртовыми растворами [1, 4, 5].

При производстве фитопрепаратов в качестве экстрагента чаще используют этиловой спирт, 
который обладает такими преимуществами, как доступность и относительная дешевизна, бакте
риостатическое действие, инактивация ферментов. Водные растворы этилового спирта различ
ной концентрации имеют разную полярность, что в свою очередь оказывает влияние на раство
римость флавоноидов. Например, агликоны хорошо растворимы в спирте и мало растворимы 
в воде. Гликозиды же лучше растворяются в водно-спиртовых растворах, при этом чем больше 
углеводных остатков в молекуле, тем более активно идет процесс растворения данных соедине
ний в воде.
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Движущей силой процесса экстракции является разность концентраций. Экстрагирование БАВ, 
как правило, протекает до установления динамического равновесия в системе «растительное сы
рье -  экстрагент». B связи с этим необходимо поддерживать максимальную разность концентра
ций извлекаемых веществ в ЛРС и растворителе, что требует проведения многократной экстракции.

Под действием температуры происходит более быстрое набухание растительного материала, 
что способствует разрушению клеток, инактивации ферментов, гибели микробиоты, а также 
снижению вязкости экстрагента, за счет чего увеличивается растворимость целевых компонентов. 
Однако повышение температуры не всегда целесообразно, так как может привести к разруше
нию либо окислению извлекаемых соединений и переходу большого количества балластных ве
ществ, что затрудняет дальнейшую очистку и ухудшает качественный состав экстракта. Кроме 
того, увеличение длительности экстракции способствует переходу высокомолекулярных соеди
нений в экстракт (флавоноиды имеют меньшую молекулярную массу по сравнению с высокомо
лекулярными соединениями, благодаря чему диффундируют быстрее). Поэтому с целью ускоре
ния полного извлечения целевых компонентов при выборе продолжительности экстрагирования 
необходимо использовать все факторы, которые способствуют интенсификации процесса.

Цель работы -  изучение влияния различных параметров процесса экстракции на выход фла- 
воноидов из листьев воробейника лекарственного и их оптимизация.

Объекты и методы исследования. Объектом исследования являлись высушенные листья 
воробейника лекарственного (w = 9,95 %) первого года культивирования (сбор 2019 г. в фазу цветения). 
Растение культивировали на опытных участках Центрального ботанического сада HAH Бела
руси. Сырье измельчали до фракции 2-3 мм.

Для изучения влияния концентрации спирта, температуры, соотношения массы сырья к объ
ему экстрагента, продолжительности процесса и кратности экстракции на степень извлечения 
флавоноидов из листьев воробейника лекарственного и определения оптимальных значений 
данных параметров проводили серии экспериментов с варьированием указанных факторов. При 
изучении влияния первого параметра (концентрации этилового спирта) экстракцию проводили 
по методике, приведенной в работе [26] для традиционной экстракции (температура -  65 °С, про
должительность -  30 мин, соотношение массы сырья к объему экстрагента -  1:30). B каждой по
следующей серии экстрагирование сырья проводили при оптимальном значении изучаемого па
раметра. B точках эксперимента выполняли по три параллельных опыта и использовали точную 
навеску сырья массой 1 ± 0,001 г. Результаты представлены в виде среднего значения выборки, 
относительной ошибки (e) и полуширины доверительного интервала.

Определение суммарного содержания флавоноидов в извлечениях проводили спектрофотоме
трическим методом, основанном на реакции комплексообразования флавоноидов с хлоридом 
алюминия. Для этого в колбу объемом 25 мл помещали 1 мл экстракта, добавляли 2 мл 2 %-ного 
раствора алюминия хлорида и 5 капель кислоты хлористоводородной разведенной. Объем раствора 
доводили до метки 96 %-ным этиловым спиртом и оставляли на 40 мин в темном месте. Оптическую 
плотность полученного раствора измеряли на спектрофотометре SPECORD 200 (Analytik Jena, 
Германия) при длине волны 411 нм и толщине слоя 10 мм (в контрольной пробе раствор алюми
ния хлорида был заменен 96 %-ным этиловым спиртом).

B качестве стандартного образца (CO) использовали рутин. Для приготовления раствора рутина 
в мерную колбу вместимостью 100 мл помещали 0,05 г высушенного при температуре 130 °С рутина 
и растворяли его в 80 мл 96 %-ного этилового спирта при нагревании на водяной бане. Далее рас
твор охлаждали и доводили объем до 100 мл этим же растворителем. Затем измеряли оптическую 
плотность комплекса раствора рутина с хлоридом алюминия, приготовленного аналогично испыту
емому раствору. Содержание суммы флавоноидов (X) на абсолютно сухое сырье рассчитывали по 
формуле

A,.m , .p .V , .V j .V,, .
A0 wc v0 r i - v „ ( m - w )

где A3 и A0 -  оптическая плотность испытуемого раствора и paci вора ( Ч) рутина соответственно; тс 
и w0 -  масса навески листьев воробейника лекарственною п ('() pyi пил соответственно, г; Г и  V0-
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объем полученного экстракта и раствора рутина соответственно, мл; Vj и V0 -  объем мерных колб 
при приготовлении испытуемого раствора и раствора CO рутина для анализа соответственно, мл; 
Vxj и F 0 -  объем аликвоты экстракта и раствора CO рутина соответственно, мл; P  — содержание ру
тина в CO, %; W -  влажность растительного сырья, %.

C учетом полученных значений выхода флавоноидов в зависимости от различных парамет
ров процесса экстракции и с целью определения оптимальных применяли статистический метод 
планирования эксперимента с использованием ортогонального композиционного плана второго 
порядка. B каждой точке плана проводили по три параллельных опыта.

Для статистической обработки полученных результатов использовали программу Microsoft 
Office Excel 2007.

Результаты и их обсуждение. Изучено влияние концентрации этилового спирта на выход 
флавоноидов из листьев воробейника лекарственного (табл. 1). Для экстракции применяли дис
тиллированную воду и 20-96 %-ный водный раствор этилового спирта.

T а б л и ц а 1. Влияние концентрации спирта на выход флавоноидов из листьев
Lithospermum officinale L.

T а b 1 e 1. Effect of alcohol concentration on the extraction of flavonoids from leaves 
Lithospermum officinale L.

К о н ц е н т р а ц и я  
с п и р т а , %

В ы х о д
ф л а в о н о и д о в , %

с, %

Q 0,54 ± 0,02 3,70 ~
20 1,19 ± 0,04 3,36
40 1,57 ± 0,02 1,27
50 1,73 ±  0 ,03 1,73
60 1,68  ±  0 ,0 4 2,38
70 1,59 ± 0,04 2,52
96 0,84 ± 0,02 2,38

Из табл. 1 видно, что при экстрагировании листьев воробейника лекарственного 50-60 %-ным 
этиловым спиртом достигается наиболее высокий выход флавоноидов. Поэтому на следующих 
этапах исследования использовали концентрацию спирта 50 %.

При увеличении концентрации этилового спирта от 70 до 96 % выход флавоноидов снижался 
почти в 2 раза. Это можно объяснить тем, что большинство флавоноидов в листьях воробейника 
лекарственного содержатся в виде гликозидов, которые, в отличие от агликонов, лучше раство
ряются в водно-спиртовых растворах.

Результаты выхода флавоноидов при изменении температуры процесса приведены в табл. 2.

T а б л и ц а 2. Влияние температуры на выход флавоноидов из листьев 
Lithospermum officinale L.

T а b I e 2. The effect of temperature on the extraction of flavonoids from leaves 
of Lithospermum officina!e L.

Т е м п е р а т у р а , 0C В ы х о д  ф л а в о н о и д о в , % e,%

30 1,20 ± 0,02 1,67 ~
40 1,55 ± 0,02 1,29
50 1,67 ± 0,04 2,39
60 1,72 ± 0,04 2,32
70 1,81 ±  0 ,0 3 1,66
80 1,59 ± 0,05 3,14

82,8 (T )_________ N Klltl7____ 1,45 ± 0,02 2,76

Экстракцию сырья на данном этапе проводили 50 %-ным этиловым спиртом в течение 30 мин, 
соотношение сырье:экстрагент составляло 1:30. Температуру изменяли от 30 °С до темпера
туры кипения 50 %-ного этанола (82,8 °С).
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C ростом температуры выход флавоноидов увеличивался и достигал максимума при 70 0C, 
после чего наблюдалось его снижение. Возможно, это связано с тем, что при высокой температу
ре некоторые гликозиды флавоноидов разрушаются, в результате чего образуются агликоны, ко
торые слабо растворимы в 50 %-ном этилом спирте, либо же данное снижение выхода флавонои
дов связано с их окислением кислородом воздуха при повышенной температуре.

B табл. 3 представлены результаты изучения влияния соотношения массы растительного сы
рья к объему экстрагента. K одинаковой массе сырья добавляли рассчитанное количество экстра
гента для получения заданных соотношений. Экстракцию проводили 50 %-ным этиловым спир
том в течение 30 мин при температуре 70 °С.

Из приведенных в табл. 3 данных видно, что наибольшее количество флавоноидов извлека
лось при соотношении 1:20. Дальнейшее увеличение объема экстрагента было неэффективным 
и экономически невыгодным.

T а б л и ц а 3. Влияние соотношения массы сырья к объему экстрагента 
на выход флавоиоидов из листьев Lithospermum officimile L.

T а b 1 e 3. The effect of the ratio of the mass of plant materials to the volume of extractant 
on the extraction of flavonoids from leaves of Litlwspermum officinale L.

С о о т н о ш е н и е
с ы р ь е :э к с т р а г е н т

В ы х о д
ф л а в о н о и д о в , %

e,%

1:10 1,89 ± 0,05 2,65
1:20 1 ,96  ±  0 ,0 5 2,55
1:30 1,82 ± 0,06 3,30
1:50 1,70 ± 0,04 2,35

Результаты влияния продолжительности процесса экстракции на выход флавоноидов пред
ставлены в табл. 4.

Экстракцию проводили в течение 10-90 мин 50 %-ным этиловым спиртом при 70 0C. Соотно
шение сырье:экстрагент составляло 1:20.

C ростом продолжительности процесса экстракции от 10 до 30 мин наблюдалось увеличение 
выхода флавоноидов. Далее содержание целевых компонентов изменялось незначительно и посте
пенно снижалось.

T а б л и ц а 4. Влияние продолжительности экстракции на выход флавоноидов 
из листьев Lithospermum officinale L.

T а b 1 e 4. The effect of the duration of extraction on the extraction of Havonoids 
from the leaves of Lithospermum officinale L.

П р о д о л ж и т е л ь н о с т ь  э к с т р а к ц и и , 
м ин

В ы х о д  ф л а в о н о и д о в , % E , %

10 1,76 ± 0,05 2,84 ~
______________30_____________ 1,94  ±  0 ,0 5 2,58
______________60______________ 1,95  ±  0 ,0 5 2,56
____________ 90____________ 1,89 ± 0,04 2,12

C целью оптимизации процесса экстракции составлен ортогональный центральный компо
зиционный план второго порядка.

Ha основании полученных результатов в качестве управляемых независимых переменных 
выбраны температура (X1) и продолжительность (X2). Уровни и интервалы варьирования факто
ров представлены в табл. 5. Экстракцию проводили 50 %-ным этиловым спиртом, соотношение 
массы сырья к объему экстрагента составляло 1:20.

Влияние параметров процесса на эффективность извлечения флавоноидов оценивали по их 
содержанию в полученных экстрактах (У, %). Матрица планирования и результаты эксперимен
тов приведены в табл. 6.
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T а б л и ц а 5. Уровни факторов и интервалы варьировании 

T а b 1 e 5. Factor Levels and Intervals

У р о в ен ь

Т е м п е р а т у р а  (Ar1) П р о д о л ж и т е л ь н о с т ь  э к с т р а к ц и и  (AT9)

в н а т у р а л ь н о м  
в ы р а ж е н и и , 0C

в к о д и р о в ан н о м  
в ы р а ж е н и и

в н а т у р а л ь н о м  
в ы р а ж е н и и , м и н

в к о д и р о в а н н о м  
в ы р а ж е н и и

Нулевой 70 0 45 0
Верхний 80 1 60 1

Нижний 60 - 1 30 - 1

Интервал варьирования 5 1 15 1

T а б л и ц а 6. Матрица планирования эксперимента и результаты опытов 

T а b 1 e 6. Experiment planning matrix and experiment results

№ опыта У У Г»„-°'° Sibocn e,% Tpicc,. %

1 -1 -1 1,83 0,0006 3,41 1,82
2 I -I 1,65 0,0006 3,78 1,65
3 -1 1 1,75 0,0004 2,84 1,73
4 1 1 1,63 0,0004 3,05 1,63
5 -1 0 1,90 0,0007 3,46 1,88
6 I 0 1,74 0,0004 2,85 1,75
7 0 -1 1,95 0,0005 2,94 1,97
8 0 1 1,91 0,0006 3,28 1,92
9 0 0 2,03 0,0004 2,54 2,06

B результате статистической обработки выведено уравнение регрессии в кодированном виде, 
которое позволяет описать зависимость выхода флавоноидов от температуры (X1) и продолжи
тельности (X2) процесса экстракции:

Y=  2,051 -  0,077X,-0,026X,+ 0,015X,X,-0,211X^-0,131X,2.

Полученные в результате эксперимента данные подвергали статистической обработке, с по
мощью которой осуществляли проверку значимости коэффициентов уравнения регрессии, оцен
ку его адекватности и воспроизводимости опытов с использованием критериев Кохрена, 
Стьюдента и Фишера (табл. 7). При этом доверительная вероятность составляла 0,95.

Исходя из полученного уравнения регрессии, оптимальными следует считать параметры 
X1 = -0,186 (68,1 °С) и X2 = -0,098 (43,5 мин), которые обеспечивают получение экстракта с макси
мальным содержанием флавоноидов (У = 2,06 %).

Как видно из рисунка, при температуре 65-73 °С в течение 35-52 мин поверхность отклика 
проходит через максимум, соответствующий наибольшему выходу флавоноидов (>2 %). Даль
нейшее увеличение температуры и продолжительности экстракции нецелесообразно вследствие 
негативного воздействия на целевые компоненты.

T а б л и ц а 7. Статистический анализ экспериментальных данных 
T а b 1 e 7. Statistical analysis of experimental data

П оказатель П арам етр Значение

Проверка однородности дисперсий Критерий Кохрена:
С ,ксп 0,15
С 0.95____________________________________________ 0,47

Проверка значимости коэффициентов Дисперсия воспроизводимости (У)_____ 0,00053
уравнения регрессии Дисперсии коэффициентов регрессии:

\ о 0,0019
Su =  Su 0,0028
Shl2 0,0042
S =  S
^ b l  1 °622_______________________________________ 0,0084

Критерий Стыодента ( /  ) у ш
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Окончание табл. 7

П о к а з а т е л ь П а р а м е т р З н а ч ен н е

Значения /-соотношения:
'о 802,19
I1 19,99
L 6 , 6 6

In 2,61
In 18,35
In_________________________________ 11,36

Проверка адекватности уравнения Дисперсия адекватности (S2 ) 0,00149

Критерий Фишера:
Fxm 2,81
F КС"0.95 3,16

■■ * & ^ ¾ ¾ ^  A j V ^ ^ V v ,Щ
Y X $V  Г\ -

- . ¾ ¾ ¾ ¾ ¼ ^ ^ ' - .
; 4 '̂ ¾ ¾ ^ ^ ¾
\  '.,•:''^ 'X iV £ v 4 -^ X '\  .vL 2,10 

2,00 
1,90 *O4
1,80

X2 ° W p  ...............
1,70
1,60

-1

1
1

0
X1

□ 1,60-1,70 □ 1,70-1,80 □ 1,80-1,90 Dl,90-2,00 □ 2,00-2,10

Поверхность отклика зависимости выхода флавоноидов от температуры (X1) и продолжительности (X2) 
процесса экстракции листьев Lithospernnim officinale L.

The surface o f the response of the dependence of the output offlavonoids on temperature (X1) and duration (X,) 
o f the leaf extraction process of Lithospermiim officinale L.

Графическая интерпретация полученной зависимости представлена на рисунке.
Таким образом, определены оптимальные параметры экстракции флавоноидов из воробейни

ка лекарственного: экстрагент -  50 %-ный этиловый спирт, соотношение массы сырья к объему 
экстрагента -  1:20, температура -  65-70 °С, продолжительность -  35-45 мин.

Далее при данных условиях проводили одно-, двух- и трехкратную экстракцию. Результаты 
приведены в табл. 8.

При повторной экстракции выход целевых компонентом увеличивается незначительно, поэ
тому целесообразно проводить однократную экстракцию.

T а б л и ц а 8 Влияние кратности на выход флавоноидов из листьев Litlwspermum officinale L.

T а b 1 e 8. The effect of the multiplicity on the extraction of flavonoids 
from the leaves of Litliospermiim officinale L.

К р а т н о с т ь  э к с т р а к ц и и В ы х о д  ф л а в о н о п д о в , % e ,%

1 2,03 ± 0,03 1,48 ~
_________ 2_________ 2,05 ± 0,03 1,46
_________ 3_________ 2,02 ± 0,03 1,49
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Заключение. Изучено влияние параметров экстракции (концентрации этилового спирта, 
температуры, соотношения массы сырья к объему экстрагента, продолжительности, кратности) 
на степень извлечения флавоноидов из листьев воробейника лекарственного и проведена опти
мизация данного процесса. C помощью ортогонального центрально-композиционного планиро
вания получена зависимость, которая описывает влияние температуры и продолжительности 
процесса экстракции на эффективность извлечения флавоноидов из листьев воробейника лекар
ственного. Установлено, что максимальный выход целевых компонентов, который составляет 
более 2 %, достигается при следующих параметрах процесса экстракции: экстрагент -  50 %-ный 
этиловый спирт, соотношение массы сырья к объему экстрагента -  1:20, температура -  6 5 -7 0  °С, 
продолжительность -  3 5 -4 5  мин. Экстрагирование исследуемого сырья достаточно проводить 
в режиме однократной экстракции.
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