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МЕТОДИКА ОПТИКО-ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКОГО 
МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО ТЕСТИРОВАНИЯ В 
ПРИМЕНЕНИИ К СРАВНИТЕЛЬНОМУ АНАЛИЗУ 
ПРЕБИОТИЧЕСКИХ И АНТИМИКРОБНЫХ СВОЙСТВ 
РАЗЛИЧНЫХ РАСТИТЕЛЬНЫХ ЭКСТРАКТОВ 

 

Описана методика биотестирования. Представлены результаты сравнительного анализа антимик-
робной активности в отношении Staphylococcus aureus разных концентраций цельных докритиче-
ских экстрактов, полученных с помощью сжиженного СО2 из 10 различных видов растительного 
сырья. Показано, что наиболее активные пролонгированные антимикробные свойства проявили 
экстракты из корней Chelidonium majus и цветков Calendula officinalis при их концентрации в те-
стовой среде больше 3 об.%. А наиболее активные пролонгированные пребиотические свойства 
проявили экстракты из побегов Viscum album и листьев Juglans regia при их концентрации в те-
стовой среде, равной 0.2 об.%. При этом биологическая активность образцов в отношении тесто-
вых микроорганизмов в большинстве случаев монотонно уменьшалась с увеличением времени 
взаимодействия микроорганизмов и образцов. Однако точный характер этих зависимостей может 
быть установлен лишь с помощью тестовых испытаний, которые удобно проводить с помощью 
представленной в этой работе методике, позволяющей более экспрессно, объективно и информа-
тивно, а также существенно менее трудоёмко и материалоёмко, чем при использовании стандарт-
ных микробиологических методов, оценивать влияние на динамику жизненной активности микро-
организмов различных тестируемых образцов. 

Ключевые слова: биотестирование микробиологическое; антимикробные свойства; экстракты растительные. 
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The technique of optical-electrochemical microbiological testing 
as applied to the comparative analysis of the prebiotic and 
antimicrobial properties of various plant extracts  

 

A biotesting technique is described that provides for periodic (every 2 h) recording of changes in the in-
tensity of elastic light scattering, pH and electrical conductivity of a liquid nutrient medium incubated in 
the presence and absence of viable test microorganisms and test samples. The results of a comparative 
analysis using this technique of antibiotic activity against Staphylococcus aureus of different concentra-
tions of whole subcritical extracts obtained using liquefied CO2 from 10 different types of plant raw mate-
rials are presented. Studies have shown that among the samples studied by us, the most active prolonged 
antimicrobial properties were exhibited by extracts from the roots of Chelidonium majus and flowers of 
Calendula officinalis at their concentration in the test medium (CTE) more than 3 vol.%. And the most ac-
tive prolonged prebiotic properties were exhibited by extracts from shoots of Viscum album and leaves of 
Juglans regia at CTE = 0.2 vol.%. In this case, the biological activity of the tested samples with respect to 
test microorganisms in most cases monotonically decreased with an increase in the interaction time of the 
mentioned microorganisms and samples. However, the exact nature of these dependencies in most cases 
can be established only with the help of a significant number of tests. And the latter can be conveniently 
carried out using the methodology presented in this work, which allows a much more rapid, objective and 
informative, as well as much less laborious and material-intensive, than when using standard visual mi-
crobiological methods, to assess the effect on the dynamics of the vital activity of microorganisms of vari-
ous tested samples. 
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 В последнее время в фармацевтической, кос-

метической, пищевой, кормовой и других отраслях 

народного хозяйства всё более актуальной стано-

вится проблема разработки достаточно объектив-

ных и в то же время экспрессных и доступных для 

широкого применения методов количественной 

оценки исходной микробной обсемененности, а 

также пребиотических и антимикробных свойств 
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большого количества образцов как новой, так и 

уже допущенной к применению продукции. Выше-

упомянутые методы являются одной из важных со-

ставляющих системы мониторинга качества и без-

опасности продукции. При их реализации приме-

няются как многоклеточные, так и одноклеточные 

тестовые живые организмы. Причем последние 

используются не только как наиболее дешевая, до-

ступная и статистически достоверная модель жи-

вых организмов в целом, но и как модель полезной 

естественной микробиоты человека, а также при-

родной микробиоты, способной вызывать различ-

ные инфекционные заболевания, токсикозы, аллер-

гические реакции, способствовать порче пищевой 

и иной продукции, участвовать в различных био-

технологических процессах и т.д. 

Однако принятые в настоящее время в качестве 

стандартных при микробиологическом тестирова-

нии процедуры визуальной оценки общей выжива-

емости микроорганизмов либо величины зоны за-

держки роста их колоний требуют для своего про-

ведения значительных затрат времени, материалов 

и труда квалифицированного персонала, давая, в 

результате, лишь весьма неполную, субъективную 

и «статичную» информацию о нарушениях жизне-

деятельности тестовых организмов [Sutherland et 

al., 2009; Das, Anjeza, Mandal, 2012; Al-Zubairi, 

Al-Mamary, Al-Ghasani, 2017]. Таким образом, 

перспективным представляется использование в 

микробиологическом тестировании инструмен-

тальных технологий, среди которых наиболее про-

стыми в исполнении, достоверными и универсаль-

ными являются сейчас различные оптические и 

электрохимические методы. 

Кроме того, в последнее время в фармацевти-

ческой, косметической, пищевой, кормовой и иной 

продукции, производимой и потребляемой челове-

ческим обществом, ощущается всё больший недо-

статок биологически активных веществ (БАВ) 

природного происхождения, способствующих нор-

мальному развитию и функционированию как са-

мого человеческого организма (ослабленного 

стрессами, наличием различных физико-

химических факторов загрязнения окружающей 

среды, недостатком природного освещения и фи-

зической активности, контактами с многочислен-

ной посторонней микробиотой и т.п.), так и сим-

биотически связанной с ним полезной микробио-

ты, либо угнетению жизнедеятельности вредной 

для человека микробиоты. 

Производство концентрированных синтетиче-

ских аналогов БАВ при современном уровне раз-

вития технологий часто является затратным с эко-

номической точки зрения, а также малоэффектив-

ным вследствие сложности достижения нужной 

степени чистоты, стереоспецифичности и других 

параметров, способных обеспечить достаточно вы-

сокую степень биологической активности таких со-

единений. Кроме того, растительные экстракты по 

сравнению с синтетическими средствами, как пра-

вило, обладают существенно меньшими по широте 

спектра и интенсивности действия на человеческий 

и другие живые организмы побочными эффектами. 

В результате этого экстракты из различного 

растительного сырья в настоящее время являются 

одним из наиболее приемлемых и распространен-

ных источников БАВ, используемых в качестве 

функциональных добавок к фармацевтической, 

косметической, пищевой, кормовой и иной про-

дукции. А из различных видов растительных экс-

трактов наиболее широкое распространение в 

настоящее время получили так называемые 

«эфирные масла», промышленно либо лаборатор-

но получаемые из различного растительного сырья 

разными физико-химическими способами (такими, 

как холодный или горячий отжим, дистилляция, 

экстрагирование при нормальном либо повышен-

ном давлении и/или температуре с помощью раз-

личных органических растворителей с последую-

щим удалением этих растворителей при дополни-

тельно повышенной температуре либо под вакуу-

мом и т.п.) [Rodino, Butu, 2019]. Получаемые та-

ким образом «эфирные масла» позволяют достичь 

существенно большей и стабильной во времени 

биологической активности конечного продукта по 

сравнению с водными, спиртовыми и иными рас-

тительными экстрактами, получаемыми без удале-

ния экстрагентов. Вследствие этого «эфирные мас-

ла» в настоящее время наиболее широко среди 

других видов растительных экстрактов применя-

ются в пищевой, фармацевтической, косметиче-

ской и других отраслях промышленности в каче-

стве добавок, обладающих избирательным либо 

малоспецифическим пребиотическим, антимик-

робным и т.п. действием; либо добавок, обладаю-

щих различными видами нормализирующего дей-

ствия (используемого, в том числе, при лечении 

различных нервных, сердечно-сосудистых, диабе-

тических, пищеварительных и иных заболеваний); 

либо консервирующих, антиоксидантных, арома-

тизирующих, вкусовых и иных видов добавок 

[Burt, 2004; Bakkali et al., 2008; Tripathi et al., 

2011; Fatima et al., 2013; Alok et al., 2014; Radice et 

al., 2016; Merghni et al., 2016; Al-Zubairi, Al-

Mamary, Al-Ghasani, 2017; Fani, Kohanteb, 2017; 

Kokina et al., 2018; Rodino, Butu,2019]. Кроме того, 

«эфирные масла» используются в качестве анти-

септиков, экологически безопасных инсектицидов 

и пестицидов, добавок к различным зуботерапев-

тическим, ранозаживляющим и другим медицин-

ским и упаковочным материалам и т.п. [Burt, 2004; 

Atarés, Chiralt, 2016; Yuan, Chen, Li, 2016; Donsì, 

Ferrari, 2016; Pavela, Benelli, 2016; Ribeiro-Santos 

et al., 2017; Ju et al., 2019]. 
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В последнее время, однако, в пищевой, кормо-

вой, фармацевтической и иных отраслях промыш-

ленности всё большее применение вместо «эфир-

ных масел» находят экстракты, получаемые из 

аналогичного растительного сырья, но с использо-

ванием, в качестве экстрагента, сжиженного угле-

кислого газа (СО2РЭ), который затем за счёт изме-

нения давления и температуры конечного продукта 

полностью удаляется из последнего [Routa, Naika, 

Raob, 2008; SahenaaI et al., 2009; Ibadullaeva et al., 

2015; Valle et al., 2016; Lazarotto et al., 2018; 

Vieitez et al., 2018; Coelho et al., 2018]. Так, 

например, ООО «Биоцевтика», (РФ, Московская 

обл., г. Дедовск, https://biozevtika.ru) к настоящему 

времени уже не только разработала, но и внедрила 

в производство с последующей достаточно широ-

кой реализацией целую линейку йогуртов, майоне-

зов, растительных и сливочных масел, пряных 

смесей (сухих, жиро- либо водорастворимых), со-

ков, лимонадов и т.п. с добавками различных 

СО2РЭ (производимых этой же компанией). 

При этом, как правило, такие СО2РЭ, по срав-

нению с «эфирными маслами», характеризуются 

существенно большим разнообразием входящих в 

их состав БАВ. Если экстрагирование проводится 

при давлении и температуре углекислого газа 

(СО2) выше 7.6 МПа и ниже 31°С – то такие экс-

тракты называются «докритическими» (поскольку 

СО2 в них, находясь в докритическом состоянии, 

проявляет свойства «обычной» жидкости). В про-

тивном случае, экстракты, получаемые по описан-

ной выше технологии, называются «сверхкритиче-

скими» (поскольку СО2 в них, находясь в сверх-

критическом состоянии, проявляет свойства как 

жидкости, так и газа). Кроме того, СО2РЭ делятся 

на «селективные» (получаемые при низких давле-

ниях СО2 и имеющие состав, близкий к «эфирным 

маслам») и «цельные» (получаемые при высоких 

давлениях СО2). Причем наиболее богаты различ-

ными БАВ цельные докритические СО2РЭ, имею-

щие в своём составе помимо летучих компонентов, 

обычных для «эфирных масел», также более тяжё-

лые растительные смолы, парафины, пигменты и 

т.п. Они, как правило, обладают более вязкой пас-

тообразной консистенцией, нежели «эфирные мас-

ла», но легко растворяются как эфирами, так и 

растительными маслами (хотя в ряде случаев для 

их растворения требуется небольшое нагревание). 

В связи с вышесказанным, цель настоящего ис-

следования – разработка экспрессной и объектив-

ной инструментальной методики оценки пребиоти-

ческих либо антимикробных свойств различных 

образцов фармацевтической, косметической, пи-

щевой, кормовой и иной продукции, а также от-

дельных ингредиентов и добавок к оной; с после-

дующим сравнительным анализом с помощью 

разработанной методики влияния на динамику 

жизнедеятельности типичных представителей 

микробиоты человека различных растительных 

экстрактов. 

Материалы и методы исследования 

В качестве объекта исследования были взяты 

цельные докритические экстракты, произведенные 

ООО «Казанский завод экстрактов» (РФ, г. Ка-

зань) с помощью сжиженного СО2 при давлении 

7.3 МПа и температуре 20°С из следующих видов 

растительного сырья: корни солодки голой 

(Glycyrrhiza glabra) (№ 1), цветы мальвы лесной 

(Malva sylvestris) (№ 2), цветы календулы лекар-

ственной (ноготки лекарственные, Calendula 

officinalis) (№ 3), трава бессмертника песчаного 

(Helichrysum arenarium) (№ 4), корни чистотела 

большого (Chelidonium majus) (№ 5), листья берё-

зы повислой (Betula pendula) (№ 6), листья грецко-

го ореха (Juglans regia) (№ 7), молодые побеги 

омелы белой (Viscum album) (№ 8), плоды облепи-

хи крушиновидной (Hippophae rhamnoides) (№ 9), 

семена перца чёрного (Píper nígrum) (№ 10). При 

этом данный завод был выбран потому, что он яв-

ляется в настоящее время крупнейшим в России 

производителем СО2РЭ.  

Для анализа влияния различных концентраций 

тестируемых экстрактов (ТЭ) на динамику жизне-

деятельности микроорганизмов, исходя из резуль-

татов уже имевшихся авторских наработок по раз-

личным способам инструментального биотестиро-

вания [Sibirtsev, Garabadzhiu, Ivanov, 1994; 

Sibirtsev, Garabadzhiu, Ivanov, 1995; Sibirtsev, 

Glibin, Ivanov, 2000; Sibirtsev, 2007; Sibirtsev, Gar-

abadzhiu, 2007; Sibirtsev, Kulakov, Stroev, 2016; 

Sibirtsev, Olekhnovich, Samuylova, 2017; Sibirtsev, 

2017; Sibirtsev, Maslova, 2019; Sibirtsev et al., 2019; 

Sibirtsev, Garabadgiu, Shvets, 2019], была разрабо-

тана следующая методика. 

Все тесты проводились в 4-х повторностях, пе-

ред началом каждой из которых готовилась пита-

тельная среда, представлявшая собой стерильный 

водный раствор с рН 7.20.2, содержащий 5 г/л 

глюкозы, 20 г/л белкового гидролизата и 2 г/л 

NaCl.. Затем эта среда засевалась Staphylococcus 

aureus ATCC 29213 (был выбран в качестве ти-

пичного представителя условно патогенной микро-

биоты человека). После этого упомянутая пита-

тельная среда с тестовыми микроорганизмами в 

количестве 200 мл инкубировалась при 37±0.1 ºС в 

стеклянной колбе без перемешивания в течение 

примерно 10 ч., пока содержание жизнеспособных 

микроорганизмов в ней не достигало примерно 

5×106 кл/мл (что удостоверялось нефелометриче-

ским способом по бактериальному стандарту мут-

ности [Смирнова, Дудник, Сивченко, 2014]). 

Далее, полученная тестовая среда разливалась 

по 5 мл в каждую из измерительных емкостей 
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(ИЕ), представляющих собой стандартные стек-

лянные конические пробирки объемом 10 мл. При 

этом в «тестовые» ИЕ предварительно добавлялось 

(по 3 ИЕ в параллель) количество ТЭ, необходи-

мое для достижения заданной его концентрации в 

тестовой среде. Аналогичным образом необходи-

мое количество ТЭ добавлялось также в три «кон-

трольных-2» ИЕ, содержащих стерильную пита-

тельную среду. В то время как три «контрольных-

1» ИЕ содержали тестовую среду с жизнеспособ-

ными микроорганизмами без ТЭ.  

Затем как «тестовые», так и все «контрольные» 

ИЕ инкубировались без перемешивания при 

37±0.1ºС в течение 6 ч.  

При этом у тестовых сред, содержащихся в 

каждой из ИЕ, последовательно, с интервалом 2 ч., 

регистрировались интенсивность упругого свето-

рассеяния в видимой области спектра (Iod), рН и 

удельная, линейная, низкочастотная электропро-

водность (Х, мСм/см). Причем Iod регистрирова-

лась с помощью нефелометра «WGZ-2»; рН реги-

стрировалось с помощью иономера «Эксперт-001» 

с комбинированным электродом «ЭСК-10601/7»; а 

Х – с помощью кондуктометра «Эксперт-002» (РФ) 

с погружным датчиком «УЭП-П-С», работающим 

на частоте 1.6 кГц. При этом измерительные кюве-

та нефелометра, а также электрод и датчик ионо-

мера и кондуктометра перед каждым измерением 

промывались 0.05%-ным водным раствором хлор-

гексидина биклюконата, а затем ополаскивались 

свежеполученной дистиллированной водой.  

После чего общие степени активирования (+) 

либо ингибирования (–) жизнедеятельности тесто-

вых микроорганизмов заданными концентрациями 

ТЭ после k часов их совместного инкубирования в 

жидкой тестовой среде (εV,k, %) рассчитывались по 

формуле  

εV,k = ( εIod,k + 0.7εрH,k + 0.7εX,k ) / 2.4.  (1) 

При этом величины εIod,k , εрН,k и εX,k определя-

лись отдельно по результатам измерений Iod, pH и 

X у тестовых сред в ИЕ в ходе инкубации этих ИЕ 

по формуле  

εi,k = 100 × ( ΔYti,k – ΔYci,k ) / ΔYci,k .  (2) 

Индекс i показывал, измерения по какому па-

раметру (Iod, pH или X) учитывались в формуле 2 

(например εрН,k = 100 × ( ΔYtрН,k – ΔYcрН,k ) / ΔYcрН,k ). 

Величины ΔYti,k и ΔYci,k определялись как усред-

ненные по выборке из M образцов с одинаковыми 

концентрациями экстрактов, приготовленных оди-

наковым способом из одного вида сырья (в нашем 

случае M = 3×4 = 12) изменения значений i-

параметра тестовой среды (Iod, pH или X), про-

изошедшие за k часов от начала инкубирования 

этой среды в присутствии заданной концентрации 

ТЭ (ΔYt, наблюдаемое в тестовых ИЕ), либо в от-

сутствие ТЭ (ΔYc, наблюдаемое в контрольных 

ИЕ, тестовые среды в которых не содержали ТЭ). 

Например ΔYtрН,2 = рНT,2 – рНT,0 , а ΔYсХ,4 = XС,4 – 

XС,0 (где рНT,0 – значение рН среды в «тестовой» 

ИЕ в начале её инкубирования, рНT,2 – значение 

рН среды в «тестовой» ИЕ через 2 ТЭ ч. после 

начала её инкубирования, XС,0 – значение X среды 

в «контрольной-1» ИЕ в начале её инкубирования, 

XС,4 – значение X среды в «контрольной-1» ИЕ че-

рез 4 ч. после начала её инкубирования ) и т.д. 

При этом коэффициенты при εi,k, указанные в 

формуле 1, были рассчитаны методами факторного 

анализа (аналогично тому, как описано в работах 

[Korn, Korn, 1968; Johnson, Jeffi, 1983; Sibirtsev, 

2006]) по значениям, полученным нами для εIod,k , 

εрН,k и εX,kk  в результате применения представлен-

ной здесь методики к оценке антибактериальной 

активности в отношении S. aureus разных концен-

траций таких известных антисептиков и антибио-

тиков широкого спектра действия, как хлоргекси-

дин биглюконат, фурацилин и левомицетин. 

Ошибка определения каждой из усредненных 

величин εIod,,k, εрH,k и εX,k  рассчитывалась стандарт-

ным образом [Korn, Korn, 1968; Johnson, Jeffi, 

1983; Sibirtsev, 2006], как ΔεY = tα,N–1σY, с исполь-

зованием критерия Стьюдента (tα,N–1 для уровня 

достоверности α=0.95 и числа степеней свободы 

N–1), математического ожидания (εY,S = ΣεY,i/N) и 

его дисперсии (σY = [Σ(εY,i–εY,S)2 / (N–1)]1/2). После 

чего полученные значения ΔεIod,,k, ΔεрH,k и ΔεX,k 

суммировались для величины εV,k по стандартной 

формуле Δz(xi) = Σi(Δxiδz/δxi) [Korn, Korn, 1968; 

Johnson, Jeffi, 1983; Sibirtsev, 2006], исходя из ко-

торой ΔεV,k = ( ΔεIod,,k + 0,7ΔεрH,k + 0,7ΔεX,k ) / 2,4 . 

Параметры Iod, pH и X были выбраны для 

оценки общей степени активирования или ингиби-

рования жизнедеятельности тестовых микроорга-

низмов заданными концентрациями ТЭ потому, 

что, во-первых, они наиболее надежно измеряются 

инструментально. И во-вторых, эти параметры до-

статочно чувствительно связаны с изменением ко-

личества и размера клеток микроорганизмов в 

единице объема тестовой среды (в случае Iod, 

вследствие того, что чем больше клеток микроор-

ганизмов присутствует в среде, тем интенсивней 

они рассеивают видимый свет), либо с тем, на 

сколько процентов по отношению к контролю 

ускоряется или замедляется преобразование жиз-

неспособными микроорганизмами, присутствую-

щими в тестовой среде, катаболитов, находящихся 

в той же среде, в анаболиты после k часов их ин-

кубации при заданной температуре в присутствии 

заданной концентрации заданного экстракта по 

сравнению с теми же процессами, осуществляе-

мыми теми же микроорганизмами в той же среде в 

отсутствие ТЭ (в случае pH и X, вследствие того, 

что преобразование микроорганизмами катаболи-

тов, присутствующих в тестовой среде, в анаболи-

ты существенно изменяет кислотность и электро-
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проводность последних).  

Правомерность объединения в один параметр 

εV трёх таких величин, как εIod, εрH и εX, можно 

объяснить тем, что каждая из этих величин неза-

висимо нормировалась на контрольные значения 

определяющего её показателя и, таким образом, 

единообразно (в процентах по отношению к кон-

тролю) отражала изменение метаболизма тестовых 

микроорганизмов в присутствии ТЭ, в то же время 

несколько по-разному характеризуя это изменение 

(поскольку изменение Iod, рН и Х в тестовой среде 

обусловливали разные метаболитические процес-

сы, осуществляемые присутствующими там жизне-

способными микроорганизмами). В результате че-

го суммарная величина εV более информативно и 

адекватно характеризовала изменения метаболиче-

ской активности тестовых микроорганизмов, чем 

каждая из величин εIod, εрH и εX по-отдельности.  

При этом микробная обсемененность (CM) те-

стируемых образцов могла быть рассчитана по 

формулам, аналогичным 1 и 2, но где ΔYt опреде-

лялось не для «тестовых», а для «контрольных-1» 

ИЕ (содержащих те же микроорганизмы в той же 

среде, что и «тестовые» ИЕ, но в отсутствие ТЭ), в 

то время как ΔYc определялось для «контрольных-

2» ИЕ (содержащих ТЭ в стерильной питательной 

среде). После чего полученное значение CM* дом-

ножалось на калибровочный коэффициент, опре-

деляемый предварительно на основании сравнения 

результатов, полученных с помощью описанной 

выше методики, с результатами, полученными для 

тех же концентраций тех же ТЭ с помощью «стан-

дартной» методики микробиологического тестиро-

вания. При этом CM показывало, сколько жизне-

способных микроорганизмов исходно присутство-

вало в тестируемых образцах. Причем, если вместо 

«общенакопительной» питательной среды, исполь-

зованной в этой работе, тестируемые образцы ин-

кубировать в селективных питательных средах, то 

указанным выше способом можно определять 

микробную обсемененность тестируемых образцов 

не только общую, но и применительно к отдель-

ным видам и штаммам микроорганизмов. 

Результаты и их обсуждение 

Наиболее интересные данные, полученные опи-

санным выше способом применительно к объектам 

настоящего исследования, представлены в таблице 

и на рисунке, исходя из которых можно сделать 

следующие выводы. 

Общие степени активирования (+) либо ингибирования (–) жизнедеятельности Staphylococcus 

aureus, определявшиеся по стандартной визуальной (εS, %) и вновь разработанной инструмен-

тальной (εV, %) методикам при разной продолжительности инкубирования S. aureus в присутствии 

разных количеств различных растительных экстрактов 

N СТЕ k 
Номер экстракта 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 

3 24 -32±18 -29±16 -36±21 -34±19 -43±24 -33±20 -36±20 -21±12 -29±18 -29±16 

1.5 24 -11±6 -10±5 -10±7 -11±6 -15±8 -10±7 -12±7 -6±3 -9±5 -10±5 

0.5 24 -6±3 -4±2 -5±3 -5±3 -7±4 -1±1 -5±3 -4±2 -5±2 -6±3 

0.2 24 10±6 18±10 28±15 27±16 24±13 17±9 35±19 36±20 26±14 20±11 

2 

3 

2* -67±9 -59±7 -78±9 -67±8 -77±9 -66±8 -69±9 -48±7 -56±7 -57±7 

4* -58±7 -50±7 -71±9 -60±8 -69±8 -61±8 -57±7 -43±6 -50±7 -48±6 

6** -45±7 -41±6 -55±7 -49±6 -62±9 -53±7 -52±7 -30±4 -46±6 -42±6 

1.5 

2* -21±3 -19±2 -24±3 -21±3 -25±3 -21±3 -22±3 -16±2 -17±2 -19±3 

4* -19±3 -16±2 -22±3 -19±3 -23±3 -20±3 -18±2 -13±2 -15±2 -17±2 

6** -15±2 -14±2 -18±2 -16±2 -21±3 -17±2 -17±2 -9±1 -13±2 -14±2 

0.5 

2* 17±2 14±2 19±3 17±2 20±3 33±4 22±3 23±3 21±3 24±3 

4* -2±0,3 -2±0,3 6±1 4±0,7 12±2 3±0,5 2±0,3 1±0,2 7±1 9±1 

6** -8±1 -6±1 -10±1 -7±1 -11±2 -1±0,2 -7±1 -8±1 -7±1 -8±1 

0.2 

2* 30±4 34±4 58±6 43±5 41±5 31±4 54±6 64±7 35±4 28±4 

4* 21±3 27±4 37±5 39±5 46±6 24±4 45±6 47±6 31±4 21±3 

6** 10±1 18±2 31±4 27±4 24±3 20±3 35±5 36±5 29±4 20±3 

Примечания.  Номера цельных докритических тестированных экстрактов, получаемых с помощью сжиженного 
углекислого газа (СО2ТЭ) соответствуют следующему растительному сырью, из которого их получали: 1 – 
Glycyrrhiza glabra, 2 – Malva sylvestris, 3 – Calendula officinalis, 4 – Helichrysum arenarium, 5 – Chelidonium majus, 6 
– Betula pendula, 7 – Juglans regia, 8 – Viscum album, 9 – Hippophae rhamnoides, 10 – Píper nígrum. Значения N соот-
ветствуют «стандартной» визуальной (1) и вновь разработанной инструментальной (2) методикам расчёта ε. СТE (об. 
%) – концентрация СО2ТЭ в тестовой среде; k (ч.) – продолжительность инкубирования тестовой среды.  Индексы 
«*» и «**» обозначают строки значений εV, с 90 и 95%-ной достоверностью парно, линейно коррелирующих [Korn, 
Korn, 1968; Johnson, Jeffi, 1983; Sibirtsev, 2006] со значениями εS, определявшимися для тех же экстрактов при той 
же СТЕ. 
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Сравнительная биологическая активность тестированных экстрактов (ТЭ; см. таблицу) в отноше-

нии S.aureus при разных концентрациях ТЭ в тестовой среде (а – 3, b – 1.5, c – 0.5%, d – 0.2 об.%). 

По оси ординат отложены значения εV (%), определявшиеся по формуле 1 через 2, 4 и 6 ч. инкубирования 

S.aureus в присутствии и в отсутствие ТЭ. По оси абсцисс отложены номера сырья, из которого получали ТЭ 

(см. примечания к таблице). Относительные ошибки определения величин εV для всех приведенных на 

рисунке их значений находятся в диапазоне от 10 до 20% 

 

С изменением концентраций ТЭ в тестовой 

среде (СТЕ) может меняться в некоторой степени и 

характер их как пребиотической, так и антимик-

робной активности относительно других тестируе-

мых образцов (см. рисунок). Причем особенно от-

четливо это было видно на примере СТЕ < 1.5 

об.%.  

Также разную как пребиотическую, так и анти-

микробную активность имели ТЭ, полученные из 

разных частей разных растений. В частности, это 

отчетливо видно на примере сравнения антимик-

робной активности экстрактов, полученных из 

корней чистотела большого, побегов омелы белой 

и семян перца чёрного, для которых при СТЕ = 3 

об.% εV,6 составили -62±9, -30±4 и -42±5% (см. 

таблицу для экстрактов № 5, 8 и 10), либо на при-

мере сравнения пребиотической активности тех же 

экстрактов и экстракта, полученного из корней со-

лодки голой (см. таблицу для экстракта № 1), для 

которых при СТЕ = 0.2 об.% εV,6 составили 24±3, 

36±5, 20±3 и 10±1%. 

В целом же, среди исследованных нами экс-

трактов наиболее активные пролонгированные 

(долгострочные) антимикробные свойства (количе-

ственно характеризуемые в таблице величиной εV,6, 

определяемой через 6 ч. инкубации тестовых мик-

роорганизмов в присутствии ТЭ) проявили экс-

тракты из корней чистотела большого (№ 5) и цве-

тов календулы лекарственной (№ 3) при СТЕ ≥ 3 

об.%. В то время как наиболее активные пролон-

гированные пребиотические свойства проявили 

экстракты из побегов омелы белой (№ 8) и листьев 

грецкого ореха (№ 7) при СТЕ = 0.2 об.%. 

Начальная (краткосрочная) биологическая ак-

тивность ТЭ (количественно характеризуемая в 

таблице величиной εV,2, определяемой через 2 ч. 

инкубации тестовых микроорганизмов в присут-

ствии ТЭ) в большинстве случаев была достоверно 

больше их пролонгированной активности (см. ри-

сунок и таблицу). Это объяснялось, вероятно, как 

адаптацией тестовых микроорганизмов к присут-

ствию ТЭ, так и уменьшением с течением времени 

активности и общего количества БАВ, содержа-

щихся в ТЭ, приходящегося на один тестовый 

микроорганизм. Причем последнее имело место 

потому, что общее количество микроорганизмов во 

время инкубации содержащей их тестовой среды, 

увеличивалось. Тогда как активность и общее ко-

личество БАВ, содержащихся в ТЭ, в ходе инкуба-

ции содержащей их тестовой среды уменьшались, 
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вследствие биохимической и физико-химической 

денатурации и деструкции упомянутых БАВ.  

Среднесрочная (по времени взаимодействия ТЭ 

с тестовыми микроорганизмами) биологическая 

активность ТЭ (количественно характеризуемая в 

таблице величиной εV,4 , определяемой через 4 ч. 

инкубации тестовых микроорганизмов в присут-

ствии ТЭ) в большинстве случаев была промежу-

точной по величине между величинами εV,2 и εV,6 

тех же ТЭ (см. таблицу и рисунок). 

С уменьшением концентраций ТЭ в тестовой 

среде их антимикробная активность в отношении 

тестовых микроорганизмов монотонно уменьша-

лась, а пребиотическая активность, наоборот, уве-

личивалась. Так например, при СТЕ = 3, 1.5 и 0.2 

об.% величины εV,6 у экстракта из травы бессмерт-

ника песчаного были равны -49±6, -16±2 и 27±4%; 

аналогичные величины у экстракта из корней чи-

стотела большого были равны -62±9, -21±3 и 

24±3% соответственно (см. таблицу для экстрактов 

№ 4 и 5). 

При этом исследовавшиеся действующие кон-

центрации ТЭ в диапазоне от 0.2 до 3 об.% оказа-

лись существенно большими, чем, например, у та-

кого широко используемого синтетического анти-

септика широкого спектра действия, как хлоргек-

сидин биглюконат, который уже при СТЭ = 0.0001 

и 0.001 об.% демонстрировал в отношении 

S.aureus величины εV,6 = -45±5 и -91±3%. Однако 

хлоргексидин биглюконат не предназначен для 

внутреннего применения, а преимущества расти-

тельных экстрактов перед антибиотиками уже бы-

ли рассмотрены нами во введении к этой статье. 

Кроме того, исходя из этих данных, мы видим, что 

методика микробиологического тестирования, 

представленная в этой статье, может быть успешно 

использована для оценки пребиотических и анти-

микробных свойств не только растительных экс-

трактов, но и многих других препаратов и матери-

алов (в том числе искусственно синтезированных). 

Кроме того, в таблице представлены значения 

, полученные с помощью «стандартной» методики 

микробиологического тестирования [Sutherland et 

al., 2009; Das, Anjeza, Mandal, 2012; Al-Zubairi, 

Al-Mamary, Al-Ghasani, 2017; Luzhnova et al., 

2018; Zhuravlev, Voronchikhina, 2018]. Последняя 

предусматривала визуальный подсчет колоний те-

стовых микроорганизмов, выросших после 24 ч. 

инкубации их при 37±0.1°С на плотной питатель-

ной среде (имеющей тот же состав, что и исполь-

зовавшаяся нами жидкая питательная среда, но с 

добавлением 20 г/л микробиологического агар–

агара) в присутствии и в отсутствие заданных ко-

личеств ТЭ с последующим расчетом величины εS 

по формуле 2. При этом высевание проводилось 

для нескольких последовательных разведений те-

стовой среды – каждое в несколько параллельных 

чашек Петри, после чего отбирались те разведе-

ния, при использовании которых на одной чашке 

Петри вырастало не менее 10 и не более 50 коло-

ний тестовых микроорганизмов. И данные по этим 

разведениям соответствующим образом статисти-

чески обрабатывались [Korn, Korn, 1968; Johnson, 

Jeffi, 1983; Sibirtsev, 2006]. 

Из сопоставления значений величин εS и εV, по-

лученных для одинаковых концентраций одних и 

тех же ТЭ, видно, что предлагаемый нами инстру-

ментальный метод микробиологического тестиро-

вания по сравнению  с аналогичным «стандарт-

ным» визуальным методом имеет существенно 

меньшую длительность (требуя для своего прове-

дения от 3 до 7 ч. вместо 26 ч. по «стандартному» 

методу), материалоёмкость и трудоёмкость (т.к. 

для проведения «стандартного» метода необходи-

мо большое количество разведений тестовых сред, 

использование для каждого разведения значитель-

ных объемов плотных питательных сред, визуаль-

ный подсчет колоний микроорганизмов, выросших 

на этих средах и т.д.). Кроме того, для величины 

εS, определяемой «стандартным» визуальным ме-

тодом микробиологического тестирования, харак-

терна существенно большая ошибка измерения, 

чем для величины εV, определяемой предлагаемым 

нами инструментальным биотестовым методом. 

Помимо этого, для каждой концентрации каждого 

из ТЭ предлагаемым нами инструментальным ме-

тодом можно было получить, как минимум, три (а 

при необходимости, и больше) значений V (отра-

жающих временную динамику изменения ) вме-

сто всего лишь одного значения S, получаемого 

«стандартным» визуальным методом. И наконец, 

представленная здесь инструментальная методика 

микробиологического тестирования даёт гораздо 

больше возможностей для автоматизации всего 

процесса анализа по сравнению с аналогичными 

«стандартными» визуальными методами его про-

ведения. 

Заключение 

Таким образом, мы убедились, что с помощью 

представленной в настоящей работе методики 

можно существенно более экспрессно (в течение 

нескольких часов, а не суток), объективно (за счёт 

уменьшения роли субъективного человеческого 

фактора при замене в процессе измерений визу-

альных методов на инструментальные) и информа-

тивно, чем при использовании стандартных мето-

дов, оценивать влияние на динамику жизненной 

активности тестовых микроорганизмов различных 

образцов фармацевтической, косметической, пи-

щевой, кормовой и иной продукции, а также от-

дельных ингредиентов и добавок к оной (включая 

разные растительные экстракты). При этом боль-

шая информативность предлагаемой методики до-
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стигается за счёт того, что, во-первых, инструмен-

тальные способы измерения чувствительней визу-

альных (применяемых в стандартных методах); во-

вторых, предлагаемая методика даёт возможность 

оценивать динамику изменения жизненной актив-

ности микроорганизмов на множестве произвольно 

выбираемых временных отрезков (в отличие от 

стандартных процедур, где измерения производят-

ся лишь один раз, в конце периода инкубации те-

стируемых образцов); и в-третьих, предлагаемая 

методика предполагает оценку изменения жизнен-

ной активности микроорганизмов сразу по не-

скольким независимым показателям (таким, как 

интенсивность упругого светорассеяния, рН и 

электропроводность тестовой среды), а не только 

по одному (мутности тестовой среды, числу коло-

ний микроорганизмов или величине зоны задерж-

ки их роста), как в случае применения стандарт-

ных методик. Кроме того, представленная здесь 

методика существенно менее материалоёмка и 

трудоёмка по сравнению с аналогичными стан-

дартными методами, а также даёт гораздо больше 

возможностей для автоматизации всего процесса 

анализа. 

Всё это делает представленную методику более 

приемлемой для массового применения, чем ранее 

используемые стандартные методы микробиологи-

ческого тестирования образцов различной продук-

ции. Последнее же является весьма актуальным в 

свете того, что одним из важных условий обеспе-

чения должного уровня безопасности и качества 

жизни людей является не только своевременное и 

качественное тестирование пребиотических и ан-

тимикробных свойств новой фармацевтической, 

косметической, пищевой, кормовой и иной про-

дукции, а также отдельных ингредиентов и доба-

вок к оной (ассортимент которых всё увеличивает-

ся, а сроки появления сокращаются); но и постоян-

ный широкий мониторинг пребиотических и анти-

микробных свойств уже допущенной к массовому 

употреблению продукции с целью выявления не-

доброкачественных, либо успевших до оконча-

тельной реализации испортиться или претерпеть 

химическое или биологическое заражение её об-

разцов. 

В отношении же исследованных нами расти-

тельных экстрактов следует отметить следующее. 

Как мы убедились, экстракты, полученные из раз-

ных частей разных растений, имеют разную био-

логическую активность. С изменением концентра-

ций растительных экстрактов может меняться в 

некоторой степени и характер их биологической 

активности относительно других тестируемых об-

разцов. Среди исследованных экстрактов наиболее 

активные пролонгированные (долгострочные) ан-

тимикробные свойства проявили экстракты из 

корней чистотела большого (Chelidonium majus) и 

цветов календулы лекарственной (Calendula 

officinalis) при СТЕ > 3 об.%. А наиболее активные 

пролонгированные пребиотические свойства про-

явили экстракты из побегов омелы белой (Viscum 

album) и листьев грецкого ореха (Juglans regia) 

при СТЕ = 0.2 об.%. 

Начальная биологическая активность ТЭ в 

большинстве случаев была достоверно больше их 

пролонгированной активности. В то время как 

среднесрочная (по времени взаимодействия ТЭ с 

тестовыми микроорганизмами) биологическая ак-

тивность ТЭ, как правило, была промежуточной по 

величине и лишь иногда превышала не только 

пролонгированную, но и начальную биологиче-

скую активность тех же экстрактов. При этом с 

уменьшением концентраций ТЭ в тестовой среде 

их антимикробная активность монотонно умень-

шалась, а пребиотическая активность увеличива-

лась. 

Таким образом, очевидно, что характер биоло-

гической активности фармакологической, пищевой 

и иной продукции, а также отдельных ингредиен-

тов и добавок к оной (таких, например, как расти-

тельные экстракты) в значительной степени опре-

деляется не только составом присутствующих в те-

стируемых образцах биологически активных ве-

ществ, но и их концентрацией, а также временем 

взаимодействия с живыми организмами (такими, 

как сам человек, его микробиота и т.п.). Причем, 

точный характер этих зависимостей в большинстве 

случаев может быть установлен лишь эмпириче-

ски, с помощью значительного числа тестовых ис-

пытаний. А последние удобно проводить, исполь-

зуя представленную в этой работе методику, кото-

рая позволяет существенно более экспрессно, объ-

ективно и информативно, а также менее трудоёмко 

и материалоёмко, чем при использовании стан-

дартных визуальных микробиологических мето-

дов, оценивать влияние на динамику жизненной 

активности микроорганизмов различных тестиру-

емых образцов. 
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