
ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2010, № 1 121

использовании. Она может входить в состав пище-
вых добавок, лекарственных препаратов, аромати-
ческих чаев в качестве сладкого агента, может быть 
рекомендована при сахарном диабете, ожирении, 
нарушениях углеводного обмена, кариесе, в каче-
стве противокашлевого и успокоительного сред-
ства.

Существует опыт применения ее в смеси с са-
харом для консервирования пищевых продуктов, 
который показал, что она является ценным консер-
вантом, так как останавливает развитие плесневых 
грибов и бактерий [2]. Однако в научной литерату-
ре указания на антимикробное действие стевии и 
продуктов из нее немногочисленны и противоре-
чивы [4].

В связи с недостаточной разработкой методи-
ческих вопросов определения микробиологиче-
ской активности нестерильных лекарственных 
форм одной из главных задач настоящего иссле-
дования была индикация антимикробного эффек-
та нативного клеточного сока и экстрактов стевии.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Материалом для исследования служили образ-

цы лекарственного растительного сырья (свежие 
листья, порошок из воздушно-сухих листьев) 3 
сортов (Рамонская сластена, Услада, София), вы-

ВВЕДЕНИЕ
Среди растений, продуцирующих сладкие ве-

щества, значи тельный интерес представляет дву-
листник сладкий (Stevia rebaudiana Bertoni), роди-
на которого Южная Америка. Листья стевии в те-
чение столетий использовались жителями мест ных 
племен Гуарана и Гаучо, которые называли его 
Каа-хи («сладкая трава») и добавляли для подсла-
щивания горьких ле карственных средств и чаев [1].

Стевия — многолетнее (у себя на родине и 
однолетнее в наших условиях) травянистое, еже-
годно цветущее растение рода Stevia, который 
включает более 180 видов, относится к семейству 
Астровые Asteraceae, син. Сложноцветные Com-
positae [2].

Cтевия Ребо является перспективным антидиа-
бетическим лекарственным растением. Ее листья 
содержат до 7 % тетрациклического дитерпенового 
гликозида стевиозида, который обладает приторно 
сладким вкусом: в 300 раз слаще сахарозы [3]. Сте-
виолгликозиды нетоксичны, низкокалорийны и 
практически не усваиваются организмом человека.

Данные последних медико-биологических ис-
следований не выявили противопоказаний при ее 
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ращенные в полевых условиях и закрытом грунте 
(рис. 1).

Водный экстракт представлял собой настой 
порошка (1:10), приготовленный в соответствии с 
требованиями XI Государственной фармакопеи 
СССР, 1990 [5]. Спиртовый (этанольный) экстракт 
(1:10) был получен методом дробной мацерации 
(XI Государственная фармакопея СССР, 1990). Во-

дный раствор спиртового экстракта (раствор водо-
растворимых веществ спиртового экстракта — ВРВ 
СЭ) получали путем упаривания спирта при 55 °С, 
а затем разбавления стерильной дистиллированной 
водой в соотношении 1 : 10.

Индикация антимикробного эффекта нативно-
го клеточного сока, водных и спиртовых экстрактов 
из лекарственного сырья стевии проводилась путем 
диффузии в агар на питательной среде для опреде-
ления чувствительности микроорганизмов к анти-
биотикам (среда АГВ), питательном агаре (ПА), 
коринебакагаре (КБА), стафилококкагаре (СТА), 
среде Эндо (СЭ) и агаре Сабуро (АС, среда № 2).

В эксперименте использовалось 10 чистых 
культур микроорганизмов различного таксономи-
ческого происхождения (названия приведены в 
соответствии с Изменениями в таксономии и но-
менклатуре бактерий, 2004): Sarcina fl ava, Pantoea 
agglomerans (Erwinia herbicola), Escherichia coli, 
Bacillus sp., Staphylococcus sp., Myxococcus sp., 
Candida sp., Penicillium sp., Aspergillus terreus, Fu-
sarium solani. Посев в опытах осуществляли пря-
мыми радиальными штрихами и (или) сплошным 
газоном, количество вносимого в чашки Петри 
материала находилось на уровне 102…103 колони-
еобразующих единиц. В лунки диаметром 8 мм 
вносили по 0,05…0,10 мл экстракта (повторность 
одно — … шестикратная). Контроли: I — стериль-
ная вода, II — 95 % этиловый спирт, III — без до-
бавления экстрактов и контрольных жидкостей. 
Культивирование осуществляли при температуре 
29 ± 1 °С и 37 °С. Учет результатов проводили через 
1…7 суток путем определения диаметра зон за-
держки (подавления, угнетения, отсутствия) роста, 
характера роста по штриху.

Угнетение роста по ходу штриха, единичные 
колонии и прерывистый рост культуры по штриху 
свидетельствовали о наличии бактериостатическо-
го эффекта (БС). Наличие зон отсутствия роста 
культуры указывало на наличие бактерицидного 
эффекта (БЦ).

Определение антимикробного действия прово-
дили в сравнении интенсивности роста изучаемых 
культур в присутствии и в отсутствии нестериль-
ных лекарственных форм из стевии. При этом о 
наличии антимикробного эффекта действующих 
веществ в указанных разведениях судили по зоне 
задержки роста микроорганизмов более 10 мм. 
Если зона задержки роста (ЗЗР) превышала 25 мм, 
то микроорганизм считался высокочувствительным 
к изучаемым экстрактивным и нативным веще-
ствам, средней чувствительности, если зона за-
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Рис. 1. Листья изучаемых сортов стевии: а — Рамонская 
сластена; б — Услада; в — София
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держки роста была от 16 до 25 мм и малочувстви-
тельным — от 11 до 15 мм [6].

Частоту проявления антимикробного эффекта 
выражали как отношение суммы случаев его про-
явления к общему числу вариантов опыта с учетом 
повторностей. При этом число вариантов опыта 
рассматривали как произведение изучаемых фак-
торов, влияющих на проявление антимикробного 
эффекта (культура микроорганизма, лекарственная 
форма, питательная среда, сорт).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Предварительные исследования показали, что 

наиболее чувствительными микроорганизмами 
являются: Pantoea agglomerans, Myxococcus sp., 
Staphylococcus sp. Sarcina fl ava, Escherichia coli.

Анализ антимикробной активности веществ, 
использованных в качестве контрольных, показал, 
что они не оказывали действия на испытуемые 
микроорганизмы, в случае чистого этанола эффект 
был выражен очень слабо.

При изучении антибактериального действия 
лекарственных форм листьев стевии выявлено 
следующее. Все лекарственные формы обладали 

антимикробной активностью, при этом ее прояв-
ление зависело от культуры микроорганизма, ле-
карственной формы, сорта стевии и т.д.

Антибактериальное действие в отношении 
грамотрицательных микроорганизмов оказалось 
более выраженным, чем в отношении грамположи-
тельных (рис. 2).

Из грамположительных микроорганизмов наи-
более чувствительными культурами оказались 
Staphylococcus sp. (44,4 % случаев) и Sarcina fl ava 
(38,5 % случаев), а грамотрицательных — Pantoea 
agglomerans (76,9 % случаев), Myxococcus sp. 
(60,0 % случаев) и Escherichia coli (25,9 % случаев). 
При этом отмечен как бактерицидный эффект (в 
отношении Myxococcus sp., Pantoea agglomerans, 
Escherichia coli, Staphylococcus sp.), так и бакте-
риостатический (в отношении Staphylococcus sp., 
Sarcina fl ava, Myxococcus sp., Pantoea agglomerans).

Показано, что из исследуемых лекарственных 
форм наибольшее антибактериальное действие 
оказывал настой (в 40,0 % случаях) и ВРВ этаноль-
ного экстракта (в 40,0 % случаях), при этом клеточ-
ный сок оказывал антибактериальное действие в 
26,7 % случаях (рис. 3).
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Рис. 2. Антимикробный эффект лекарственных форм стевии
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Как известно, на рост и развитие микроорга-
низмов оказывает влияние состав питательной 
среды. На средах, элективных для Staphylococcus 
sp. и Escherichia coli, т.е. стафилококкагаре и среде 
Эндо, эффект отсутствовал для данных микроор-
ганизмов. На стафилококкагаре (табл. 1) наблюдал-
ся бактерицидный эффект для Myxococcus sp. 
(75,0 % случаев) и Sarcina fl ava (25,0 % случаев), а 
бактериостатический для Sarcina flava (50,0 % 
случаев). На среде Эндо наличие бактериостати-
ческого эффекта было выявлено в единичном 
случае для Sarcina fl ava.

На коринебакагаре эффект был выражен для 
следующих культур: бактерицидный для Staphylo-
coccus sp. (50,0 % случаев), бактериостатический 
для Staphylococcus sp. (100,0 % случаев), Sarcina 
fl ava (50,0 % случаев) и Pantoea agglomerans (25,0 % 
случаев).

При использовании питательного агара (табл. 2) 
для индикации антимикробного эффекта в отно-
шении Pantoea agglomerans антибактериальный 
эффект наблюдался в 100,0 % случаев, в отношении 
Myxococcus sp. — в 54,6 % случаев, а Staphylococcus 
sp. — в 26,3 % случаев.

При использовании среды АГВ антибактери-
альный эффект в 100,0 % случаев наблюдался в 
отношении Myxococcus sp. и Pantoea agglomerans, 
в 33,3 % случаев — в отношении Escherichia coli и 
в 33,3 % случаев — в отношении Sarcina fl ava.

Оценка антибактериальной активности экс-
трактов и нативного клеточного сока показала, что 
она выше у сортов Услада и София по сравнению 
с сортом Рамонская сластена.

Антимикотическое действие в большей степе-
ни выражено в отношении Penicillium sp. (90,9 %), 
Fusarium solani (50,0 %), Aspergillus terreus (18,2 %). 
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Рис. 3. Частота проявления антибактериального эффекта в зависимости от лекарственной формы

Таблица 1
Результаты влияния питательной среды 

на проявление антибактериального эффекта этанольного экстракта листьев стевии сорта София

Питательная 
среда Staphylococcus sp. Sarcina sp. Myxococcus sp. Escherichia coli Pantoea 

agglomerans

СТА Рк БС БЦ (ЗЗР 10 мм) Роста нет Роста нет 

 КБА БЦ (ЗЗР 28 мм), БС БС Рк Рк Рк

СЭ Роста нет Роста нет Роста нет Рк Рк

Примечание: Рк — рост, характерный для данной культуры.
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При использовании настоя был выявлен (табл. 3) 
микоцидный (фунгицидный) эффект в отношении 
Fusarium solani (в 50,0 % случаев), Aspergillus ter-
reus (в 50,0 % случаев).

В отношении Penicillium sp. наблюдался мико-
цидный эффект в 50,0 % случаев и микостатиче-
ский — в 50,0 % случаев. При использовании рас-
твора водорастворимых веществ этанольного 
экстракта были отмечены микоцидный эффект в 
отношении Fusarium solani (в 25,0 % случаев) и 
микостатический в отношении Penicillium sp. (в 
100,0 % случаев), а при использовании нативного 
клеточного сока в отношении Fusarium solani на-
блюдался микоцидный эффект (в 33,3 % случаев).

Таким образом, полученные эксперименталь-
ные данные по индикации антимикробного эффек-
та стевии в условиях in vitro свидетельствуют о его 
наличии. Проявление микробиологической актив-

ности клеточного сока, водных и спиртовых экс-
трактов из листьев выражено в различной степени. 
Полученные результаты позволят уточнить ряд 
методических аспектов по контролю качества, 
микробиологической оценке лекарственных форм 
стевии Ребо.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Наиболее чувствительными культурами микро-

организмов к антимикробным веществам стевии 
являются Pantoea agglomerans (син. Erwinia herbi-
cola), Myxococcus sp., Staphylococcus sp., Sarcina 
fl ava, Escherichia coli (в порядке уменьшения анти-
бактериального эффекта) и Fusarium solani, Asper-
gillus terreus, Penicillium sp. (в порядке уменьшения 
антимикотического эффекта).

Для индикации антимикробного эффекта сте-
вии лучшими питательными средами являются: 

Таблица 2
Результаты влияния питательной среды на проявление антибактериального эффекта 

клеточного сока листьев стевии

Сорт Питательная 
среда 

Staphylococ-
cus sp.

Sarcina 
sp. Myxococcus sp. Escherichia 

coli
Pantoea agglom-

erans

Рамонская 
сластена

 ПА Рк Рк Рк Рк БС

АГВ Рк Рк БЦ (ЗЗР 11 мм) Рк БЦ (ЗЗР 10 мм)

Услада
 ПА Рк Рк БС Рк БС

АГВ Рк Рк БЦ 
(ЗЗР 10… 12 мм) Рк БЦ (ЗЗР 12 мм)

София
 ПА Рк Рк Рк Рк БС

АГВ Рк БС БС БЦ (ЗЗР 10 
мм) БЦ (ЗЗР 14 мм)

Таблица 3
Результаты влияния лекарственной формы и сорта стевии на проявление антимикотического эффекта

Сорт Микроорганизм Настой ВРВ Клеточный сок

Рамонская сластена

Candida sp.
Fusarium solani

Aspergillus terreus
Penicillium sp.

Рк
Рк
Рк

Роста нет

Рк
Рк
Рк
БС

Рк
Роста нет

Рк
БС

Услада 

Candida sp.
Fusarium solani

Aspergillus terreus
Penicillium sp.

Рк
Роста нет

Рк
БС

Рк
Рк
Рк
БС

Рк
—
Рк
БС

София

Candida sp.
Fusarium solani

Aspergillus terreus
Penicillium sp.

Рк
Рк

Роста нет
Рк

Рк
Роста нет

Рк
БС

Рк
—
Рк
БС
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питательный агар, коринебакагар, стафилококка-
гар, агар Сабуро. На стафилококкагаре и корине-
бакагаре эффект был выявлен в 75 % случаев (для 
этанольного экстракта), на питательном агаре — в 
36,36 %, на агаре Сабуро — в 35,29 % случаев (для 
всех изучаемых лекарственных форм).

Бактерицидный эффект отмечен при использо-
вании настоя (частота проявления составила 
26,7 %), бактериостатический эффект — при ис-
пользовании следующих лекарственных форм: 
настоя, раствора водорастворимых веществ эта-
нольного экстракта, нативного клеточного сока 
(частота проявления составила 40,0 %, 40,0 %, 
26,7 %, соответственно).

Тенденция влияния сорта прослежена по сте-
пени выраженности антимикробного эффекта 
определенных лекарственных форм. Частота про-
явления антибактериального эффекта варьировала 
в пределах 16,7 % … 66,7 %, антимикотического 
— в пределах 25,0 % … 75,0 % случаев. При этом 
антибактериальная активность экстрактов и на-
тивного клеточного сока выше у сортов Услада и 
София по сравнению с сортом Рамонская сластена.
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