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Створення нових ліків з екстрактів «бородатих» коренів рідкісних лікарських
рослин, які використовуються у традиційній медицині, допоможе розв’яза-
ти одразу три важливі проблеми біотехнології: пошук природних проду-
центів біологічно активних сполук, пошук нових продуктів та можливість
інтенсифікації виробництва. У зв’язку з цим ми поставили собі за мету от-
римання комплексу біофлавоноїдів у вигляді сухого екстракту «бородатих»
коренів Artemisia tilesii Ledeb. з наступним оцінюванням його біобезпечності.
Обрано лінію «бородатих» коренів полину Тилезіуса, яка характеризується
швидким ростом і чутливістю до метилжасмонату як еліситора, що було по-
казано у попередніх дослідженнях. Встановлено, що двоетапне культивуван-
ня з метилжасмонатом концентрацією 100 мкМ дає можливість збільшити
вміст флавоноїдів у 3,3 раза (до 27,56±2,52 мг RE/г сухої речовини), що важ-
ливо для інтенсифікації процесу. Вміст сухої речовини в 1 г коренів, отри-
маних у результаті такого вирощування, становив 0,15 г, або 14,8 %. З 1 г
ліофілізованих коренів отримано 270 мг сухого етанольного екстракту з
вмістом флавоноїдів 95,53 мг RE/г сухого екстракту, тобто 9,56 % його сухої
речовини. Таким чином, зі 100 г коренів, що виросли, можна отримати 4 г
сухого екстракту із загальним вмістом флавоноїдів 382,12 мг RE. Результати
визначення біобезпечності флавоноїдовмісної композиції з використанням
in vitro культури Lemna minor L. показали, що кількість і приріст маси лис-
теців ряски були навіть більшими, ніж у контрольних зразках (кількість лис-
теців збільшилася на 26,0 %, приріст їх маси — на 35,5 %) та зразках, куль-
тивованих зі стандартними флавоноїдами (фісетин, кемпферол, епікатехін і
кверцетин для порівняння). Такі результати свідчать про нетоксичність та
біобезпечність препарату для рослин. Крім нетоксичності виявлено рістсти-
мулювальну дію отриманого комплексу сполук. Отже, пропонований спосіб
отримання флавоноїдовмісного комплексу з «бородатих» коренів A. tilesii
можна використовувати як основу для розроблення нових біобезпечних пре-
паратів цінних біоактивних сполук.
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Рослини роду Artemisia здавна застосовують різні народи світу у тра-
диційній медицині для лікування запалення, кашлю, застуди, маля-
рії, лихоманки, грипу, астми, діабету; для загоєння ран, полегшення
свербежу та лікування укусів павуків; як сечогінний, противираз-
ковий, жовчогінний і гепатопротекторний засіб; для вигнання па-
разитів; при порушеннях менструального циклу; під час хронічної
втоми та больових синдромів [1—11]. Найчастіше використовують
A. annua [12], A. absinthium [13], A. dracunculus [4] та A. herba-alba [14].
Таке різноманіття застосування полинів різних видів пов’язане з на-
явністю у рослинах біоактивних сполук. Ефірні олії полину містять
терпени та їх похідні (евкаліптол, борнеол, -туйон), терпеноїди
(камфора), терпінени та їх похідні (терпінен-4-ол, -терпінен), полі-
ароматичні вуглеводні (аценафтен) [3, 15—20]. У полинах також на-
копичуються інші біологічно активні речовини, зокрема, фенольні
кислоти (кавова, хлорогенова, розмаринова, артемізинова, кумарова,
галова), флавоноїди (кверцетин, рутин, катехін, лютеолін, кемпфе-
рол, опігенін) та їх глікозиди, фенілпропаноїди (скополетин), сескві-
терпенові лактони (артемізинін, артеануїн), фітостерини (-ситосте-
рол), а також моно- (галактоза, арабіноза, фруктоза) та полісахариди
(інулін, поліфруктани).

Створення нових ліків з рослин A. tilesii Ledeb. актуальне, оскіль-
ки дає можливість розв’язати одразу декілька завдань, які стоять пе-
ред біотехнологами:

1) пошук природних продуцентів біологічно активних сполук;
2) пошук нових продуцентів;
3) можливість інтенсифікації виробництва.
Дійсно, по-перше, нині більшість препаратів отримують хімічним

або напівхімічним синтезом і вони мають низку побічних ефектів.
По-друге, A. tilesii є маловивченою арктичною рослиною [7, 21—22] з
вузьким природним ареалом, багатою на поліфеноли і флавоноїди,
що мають протизапальну, антиатеросклеротичну, протидіабетичну,
нейропротекторну, гепатопротекторну та протипухлинну (цитоста-
тичну) активності [19] та протидіють небажаним ефектам окисню-
вального стресу. Отже, комплекс біофлавоноїдів може мати більше
фармакологічно цінних властивостей, ніж одна конкретна синтезова-
на сполука. По-третє, синтез та різноманіття цільових сполук мож-
ливо підвищити методами генетичної трансформації — створенням
ліній-надпродуцентів з культур «бородатих» коренів, отриманих Agro-
bacterium rhizogenes-опосередкованою трансформацією. Такі лінії ха-
рактеризуються більшим вмістом біоактивних речовин внаслідок ак-
тивнішого синтезу вторинних метаболітів після перенесення rol генів
у рослинний геном [23—27]. Більше того, «бородаті» корені можна
вирощувати цілорічно в біореакторах і додатково активізувати синтез
вторинних метаболітів, використовуючи еліситори, такі як метил-
жасмонат [28—29].

Метою нашої роботи була оптимізація способу отримання екст-
ракту з високим вмістом комплексу біофлавоноїдів у вигляді сухого
екстракту «бородатих» коренів Artemisia tilesii Ledeb. з наступним оці-
нюванням його біобезпечності.
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Методика

Отримання флавоноїдовмісного препарату з «бородатих» коренів поли-
ну Тилезіуса. «Бородаті» корені A. tilesii (5 точок росту) вирощували на
рідкому середовищі Мурасіге—Скуга [30] (Duchefa, Netherlands) зі
зменшеним удвічі вмістом компонентів (1/2 МС) та сахарозою кон-
центрацією 20 г/л за постійного перемішування на шейкері Clim-O-
Shake system Kuhner IRC-1-U (Німеччина) при температурі 25 °C. Че-
рез 18 діб додавали метилжасмонат концентрацією 100 мкМ (у
70 %-му етанолі) як еліситор і культивували ще 7 діб за постійного
перемішування. Біомасу «бородатих» коренів відділяли від середови-
ща, промивали дистильованою водою та висушували фільтрувальним
папером. Після цього «бородаті» корені ліофілізували, подрібнювали
на Retsch MM400 (Німеччина) та додавали 70 %-й етанол у співвід-
ношенні 1 : 100 (суха маса коренів, г/об’єм етанолу, мл). Екстрагува-
ли протягом 2 діб при постійному перемішуванні на шейкері, далі
фільтрували, надосадову рідину збирали і випарювали на роторному
випарювачі. 50 мг отриманого сухого екстракту з «бородатих» коренів
розчиняли в 1 мл 70 %-го етанолу, отриманий розчин використову-
вали для подальших досліджень.

Визначення загального вмісту флавоноїдів. Вміст флавоноїдів виз-
начали за методикою [31]. Реакційна суміш містила 0,25 мл екстракту,
1 мл деіонізованої води, 0,075 мл 5 %-го розчину NaNO2. Через 5 хв
додавали 0,075 мл 10 %-го розчину AlCl3, перемішували і залишали
ще на 5 хв, після чого добавляли 0,5 мл 1 М NaOH та 0,6 мл деіоні-
зованої води. Абсорбцію визначали за  = 510 нм на спектрофлуори-
метрі Флюорат-02-Панорама. Загальний вміст флавоноїдів обчислю-
вали в еквіваленті рутину та перераховували на грам сухого екстракту
(СЕ) за формулою

С = C1 • V/m,

де С — концентрація флавоноїдів у 1,0 г сухого екстракту «борода-
тих» коренів за калібрувальним графіком, мг RE/г СЕ; C1 — концен-
трація флавоноїдів у спиртовому розчині СЕ за калібрувальним
графіком, мг/мл; V — об’єм спирту, що використовувався для приго-
тування розчину СЕ; m — маса СЕ.

Дослідження біобезпечності отриманого комплексу. Культуру ряс-
ки малої брали з in vitro колекції рослин лабораторії адаптаційної
біотехнології Iнституту клітинної біології та генетичної інженерії
НАН України. Для проведення дослідження ряску культивували з
препаратом (50 мг СЕ в 1 мл) та стандартами флавоноїдів концент-
рацією 1 мг/мл (фісетин, кемпферол, епікатехін, кверцетин для по-
рівняння) (Merck, Німеччина). У кожну чашку Петрі відбирали по 20
листеців ряски, додавали по 20 мл рідкого середовища МС з сахаро-
зою концентрацією 30 г/л; у контрольні чашки додавали 100 мкл
70 %-го етанолу, у інші чашки — по 100 мкл приготованого етаноль-
ного розчину препарату або по 100 мкл етанольних розчинів флаво-
ноїдів. Культивували 3 тижні за температури +24 °С та освітлення
16 год на добу. Після культивування визначали кількість листеців
ряски та приріст їх маси.
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Статистичний аналіз. Усі аналізи проводили у трьох повторнос-
тях. Результати обчислювали у Microsoft Excel та представляли як
середнє значення ± довірчий інтервал (з урахуванням коефіцієнта
Стьюдента). Відносна похибка відповідає умові р < 0,05.

Результати та обговорення

Розробка препаратів на основі флавоноїдів є актуальною та нагаль-
ною, адже доведено можливість застосування цих біологічно активних
сполук для лікування і профілактики багатьох захворювань. Відомо,
що ці поліфенольні сполуки здатні підвищувати активність фермен-
тативних антиоксидантних систем та вміст неферментативних анти-
оксидантів, послаблювати запальні реакції, знижувати рівень глікова-
ного гемоглобіну та посилювати апоптоз ракових клітин [19]. Саме
тому проведена робота полягала в отриманні сухого екстракту з по-
лину, що мав би високий вміст біофлавоноїдів.

Ми обрали лінію «бородатих» коренів A. tilesii через її швидкий
ріст і чутливість до метилжасмонату, що було встановлено раніше
[32]. Виявлено, що двоетапне культивування з метилжасмонатом
(рис. 1, а—в) дає можливість збільшити вміст флаваноїдів у 3,3 раза
(до 27,56 ± 2,52 мг RE/г сирої речовини порівняно з контролем без
жасмонату), що важливо для інтенсифікації процесу. Такий результат
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Рис. 1. Етапи отримання комплексу біофлавоноїдів з «бородатих» коренів полину
Artemisia tilesii Ledeb.:

а — початок культивування «бородатих» коренів на рідкому середовищі Ѕ МС з 20 г/л сахарози;
б — «бородаті» корені після 18 діб культивування за постійного перемішування на шейкері; в —
«бородаті» корені після 7 діб культивування з додаванням 100 мкМ жасмонату за постійного пе-
ремішування на шейкері; г, д — нативні та подрібнені корені; е — надосадова рідина, отримана
після 2-добової етанольної екстракції подрібнених ліофілізованих коренів; ж — сухий флаво-
ноїдовмісний екстракт після висушування на роторному випарювачі



підтверджує вплив жасмонату як еліситору, що дослідники показали
раніше [33—37].

Встановлено, що вміст сухої речовини у 1 г коренів, отриманих
після такого вирощування, становив 0,15 г, або 14,8 %. З 1 г
ліофілізованих коренів отримано 270 мг сухого екстракту (СЕ). Вміст
флавоноїдів в отриманому сухому екстракті (див. рис. 1, г—є) стано-
вив 95,53 мг RE/г СЕ, тобто 9,56 % сухої речовини СЕ. Таким чи-
ном, з 100 г коренів, що виросли, можна отримати 4 г сухого екст-
ракту із загальним вмістом флавоноїдів 382,12 мг RE.

Після отримання флавоноїдовмісної композиції оцінено її біо-
безпечність за кількістю листеців ряски Lemna minor L. та приросту
їх маси (рис. 2). Таке визначення нетоксичності отриманого ком-
плексу сполук є доцільним, адже різні види ряски здавна використо-
вуються як біоіндикатори для вивчення токсичності препаратів та
інших сполук [38—40], а також як модельні організми для досліджен-
ня фіторемедіації [41—44].

Перед початком культивування ряски з додаванням розчинни-
ка (контроль), препарату і стандартів флавоноїдів (див. рис. 2, а)
у кожній чашці Петрі було по 20 шт. листеців загальною масою
0,018±0,001 г. Через 3 тижні культивування (рис. 3) у контрольних
чашках кількість листеців становила у середньому 195,50±2,94 шт.
(див. рис. 2, б), у чашках з препаратом — на 26 % більше, у се-
редньому 246,330± 6,16 шт. (див. рис. 2, в). Маса листеців у чаш-
ках з препаратом збільшилась на 35,5 % порівняно з контролем
(0,064±0,003 г) — 0,088±0,012 г (рис. 4). Такі результати свідчать про
нетоксичність та біобезпечність препарату для рослин, адже кількість
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Рис. 2. Ріст ряски Lemna minor L. до (а) та після 3 тижнів культивування на рідкому
середовищі Ѕ МС з додаванням 70 %-го етанолу (б), етанольного розчину отримано-
го препарату (в) та кемпферолу (г)



листеців та їх маса не зменшилися порівняно з контрольним зразком.
Більше того, ріст ряски малої був активнішим у чашках з доданим
препаратом. Таким чином, крім нетоксичності виявлено рістстиму-
лювальну дію отриманого комплексу сполук на основі сухого ета-
нольного екстракту «бородатих» коренів полину на ріст і накопичен-
ня біомаси ряски.

Оскільки отриманий препарат має високий вміст флавоноїдів,
тому ми вирішили перевірити вплив стандартів флавоноїдів на ріст
ряски (див. рис. 3, 4) за таких самих умов. Для дослідження обрали
4 сполуки: фісетин, кемпферол, кверцетин (належать до класу фла-
вонолів) та епікатехін (клас флаванолів). Через 3 тижні культивуван-
ня (див. рис. 2, г) кількість листеців була у середньому від 195,50±30,38
шт. (за культивування з епікатехіном) до 219,00±15,68 шт. (за куль-
тивування з кемпферолом). Тобто в усіх дослідних зразках їх кількість
була порівняною або трохи більшою, ніж в контролі, але на 11—21 %
меншою, ніж у зразках після культивування з дослідним препаратом.
Так само приріст маси листеців ряски після культивування становив
від 0,063±0,003 г (за культивування з епікатехіном) до 0,075±0,007 г
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Рис. 3. Кількість листеців ряски Lemna minor L. після 3 тижнів культивування на рід-
кому середовищі Ѕ МС з додаванням 70 %-го етанолу (контроль, С), етанольного
розчину отриманого препарату (Pr), фісетину (F), кемпферолу (K), епікатехіну (E),
кверцетину (Q)

Рис. 4. Приріст маси листеців ряски Lemna minor L. після 3 тижнів культивування на
рідкому середовищі Ѕ МС з додаванням 70 %-го етанолу (контроль, С), етанольного
розчину отриманого препарату (Pr), фісетину (F), кемпферолу (K), епікатехіну (E),
кверцетину (Q)



(за культивування з кверцетином). Таким чином, приріст маси лис-
теців ряски після культивування з розчинами стандартів флавоноїдів
був також порівняним або трохи вищим, ніж у контролі, але на
15,02—27,85 % меншим, ніж у зразках з дослідним препаратом.
Такий результат може свідчити про рістстимулювальну дію флаво-
ноїдів у їх сукупності, в якій вони є в комплексі, отриманому з «бо-
родатих» коренів. Тому, імовірно, існує синергічний ефект різних
флавоноїдів — компонентів екстракту, а також можлива наявність у
тестованому екстракті інших біоактивних сполук.

На сьогодні є декілька препаратів на основі флавоноїдів, які ви-
користовують у світовій практиці, зокрема, Accuvit® (Ache), Soyfit®

(Janssen Cilag) та Ginkgo® (Herbarium). У складі першого препарату
біофлавоноїди цитрусових, другого — ізофлавоноїди сухого екстрак-
ту Glycine max (L.) Merr., третього — стандартизований екстракт
Ginkgo biloba L. Перший і другий препарати зарекомендували себе
як ліки з високою біоактивністю проти малярійного плазмодія
(Plasmodium falciparum) [45], тоді як стандарти флавоноїдів геспери-
дин та геністеїн неактивні проти цього патогену. Лише кверцетин
мав таку активність. Отримані результати підтверджують, що саме
комплекс певних флавоноїдів у їх сукупності може мати кращу біоак-
тивність, ніж кожен флавоноїд окремо.

Пропонований спосіб підвищення вмісту флавоноїдів у «борода-
тих» коренях полину Тілесіуса та екстрагування флавоноїдів може бу-
ти використаний для розроблення технології отримання цінних біо-
активних сполук. Результати дослідження біобезпечності отриманого
комплексу свідчать про відсутність токсичності флавоноїдовмісної
композиції. Цей екстракт є біобезпечним та може слугувати як основа
для розроблення лікарських засобів, що містять біофлавоноїди.

Дослідження частково підтримано фондом SAIA, грант № 42526.
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PREPARATION OF A BIOSAFE FLAVONOID-RICH EXTRACT FROM THE
«HAIRY» ROOTS OF ARTEMISIA TILESII LEDEB.

T.A. Bohdanovyсh, N.A. Matvieieva
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e-mail: bogdanovych_tais@ukr.net

The creation of new drugs based on extracts of the «hairy» roots of rare medicinal plants
used in traditional medicine can help solve three important problems of biotechnology at
once: the search for natural producers of biologically active compounds, the search for new
products, and the possibility of intensification of production. Therefore, the aim of this work
was to obtain a complex of bioflavonoids in the form of a dry extract of the «hairy» roots of
Artemisia tilesii Ledeb. followed by an assessment of its biosafety. For this, a line of «hairy»
roots of Tilesius’ wormwood, which has fast growth and sensitivity to methyl jasmonate as
an elicitor, that was shown earlier, was chosen. Two-stage cultivation with methyl jasmonate
at a concentration of 100 M revealed the possibility of increasing the content of flavonoids
by 3.3 times (up to 27.56±2.52 mg RE/g of FW), which is important for the intensification
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of the process. The content of dry matter in 1 g of roots obtained after such cultivation was
0.15 g or 14.8 %. From 1 g of lyophilized roots, 270 mg of dry ethanolic extract was obtained
with a flavonoid content of 95.53 mg RE/g of dry extract, i.e. 9.56 % of its dry weight. Thus,
4 g of dry extract with a total flavonoid content of 382.12 mg RE can be obtained from 100
g of «hairy» roots. The results of determining the biosafety of the flavonoid-containing com-
position using the in vitro culture of Lemna minor L. showed that the duckweed leaves num-
ber and mass increase was even greater than in the control samples (the number of leaves
was 26 % greater and their mass increase was by 35.50 %) and in samples cultivated with
flavonoid standards (fisetin, kaempferol, epicatechin, and quercetin for comparison). Such
results indicate the non-toxicity and biosafety of the preparation for plants. In addition to
non-toxicity, the obtained complex of compounds has been shown to have a growth-stimu-
lating effect. Therefore, the proposed method of obtaining a flavonoid-containing complex
based on the «hairy» roots of A. tilesii can be used as a basis for the development of new
biosafe preparations of valuable bioactive compounds.

Key words: Artemisia tilesii Ledeb., flavonoids, biosafety, non-toxicity.
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