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Введение. В последнее время всё более актуальной становится проблема разработки достаточно 
объективных, экспрессных и доступных для широкого применения способов оценки влияния 
различных химических соединений на динамику жизнедеятельности разных микроорганизмов; а 
из объектов тестирования всё больший интерес вызывают «эфирные масла» (ЭфМ), получаемые 
из различного растительного сырья.
Материал и методы. В связи с вышесказанным, в этой работе описана методика биотестирова-
ния, предусматривающая периодическую (через каждые 2 ч) регистрацию изменений рН, редокс 
потенциала и электропроводности жидкой питательной среды, инкубируемой в присутствии и в 
отсутствие жизнеспособных тестовых микроорганизмов (ТМ) и тестируемых образцов (ТО). 
Результаты. С помощью представленной методики осуществлён сравнительный анализ антибио-
тической активности в отношении Staphylococcus aureus разных концентраций ЭфМ, полученных 
из 10 видов растительного сырья. 
Заключение. Как стало видно из полученных результатов, с помощью представленной методи-
ки можно существенно более экспрессно, объективно и информативно, чем при использовании 
стандартных визуальных методов микробиологического тестирования, оценивать влияние на 
динамику жизненной активности ТМ-образцов различной продукции. При этом биологическая 
активность ТО в отношении ТМ в большинстве случаев монотонно уменьшалась с увеличением 
времени их взаимодействия. А наиболее активные среди ТО пролонгированные антимикробные 
свойства в отношении ТМ проявили ЭфМ, полученные из листьев Thuja occidentalis, Eucalyptus 
globulus и Cupressus sempervirens.
Ключевые слова: биотестирование микробиологическое; антибиотические свойства; экстракты 
растительные; эфирные масла.
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A biotesting technique is described that provides for periodic (every 2 hours) recording of changes in pH, 
redox potential, and electrical conductivity of a liquid culture medium incubated in the presence and in the 
absence of viable test microorganisms (TM) and test samples (TS). The results of a comparative analysis 
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Введение
В последнее время в фармацевтической, 

косметической, пищевой, кормовой и дру-
гих отраслях народного хозяйства всё бо-
лее актуальной становится проблема раз-
работки достаточно объективных и в то же 
время экспрессных и доступных для широ-
кого применения способов оценки влия-
ния различных химических соединений как 
синтетического, так и природного проис-
хождения на динамику жизнедеятельности 
разных микроорганизмов, которые могут 
входить в состав естественной микрофлоры 
человека, вызывать различные инфекцион-
ные заболевания, токсикозы, аллергические 
реакции, способствовать порче пищевой и 
иной продукции, участвовать в различных 
биотехнологических процессах и т.д.

Однако принятые в настоящее время в 
качестве стандартных при микробиологиче-
ском тестировании процедуры визуальной 
оценки общей выживаемости микроорга-
низмов либо величины зоны задержки роста 
их колоний требуют для своего проведения 
значительных затрат времени, материалов 
и труда квалифицированного персонала, 
давая в результате лишь весьма неполную, 
субъективную и статичную информацию о 
нарушениях жизнедеятельности тестовых 
организмов [1–3].

А из объектов тестирования всё больший 
интерес вызывают эфирные масла (ЭфМ), 
получаемые из растительного сырья разны-

ми физико–химическими способами [4].  
В частности, ЭфМ в настоящее время ши-
роко применяются в фармацевтической, 
косметической, пищевой, кормовой и дру-
гих отраслях промышленности в качестве 
про- либо антимикробных, нормализиру-
ющих (используемых в том числе при лече-
нии различных нервных, сердечно–сосуди-
стых, диабетических, пищеварительных и 
иных заболеваний), консервирующих, ан-
тиоксидантных, ароматизирующих, вкусо-
вых и иных видов добавок [1–8].

В связи с вышесказанным, целью насто-
ящего исследования стала разработка экс-
прессной и объективной инструменталь-
ной методики оценки про- и антибиотиче-
ских свойств, а также микробиологической 
контаминированности различной фарма-
цевтической, косметической, пищевой, 
кормовой и иной продукции; с последую-
щим анализом при помощи разработанной 
методики влияния на динамику жизнедея-
тельности микробиоты человека различных 
ЭфМ.

Материал и методы
В качестве объектов исследования в на-

стоящей работе были взяты ЭфМ, полу-
ченные из следующих видов растительного 
сырья: хвоя ели обыкновенной (Pícea abies) 
(№ 1), хвоя сосны обыкновенной (Pínus 
sylvestris) (№ 2), хвоя пихты сибирской 
(Abies sibirica) (№ 3), хвоя и семена кедра  

using this technique of antibiotic activity against Staphylococcus aureus of different concentrations of «es-
sential oils» obtained from 10 types of plant raw materials are presented. Based on this, we can conclude 
the following. Using the presented methodology, it is possible to assess the effect on the dynamics of the 
vital activity of TM of samples of various pharmaceutical, cosmetic, food, feed and other products, much 
more quickly, objectively and informatively than using standard visual methods of microbiological testing. 
The initial antibiotic activity of TS in most cases was greater than their prolonged antibiotic activity. At the 
same time, the mid-term (in terms of the time of interaction of TS with TM) antibiotic activity of TS was 
usually intermediate in value between their initial and prolonged biological activity.
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cибирского (сосна сибирская кедровая, 
Pínus sibírica) (№ 4) и (№ 5) соответствен-
но, хвоя кедра атласского (Cedrus atlantica) 
(№6), ягоды можжевельника обыкно-
венного (Juniperus communis) (№ 7), ли-
стья кипариса вечнозелёного (Cupressus 
sempervirens) (№ 8), листья туи западной 
(Thuja occidentalis) (№ 9), листья эвкалипта 
шаровидного (Eucalyptus globulus) (№ 10). 

При этом указанные ЭфМ были закупле-
ны у таких крупных российских их произ-
водителей, как Mirrolla (https://mirrolla.ru),  
Botanika (https://botavikos.ru) и Oleos 
(https://oleos-info.ru). Причём при на-
личии у этих компаний ЭфМ, получае-
мых из «одинаковых» видов раститель-
ного сырья (в полной мере одинаковым 
можно считать только сырьё, собранное в 
одном месте и в одно время – а у разных 
компаний эти параметры, естественно, 
были разными), предпочтение отдавалось 
компаниям, стоящим в начале указанного 
списка (т.е. Mirrolla имела преимущество 
перед Botanika, а последняя перед Oleos).

А для анализа влияния разных концен-
траций этих ЭфМ на динамику жизнеде-
ятельности микроорганизмов, исходя из 
результатов уже имевшихся авторских на-
работок по различным способам инстру-
ментального биотестирования [9–15], была 
разработана следующая методика.

Все тесты проводились в 4 повторностях, 
перед началом каждой из которых готови-
лась питательная среда (ПС), представляв-
шая собой стерильный водный раствор с  
рН 7,2 ± 0,2, содержащий 20 г/л белко-
вого гидролизата + 5 г/л глюкозы + 2 г/л 
NaCl. При этом наличие глюкозы ускоря-
ло начальное развитие ТМ, обеспечивая 
большую экспрессность анализа. Затем ука-
занная ПС засевалась Staphylococcus aureus 
ATCC 29213 (которые были выбраны в ка-
честве типичных представителей условно 
патогенной микрофлоры, присутствующей 
в человеческом организме) и инкубирова-
лась при 37 ± 0,1 ○С без перемешивания, 
пока содержание клеток тестовых микроор-
ганизмов (ТМ) в ней не достигало пример-
но 5·106 кл/мл (что удостоверялось нефело-
метрическим способом по бактериальному 
стандарту мутности).

Далее, полученная тестовая среда (ТС, 
отличающаяся от исходной ПС наличием 
в ней значительного количества жизне-
способных ТМ) разливалась по тестовым 

измерительным ёмкостям (ИЕ), в каждую 
из которых предварительно добавлялось 
(по три ИЕ в параллель) количество задан-
ного ЭфМ, необходимое для достижения 
заданной его концентрации в ТС. При этом 
в качестве контроля использовали ТС без 
ЭфМ («контроль-1») и растворы с задан-
ными концентрациями каждого из ЭфМ в 
стерильной ПС («контроль-2»), также по-
мещённые в ИЕ в трёх повторностях. 

Затем как тестовые, так и все контроль-
ные ИЕ инкубировались без перемеши-
вания при 37 ± 0,1 ○С в течение 6 ч. И во 
время этого инкубирования у ТС, содер-
жащихся в каждой из ИЕ, с интервалом  
2 ч осуществлялась регистрация рН, редокс 
потенциала (Е, мВ) и удельной, линей-
ной, низкочастотной электропроводно-
сти (Х, мСм/см). При этом значения рН и 
Е регистрировались с помощью иономера 
«Эксперт-001» (РФ) с комбинированными 
электродами «ЭСК-10601/7» и «ЭРП-105», 
соответственно. Тогда как значения Х реги-
стрировалась с помощью кондуктометра 
«Эксперт-002» с датчиком «УЭП-П-С», ра-
ботающим на частоте 1,6 кГц. 

После чего общие степени активирова-
ния (+) либо ингибирования (–) жизнедея-
тельности ТМ заданными концентрациями 
ТО после k часов их совместного инкубиро-
вания в ТС рассчитывались по формуле: 

εV,k = ( εрH,k + 0,7εЕ,k + 0,7εX,k ) / 2,4           (1)
При этом величины εрН,k, εЕ,k и εX,k опреде-

лялись отдельно по результатам измерений 
значений pH, Е и X у ТС, содержащихся в 
ИЕ, в ходе инкубации этих ИЕ по формуле 

εi,k = 100 
×

 ( ΔYti,k – ΔYci,k ) / ΔYci,k         (2)
Индекс i показывает измерения по 

какому параметру (pH, E или X) учи-
тывались в формуле 2 (например  
εрН,k = 100 

×
 ( ΔYtрН,k – ΔYcрН,k ) / ΔYcрН,k). 

Величины ΔYti,k и ΔYci,k определялись 
как усреднённые по выборке из N об-
разцов с одинаковыми концентрация-
ми ЭфМ, приготовленных одинаковым 
способом из одного вида сырья (в нашем 
случае N = 3 · 4 = 12) изменения значений 
i-параметра ТС (pH, Е или X), произо-
шедшие за k часов от начала инкубиро-
вания этой ТС в присутствии заданной 
концентрации ТО (ΔYt, наблюдаемое в 
тестовых ИЕ) либо в отсутствие ТО (ΔYc, 
наблюдаемое в «контроле-1»). Например  
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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 ч после начала её инкубирования, XС,0 – 
значение X среды в «контроле-1» в начале 
инкубирования, XС,4 – значение X среды в 
«контроле-1» через 4 ч после начала инку-
бирования ) и т.д.

При этом ошибка определения каждой из 
усреднённых величин εрH,k, εЕ,k и εX,k рассчи-
тывалась стандартным образом [16–18], как 
ΔεY = tα,N–1σY, с использованием 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  
ΔεрH,k, ΔεЕ,k и ΔεX,k суммировались для ве-
личины εV,k по стандартной формуле 
Δz(xi) = Σi(Δxiδz/δxi) [16–18], исходя из кото-
рой ΔεV,k = ( ΔεрH,k + 0,7ΔεЕ,k + 0,7ΔεX,k) / 2,4 .

Величина εV,k показывала на сколько % 
ускорялось либо замедлялось преобразо-
вание ТМ катаболитов, присутствующих 
в ТС, в анаболиты после k часов их инку-
бации при заданной температуре в присут-
ствии заданной концентрации заданного 
ЭфМ по сравнению с теми же процессами, 
осуществляемыми теми же ТМ в той же ТС 
в отсутствие ЭфМ. 

Правомерность объединения в εV ве-
личин εрH, εE и εX можно объяснить тем, 
что каждая из этих величин независимо 
нормировалась на контрольные значения 
определяющего её показателя и, таким об-
разом, единообразно (в % по отношению 
к контролю) отражала изменение метабо-
лизма ТМ в присутствии ТО, в то же вре-
мя несколько по-разному характеризуя 
это изменение (поскольку изменение рН, 
E и Х в ТС обусловливали разные метабо-
литические процессы, осуществляемые 
присутствующими там ТМ). В результате 
чего, суммарная величина εV более ин-
формативно и адекватно характеризовала 
изменения метаболической активности 
ТМ, чем каждая из величин εрH, εE и εX по 
отдельности. 

Последнее подтверждается тем, что для ве-
личин εV имела место 90 % достоверная кор-
реляция с величинами εS, определяемыми для 
тех же концентраций тех же ЭфМ по форму-
ле, аналогичной 2, но с применением стан-
дартной методики [1–3] предусматривающей 

подсчёт колоний ТМ, выросших после 24 ч 
их инкубации при 37 °С на плотной ПС (име-
ющей тот же состав, что и использовавшая-
ся нами жидкая ПС, но с добавлением 20 г/л  
микробиологического агар–агара) в присут-
ствии и в отсутствие ТО. Тогда как для ве-
личин εрH, εЕ и εX имела место лишь 70–80 % 
достоверная корреляция с величинами εS. 

Кроме того, с помощью представленной 
здесь методики может быть оценена микро-
биологическая контаминированность (CM) 
ТО. При этом CM может быть рассчитана по 
формулам, аналогичным 1 и 2, но где ΔYt 
будет определяться не для тестовых, а для 
контрольных-1 ИЕ, а ΔYc будет определять-
ся для контрольных-2 ИЕ, содержащих ТЭ 
в стерильной ПС. После чего полученное 
значение CM* следует умножить на калиб-
ровочный коэффициент, определяемый 
предварительно на основании сравнения 
результатов, полученных с помощью опи-
санной выше методики, с результатами, по-
лученными для тех же концентраций тех же 
ТЭ с помощью стандартной методики ми-
кробиологического тестирования. При этом 
CM будет показывать сколько жизнеспособ-
ных микроорганизмов исходно присутство-
вало в ТО (причем, если вместо «общенако-
пительной» ПС, использованной в этой ра-
боте, ТО инкубировать в селективных ПС, 
то указанным выше способом можно опре-
делять контаминированность ТО не только 
общую, но и применительно к отдельным 
видам и штаммам микроорганизмов). 

Результаты и обсуждение
Наиболее интересные данные, получен-

ные описанным выше способом, представ-
лены в табл. 1, исходя из которой можно 
сделать следующие выводы. В соответствии 
со сказанным в предыдущем разделе, про-
лонгированную (долгосрочную) антими-
кробную активность ТО мы оценивали по 
величине εV,6, определяемой через 6 ч ин-
кубации ТС с ТМ в присутствии ЭфМ. При 
этом в порядке убывания εV,6 (характери-
зующего, по нашим оценкам, увеличение 
антибиотической активности ТО) иссле-
дованные нами ЭфМ можно было упоря-
дочить следующим образом, где в скобках 
после номера сырья, использованного для 
приготовления ЭфМ (см. «Материал и ме-
тоды»), указаны соответствующие ему зна-
чения εV,6 (см. таблицу): 
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« №9 (-80) > №10 (-78) > №8 (-76) >> №3 
(-72) > №5 (-70) > №1 (-68) > №6 (-66) > 

№4 (-64) > №2 (-61) > №7 (-58) » (для  
1 об.% ЭфМ); 

« №9 (-55) > №10 (-53) > №8 (-50) > №5 
(-48) > №3 (-46) >>> №1 (-39) > №4 (-37) ≈ 

№6 (-37) > №2 (-36) >>> №7 (-30) » (для 
0,5 об.% ЭфМ);

« №9 (-36) ≈ №10 (-36) > №8 (-35) >> №5 
(-32) > №3 (-31) > №1 (-29) > №4 (-28) >> 

№2 (-25) ≈ №6 (-25) >> №7 (-22) » (для 
0,3 об.% ЭфМ);

« №9 (-23) > №5 (-22) ≈ №8 (-22) ≈ №10 
(-22) > №3 (-20) > №1 (-19) ≈ №4 (-19) > 

№2 (-18) ≈ №6 (-18) > №7 (-16) » (для  
0,1 об.% ЭфМ).

Отсюда видно, что среди исследованных 
ЭфМ наиболее активные пролонгирован-
ные антимикробные свойства в отноше-
нии ТМ (количественно характеризуемые в 
табл.1 величиной εV,6) проявили ЭфМ, по-
лученные из листьев туи западной (№ 9), 
эвкалипта шаровидного (№ 10) и кипариса 

вечнозелёного (№ 8). Начальная (кратко-
срочная) антимикробная активность ЭфМ 
(количественно характеризуемая в таблице 
величиной εV,2, определяемой через 2 ч инку-
бации ТМ в присутствии ТО) в большинстве 
случаев была достоверно больше их пролон-
гированной биологической активности. В то 
время как среднесрочная (количественно ха-
рактеризуемая в табл.1 величиной εV,4 , опре-
деляемой через 4 ч инкубации ТМ в присут-
ствии ТО) антимикробная активность ЭфМ 
(количественно характеризуемая в таблице 
величиной εV,4, определяемой через 4 ч инку-
бации ТМ в присутствии ТО) в большинстве 
случаев была промежуточной по величине 
между εV,2 и εV,6 тех же ЭфМ и лишь иногда 
(как например в случае ЭфМ № 7 в концен-
трациях ниже 0,5 об.%, а также ЭфМ № 2 и 
№ 8 в концентрациях 0,1 об.%) превышала 
как εV,2 , так и εV,6 тех же ЭфМ.

Заключение
Таким образом, мы убедились что с по-

мощью представленной в настоящей работе 
методики биотестирования можно значи-
тельно более экспрессно (в течение несколь-
ких часов, а не суток), объективно (за счёт 
уменьшения роли субъективного человече-
ского фактора при замене в процессе изме-
рений визуальных методов на инструмен-
тальные) и информативно, чем при исполь-
зовании стандартных микробиологических 
методов, оценивать влияние на динамику 
жизненной активности ТМ различных об-
разцов пищевой, кормовой, фармацевтиче-
ской, косметической и иной продукции (в 
том числе включающей различные расти-
тельные экстракты), а также исходную ми-
кробиологическую контаминированность 
ТО (причем, при необходимости, не только 
общую, но и применительно к отдельным 
видам и штаммам микроорганизмов). При 
этом большая информативность представ-
ленной методики достигается за счёт того, 
что, во-первых, инструментальные способы 
измерения чувствительней визуальных (при-
меняемых в стандартных микробиологиче-
ских методах). Во-вторых, представленная 
методика даёт возможность оценивать ди-
намику изменения жизненной активности 
ТМ на множестве произвольно выбираемых 
временных отрезков (в отличие от стандарт-
ных процедур, где измерения производятся 
лишь один раз, в конце периода инкубации 

εV,k (%), определявшиеся через 2, 4 и 6 ч 
инкубирования Staphylococcus aureus  

в присутствии разных количеств  
различных «эфирных масел» 

№ сырья

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Концентрация эфирных масел 1 об.% 

εV,2, % –79 –72 –86 –74 –77 –87 –75 –98 –92 –96

εV,4, % –74 –65 –76 –67 –74 –77 –65 –88 –87 –88

εV,6, % –68 –61 –72 –64 –70 –66 –58 –76 –80 –78

Концентрация эфирных масел 0,5 об.%

εV,2, % –61 –53 –56 –55 –59 –45 –31 –58 –68 –77

εV,4, % –46 –52 –50 –46 –54 –41 –33 –54 –62 –62

εV,6, % –39 –36 –46 –37 –48 –37 –30 –50 –55 –53

Концентрация эфирных масел 0,3 об.%

εV,2, % –39 –31 –41 –33 –39 –39 –24 –43 –45 –51

εV,4, % –35 –28 –37 –30 –36 –30 –26 –40 –40 –40

εV,6, % –29 –25 –31 –28 –32 –25 –22 –35 –36 –36

Концентрация эфирных масел 0,1 об.%

εV,2, % –28 –20 –28 –25 –28 –22 –17 –22 –30 –28

εV,4, % –25 –22 –23 –22 –24 –19 –18 –25 –25 –22

εV,6, % –19 –18 –20 –19 –22 –18 –16 –22 –23 –22

Примечание. Методику определения εV,k, а также соответствие 
№ 1–10 видам сырья, использованного для приготовления 
эфирных масел см. в разделе «Материал и методы». Относи-
тельная ошибка определения εV для всех указанных в таблице 
значений находилась в диапазоне от 10 до 20%. 
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ТО). В-третьих, представленная методика 
предполагает оценку изменения жизненной 
активности ТМ сразу по нескольким незави-
симым показателям (таким как рН, редокс-
потенциал и электропроводность ТС), а не 
только по одному (мутности ТС, числу коло-
ний ТМ или величине зоны задержки их ро-
ста), как в случае применения стандартных 
микробиологических методик. Кроме того, 
представленная здесь методика существенно 
менее материалоёмка и трудоёмка по срав-
нению с аналогичными стандартными ми-
кробиологическими методами, а также даёт 
гораздо больше возможностей для автомати-
зации процесса анализа.

Всё это делает представленную методику 
существенно более доступной для массового 
применения, чем ранее используемые стан-

дартные методы микробиологического те-
стирования образцов различной продукции. 
Последнее же является весьма актуальным 
в свете того, что одним из важных условий 
обеспечения должного уровня безопасности 
и качества жизни людей является не только 
своевременное и качественное тестирова-
ние про- и антибиотических свойств новой 
фармацевтической, косметической, пище-
вой, кормовой и иной продукции, а также 
отдельных ингредиентов и добавок к оной, 
но и постоянный широкий мониторинг про- 
и антибиотических свойств уже допущенной 
к массовому употреблению продукции с це-
лью выявления недоброкачественных, либо 
успевших до окончательной реализации ис-
портиться или претерпеть химическое или 
биологическое заражение её образцов.
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