


4.2. Основні завдання Проєкту 
Створення високопродуктивної культури тканин раувольфії зміїної, яка накопичує гіпотензивні і 
протиаритмічні алкалоїди; виділення та очистка, відпрацювання методів аналізу та ідентифікація 
алкалоїдів; розробка технологічного регламенту напрацювання біомаси раувольфії; проведення 
скринінгових досліджень фізіологічної дії виділених алкалоїдів. 
4.3. Детальний зміст Проєкту: 
- Сучасний стан проблеми 
Поширеність та рівень смертності від серцево-судинних захворювань зумовлюють актуальність 
виробництва кардіологічних препаратів природного походження. В ІМБГ НАН України розроблено 
біотехнологічний метод отримання біомаси раувольфії зміїної in vitro та проведено комплексні 
дослідження створеного штаму культури тканин. 
- Новизна проєкту 
Відпрацьована технологія вирощування in vitro високопродуктивної культури тканин раувольфії 
дозволить за короткий проміжок часу на основі екологічно чистої сировини отримувати біомасу 
раувольфії із підвищеним і стабільним сумарним вмістом нових гіпотензивних і протиаритмічних 
алкалоїдів. Аналогів даній технології у світі немає. 
- Методологія дослідження 
Планується розробка продуктивнішої культури тканин раувольфії зміїної зі зміненим спектром 
накопичуваних алкалоїдів і з розширеним спектром біологічної дії. Передбачається відпрацювання 
методів аналізу алкалоїдів аймалінового типу або нових алкалоїдів, їх виділення та очистка, а також 
вивчення гіпотензивної та антиаритмічної дії алкалоїдів на модельних об’єктах. 
  
5. ОТРИМАНІ НАУКОВІ АБО НАУКОВО-ТЕХНІЧНІ РЕЗУЛЬТАТИ в поточному році/ в 
рамках реалізації Проєкту, зокрема: 
5.1. Опис наукових або науково-технічних результатів, отриманих в рамках виконання Проєкту 

Етап: Створення продуктивної лінії культури тканин раувольфії зміїної, яка накопичує 

гіпотензивні і протиаритмічні алкалоїди і відпрацювання методів аналізу алкалоїдів аймалінового типу 

або нових алкалоїдів, їх виділення та очистки. 

Завдання 1. Вивчення впливу різних умов вирощування на продуктивність культури, перш за все різних 

складів продуктивних живильних середовищ.  

Завдання 2. Одержання біомаси раувольфії зміїної з різним вмістом і зміненим спектром накопичуваних 

алкалоїдів.  

Завдання 3. Розробка методів виділення та аналізу суміші алкалоїдів з клітинної біомаси раувольфії 

зміїної. 

Завдання 4. Проведення ідентифікації алкалоїдів аймалінового типу або нових алкалоїдів, їх виділення та 

очистка. 

Проведено дослідження з вирощування культури тканин раувольфії зміїної на різних за 
мінеральним складом та вмістом цукру живильних середовищах, за різних температурних режимів та з 
різною тривалістю культивування до пересадки на свіже живильне середовище та до знімання врожаю за 
вирощування на продуктивних живильних середовищах. Для вирощування калюсних культур 
використовували як відомі і дещо модифіковані нами безгормональні живильні середовища з мінеральним 
складом за Мурасіге-Скугом (середовище МС), так і спеціально розроблені для культури тканин прості за 
складом безгормональні живильні середовища. Ці середовища відрізнялися за мінеральним складом, а 
також за вмістом цукру. Зокрема, варіанти середовища МС містили 3% та 5% цукру, а спеціально 
розроблені нами середовища – 5% цукру (середовище 5С), 6% (середовище 6С), 10% (середовище 10С) та 
15%. Окрім того, використано також спеціально розроблене живильне середовище Рж для вирощування 
калюсної тканини в глибинній культурі. Вирощували тканини за різних температур: 100С, 190С, 250С та 
27-280С. Встановлено, що дослідні клітинні лінії раувольфії зміїної за вирощування в різних умовах 
характеризуються різною продуктивністю за накопиченням як сирої, так і сухої біомаси. Найвищою 
продуктивністю характеризувалася відселектована на середовищі 10С клітинна лінія К27М. Отримана 
продуктивна лінія К27М за вирощування на продуктивному середовищі 10С у темряві за температури 27-
280С і відносній вологості повітря 65-75% впродовж 60-70 днів накопичувала близько 40 г сухої біомаси з 
1л живильного середовища. Як показав біохімічний аналіз, у сухій тканині клітинної лінії К27М міститься 
понад 2% індолінових алкалоїдів та понад 3% суми алкалоїдів. Таким чином, у результаті клітинної 
селекції у різних умовах вирощування на різних за мінеральним та фітогормональним складом живильних 
середовищах з різним вмістом цукру створено продуктивну клітинну лінію культури тканин раувольфії 
зміїної К27М, яка накопичує на 60-70-й день росту понад 40 г сухої біомаси у перерахунку на 1 л 



спеціально розробленого живильного середовища, а її біомаса накопичує понад 2% індолінових алкалоїдів 
та понад 3% суми алкалоїдів. 

За вирощування культури тканин раувольфії зміїної у різних умовах на різних за складом 
живильних середовищах калюсна тканина накопичувала не лише різну кількість сухої біомаси. Вміст і 
спектр накопичуваних гіпотензивних і протиаритмічних алкалоїдів у клітинній біомасі за вирощування в 
різних умовах також відрізнявся. Відмінності проявлялися у накопиченні різної суми індольних алкалоїдів 
(від 0,3% до 3,1%) та у їх складі. Зокрема, за вирощування на середовищі 5С у біомасі накопичувалось 1,8-
1,9% суми алкалоїдів, 0,4-0,5% аймаліну, 0,2-0,3% воміленіну, 0,02-0,04 резерпіну, 0,003% ресцинаміну. 
На всіх інших варіантах вирощування ресцинамін не накопичувався, проте виявлявся серпентин і 
аймаліцин (по 0,05%). На всіх середовищах біомаса накопчувала аймалін, кількість якого була різною – 
від 0,1-0,2% на середовищі МС до 1,8-2,2% на середовищі 10С.  

Таким чином, у результаті проведених дослідів не лише отримано нову висопродуктивну лінію 
культури тканин раувольфії зміїної К27М, а й встановлено, що оптимальними умовами для вирощування 
створеної клітинної лінії є спеціально розроблене живильне середовище з підвищеним до 10% вмістом 
сахарози, вирощування у темряві за температури 27-280С і відносній вологості повітря 65-75% впродовж 
40 днів до пересадки і 60-70 днів до знімання урожаю. Також накопичено 5 партій клітинної біомаси, 
отриманої в різних умовах вирощування і проведено її біохімічне дослідження. Встановлено, що одержані 
партії біомаси раувольфії зміїної характеризуються різним вмістом і дещо зміненим спектром 
накопичуваних алкалоїдів. 

Розроблено ключові стадії виділення, очистки та ідентифікації алкалоїдів з клітинної біомаси 
раувольфії зміїної. Процедуру виділення аймаліну наведено в наступному прикладі. 2 кг сирої свіжої 
біомаси, що містить близько 8% по вазі сухого залишку, подрібнюють за допомогою блендера до стану 
рідкої суспензії. Продовжуючи перемішування, до отриманої маси додають 150 мл 5%-го розчину 
хлороводневої кислоти, а в разі необхідності і більшу кількість, так щоб значення рН наблизилось до 1. 
Нерозчинні залишки культури відфільтровують через грубий фільтр, розчин, що містить хлороводневу 
сіль аймаліну обережно доводять до сильнолужної реакції додаючи спочатку 50 мл 20%-го розчину 
гідроксиду натрію, а потім 100 г сухого карбонату натрію. Мутну суміш перемішують до повного 
розчинення соди і екстрагують суміш алкалоїдів 500 мл етилацетату, додаючи для руйнування емульсії 
100-200 мл ізопропанолу. В разі необхідності суміш фільтрують через тонкий паперовий фільтр. До 90% 
алкалоїдів опиняються в першому екстракті, проте для повноти виділення водний шар додатково 
екстрагують 200 мл етилацетату + 100 мл ізопропанолу. Органічні шари відділяють, суміш 
етилацетат/ізопропанол випаровують і використовують для екстракції повторно. До 30 г отриманого 
глевкого залишку, що містить суміш алкалоїдів і деяку кількість неорганічних солей додають 100 мл 
ізопропанолу, 50 г силікагелю, розчинник випаровують, отримуючи порошок нанесеної на сорбент суміші 
алкалоїдів. Далі суміш попередньо хроматографують на короткій колонці на 100 г силікагелю в системі 
хлористий метилен : метанол 95:5 ÷ 9:1. Аймалін є основним компонентом, що помітний на тонкошаровій 
хроматографічній пластині з флуоресцентним індикатором у світлофільтрі на 254 нм і має вигляд 
розтягнутої інтенсивної темної плями з Rf 0.1÷0.3 в системі метилен : метанол 9:1. Через декілька годин 
пляма аймаліну на сухій пластинці помітно темніє. В ході первинної хроматографічної очистки виділяють 
до 12 г концентрату, з якого повторною хроматографією на довгій колонці на 60 г силікагелю виділяють 
до 2.4 г чистої основи аймаліну у вигляді твердої прозорої склоподібної речовини, яка при тривалому 
зберіганні на повітрі набуває коричневого кольору. Виділяють додатково до 8 г змішаних фракцій 
алкалоїдів, що містять також аймалін.  

Для одержання чистого аймаліну, чисту основу аймаліну додають до наступних розділень. Для 
остаточної очистки, кращого зберігання та розчинення у воді отриману основу аймаліну переводять у 
хлористоводневу сіль. Для цього розчиняють 2.4 г основи у 15 мл ізопропанолу і додають невеликий 
надлишок соляної кислоти. Розчин упарюють, залишок, що кристалізується розтирають з 10 мл ацетону, 
фільтрують і сушать на повітрі, отримуючи 2.6 г гідрохлориду аймаліну у вигляді білого кристалічного 
порошку. Розроблена процедура дозволяє отримати кінцевий продукт з мінімальними енерговитратами, 
оскільки не вимагає висушування сировини для екстракції. Хроматографічне очищення на прямій фазі не 
потребує застосування дорогого сорбента з оберненою фазою, а відпрацьований силікагель може бути 
кількісно регенерований прожарюванням. Системи органічних розчинників для екстракції та 
хроматографії можуть бути використані повторно і дають мінімально шкідливі для навколишнього 
середовища відходи. 

Проведено ідентифікацію алкалоїдів у отриманій клітинній біомасі раувольфії зміїної. Для 
визначення вмісту алкалоїдів сухий матеріал (висушену біомасу) екстрагували метанолом із розрахунку 
маса сировини (г):об’єм метанолу (мл) = 1:10 з додаванням 1 краплі водного розчину аміаку на 
ультразвуковій бані протягом 30 хв чотирикратно, об’єднували метанольні екстракти, упарювали у 
вакуумі та повторно розводили до фіксованого об’єму, який відповідав 1 мл метанолу на 0,1 г вихідної 




