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Введение. Флавоноиды относятся к числу чрезвычайно

распространенных растительных метаболитов. Всесторонним исследованием

флавоноидов, включающим помимо установления структуры раскрытие их

полезных свойств, в частности фармакологической активности, занимаются

ученые крупных научных школ во многих странах мира. Одним из

перспективных источников получения флавоноидов является антоциановая

форма кукурузы линии Пурпурная Саратовская (ПС), полученная на кафедре

генетики Саратовского государственного университета имени Н.Г.

Чернышевского. Данная линия представляет собой ценное растительное

сырье для производства натурального пурпурного красителя, обладающего

целым рядом полезных свойств, включая его антимикробную активность.

Учитывая теоретическую и практическую значимость выявленного

антимикробного действия красителя, представляется актуальным дальнейшее

исследование закономерностей его проявления, поиск и подбор наиболее

удобных форм его извлечения и оптимальных условий его применения, при

которых препарат будет проявлять набольшую эффективность.

Цель работы – исследование характера действия экстракта и сока

антоциановой кукурузы линии Пурпурная Саратовская на тест-штаммы

Escherichia coli 113-13, Bacillus cereus 8035, Staphylococcus аureus 209Р.

Задачи:

1) исследовать характер действия сока антоциановой кукурузы урожая

2014 и 2015 г. на рост микроорганизмов;

2) провести оценку характера действия различных видов экстракта на

рост штамма B. cereus;

3) исследовать закономерности проявления антимикробного действия

экстракта антоциановой кукурузы линии ПС в отношении тест-штамма St.

аureus.
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Структура выпускной квалификационной работы: введение, обзор

литературы, экспериментальная часть, заключение, выводы, список

использованных источников (6 разделов).

Основное содержание работы. Материалом для исследования

послужили различные виды экстракта антоциановой кукурузы линии

Пурпурная Саратовская (ПС), приготовленного с использованием 70° и 96°

этанола в качестве экстрагента, сок антоциановой кукурузы урожая 2014 и

2015 г., а также экстракт зеленой кукурузы сорта Радуга. Для качественной

оценки антимикробной активности в качестве тест-культур использовались

различные по морфологии и строению клеточной стенки бактерии

Escherichia coli 113-13 (грамотрицательные палочки), Bacillus cereus 8035

(грамположительные палочки), Staphylococcus аureus 209Р

(грамположительные кокки), полученные из Государственного научно-

исследовательского института стандартизации и контроля медицинских

биологических препаратов имени Л. А. Тарасевича (г. Москва).

В серии экспериментов по исследованию антимикробных свойств сока

антоциановой кукурузы использовался сок, полученный с помощью

соковыжималки центрифужного типа из предварительно отобранных по

признаку интенсивности пурпурной окраски сердцевины стебля, растений

линии ПС. В эксперименте, проведенном в сентябре 2015 г. использовался

сок, полученный в сентябре 2014 и 2015 г. Дополнительно определялось

содержание сухого вещества в соке урожая 2015 г. после его выпаривания.

Определенная таким способом концентрация сока составила 94 мг сухого

вещества в 1 мл сока.

В таблице 1 представлены результаты определения характера действия

сока антоциановой кукурузы на рост культуры E. coli в объеме жидкой

питательной среды, полученные методом визуального сопоставления

мутности содержимого опытных пробирок с культурой с контрольными.
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Сок урожая 2014 г., хранившийся до проведения экспериментов в

течение 1 года, во всех случаях приводил к усилению роста тест-штамма.

Свежеполученный сок в экспериментах, проведенных в сентябре 2015 г.

проявлял бактерицидное действие при добавлении в культуральную среду в

неразбавленном виде (фактическая концентрация – 45,5 об.%, или 42,8

мг/мл), а также при первом разведении в серии двукратных разведений

(разбавление в 2 раза, в концентрации 22,7 об.%, или 21,3 мг/мл). При всех

последующих разведениях (в 4, 8, 16 раз) содержание сока в культуральной

среде не приводило к каким-либо видимым изменениям, по сравнению с

контролем.

Таблица 1 – Качественная оценка действия сока антоциановой кукурузы

линии ПС на рост E. coli при различных его концентрациях

Концентрация сока

об.% мг/мл
Сок 2014 г. Сок 2015 г.

45,5 42,8 Усиление роста Бактерицидное действие

22,7 21,3 Усиление роста Бактерицидное действие

11,4 10,7 Усиление роста Не оказал действия

5,7 5,4 Усиление роста Не оказал действия

2,8 2,6 Усиление роста Не оказал действия

В серии экспериментов со штаммом St. aureus сок, полученный в

сентябре 2014 г. в экспериментах, выполненных в сентябре 2015 г. также

способствовал усилению роста бактериальной культуры (таблица 2).

Характер действия свежего сока 2015 г. был иным. При этом полное

подавление роста бактерий (бактерицидный эффект) под действием сока

отмечалось только при наибольшей его концентрации – 45,5 об.% (42,8
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мг/мл). При меньших концентрациях сока не наблюдается видимых

изменений в опытных вариантах по сравнению с контролем.

Таблица 2 – Качественная оценка действия сока антоциановой кукурузы

линии ПС на рост St. aureus при различных его концентрациях

Концентрация сока

об.% мг/мл
Сок 2014 г. Сок 2015 г.

45,5 42,8 Усиление роста Бактерицидное действие

22,7 21,3 Усиление роста Не оказал действия

11,4 10,7 Усиление роста Не оказал действия

5,7 5,4 Усиление роста Не оказал действия

2,8 2,6 Усиление роста Не оказал действия

В экспериментах с B. cereus сок 2014 г. в любых концентрациях также

вызывал усиление роста испытуемого штамма (таблица 3).

Таблица 3 – Качественная оценка действия сока антоциановой кукурузы

линии ПС на рост B. cereus при различных его концентрациях

Концентрация сока

об.% мг/мл
Сок 2014 г. Сок 2015 г.

45,5 42,8 Усиление роста Бактерицидное действие

22,7 21,3 Усиление роста Бактериостатическое действие

11,4 10,7 Усиление роста Не оказал действия

5,7 5,4 Усиление роста Не оказал действия

2,8 2,6 Усиление роста Не оказал действия

Сок 2015 г. оказывал бактерицидное действие в наибольшей

концентрации (45,5 об.% , 42,8 мг/мл). Двукратное понижение данной
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концентрации сопровождалось проявлением бактериостатического эффекта в

отношении тест-штамма. Последующее понижение концентрации сока не

сопровождалось изменениями характера роста бактерий в опытных

вариантах по сравнению с контролем.

Результаты качественной оценки характера влияния различных видов

экстракта на рост культуры B. cereus отражены в таблице 4. Как показывает

сравнение свойств различных экстрактов кукурузы, ярко выраженным

антибактериальным действием обладает только антоциановый экстракт,

приготовленный по запатентованной методике с использованием 96°  спирта.

Таблица 4 – Качественная оценка действия различных видов экстракта

антоциановой кукурузы линии ПС и зеленой кукурузы сорта Радуга на рост

B. cereus при различных его концентрациях

Вид экстракта, концентрация экстрагентаКонцентрация
экстракта,
мг/мл антоциановый, 96°

этанол зеленый, 96° этанол антоциановый, 70°
этанол

20 Бактерицидное
действие Усиление роста Не оказал действия

10 Бактерицидное
действие Не оказал действия Не оказал действия

5 Бактерицидное
действие Не оказал действия Не оказал действия

2,5 Бактериостатическое
действие Не оказал действия Не оказал действия

1,25 Не оказал действия Не оказал действия Не оказал действия

Экстракт антоциановой кукурузы проявляет антимикробное действие

при концентрации 2,5 мг/мл и выше (наибольшая из исследованных

концентраций составляет 20 мг/мл). При концентрациях 5, 10 и 20 мг/мл

эффект от воздействия экстракта на исследуемый тест-штамм
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характеризуется как бактерицидный. При концентрации 2,5 мг/мл

проявляется бактериостатический эффект.

Экстракт зеленой кукурузы, приготовленный с использованием 96°

спирта, не проявляет антимикробных свойств в отношении B. cereus.

Наибольшая из использованных нами концентраций экстракта (20 мг/мл)

приводит к усилению роста тест-штамма. Пурпурный экстракт, для

приготовления которого была использована более низкая концентрация

спирта (70°) не приводит к изменению характера роста исследуемой

культуры.

В рамках исследования характера действия экстракта зеленой кукурузы

на рост бактериальной культуры проводился посев 0,1 мл среды из пробирок

на твердую питательную среду с целью оценки интенсивности роста колоний

(таблица 5).

Таблица 5 – Характеристика роста колоний B. cereus при исследовании

характера действия экстракта зеленой кукурузы сорта Радуга

№ пробирки Концентрация
экстракта, мг/мл Результат

1 20,2 Сплошной рост

2 10,1 Сплошной рост

3 5,05 Сплошной рост

4 2,525 Сплошной рост

5 1,2625 Сплошной рост

6 (контроль 1) 0 Сплошной рост

7 (контроль 2) 20,2 Сплошной неравномерный рост в
виде сливающихся колоний

8 (контроль 3) 1,2625 Рост в виде сплошного пятна
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Во всех вариантах опыта и контроле жизнеспособности штамма

(контроль 1) был отмечен сплошной равномерный рост колоний. В контроле

стерильности при максимальной концентрации экстракта (контроль 2, 20,2

мг/мл) наблюдался сплошной неравномерный рост в виде сливающихся

колоний. Контроль стерильности при минимальной концентрации (контроль

3, 1,2625 мг/мл) характеризуется ростом бактерий в виде сплошного пятна. С

учетом полученных данных, можно сделать вывод о том, что исследуемый

экстракт не является стерильным.

При оценке характера роста колоний B. cereus после культивирования

на МПБ, содержащем различные концентрации экстракта, полученного с

применением 70º этанола, взвесь бактерий перед посевом в чашки Петри

разводилась в 100 раз. Несмотря на выполненное разведение бактериальной

взвеси, рост исследуемого штамма во всех вариантах опыта и контроля

характеризовался как сплошной равномерный (таблица 6).

Таблица 6 – Характеристика роста колоний B. cereus при исследовании

характера действия антоцианового экстракта кукурузы, приготовленного с

использованием 70º этанола в качестве экстрагента

№ пробирки Концентрация экстракта,
мг/мл Результат

1 20,2 Сплошной рост

2 10,1 Сплошной рост

3 5,05 Сплошной рост

4 2,525 Сплошной рост

5 1,2625 Сплошной рост

6 (контроль 1) 0 Сплошной рост

7 (контроль 2) 20,2 Сплошной рост

8 (контроль 3) 1,2625 Сплошной рост



9

Следующая серия экспериментов проводилась с использованием

другого тест-штамма – St. aureus. После культивирования данного штамма на

МПБ, содержащем различные концентрации экстракта пурпурной кукурузы,

полученного с применением 96° этанола, проводилась качественная

визуальная оценка характера роста культуры в опытных вариантах по

сравнению с контролем жизнеспособности штамма (таблица 7).

Таблица 7 – Качественная оценка действия экстракта антоциановой

кукурузы линии ПС на рост St. aureus при различных его концентрациях

Концентрация экстракта, мг/мл Результат

20 Бактерицидное действие

10 Бактерицидное действие

5 Бактерицидное действие

2,5 Не оказал действия

1,25 Не оказал действия

Далее в рамках рассматриваемой серии экспериментов проводилась

количественная оценка роста бактерий при их культивировании на

мясопептонном агаре. Перед посевом выполнялось 1000-кратное разведение

бактериальной взвеси. Характеристика роста колоний St. aureus приведена в

таблице 8.

В ходе проведенной оценки была получена количественная

характеристика наблюдаемого антимикробного эффекта при концентрациях

антоцианового экстракта, равных 10 и 20 мг/мл. Количество колоний,

выросшее в варианте опыта при концентрации экстракта 10 мг/мл составило,

в среднем, (1444 ± 143). В пересчете на 0,1 мл бактериальной взвеси,

подвергнутой 1000-кратному разведению перед посадкой на чашки Петри,
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средняя концентрация бактерий в объеме жидкой питательной среды,

содержащей исследуемый экстракт, составляет 1444 × 104 КОЕ/мл.

Таблица 8 – Характеристика роста колоний St. aureus при исследовании

характера действия различных концентраций антоцианового экстракта

кукурузы линии ПС

№ пробирки Концентрация экстракта,
мг/мл Результат

1 20 (148 ± 34) КОЕ

2 10 (1444 ± 143) КОЕ

3 5 Сплошной рост

4 2,5 Сплошной рост

5 1,25 Сплошной рост

6 (контроль 1) 0 Сплошной рост

7 (контроль 2) 20 Сплошной неравномерный рост в
виде сливающихся колоний

8 (контроль 3) 1,25

В двух повторностях – сплошной
неравномерный рост в виде

сливающихся колоний; в одной
повторности – 4 отдельные

колонии

Для варианта опыта с концентрацией экстракта 20 мг/мл получено

среднее значение количества колоний, равное (148 ± 34), которое

соответствует 148 × 104 КОЕ/мл – среднему количеству бактерий в единице

объема жидкой культуральной среды.

При концентрациях экстракта 1,25, 2,5 и 5 мг/мл и в контроле

жизнеспособности штамма (контроль 1) отмечается сплошной рост

стафилококка на поверхности мясопептонного агара, что говорит об

отсутствии выраженного антимикробного эффекта воздействия пурпурного

экстракта при указанных его концентрациях.
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В контроле стерильности при максимальной концентрации экстракта

(20 мг/мл, контроль 7) наблюдается сливной рост – сплошной

неравномерный рост в виде сливающихся колоний. Контроль стерильности

экстракта при его минимальной концентрации (1,25 мг/мл, контроль 8)

характеризуется аналогичным характером роста тест-штамма в двух из трех

повторностей. В третьей повторности отмечался рост 4 изолированных

колоний. На основании полученных результатов следует сделать вывод об

отсутствии стерильности экстракта пурпурной кукурузы, приготовленного по

стандартной методике, с использованием 96° спирта.

Заключение. Установлено антимикробное действие свежего сока,

полученного из стеблей растений антоциановой кукурузы линии Пурпурная

Саратовская, в отношении трех тест-штаммов микроорганизмов (Escherichia

coli 113-13, Bacillus cereus 8035, Staphylococcus аureus 209Р).

Антимикробный эффект проявляется при содержании сока в культуральной

среде от 22,7 об.% (для  штаммов E. coli и B. cereus) и от 45,5 об.%. (для

штамма St. аureus). Сок, хранившийся в течение 1 года, не проявляет

антимикробных свойств и оказывает положительное влияние на рост

микроорганизмов. Экстракт антоциановой кукурузы линии Пурпурная

Саратовская, полученный с применением 96° этанола в качестве экстрагента,

оказывает антимикробное действие в концентрации от 2,5 мг/мл (для штамма

B. cereus) и выше – от 10 мг/мл (для штамма St. аureus). Экстракт

антоциановой кукурузы линии Пурпурная Саратовская, полученный с

использованием 70° этанола в качестве экстрагента, не проявляет

антимикробную активность в отношении тест-штамма B. cereus. Экстракт

зеленой кукурузы сорта Радуга, приготовленный с использованием 96°

этанола, не оказывает антимикробного действия на тест-штамм B. cereus.


