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Рослини є природним джерелом біологічно активних сполук. Завдяки таким
властивостям вони використовуються в альтернативній медицині і як сиро-
вина для вироблення лікарських засобів з широким спектром активності.
Разом з тим, біотехнологічні корені, отримані шляхом генетичної трансфор-
мації з використанням Agrobacterium (Rhizobium) rhizogenes, можуть мати біль-
ший вміст біоактивних сполук. Тому визначення умов ефективного екстра-
гування біоактивних сполук з таких коренів є важливим етапом розроблення
технологій використання ліній, отриманих шляхом генетичної трансфор-
мації. Серед рослин, які становлять інтерес як джерело біологічно активних
сполук з широким спектром активності, привертає увагу причепа волосиста
(Bidens pilosa L.). Це рослини тропічного регіону, які, однак, можуть рости і
в помірних широтах. Ми дослідили вплив концентрації етанолу на вміст
флавоноїдів у екстрактах з причепи волосистої та біоактивність таких екст-
рактів. Дослідження, проведені з використанням in vitro культивованих рос-
лин і трьох ліній біотехнологічних коренів, виявили значне збільшення
вмісту вказаних сполук в екстрактах, отриманих з використанням етанолу в
концентраціях 70 і 96 % — до 41,86±5,5 мг РЕ/г сухої речовини (СР) з не-
трансформованих коренів та 60,17±4,6…82,15±5,5 мг РЕ/г СР з біотехно-
логічних коренів. Найменший вміст флавоноїдів був у водних екстрактах
(34,25±5,0 з коренів контрольних рослин і 24,47±1,6…32,09±2,1 мг РЕ/г СР
з трансгенних коренів). Екстракти з високим вмістом флавоноїдів характе-
ризувались і більшою антирадикальною активністю у реакції з 2,2-дифеніл-
1-пікрилгідразил радикалом (ДФПГ). Зокрема, відсоток інгібування ДФПГ
радикала в екстрактах, отриманих з використанням 70 % етанолу, був у 2,60,
3,65 та 2,96 раза більший, ніж аналогічний параметр водних екстрактів з
трьох ліній коренів відповідно. Отже, для отримання екстракту з рослин і
біотехнологічних коренів причепи волосистої з високим вмістом флавоноїдів
та високою антирадикальною активністю доцільним є використання етано-
лу концентрацією 70 %.

Ключові слова: Bidens pilosa L., біотехнологічні корені, екстрагування, флаво-
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Відомо, що рослини є природним джерелом біологічно активних
сполук. Завдяки таким властивостям вони використовуються в
альтернативній медицині і як сировина для вироблення лікарських
засобів з широким спектром активності. Саме тому вивчення рос-
лин-продуцентів залишається одним із провідних напрямів біотехно-
логічних досліджень. Разом з тим, важливим є як визначення спо-
собів екстрагування цінних сполук, так і розроблення нових підходів
для підвищення біологічної цінності рослин. Останнє може бути
здійснено, зокрема, завдяки генетичній трансформації з використан-
ням Agrobacterium (Rhizobium) rhizogenes та отриманню біотехнологіч-
них коренів з підвищеним вмістом біоактивних сполук.

Рослини Bidens pilosa L. (череда волосиста, причепа) належать до
родини Asteraceae. Вони походять з тропічних регіонів Америки, од-
нак також поширені й у помірних широтах [1]. Місцеві жителі у
регіонах значного поширення причепи волосистої (наприклад, у Пів-
денній Америці, Уганді, Кенії, Австралії, Гімалаях) вживають її в їжу
[2, 3]. Попри те, що ці рослини є бур’янами, а також у багатьох кра-
їнах вважаються інвазійними рослинами, які можуть засмічувати по-
сіви на полях, вони завдяки комплексу біологічно активних сполук
застосовуються в альтернативній медицині та можуть використовува-
тись як лікарська сировина [2, 3]. Встановлено, що рослини причепи
містять різні хімічні компоненти, зокрема поліацетилени, поліацети-
ленглікозиди, флавоноїди, флавонові глікозиди, халкони, фенольні
кислоти, терпени, жирні кислоти, фітостероли тощо [4, 5].

Листки та квітки використовуються для лікування розладів
шлунка, геморою та діабету в альтернативній медицині. Рослини та-
кож використовуються в медицині народів Азії, Африки, Океанії для
лікування низки захворювань [6]. Екстракти з причепи характеризу-
ються протизапальною [7] та протимікробною дією [8], здатні інгі-
бувати циклооксигеназу (що свідчить про наявність специфічної
протизапальної активності) [9] й проявляти антигіпертензивну дію
внаслідок підвищення чутливості до інсуліну [10].

Раніше нами було отримано шляхом генетичної трансформації з
використанням A. rhizogenes транcгенні корені рослин B. pilosa [11].
Метою даної роботи було дослідити вплив концентрації етанолу на
вміст флавоноїдів у екстрактах з трансформованих коренів, а також
листків і коренів нетрансформованих рослин причепи волосистої та
антирадикальну активність таких екстрактів.

Методика

Культивування рослин. Для визначення впливу концентрації екстра-
гента на вміст флавоноїдів у екстракті з рослини трансгенні корені
культивували in vitro у чашках Петрі на агаризованому середовищі
Мурасіге та Скуга (Duchefa, Netherland) із удвічі зменшеним вмістом
компонентів та додаванням цукрози у концентрації 20 г/л (рис. 1).
Зразки вирощували за температури 24 °С та 16-годинного освітлення.
Корені та листки рослин, що виросли, збирали, висушували на ліо-
фільній сушарці Labconco freeze dryer 4.5 та подрібнювали з викори-
станням пристрою Retsch Mixer Mill MM400 (Німеччина). Подрібне-
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ні зразки використовували для отримання екстрактів. Екстрагентами
слугували деіонізована вода та етанол у концентраціях 40, 70 та 96 %.
Екстрагували на ротаційному шейкері Gio Gyrotory Shaker (New
Brunswick Scientific, США) упродовж доби. Екстракти центрифугува-
ли (Eppendorf Centrifuge 5415 C) за 14000 об/хв протягом 10 хв та ви-
користовували для визначення загального вмісту флавоноїдів.

Визначення вмісту флавоноїдів. Для визначення вмісту флавоної-
дів використовували модифікований метод, який передбачає реакцію
з хлоридом алюмінію [12]. До 1 мл деіонізованої води додавали 250
мкл екстракту і 75 мкл 5 %-го розчину NaNO2, перемішували; через
5 хв додавали 75 мкл 10 %-го розчину AlCl3, 0,5 мл 1 М розчину
NaOH і 0,6 мл деіонізованої води. Оптичну густину зразків вимірю-
вали на спектрофлуориметрі Fluorat-02 Panorama за  = 510 нм. Вміст
флавоноїдів оцінювали в мг/г сухої речовини (СР) у рутиновому
еквіваленті (РE) за допомогою калібрувального графіка C = 1,1811x,
R2 = 0,9989. Калібрування проводили з використанням розчину ру-
тину (1 мг/мл).

Визначення антирадикальної активності. Для визначення актив-
ності використовували стандартну реакцію з 2,2-дифеніл-1-пікрил-
гідразил радикалом (DPPH, Sigma) [13]. Зразки вимірювали на
спектрофлуориметрі Fluorat-02 Panorama за  = 515 нм. Здатність ней-
тралізувати радикал DPPH* (RSA) у відсотках визначали за форму-
лою: RSA = 100(A0—A1)/A0, де A0 — поглинання 0,0001 М розчину
DPPH; A1 — поглинання зразка в реакції.

Статистична обробка. Усі аналізи проводили в трьох повторен-
нях. Статистичну обробку та побудову діаграм здійснювали в про-
грамному середовищі Microsoft Excel та R версії 3.5.3, використову-
ючи інтегроване середовище розробки RStudio версії 1.2. Результати
виражені як середнє значення та стандартне відхилення (SD). Від-
мінності між варіантами вважали вірогідними на рівні значущості
p < 0,05 (ANOVA-тест).

Результати та обговорення

У результаті проведених досліджень встановлено, що за використан-
ня 40 % етанолу для отримання флавоноїдовмісного екстракту з ко-
ренів нетрансформованих рослин причепи вміст цільових сполук ви-
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Рис. 1. Рослини (А) та трансгенні корені (Б) Bidens pilosa L., культивовані in vitro



явився найменшим порівняно з використанням інших екстрагентів і
становив 23,75±3,8 мг РЕ/г сухої речовини коренів (рис. 2). В разі
використання деіонізованої води вміст флавоноїдів у екстракті був на
44,21 % більшим та становив 34,25±5,1 мг РЕ/г сухої речовини. При
використанні 70 % етанолу вміст флавоноїдів значимо не відрізнявся
від вмісту сполук у водному екстракті (35,10±0,7), а за збільшення
концентрації етанолу до 96 % вміст флавоноїдів виявився більшим —
41,86±5,5 мг РЕ/г сухої речовини коренів. Таким чином, збільшення
концентрації етанолу з 40 до 96 % уможливило значно підвищити
вміст флавоноїдів у отриманому екстракті з коренів рослин причепи.

Аналіз екстрактів з листків рослин причепи показав значне
збільшення вмісту флавоноїдів у екстрактах з високою концент-
рацією етанолу. Так, за екстрагування деіонізованою водою вміст
флавоноїдів становив 38,39±6,5 мг РЕ/г сухої речовини листків, на-
томість за екстрагування 40 %-м етанолом — 46,65±4,3 мг РЕ/г сухої
речовини (див. рис. 2). Разом з тим, за використання етанолу у кон-
центраціях 70 і 96 % вміст флавоноїдів у екстрактах з листків був ще
більшим та становив, відповідно, 78,28±5,3 і 68,18±6,4 мг РЕ/г сухої
речовини. Таким чином, найімовірніше, доцільно використовувати
етанол у високій концентрації (70 % та вище) для отримання екст-
рактів з листків причепи з більшим вмістом флавоноїдів.

Дослідження антирадикальної активності різних екстрактів, як з
коренів, так і з листків рослин B. pilosa, виявило збільшення відсот-
ка інгібування ДФПГ радикала в екстрактах, отриманих з викорис-
танням етанолу у концентраціях 70 і 96 %. Найменшу активність про-
являли водні екстракти, причому це було характерно і для екстрактів
з коренів, і для екстрактів з листків культивованих in vitro рослин.
Так, відсоток інгібування ДФПГ водними та етанольними — 40, 70 і
96 % — екстрактами з коренів причепи становив 33,05±8,6 %,
36,15±2,0, 67,57±7,2 і 72,86±3,2 %, відповідно (рис. 3). Аналогічні па-
раметри, які характеризували екстракти з листків, становили, відпо-
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Рис. 2. Вміст флавоноїдів у екстрактах з коренів (білі стовпчики) та листків (сірі)
рослин Bidens pilosa L., культивованих in vitro (тут і далі прописними літерами
позначено відмінності між відповідними групами — екстрактами коренів та листків
або різних ліній; рядковими літерами — відмінності між варіантами однієї групи за
p < 0,05)



відно, 14,27±5,4 %, 73,35±3,3, 82,99±2,2 та 82,91±4,1 % (див. рис. 3).
Такі значення узгоджувалися з даними щодо вмісту флавоноїдів у
зразках: чим більшим був вміст флавоноїдів, тим більшим виявився і
відсоток інгібування ДФПГ радикала. Ці результати співвідносяться
з отриманими нами раніше даними стосовно кореляції вмісту флаво-
ноїдів і антирадикальної активності в екстрактах з інших лікарських
рослин, культивованих in vitro [14].

Аналіз екстрактів, отриманих з трьох ліній біотехнологічних ко-
ренів B. pilosa, показав чітку тенденцію збільшення вмісту флаво-
ноїдів за використання етанолу у високих концентраціях (рис. 4). Зо-
крема, за використання для отримання екстрактів деіонізованої води
вміст флавоноїдів у екстрактах з усіх ліній коренів був невисоким та
становив у лініях № № 1, 2 та 3, відповідно, 32,09±2,1, 24,67±3,0 та
24,47±1,6 мг РЕ/г сухої речовини коренів. В разі використання 40 %
етанолу для екстрагування вміст флавоноїдів у екстрактах із вказаних
ліній становив відповідно 44,49±3,0, 35,10±4,4 та 56,23±4,1 мг РЕ/г
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Рис. 3. Відсоток інгібування ДФПГ радикала у екстрактах з коренів (білі стовпчики)
та листків (сірі) рослин Bidens pilosa L., культивованих in vitro

Рис. 4. Вміст флавоноїдів у екстрактах з трьох ліній трансгенних коренів Bidens pilosa L.,
культивованих in vitro (білі стовпчики — лінія № 1, світло-сірі — лінія № 2, темно-
сірі — лінія № 3)



сухої речовини коренів. Використання етанолу у концентрації 70 %
значно збільшило вміст екстрагованих флавоноїдів — відповідно до
82,15±5,5, 60,17±4,6 та 72,11±3,7 мг РЕ/г сухої речовини у трьох
лініях коренів. Вміст флавоноїдів у екстрактах за використання 96 %
етанолу був дещо меншим (на 7,8—8,8 %) та дорівнював 74,93±4,8,
56,50±3,3 і 66,47±5,6 мг РЕ/г сухої речовини у трьох лініях коренів,
відповідно.

Виявлено, що екстракти з трансгенних коренів з вищим вмістом
флавоноїдів, а саме ті, що були отримані з використанням 70 та 96 %
етанолу, мають більшу здатність інгібувати ДФПГ радикал (рис. 5).
Такі особливості відзначено для усіх трьох досліджуваних ліній ко-
ренів. Зокрема, відсотки інгібування ДФПГ радикала в екстрактах,
отриманих з використанням 70 % етанолу, були у 2,60, 3,65 та 2,96
раза більші, ніж відповідні параметри, які мали водні екстракти з
трьох ліній коренів. Екстракти з трьох ліній трансгенних коренів
(№ № 1, 2 та 3), отримані з використанням 96 % етанолу, мали відсо-
ток інгібування ДФПГ радикала у 2,79, 4,09 та 3,26 раза більший ніж
той, що демонстрували водні екстракти.

Раніше було виявлено відмінності у вмісті поліфенолів, зокрема
флавоноїдів, у різних частинах рослин B. pilosa, зібраних у природних
умовах. Так, найбільший вміст сполук був саме у листках цієї росли-
ни і значно менший — у коренях [15]. Авторами також виявлено ко-
реляцію між вмістом флавоноїдів і здатністю екстрактів з причепи
інгібувати ДФПГ радикал. Такі особливості синтезу флавоноїдів і
біоактивності екстрактів з коренів та листків можна пояснити, віро-
гідно, тим, що пагони рослини адаптовані до високої інсоляції й,
таким чином, збільшення вмісту флавоноїдів і антиоксидантної ак-
тивності є захисним природним механізмом рослин. Разом з тим,
відповідно до результатів наших досліджень, такі особливості спос-
терігалися також і в рослинах, які вирощували in vitro, що свідчить
про генетичну детермінованість подібних відмінностей.

Раніше вивченню рослин причепи B. pilosa приділялось, на на-
шу думку, незаслужено мало уваги, зважаючи на перспективність ви-
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Рис. 5. Відсоток інгібування ДФПГ радикала в екстрактах з трьох ліній трансгенних
коренів Вidens pіlоsa L., культивованих in vitro (білі стовпчики — лінія № 1, світло-
сірі — лінія № 2, темно-сірі — лінія № 3)



користання цих рослин як джерела низки біоактивних сполук. Саме
тому кількість знайдених публікацій, наприклад, у системі PubMed за
20 років, з 1990 до 2010 року менше 200. Здебільшого увага приділя-
лась визначенню хімічного складу та наявності різних метаболітів
[16—19], антиоксидантних і протипухлинних властивостей рослин
[20—22], визначенню можливості використання рослин для лікування
різних захворювань [23—27]. Для отримання екстрактів використову-
вали різні розчинники — воду, етанол, бутанол [28—30]. В останні
роки інтерес до причепи волосистої значно зріс, про що свідчить, зо-
крема, кількість публікацій (понад 300), ідентифікованих у системі
PubMed лише за останні 5 років. У новітніх дослідженнях значна ува-
га приділялась аналізу протизапальної, протимікробної, цитостатич-
ної активності екстрактів з причепи [31—34]. Однак досі відсутні
публікації стосовно дослідження біоактивності трансгенних коренів
причепи волосистої, а також порівняльних особливостей складу та
біоактивності різних екстрактів.

Таким чином, встановлено відмінності вмісту флавоноїдів і біо-
активності екстрактів з трансгенних коренів порівняно з екстрактами
коренів нетрансформованих рослин. Підвищення концентрації ета-
нолу за отримання екстрактів з трансгенних коренів причепи збіль-
шувало вміст у них флавоноїдів та підвищувало антирадикальну ак-
тивність у реакції з ДФПГ радикалом. Те саме спостерігалося і щодо
екстрактів з коренів і листків рослин причепи, культивованих у сте-
рильних умовах. Збільшення вмісту флавоноїдів у екстрактах за ви-
користання 70 та 96 % етанолу може свідчити про більший вміст аглі-
конів і менший вміст глікозильованих флавоноїдів у біотехнологічних
коренях. Вірогідно, для отримання екстракту з рослин і біотехноло-
гічних коренів причепи волосистої з високим вмістом флавоноїдів та
високою антирадикальною активністю доцільним є використання
етанолу концентрацією 70 %.

Робота виконана за підтримки гранту МОН 0125U000412.
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Plants are a natural source of biologically active compounds. Due to these properties, they
are used both in alternative medicine and as raw material for the production of drugs with
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a wide spectrum of activity. At the same time, biotechnological roots obtained by genetic
transformation using Agrobacterium (Rhizobium) rhizogenes may have a higher content of
bioactive compounds. Therefore, determining the conditions for obtaining extracts with high
bioactivity from such roots is an important stage in the development of technologies for using
the transgenic lines. Among the plants that are of interest as a source of biologically active
compounds with a wide spectrum of activity there is spanish needle (beggarticks) Bidens
pilosa L. These are plants of the tropical region, which, however, also grow in temperate la-
titudes. In this work, the effect of ethanol concentration on the flavonoids content in extracts
of Bidens pilosa L. and the bioactivity of such extracts was analysed. Studies conducted using
in vitro cultivated plants and three lines of biotechnological roots revealed a significant
increase in these compounds content in extracts obtained using ethanol at concentrations of
70 % and 96 % — up to 41.86±5.5 mg RE/g dry weight (DW) in non-transformed roots and
60.17±4.6...82.15±5.5 mg RE/g DW in biotechnological roots. The lowest flavonoids con-
tent was in aqueous extracts (34.25±5.0 in the roots of control plants and
24.47±1.6...32.09±2.1 mg RE/g DW in transgenic roots). Extracts with a high content of
flavonoids were also characterized by greater antiradical activity in the reaction with the 2.2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH). In particular, the percentage of inhibition of
DPPH radical in extracts obtained using 70 % ethanol was 2.60, 3.65 and 2.96 times high-
er than those of aqueous extracts from three root lines, respectively. Therefore, to obtain an
extract from plants and biotechnological roots of B. pilosa with a high content of flavonoids
and high antiradical activity, it is advisable to use ethanol at a concentration of 70 %.

Key words: Bidens pilosa L., biotechnological roots, flavonoids, antiradical activity.
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