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Введение. Экстракт антоциановой формы кукурузы Zea mays L.

перспективен как принципиально новый красный краситель для

фармацевтической и пищевой промышленности. Преимуществами сырья

антоциановой формы кукурузы служат устойчивость получаемого красителя,

а также то, что, как было установлено, водно-спиртовой экстракты

антоциановой формы кукурузы нетоксичен и не обладает канцерогенной и

мутагенной активностью. Выявлено отсутствие антрагликозидов, дубильных

веществ, кумаринов, кардиотонических гликозоидов и алкалоидов. Известно,

что экстракт антоциановой кукурузы содержит целый комплекс

биологически-активных веществ и обладает выраженным антимикробным

действием в отношении тест-штаммов синегнойной палочки и стафилококка.

Помимо этого, было показано наличие терапевтического

противоопухолевого эффекта данного экстракта в исследованиях на

лабораторных крысах.

Целью настоящей работы было проведение количественной оценки

антимикробной активности экстракта антоциановой кукурузы в отношении

двух тест-штаммов - Escherichia coli и Staphylococcus aureus.

В соответствии с поставленной целью были сформулированы

следующие задачи:

1) Выполнить предварительную качественную оценку характера

действия экстракта на рост испытуемых штаммов;

2) Провести количественную характеристику действия экстракта в

отношении испытуемых штаммов при различных его концентрациях.

Выпускная квалификационная работа состоит из 6 разделов: введения,

обзора литературы, экспериментальной части, заключения, выводов, списка

использованных источников.

Основное содержание. В качестве источника флавоноид-содержащего

растительного сырья в нашей работе использовалась антоциановая форма

кукурузы линии Пурпурная Саратовская (ПС), созданная на основе

американской линии Пурпурный тестер (ПТ) и содержащая доминантные



3

гены маркера «коричневый Саратовский». Линия ПТ является позднеспелой

и, поэтому, недостаточно хорошо адаптирована к климатическим условиям

Саратовской области. Для получения более скороспелой линии исходная

линия ПТ была скрещена со скороспелой линией селекции Отдела генетики

СГУ (ГПЛ-1), а полученный гибрид и его потомство в дальнейшем

самоопылялись. Из него выделены скороспелые формы, родоначальники

линий с генотипом А1 В Pl R, которые получили названия ПС-1, ПС-2 и т.д.

(Пурпурные Саратовские).

Линия кукурузы ПС (Пурпурная Саратовская) характеризуется

высоким содержанием флавоноидов и представляет собой однолетние

травянистые растения темно-бардового цвета, высотой 1,5 – 2 м с

прямостоячим стеблем толщиной до 3 см. Эксперимент, направленный на

предварительную качественную оценку  действия экстракта антоциановой

кукурузы на два используемых в нашей работе тест-штамма

микроорганизмов проводился на суточной культуре бактерий, выращиваемой

в пробирках на МПБ. Учет результатов проводился на основе визуального

сравнения степени помутнения культуральной среды в опытных вариантах

по сравнению с контролем.

В результате проведения данного эксперимента было установлено, что

экстракт с наибольшей концентрацией (от 5 до 20 мг сухого экстракта в 1 мл

объема культуральной среды) оказывает бактерицидное действие на

суточные культуры E. coli и St. aureus Данный вывод делался на основании

того, что, по проведенной визуальной оценке, в опытных пробирках

помутнение культуральной среды практически полностью отсутствовало.

Средние значения количества бактерий в опытных вариантах

составляют 635,  200,  125 и 30 КОЕ при концентрациях экстракта 3, 4, 5 и 6

мг/мл соответственно. Графический метод оценки достоверности различий

между средними значениями количества бактерий показывает, что средний

показатель при концентрации 6 мг/мл достоверно не отличается от такового

при 5 мг/мл.
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Результаты этой серии экспериментов, проведенной в трех

повторностях, частично отражены на приведенных ниже диаграммах. На

рисунке 1 приведены средние значения количества бактерий,

культивировавшихся на МПБ с концентрациями экстракта, равными 3, 4, 5 и

6 мг/мл. В этом варианте эксперимента не приводятся столбцы диаграммы

для концентраций 1 и 2 мг/мл в связи с тем, что при данных концентрациях

экстракта отмечается сплошной рост на поверхности мясопептонного агара.

Сплошной рост отмечается также и в контрольном варианте, направленном

на оценку жизнеспособности штамма.
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Рисунок 1 – Среднее количество бактерий E. coli на средах с различными

концентрациями экстракта антоциановой кукурузы

В контроле стерильности при минимальной концентрации экстракта (1

мг/мл) было отмечено 10 колоний (что соответствует 100 КОЕ/мл), а в

контроле стерильности при максимальной концентрации (6 мг/мл) – 63

колонии (630 КОЕ/мл). Таким образом, из наших данных следует, что

полученный экстракт является нестерильным.

Средние значения количества бактерий в опытных вариантах

составляют 635,  200,  125 и 30 КОЕ при концентрациях экстракта 3, 4, 5 и 6

мг/мл соответственно. Графический метод оценки достоверности различий
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между средними значениями количества бактерий показывает, что средний

показатель при концентрации 6 мг/мл достоверно не отличается от такового

при 5 мг/мл, которое, в свою, очередь схоже с аналогичным показателем при

концентрации экстракта, равном 4 мг/мл. И в то же время, различия между

средними значениями количества бактерий, зарегистрированных в вариантах

с концентрацией 4 и 6 мг/мл, достоверны. Среднее значение при 3 мг/мл

достоверно отличается от средних значений при всех прочих концентрациях.

Таким образом, можно заключить, что в описываемом эксперименте

абсолютного подавления роста бактерий не было зарегистрировано ни в

одном из опытных вариантов. Однако количество колоний в опыте (за

исключением вариантов с концентрациями экстракта 1 и 2 мг/мл) оказалось

значительно меньшим по сравнению с контролем жизнеспособности штамма,

что позволяет говорить о бактериостатическом или частично бактерицидном

эффекте.

Кроме того, в свете полученных нами данных об отсутствии

стерильности экстракта, целесообразно учитывать поправку на привнесение

вместе с экстрактом специфической микрофлоры, вероятно, обладающей

устойчивостью к его антимикробному действию. С учетом этой поправки

антимикробное действие экстракта в концентрациях 3-6 мг/мл в отношении

E. coli может оказаться более эффективным, чем это следует напрямую из

полученных нами количественных данных. С учетом такой поправки эффект

действия экстракта в концентрации 5, 6 (и, возможно, 4) мг/мл можно было

бы охарактеризовать как бактерицидный. Однако подобная корректировка

мало отразится на нашем выводе о неэффективности действия экстракта в

концентрациях 1 и 2 мг/мл.

Аналогичная серия экспериментов была проведена для тест-штамма St.

aureus (рисунок 2). В контроле жизнеспособности для этого штамма также

был отмечен сплошной рост колоний, который был характерен и для

опытного варианта при наименьшей концентрации экстракта (1 мг/мл). В

этой серии экспериментов, в отличие от таковой для E. coli, было отмечено
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бактериостатическое действие экстракта с концентрацией 2 мг/мл. Среднее

значение количества бактерий в этом варианте опыта (25360 КОЕ/мл)

достоверно отличается от прочих средних значений опытных вариантов. При

концентрациях экстракта 3 и 4 мг/мл различия между средними значениями

(они составляют 12250 и 9400 КОЕ/мл соответственно) недостоверны. В

варианте опыта при концентрации 5 мг/мл отмечается, в среднем, 7840

КОЕ/мл. Наименьшее количество колоний (соответствующее 6580 КОЕ/мл)

зарегистрировано при концентрации экстракта 6 мг/мл. Таким образом, и в

этой серии экспериментов полностью бактерицидный эффект не отмечен,

несмотря на значительное подавление роста культуры под действием

исследуемого экстракта.  Варианты контроля стерильности экстракта при его

минимальной и максимальной концентрациях являются общими с

приведенными ранее для E. coli.
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Рисунок 2 – Среднее количество бактерий St. aureus на средах с различными

концентрациями экстракта антоциановой кукурузы

Для того, чтобы получить количественное выражение роста колоний

бактерий во всех вариантах эксперимента и избежать сплошного роста

бактерий, были выполнены специальные эксперименты с E. coli и St. aureus.
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кратное разведение бактериальной взвеси. Результаты подобного

эксперимента для E. coli представлены на рисунке 3.
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Рисунок 3 – Количественная оценка роста E. coli после культивирования на

средах с различными концентрациями экстракта антоциановой кукурузы и

100-кратного разведения бактериальной взвеси

Дополнительное разведение взвеси бактерий в этом случае привело в

возможности подсчета количества колоний в варианте опыта при

концентрации экстракта 2 мг/мл (оно соответствует 741 × 103 КОЕ/мл). В

остальных вариантах опыта количество колоний было существенно меньшим

и было эквивалентно 60 × 103, 21 × 103, 18 × 103, 14 × 103 КОЕ/мл при

концентрациях 3, 4, 5 и 6 мг/мл соответственно. Сплошной рост отмечался в

контроле жизнеспособности штамма, а также в опыте при минимальной

концентрации экстракта (1 мг/мл). Контроли стерильности в данном случае

также свидетельствуют о том, что исследуемый экстракт не является

стерильным: количество бактерий при минимальной концентрации (1 мг/мл)

составляет 120 × 103  КОЕ/мл, а при максимальной (6 мг/мл) – 31 × 103

КОЕ/мл. И, тем не менее, даже при таких высоких значениях количества

колоний в контролях стерильности (в сравнении с большинством показателей
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в опытных вариантах), в опыте, за исключением варианта с минимальной

концентрацией экстракта, отмечается очень существенное антимикробное

действие экстракта на рост E. coli.

Следует отметить, что при 100-кратном разведении взвеси бактерий E.

coli в большинстве опытных вариантов (при концентрациях экстракта 3-6

мг/мл, за исключением варианта опыта при 2 мг/мл) среднее количество

колоний оказывается схожим с серией экспериментов, выполненной без

дополнительного разведения взвеси бактерий перед высевом на чашки

Петри. Данную закономерность, в случае ее подтверждения в последующих

экспериментах, требуется дополнительно изучать для выявления возможных

причин ее проявления.

Результаты эксперимента со стафилококком при 100-кратном

разведении взвеси бактерий перед проведением количественной оценки

роста колоний на поверхности твердой питательной среде показаны на

рисунке 4. Количество бактерий в опыте соответствовало 2565 × 103, 2280 ×

103, 1938 × 103  и 1710 × 103 КОЕ/мл при концентрациях экстракта 3, 4, 5 и 6

мг/мл соответственно. В контроле жизнеспособности штамма и в варианте

опыта при наименьших концентрациях экстракта (1 и 2 мг/мл) наблюдался

сплошной рост колоний St. aureus.

Сравнение с серией экспериментов, проведенной без дополнительного

разведения бактериальной взвеси, показывает, что в данном случае выросло

приблизительно в 2,5 раза больше колоний стафилококка, чем при

культивировании неразведенной взвеси бактерий. Возможно, что причина

этого заключается в том, что эти серии экспериментов проводились

несинхронно, и на конечный результат оказали влияние случайные

неконтролируемые факторы. Для исключения возможной ошибки в

дальнейшем рекомендуется проведение дополнительных повторностей

указанных экспериментов, желательно в синхронной и в несинхронной

комбинации.
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Рисунок 4 – Количественная оценка роста St. aureus после культивирования

на средах с различными концентрациями экстракта антоциановой кукурузы и

100-кратного разведения бактериальной взвеси

С большей интенсивностью роста колоний в рассматриваемом

эксперименте, по-видимому, связано то обстоятельство, что при

концентрации экстракта 2 мг/мл, в отличие аналогичного варианта опыта в

серии экспериментов без дополнительного разведения взвеси бактерий,

наблюдается сплошной рост штамма.

При сравнении серий экспериментов для разных штаммов,

направленных на количественную оценку роста колоний,  в целом, следует

отметить большую интенсивность роста стафилококка по сравнению с

кишечной палочкой (при этом в экспериментах со стафилококком отмечается

в 20-200 раз большее число колоний). Это может быть связано с

относительно большей устойчивостью данного штамма к антимикробному

действию экстракта антоциановой кукурузы.

Несмотря на отмеченное различие в росте двух тест-штаммов, для

обоих объектов характерна общая закономерность в проявлении

количественных характеристик роста при воздействии разных концентраций

экстракта. С увеличением концентрации экстракта отмечается большая
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эффективность его антибактериального действия. При наименьшей из

исследованных нами в количественной работе концентраций экстракта – 1

мг/мл действие экстракта оказывается неэффективным, что хорошо

согласуется с предварительно проведенными экспериментами с качественной

оценкой действия экстракта.

 Концентрация экстракта, равная 2 мг/мл, вероятно является близкой к

пограничному значению, начиная с которого антимикробный эффект

экстракта начинает проявлять себя в той или иной степени в зависимости от

исследуемого штамма и особенностей проведения эксперимента.

При концентрациях от 3 до 6 мг/мл происходит значительное

подавление роста бактерий, этот эффект становится более выраженным с

ростом концентрации экстракта. При этом в экспериментах с E.coli

концентрация экстракта, равная 3 мг/мл оказывается в 2 и более раз менее

эффективной, по сравнению с более высокими его концентрациями. Для St.

aureus зависимость степени выраженности антимикробного действия

экстракта от его концентрации является более сглаженной, что, вероятно,

может быть следствием относительно большей устойчивости данного тест-

штамма к действию экстракта.

Заключение. В результате проведённой работы было установлено, что

экстракт антоциановой кукурузы линии Пурпурная Саратовская в

концентрациях 3-6 мг/мл проявляет значительную антимикробную

активность в отношении двух исследованных тест-штаммов

микроорганизмов (E. coli и St. aureus).  При этом отмечается прямая

зависимость величины антимикробного эффекта от концентрации экстракта,

его действие наиболее эффективно при 6 мг/мл (в исследованном диапазоне

концентраций от 1 до 6 мг/мл). Наименьшая из используемых в нашей работе

концентраций (1 мг/мл) не приводит к подавлению роста выбранных тест-

штаммов.
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Антимикробное действие экстракта антоциановой кукурузы

проявляется в отношении двух исследованных тест-штаммов –

грамотрицательного E. coli и грамположительного St. aureus, что указывает

на перспективность применения экстракта или его отдельных компонентов

для подавления роста микроорганизмов. Полученные данные также говорят о

целесообразности продолжения исследований количественных

закономерностей проявления антимикробного действия экстракта в

отношении использованных в нашей работе и иных тест-штаммов

микроорганизмов.

При проведении дальнейших исследований можно рекомендовать

расширение диапазона концентраций экстракта в сторону больших

концентраций (от 6 мг/мл), более детальное изучение вопроса о

нестерильности экстракта и возможных путей устранения этого

нежелательного свойства, уточнение границ проявления

бактериостатического и бактерицидного эффектов  действия экстракта.

Особый интерес представляет выяснение роли и вклада конкретных

химических компонентов в итоговое антимикробное действие экстракта как

комплекса фенольных соединений (включая антоцианы), флавоноидов и

других биологически активных веществ.

На основании полученных результатов можно сделать следующие

выводы:

1. Экстракт антоциановой кукурузы линии Пурпурная Саратовская

проявляет антибактериальное действие в отношении двух исследованных

тест-штаммов микроорганизмов – Escherichia coli 113-13 и Staphylococcus

аureus 209Р.

2. Антибактериальный эффект экстракта обнаруживается при его

концентрациях не ниже 2-3 мг/мл.

3. Различные концентрации экстракта подавляют рост тест-штаммов в

разной степени – чем выше концентрация экстракта, тем более эффективно

его противомикробное действие.


