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стояния клеток и тканей организма человека с целью выявления механизмов и прогнозирования 
развития патологических состояний. 

Результаты исследования получены в ходе выполнения НИР 3.1.6.1 «Изучение закономерно-
стей свободнорадикальной фрагментации лизофосфолипидов» (№ гос. регистрации 20210613) по 
заданию «Разработка стратегий поиска новых потенциальных биомаркеров для анализа функцио-
нального состояния клеток крови и тканей» в рамках ГПНИ «Биотехнологии-2» 2021–2025 годы. 
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Введение. Виды Candida относятся к числу наиболее распространенных условно-патогенных 
микроорганизмов, вызывающих грибковые инфекции человека. В последние годы с постоянно 
растущим применением антибиотиков, глюкокортикоидов, иммунодепрессантов, а также интер-
венционных и хирургических процедур с использованием различных катетеров резко возросла 
частота оппортунистических инфекций [1]. Среди видов Candida, не включая в статистику вид 
Candida albicans, наиболее распространенным в некоторых развивающихся странах и связаный с 
самым высоким уровнем смертности является Candida tropicalis, также данный вид обладает 
устойчивостью к широко используемым противогрибковым препаратам, в частности к азолам [2].  

В связи с этим перспективным направлением исследований является поиск природных поли-
компонентных соединений способных подавлять рост грибковых клеток, а также замедлять или 
полностью подавлять их метаболическую активность. В качестве таких потенциальных соедине-
ний могут выступать эфирные масла Humulus lupilis и Artemisia absintium, обладающие широким 
спектром биологической активности. Благодаря своей многокомпонентной структуре и гидрофоб-
ной природе, они могут проникать в клетку, преодолевая барьер биопленки в отличие от других 
лекарственных препаратов [3]. 

В контексте данной работы предпосылкой жизнеспособности культуры является измеримая 
ферментативная активность. Среди многочисленных методов, связывающих уровень фермента-
тивной активности с состоянием микробной популяции, большую популярность получили анали-
зы, основанные на биотрансформации соли тетразолия. На протяжении многих лет соли тетразо-
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лия использовались в различных экспериментальных протоколах, таких как измерение активности 
оксидоредуктазы, субклеточная локализация оксидоредуктаз, обнаружение супероксидных ради-
калов, скрининг микоплазмы и, прежде всего, оценка метаболической активности, жизнеспособ-
ности и роста микробов. Одним из наиболее распространенных примеров солей тетразолия, ис-
пользуемых в биоанализах, является 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий бромид 
(МТТ) [4]. 

Материалы и методы. В работе использовано сухое сырье хмеля, выращиваемое ООО 
«Белхмельагро» (Малоритский район, Брестская область). Предприятием было предоставлено 7 
сортов хмеля (Магнум, Перле, Геркулес, Сладек, Норден Бревер, Шпальтер Селект, Традицион-
ный), собранных и заготовленных в августе – сентябре 2021 г. Также использовали сухое сырье 
полыни горькой собранное и заготовленное в августе 2021 г.   

Получение эфирного масла проводили методом гидродистилляции с использованием аппарата 
Клевенджера. Отбор эфирного масла осуществляли с использованием шприца с длинной иглой. 
Во избежание погрешностей гидродистилляция проводилась в трехкратном повторении для каж-
дого исследуемого образца.  

Качественный и количественный состав эфирных масел определяли с помощью газового хро-
мато-масс-спектрометра Shimadzu QP2010 посредством электронной ионизации с детектором 
ионизации MSFID splitter с использованием неполярной капиллярной колонки (30 м × 0,32 мм × 
0,5 мкм, активная фаза Rtx-1MS Restek). Анализ был выполнен при следующем температурном 
режиме: начальная температура 50°С на протяжении 3 мин, далее температура повышалась на 4 
°С/мин до 310°С. Газ-носитель – гелий с постоянным давлением 49,5 кПа, режим инжекции – с 
расщеплением потока 1/3. Пробоподготовка: эфирное масло объемом 10 мкл смешивали с 1,5 мл 
дихлорметана. Объем пробы эфирного масла, вносимый в газовый хроматограф, составил 1 мкл. 
Идентификацию компонентов полученных эфирных масел определяли путем сравнения их масс-
спектров со спектрами базы данных Wiley и по индексу удержания в колонке [5]. 

Культивирование клеток C. tropicalis. В жидкую питательную среду YPD объемом 80 мл вно-
сили 20 мкл клеточной суспезнии C. tropicalis (концентрации клеток – 1*107), при условиях 30 °C 
с постоянным помещеванием 180 об/мин. на протяжении 8 часов для достижения логарифмиче-
ской фазы роста (OD600 нм = 0,5±0,05).   

Измерение оптической плотности клеток C. tropicalis проводили на длине волны 600 нм (спек-
трофотометр Cary Varian 50, Австралия). В качестве пробы сравнения использовали стерильную 
жидкую питательную среду, на которой проводили культивирование клеток дрожжей. Оптиче-
скую плотность клеток дрожжей вычисляли по следующей формуле (1):  

                                     ΔD600 = Dк600 - Dср600,                                                                    (1) 
где ΔD600 – оптическая плотность клеток дрожжей;  
      Dк600 – оптическая плотность бульонной культуры клеток дрожжей; 
      Dср600 – оптическая плотность стерильной среды.  
 
Cтандартизация клеточной суспензии C.tropicalis. Культуру центрифугировали в пробирках 

при условиях:15 мин, 3550 об/мин, 5 мл, отбирали надосадочную жидкость и добавляли буфер 
PBS с  глюкозой 1% в объеме 1000 мкл и центрифугировали, надосадочную жидкость отбирали и 
к осадку добавляли 150 мкл буфера PBS с глюкозой 1%, ресуспендировали и подсчитывали коли-
чество клеток до концентрации их 1*107. Подготовленную культуру разливали по лункам микроп-
ланшета в объеме 99 мкл и вносили 1 мкл исследуемого эфирного масла, аккуратно пипетировали 
и ставили на инкубацию (условия: 37℃, 10 мин, 80 об/мин). После инкубации в лунки вносили 10 
мкл МТТ (концентрация 0,5 мг/мл) и инкубировали в темноте (условия: 37℃, 60 мин, 80 об/мин). 
Затем добавляли 150 мкл изопропанола аккуратно пипетируя до растворения кристаллов формаза-
на и инкубировали в темноте 10 мин при тех же условиях. После центрифугировали микроплан-
шеты для осаждения клеток при условиях 5 мин и 200 об/мин, и надосадочную жидкость объемом 
150 мкл переносили в новый микропланшет и измеряли на длине волны 545 нм.  

 Статистическую обработку результатов и вычисление значений IC50 осуществляли с исполь-
зованием программы статистического анализа GraphPad Prism9. 

Результаты и их обсуждения. Основными компонентами эфирного масла полыни горькой, 
произрастающей в климатогеографических условиях Беларуси, являются β-туйон (24,43%), α-
туйон (19,76%), геранил пропионат (16,21%), 2,4-туйондинен (13,16%) [6].  

В эфирном масле исследуемых сортов хмеля наблюдается высокое содержание гумулена (18,1–
45,15%), мирцена (25,07–48,97%) и кариофиллена (7,23–13,36%). Также в каждом эфирном масле 
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хмеля в среднем процентном отношении присутствуют следующие компоненты: β-пинен (0,78%), 
α-кадинен (0,69%), δ -кадинен (1,25%) и гумулен оксид (1,89%). Содержание данных компонентов 
также наблюдается в сортах хмеля, культивируемых в иных климатогеографических условиях.  
Подробные результаты исследований качественного и количественного состава эфирного масла 
хмеля и полыни горькой представлены в предыдущих наших работах [5,6].  

Результаты исследования метаболической активности клеток Candida tropicalis при воздей-
ствии исследуемых эфирных масел Humulus lupilis и Artemisia absintium  в виде концентраций по-
лумаксимального ингибирования представлены на рисунке.  

 
Рисунок – Метаболической активности клеток Candida tropicalis при воздействии исследуемых 

эфирных масел Humulus lupilis и Artemisia absintium 
 
При оценке противогрибковых свойств исследуемых эфирных масел в отношении планктонных 

форм Candida tropicalis эфирное масло хмеля сорта хмеля из сортов Геркулес, Традиционный, 
Сладек, Норден бревер и  Перле, а также эфирное масло полыни горькой. Эфирное масло хмеля 
сорта Перле обладает большей степенью снижения метаболической активности клеток C.tropicalis. 
Данная закономерность может быть связана с содержанием минорных соединений, в исследуемом 
эфирном масле хмеля разных сортов. 

Снижении метаболической активности может быть связано с меньшим числом живых (метабо-
лически активных) клеток, способных расщеплять мембран проницаемую желтую соль тетразолия 
МТТ с образованием кристаллов формазана синего или фиолетового цвета.  

Таким образом, исследуемое эфирное масло способно в разной степени подавлять метаболиче-
скую активность клеток Candida tropicalis и это напрямую зависит от компонентного состава. 
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