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ВВЕДЕНИЕ

Одним из стратегически важных ресурсов, 
обеспечивающих функционирование таких от-
раслей промышленности, как строительная, 
бумажная, легкая, фармакологическая и т. д., яв-
ляются леса. Красноярский край обладает зна-
чительным запасом лесных насаждений: общая 
площадь земель, покрытых лесом, составляет 
164  млн  га (Государственный доклад…, 2018). 
По объему лесозаготовок и переработки дре-

весины первенствуют хвойные древесные по-
роды: сосна обыкновенная Pinus sylvestris  L., 
лиственница сибирская Larix sibirica  L., пихта 
сибирская Abies sibirica  L. Перед краем, кото-
рый является лидером в лесозаготовительной 
промышленности, остро стоит проблема ути-
лизации древесных отходов, в частности коры. 
Отмечено, что коэффициент использования всей 
биологической древесной массы, имеющейся на 
лесосеках,  ̴ 50  %, а использования коры, объ-
ем которой изменяется от 5 до 20 % стволовой 
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Красноярский край – один из лидеров российской лесной промышленности, и проблема переработки древес-
ных отходов здесь весьма актуальна. В связи с появлением в последнее время микроорганизмов, устойчивых 
к большинству известных антибиотиков, все больший интерес у исследователей вызывают природные объ-
екты, которые могут служить сырьем для приготовления лекарственных средств, в том числе обладающих 
антимикробной активностью. Кора хвойных может служить источником многих биологически активных 
веществ. С фармакологической и терапевтической точек зрения наиболее интересны фенольные соедине-
ния коры. Экстрагирование коры хвойных с использованием моноэтаноламина обеспечивает более высо-
кий выход конечного продукта с повышенным содержанием фенольных веществ. Изучены антимикробные 
свойства экстрактивных веществ (ЭВ) коры сосны обыкновенной Pinus sylvestris L., лиственницы сибирской 
Larix sibirica L., пихты сибирской Abies sibirica L., полученных вышеуказанным способом. В качестве тест-
объектов использовали музейные культуры санитарно-показательных условно-патогенных бактерий: клеб-
сиеллы Klebsiella pneumoniae (Schroeter) Trevisan Т  904, кишечной палочки Escherichia coli Migula ATCC 
39/21141, золотистого стафилококка Staphylococcus aureus Rosenbach АТСС 25922, протея Proteus vulgaris 
Hauser MX 19 и микрококков лютеусов Micrococcus luteus (Schroeter) Cohn emend. Wieser et al. ATCC 9341. 
Установлено, что наибольшим бактериостатическим эффектом обладал сосновый концентрат ЭВ, а наимень-
шим – пихтовый. Из исследуемых тестовых микроорганизмов более чувствительными оказались культуры 
протея, клебсиеллы и золотистого стафилококка. Растворы концентратов ЭВ сосны и лиственницы оказыва-
ли менее активное воздействие на тест-культуры. Антимикробного влияния растворов концентрата пихты 
на тестовые микроорганизмы не выявлено. Полученные данные показывают перспективность дальнейших 
исследований в направлении по разработке антибиотических/обеззараживающих препаратов на основе экс-
трактов коры хвойных.
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микробные свойства.
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части дерева, не превышает 5 %. При этом наи-
более актуален вопрос утилизации сосновой и 
пихтовой коры, поскольку она не является сырь­
ем для производства дубильных экстрактов в 
отличие от лиственничной (Продукты…, 2010). 

В последнее время наблюдается рост числа 
штаммов микроорганизмов, устойчивых к боль-
шинству известных антибиотиков, что затруд-
няет лечение многих заболеваний (Duijn et al., 
2011). Варианты решения данной проблемы  – 
создание новых или модификация уже имею-
щихся лечебных препаратов. В народной меди-
цине растительные материалы, богатые поли-
фенольными соединениями, используются для 
лечения бактериальных заболеваний в течение 
многих столетий. Некоторые из них способ-
ны снижать вирулентные свойства патогенных 
штаммов или повышать защитные силы орга-
низма (Cushnie and Lamb, 2011). Таким образом, 
важен поиск природных продуктов с необходи-
мыми свойствами. 

Кора хвойных содержит комплекс веществ, 
обладающих высокой биологической актив­
ностью и представляющих все классы органи-
ческих соединений (экстрактивные вещества), 
встречаемых в растениях. С фармакологической 
и терапевтической точек зрения наиболее ин-
тересны фенольные соединения коры (Gould, 
Lister, 2006; Ferrazzano et al., 2011; Oyedemi and 
Afolayan, 2011; Тараховский и др., 2013). 

Сотрудниками лаборатории физико-хими-
ческой биологии древесных растений Институ-
та леса им. В. Н. Сукачева СО РАН предложен 
новый способ экстрагирования коры хвойных 
пород, заключающийся в использовании ами-
носпиртов (в частности, моноэтаноламина) при 
экстракции и обеспечивающий существенно бо-
лее высокий выход целевого продукта с повы-
шенной долей соединений фенольной природы 
по сравнению с известными ранее (Лоскутов и 
др., 1997; Пермякова и др., 2008). 

Цель данной работы – изучение антимикроб-
ной активности полученных экстрактов к ус-
ловно-патогенным бактериям и определение их 
компонентного состава. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследовали продукты экстракции коры ли-
ственницы сибирской, сосны обыкновенной и 
пихты сибирской.

Воздушно-сухие образцы измельченной коры 
фракции 0.5–1 мм подвергали экстрагированию 
системой экстрагентов вода  – моноэтаноламин 

(МЭА). Концентрация МЭА в воде составляла 
2.5 %, температура – 80 °С, продолжительность 
экстрагирования  – 6  ч, жидкостный модуль  – 
1:10. За методическую основу принята традици-
онно используемая в химии древесины техника 
экстракционного эксперимента, опубликован-
ная ранее (Лоскутов и др., 1997), включающая 
соответствующее оборудование и приборы.

Массовая доля экстрактивных веществ (ЭВ) 
в коре лиственницы, сосны и пихты составила 
37.6, 35.3, 32.1 % (к массе абс. сух. сырья) со-
ответственно. Экстракты концентрировали в 
ротационном испарителе при 40 °С в 10 раз. Из 
полученных концентратов готовили 1-  и 5%-й 
растворы для дальнейших исследований.

Полученные экстракты проанализировали 
методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии (ВЭЖХ) на базе Красноярского ре-
гионального центра коллективного пользования 
ФИЦ КНЦ СО РАН. Измерения проводили с по-
мощью хроматографа Agilent HPLC 1200 Series. 

Анализ экстрактов сосны, лиственницы и 
пихты проводили с добавками моноэтанолами-
на (1,  2.5 или 5 %) на содержание следующих 
веществ: кверцетина, дегидрокверцетина, бен-
зойной, салициловой, коричной кислот, фенолов 
(фенола, гваякола, м-, п- и о-крезолов, 2.6-кси-
ленола).

Определение антимикробных свойств кон-
центратов экстрактивных веществ коры сосны, 
лиственницы и пихты, а также их растворов осу-
ществляли дискодиффузионным методом, кото-
рый основан на диффузии антибактериального 
вещества из носителя в плотную питательную 
среду и подавлении роста исследуемой культу-
ры, посеянной на поверхности питательной сре-
ды (МУК…, 2004). Эффективность воздействия 
оценивали по диаметру зоны подавления роста 
микроорганизмов.

В качестве тест-объектов использовали 
музейные культуры санитарно-показатель-
ных условно-патогенных бактерий: клебсиел-
лы Klebsiella pneumoniae (Schroeter) Trevisan 
Т 904, кишечной палочки Escherichia coli Migula 
ATCC  39/21141, золотистого стафилококка 
Staphylococcus aureus Rosenbach АТСС  25922, 
протея Proteus vulgaris Hauser MX 19 и микро-
кокка лютеусов Micrococcus luteus (Schroeter) 
Cohn emend. Wieser et al. ATCC 9341, получен-
ные из Всероссийской коллекции микроорга-
низмов ГИСК им. Л. А. Тарасевича. 

Культуры, выращенные на скошенном мя-
сопептонном агаре (МПА), использовали для 
приготовления суспензий живых бактериаль-
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ных клеток в стерильной воде (титр суспен-
зий – 1–2 × 108 КОЕ/мл). Суспензиями засевали 
поверхность МПА в стандартных чашках Петри 
(диаметр 90 мм). В каждую чашку вносили по 
100 мкл бактериальной суспензии, распределяя 
ее по поверхности среды стерильным шпателем. 
После засева на поверхность МПА помеща-
ли стерильные диски фильтровальной бумаги 
(диаметр 20 мм), на которые наносили, исполь-
зуя одноразовые шприцы и стерильные пипетки, 
концентраты (по 100 мкл/диск) и растворы хвой-
ных экстрактов (по 200 мкл/диск). В контроле на 
бумажные диски наносили стерильную воду в 
количестве 200 мкл. В каждую чашку помещали 
по 2 диска.

Засеянные чашки с дисками инкубировали 
в темноте при температуре 35 °С. Учеты прово-
дили на 3-и и 10-е сут, отмечая зоны отсутствия 
роста бактерий вокруг дисков и измеряя шири-
ну зон. Все варианты эксперимента имели по 
9 повторностей. 

Для проверки контаминации хвойных экс-
трактов посторонними микроорганизмами вы-
полнен рассев концентратов и их растворов на 
среду МПА. В каждую чашку Петри вносили 
по 100  мкл испытуемого раствора и растирали 
стерильным шпателем. Чашки инкубировали в 
течение 7 сут при 27 °С, учитывая колонии бак-
терий и грибов, развившиеся на среде. Для каж-
дого концентрата и раствора посев выполнен в 
трех повторностях.

Статистическая обработка данных выполнена 
в программах Microsoft Excel 2007 и Statistica 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследования показали, что все изучаемые 
концентраты хвойных оказывали бактериоста-
тическое действие на рост тестовых микробов 
(рис.  1). Интенсивность воздействия (ширина 
зоны ингибирования роста вокруг бумажных 
фильтров) варьировала в зависимости от кон-
центрата и вида тест-культур. Так, сосновый и 
пихтовый концентраты наибольший бактерио-
статический эффект проявили по отношению 
к золотистому стафилококку. Зоны отсутствия 
роста составили 11.45 и 9.47 мм соответствен-
но. Из тестовых объектов к концентрату коры 
лиственницы наиболее чувствительным ока-
зался микрококк лютеус (зона ингибирования 
4.17 мм) (см. таблицу). 

Наименее подверженной действию исследу-
емых ЭВ оказалась кишечная палочка, зона ин-
гибирования не превышала 3.61 мм.

Менее активное воздействие на тест-
культуры оказывали растворы концентратов 
коры сосны и лиственницы. При этом растворы 
соснового концентрата демонстрировали более 
широкий спектр действия, ингибируя рост поч-
ти всех тестовых объектов, кроме микрококка 
лютеуса. Бактериостатическое воздействие на 
тестовые микроорганизмы растворов ЭВ пихты 
не выявлено. Следует отметить, что по суммар-
ным показателям наиболее устойчивым микро-
организмом в нашем эксперименте оказался 
микрококк лютеус, а наименее устойчивыми – 
протей и клебсиелла. 

Изучение антимикробных свойств экстрактивных веществ хвойных

Рис. 1. Зоны ингибирования бактериального роста вокруг бумажных дисков, пропитанных хвойными экс-
трактами. А: слева – контроль (отсутствие зоны ингибирования), справа –лиственничный концентрат (име-
ется зона отсутствия роста), тест-культура протея; Б – пихтовый концентрат, тест-культура клебсиеллы 
(имеются зоны отсутствия роста).
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Учеты на 3-и и 13-е сут инкубирования поз
волили оценить длительность бактериостати-
ческого воздействия концентратов и их раство-
ров. В большинстве случаев средние показатели 
ширины зоны ингибирования тест-культур на 
3-и и 10-е сут эксперимента не отличались. От-
мечено достоверное уменьшение ширины зоны 
ингибирования на 13-е  сут в вариантах клеб-
сиелла и кишечная палочка на концентрате ЭВ 
коры сосны (см. таблицу). Возможно, это связа-
но с постепенным разрушением антимикробных 
компонентов, содержащихся в экстрактах, либо 
бактерии начали адаптироваться к негативному 
воздействию экстрактивных веществ.

Особо следует отметить, что для культу-
ры протея наблюдали достоверное увеличение 
зоны ингибирования роста вокруг фильтров с 
концентратом коры лиственницы, что указывало 
на пролонгированное действие этого препарата.

Поскольку в феврале 2017 г. Всемирная ор-
ганизация здравоохранения (ВОЗ) причислила 
бактерии золотистого стафилококка и клебси-
еллы spp. к наиболее опасным в связи с их ре-
зистентностью к существующим антибактери-
альным препаратам, полученные нами данные 
представляют определенный интерес (WHO…, 
2017).

Проверка экстрактов и их растворов на из-
начальную обсемененность микроорганизмами, 
способными развиваться на среде МПА, показа-
ла низкое содержание микробов-контаминантов 
(в основном неспоровых бактерий). Числен-
ность микроорганизмов находилась в пределах 
10–30  КОЕ/мл. Данный результат свидетель-
ствует о довольно высоких антимикробных 
свойствах экстрактов, поскольку они были при-
готовлены без учета дополнительных условий 
асептики, выполняемых в фармакологическом 
производстве. Также это служит свидетель-
ством, что зоны отсутствия роста в эксперименте 
обусловлены бактериостатическими свойствами 
концентратов/растворов, а не антагонистически-
ми взаимоотношениями между контаминантами 
и тест-объектами.

Чтобы выяснить, чем обусловлены антими-
кробные свойства продуктов экстракции, необ-
ходимо знание их компонентного состава. Ранее 
был определен групповой состав полученных 
экстрактов путем последовательной обработки 
(исчерпывающих извлечений) гексаном, этано-
лом, диэтиловым эфиром, этилацетатом, ацето-
ном и водой (Пермякова и др., 2008). Наиболее 
существенным оказался вклад следующих групп 
соединений: ацетоно- и водорастворимых – от 

Чувствительность (зона отсутствия роста, мм) условно-патогенных тестовых микроорганизмов 
к экстрактам хвойных*

Вариант

Кишечная 
палочка

Микрококк 
лютеус

Золотистый 
стафилококк Протей Клебсиелла

3 13 3 13 3 13 3 13 3 13
сут 

Концентрат 
сосны (КС)

3.61 ±
± 1.19

3.89 ±
± 1.31

3.86 ±
± 0.34

4.3 ±
± 1.23

11.45 ±
± 1.55

9.66 ±
± 0.42

8.53 ±
± 0.57

10.15 ±
± 0.71

9.42 ±
± 0.18

8.01 ±
± 0.38

КС 5 % 2.83 ±
± 0.24

0.57 ±
± 0.35

0 0 3.32 ±
± 0.98

2.55 ±
± 1.06

5.85 ±
± 0.91

5.94 ±
± 0.75

6.67 ±
± 0.82

3.31 ±
± 1.33

КС 1 % 0.61 ±
± 0.41

0 0 0 0 0 4.17 ±
± 0.62

3.56 ±
± 0.95

4.34 ±
± 1.13

0.88 ±
± 0.79

Концентрат 
пихты (КП)

1.56 ±
± 0.68

2.84 ±
± 0.36

2.11 ±
± 0.48

1.17 ±
± 0.42

9.47 ±
± 0.74

7.66 ±
± 1.27

4.85 ±
± 0.3

5.07 ±
± 0.16

5.19 ±
± 0.51

5.13 ±
± 0.29

КП 5 % 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
КП 1 % 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Концентрат 
лиственницы (КЛ)

3.35 ±
± 1.02

1.39 ±
± 0.85

4.17 ±
± 1.24

1.56 ±
± 0.96

5.36 ±
± 0.43

3.94 ±
± 0.52

6.02 ±
± 0.65

8.44 ±
± 0.14

5.26 ±
± 0.35

5.33 ±
± 0.41

КЛ 5 % 0 0 0 0 0 0 3.99 ±
± 1.01

2.46 ±
± 0.5

3.3 ±
± 1.0

1.93 ±
± 0.9

КЛ 1 % 0 0 0 0 0 0 1.53 ±
± 0.91

1.14 ±
±1.06

1.24 ±
±0.71

0

Примечание. * Курсивом выделено достоверное уменьшение зоны ингибирования роста по критерию Манна–Уитни при 
P ≤ 0.05, жирным шрифтом – достоверное увеличение зоны ингибирования роста.

В. А. Сенашова, Г. В. Пермякова, И. Д. Гродницкая, Н. В. Пашенова, С. Р. Лоскутов



СИБИРСКИЙ ЛЕСНОЙ ЖУРНАЛ. № 3. 2019	 75

27 до 39 и от 31 до 38 % соответственно, а также 
полиозов – от 15 до 17 % (рис. 2).

Вещества, растворимые в воде, можно под-
разделить на высоко- (полисахариды, пектино-
вые вещества, камеди, белки и др.) и низкомо-
лекулярные (танины, красители, циклические 
спирты, моносахариды, гликозиды, водораство-
римые соли и др.) соединения (Химия…, 2010). 
Ацетон обладает избирательным действием по 
отношению к конденсированным фенольным 
соединениям, полиглюкозидам флавоноидов и 
олигомерным лейкоантоцианам (Долгодворо
ва и др., 1973). Все эти фракции богаты фе-
нольными соединениями. Существует несколь-
ко гипотез, объясняющих антибактериальное 
действие полифенольных соединений. Предпо-
лагается, что катехины способны повреждать 
плазматическую мембрану бактерий вследствие 
инициации продуцирования перекиси водо-
рода клетками хозяина (Arakawa et al., 2004; 
Tamura et al., 2011). Еще одной причиной бак-
териостатического действия полифенолов мо-
жет быть способность этих агентов иницииро-
вать агрегацию клеток и повреждение мембран 
(Ikigai et al., 1993). Имеются свидетельства того, 
что антибактериальная активность флавонои-
дов связана с повреждением плазматической 
мембраны бактерий, в результате чего проис

ходит выход калия из цитоплазмы (Cushnie and 
Lamb, 2005).

Результаты анализа группового состава экс-
трактов коры не дают полного понимания при-
чин различия их антимикробной активности. 
Вполне вероятно, что бактериостатическими 
свойствами обладают лишь отдельные соедине-
ния, входящие в ту или иную фракцию, поэтому 
следующим шагом наших исследований было 
определение качественного состава продуктов 
экстракции методом ВЭЖХ. Однако данный 
этап работы вызвал некоторые затруднения. Не-
смотря на большое количество пиков на полу-
ченных хроматограммах, идентифицировать их 
не удалось.

На всех хроматограммах наблюдаются два 
широких пика разной интенсивности в районе 
15–25 и 25–30 мин. По-видимому, эти широкие 
пики отвечают группе соединений полифеноль-
ной природы. В общем случае с увеличением со-
держания МЭА интенсивность одного из пиков 
увеличивается. Стоит отметить, что даже при 
наличии стандартов определение фенольных 
соединений может быть затруднено вследствие 
большого количества пиков и слабой раздели-
тельной способности системы для таких слож-
ных проб, а также возможного мешающего вли-
яния широких пиков. 

Рис. 2. Групповой состав экстрактов коры пихты, сосны и лиственницы, установленный 
путем последовательных извлечений из исходных экстрактов веществ, растворимых в 
гексане  (1), диэтиловом эфире  (2), этилацетате  (3), ацетоне  (4) и воде  (5); 6  – нерас-
творимый остаток; 7  – полиозы, осаждаемые этанолом. Экстрагент вода-МЭА (5  %). 
М, % – массовая доля экстрактивных веществ (приведено по: Пермякова и др., 2008).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты проведенных исследований по-
казали, что продукты экстракции коры сосны 
обыкновенной, лиственницы сибирской и пих-
ты сибирской, полученные с использованием 
моноэтаноламина, обладают антимикробными 
свойствами и в ряде случаев пролонгированным 
действием. При этом наибольший бактериоста-
тический эффект проявил экстракт из коры со-
сны, а наименьший – из коры пихты. Отмечено, 
что разбавление концентратов снижает содержа-
ние антибактериального компонента и приводит 
к более быстрому его «исчерпанию». Раство-
ры ЭВ сосны демонстрировали более широкий 
спектр действия, подавляя рост почти всех те-
стовых объектов, кроме микрококкуса лютеуса.

Из исследуемых тестовых микроорганизмов 
более чувствительными оказались культуры 
протея, клебсиеллы и золотистого стафилокок-
ка: зоны ингибирования варьировали от 4 до 
12  мм. Незначительное бактериостатическое 
воздействие концентратов (зоны отсутствия ро-
ста не превышали 4 мм) отмечено для культур 
кишечной палочки и микрококкуса лютеуса.

Полагаем, что антимикробные свойства 
экстрактов обеспечиваются фенольными со-
единениями. Однако для определения компо-
нентного состава необходимы дополнительные 
исследования по совершенствованию методиче-
ских подходов с учетом особенностей сложно-
компонентных проб.

Полученные данные указывают на перспек-
тивность исследований в данном направлении 
по разработке антибиотических/обеззаражива-
ющих препаратов на основе экстрактов коры 
хвойных. 
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The problem of wood waste utilization is of great importance. In connection with the outbreaks of microorganisms 
resistant to most of the known antibiotics researchers are increasingly interested in natural objects that can serve as 
raw materials for producing medicines, including those with antimicrobial activity. Bark of conifers is a source of 
many biologically active substances. From the pharmacological and therapeutic points of view, phenolic compounds 
of bark are most interesting. The extraction of the bark of conifers with monoethanolamine provides a product with 
an increased proportion of phenolic compounds in comparison with other known methods. The antibacterial activity 
of the extracts and their solutions obtained by the abovementioned method from the bark of conifers of Siberian larch 
Larix sibirica L., Scotch pine Pinus sylvestris L., and Siberian fir Abies sibirica L. was studied. We used the museum 
strains of sanitary-indicative opportunistic bacteria such as Klebsiella pneumoniae (Schroeter) Trevisan Т  904, 
Escherichia coli Migula ATCC 39/21141, Staphylococcus aureus Rosenbach АТСС 25922, Proteus vulgaris Hauser 
MX 19 и Micrococcus luteus (Schroeter) Cohn emend. Wieser et al. ATCC 9341 as test objects It was found that 
the extract of Scotch pine demonstrated greater inhibitory activity while fir bark extract had the lowest bacteriostatic 
properties. The diluted extracts of larch and Scotch pine bark were less effective against the tested bacteria, and the 
diluted extracts of fir bark had no antibacterial effect. The obtained data are promising for further research of the 
development of antibiotic / disinfecting substances based on conifer bark extracts.

Keywords: conifer bark extraction, concentrated extracts, phenolic compounds, anti-microbial properties.
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