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Исследовали способность представителей психротолерантных микромицетов к продукции анти-
микробных соединений. В результате скрининга отобран (из 98 культур) перспективный продуцент
антибиотиков Penicillium vulpinum КПБ F-290. Продуцент проявлял активность в отношении услов-
но-патогенных грибов и бактерий. Выделенные активные фракции могут быть отнесены к группе
антимикробных соединений, в том числе к β-лактамным антибиотикам и пептидам.
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Одной из актуальных задач медицинской био-
технологии и фармакологии является поиск и вы-
деление новых природных антимикробных со-
единений, которые послужили бы основой для
создания лекарственных препаратов. Особый ин-
терес вызывают антимикробные вещества, эф-
фективные в отношении возбудителей заболева-
ний, устойчивых к применяемым в медицинской
практике антибиотикам [1–3].

Для поиска природных биологически актив-
ных соединений в разные периоды применялись
различные стратегии: от традиционного феноти-
пического скрининга до внедрения достижений в
геномике, транскриптомике, протеомике, мета-
боломике и других технологий [4].

В последнее десятилетие поиск новых соеди-
нений с биологической активностью ведут среди
продуцентов, выделенных из экстремальных эко-
систем – морей, засоленных грунтов и других ис-
точников [5]. За прошедшие 10–15 лет было выде-
лено и охарактеризовано более 20000 таких со-
единений [6, 7].

На сегодняшний день имеются сведения о пер-
спективных антимикробных метаболитах микро-
организмов, выделенных, в основном, в местах с
тропическим климатом, однако, относительно ма-

ло сведений о метаболитах обитателей холодных
мест Арктики, Антарктики и придонных вод глу-
боководных озер [8].

По литературным данным антимикробный по-
тенциал изолятов холодных местообитаний ча-
стично изучен у прокариот [9], в то время как в от-
ношении микромицетов таких исследований прак-
тически не проводилось до настоящего времени.
Микромицеты холодных местообитаний могут
оказаться неосвоенным, ценным источником но-
вых продуцентов, поскольку их выживание в по-
лярных условиях требует высокой адаптивности,
устойчивости ко многим стрессам. К ним относят
низкую доступность питательных веществ, значи-
тельное УФ-излучение, длительное воздействие
частого колебания температуры в сторону отрица-
тельных значений и т.п. Все вышеперечисленные
факторы в совокупности способствуют эволюци-
онной адаптации так называемых психрофиль-
ных микроорганизмов и синтезу у них специфиче-
ских метаболитов [10, 11]. Ряд вторичных метабо-
литов с антимикробной активностью был выделен
из изолятов арктических и антарктических грибов
[12, 13], среди которых было установлено пять но-
вых биоактивных производных астерриновой кис-
лоты, продуцентом которых является арктический
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аскомицет Pseudogymnoascus sp. Соединения про-
являли антифунгальную активность в отношении
Аspergillus fumigatus, а также некоторые показали
антимикробную активность в отношении грампо-
ложительных и грамотрицательных бактерий [14].

Penicillium griseofulvum, выделенный из почв
Гренландии, продуцирует ряд вторичных метабо-
литов, в том числе гризеофульвин, фульвокислоту,
мицелианамид, рокфортин С, рокфортин D, хано-
клавин I и элимоклавин. Все вещества проявляли
антимикробную активность [15]. В работе [16] у
Spriromastix sp. из глубоководных отложений Юж-
ного Атлантического океана были выделены новые
соединения с уникальной структурой. Установле-
но, что арктический изолят Penicillium nalgiovense
способен синтезировать амфотерицин B [17], а
штамм Geomyces sp. 2481 – антимикотик геоми-
цин B и антибактериальный компонент геоми-
цин C [18]. Психротолерантный штамм Penicillium
algidum синтезирует новый циклический нитро-
пептид под названием психрофилин D [19], ак-
тивный в отношении линий клеток лейкемии
мышей p388. Еще один психротолерантный изо-
лят микромицета Penicillium sp. PR19 N-1 проду-
цирует редкие новые сесквитерпеновые соедине-
ния эремофиланового типа. Их цитотоксические
исследования показали умеренную активность в
отношении линий клеток человека HL-60 (про-
миелоцитарная лейкемия) и A-549 (карцинома
лёгкого) [20].

Предполагается, что даже известные антибиоти-
ки психрофильных штаммов могут отличаться по
своей структуре от синтезируемых мезофильными
микроорганизмами, что может оказаться важным
аспектом в борьбе с резистентными формами па-
тогенных и условно-патогенных микроорганиз-
мов человека, проявляющих устойчивость к при-
меняемым в медицинской практике антибиоти-
кам [21].

Цель работы – оценка антибиотической актив-
ности коллекции психрофильных микромицетов,
выделенных из различных почв Арктики и Антарк-
тики и донных грунтов озера Байкал, и влияния
температуры на метаболическую активность и био-
синтез антибиотиков.

МЕТОДИКА
В работе были использованы 98 штаммов пси-

хрофильных и психротолерантных микромице-
тов из коллекции культур грибов экстремальных
местообитаний МГУ им. М.В. Ломоносова, 21 из
которых были выделены из грунтов Антарктиды
[22–25] и 77 из грунтов (глубина 5–250 м) озера
Байкал [26].

Для определения видовой принадлежности
штаммов предварительно была проведена иденти-
фикация по культурально-морфологическим при-

знакам. Выделение ДНК из чистых культур микро-
мицетов проводили по методике Глушаковой с
соавт. [27]: биомассу 5–6-суточной культуры пе-
реносили в пробирки эппендорфа на 2 мл, добав-
ляли 400 мкл стеклянных шариков (300–500 мкм
диаметром) и 500 мкл лизирующего буфера: Tris-
Base – 50 мM, NaCl – 250 мM, ЭДТА 50 мM,
ДДС – 0.3%, pH 8.0. Приготовленную смесь взбал-
тывали на вортексе на скорости 3500 об./мин в те-
чение 15 мин, затем инкубировали 1 ч при темпе-
ратуре 65°С, после снова взбалтывали на вортексе
15 мин и центрифугировали при 13400 g 10 мин,
затем отбирали надосадочную жидкость.

Для амплификации региона рДНК, содержа-
щего D1/D2 домен региона 26S рДНК, использо-
вали праймеры ITS1f (5' CTTGGTCATTTAGAG-
GAAGTA) и NL4 (5' GGTCCGTGTTTCAAGAC-
GG) и смеси для ПЦР ScreenMix (ЗАО “Евроген”,
Москва).

Амплификатор использовали по следующей
программе: (начальная денатурация – 2 мин при
температуре 96°С; затем 35 циклов: денатурация –
20 с при температуре 96°С, отжиг праймеров – 50 с
при температуре 52°С, синтез ДНК – 1.5 мин при
температуре 72°С; конечная достройка 7 мин при
температуре 72°С). Очистку ПЦР-продукта про-
водили с использованием набора BigDye XTermi-
nator Purification Kit (“Applied Biosystems”, США).
Для секвенирования использовали праймер NL4.

Секвенирование ДНК проводили с помощью
набора реактивов BigDye Terminator V3.1 Cycle Se-
quencing Kit (“Applied Biosystems”, США) с после-
дующим анализом продуктов реакции на секве-
наторе Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer в
Научно-производственной компании “Синтол”
(Москва). Идентификацию по полученным хро-
матограммам проводили, используя данные
Генбанка NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) и
СABI Bioscience Database Index Fungorum (http://
www.indexfungorum.org).

Способность к синтезу антимикробных соеди-
нений оценивали методом блоков [28]. Для даль-
нейших исследований отбирали штаммы, кото-
рые проявили максимальную антибиотическую
активность, и затем культивировали их в жидких
средах. Использовали стандартные питательные
среды Чапека и Сабуро. Микромицеты выращи-
вали стационарным способом в колбах Эрлен-
мейера на 750 мл в течение 14 сут или глубинным
способом на шейкере-инкубаторе Innova 40R
(“Eppendorf New Brunswick”, США). Культураль-
ную жидкость (КЖ) отделяли фильтрацией через
мембранные фильтры на воронке Зейца под ваку-
умом. Затем КЖ экстрагировали этилацетатом или
бутанолом в соотношении 5 : 1 3 раза. Полученные
экстракты упаривали в вакууме на роторном испа-
рителе “Rotavapor-RBüchi” (Швейцария) при 42°C
досуха, остаток растворяли в водном 50%-ном эта-
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ноле и получали спиртовые концентраты. Анти-
микробную активность определяли в исходной
КЖ, в спиртовых экстрактах КЖ и экстрактах ми-
целия с помощью стерильных бумажных дисков
(“НИИ Пастера”, Россия), смоченных в экстрак-
тах и высушенных в стерильных условиях. В каче-
стве контроля использовали стандартные диски с
флуконазолом для грибов (40 мкг, “НИИ Пасте-
ра”, Россия) и амоксициллином/клавулоновой
кислотой для бактерий (20/10 мкг, “НИИ Пасте-
ра”, Россия). Для оценки фунгицидной активно-
сти использовали тест-штаммы: плесневый гриб
Aspergillus niger INA 00760 и дрожжи Candida albi-
cans АТСС 2091.

Антибактериальную активность оценивали с
помощью тест-штаммов: грамотрицательной бак-
терии Escherichia coli ATCC 25922; грамположитель-
ной бактерии Bacillus subtilis АТСС 6633; грамполо-
жительной бактерии Staphylococcus aureus 209P и
Micrococcus luteus NCTC 8340; пекторбактерии
P. carotovorum и P. savastanoi.

Тест-культуру B. subtilis АТСС 6633 выращива-
ли на среде Гаузе № 2 следующего состава (г/л):
триптон – 2.5 (или бульон Хоттингера – 30 мл),
пептон – 5, хлорид натрия – 5, глюкоза – 10; S. au-
reus 209P и M. luteus NCTC 8340 выращивали на
среде МПА (“ЗАО НИЦФ”, Россия), а E. coli
ATCC 25922 на среде LB (триптон-соевый агар).
Тест-культуры P. carotovorum и P. savastanoi выра-
щивали на среде LB с добавлением 0.5% глюкозы.
Культуры микромицетов A. niger INA 00760 и C. al-
bicans АТСС 2091 – на среде Чапека. Предвари-
тельно культуры выращивали в пробирках со
скошенным питательным агаром, после чего их
клетки суспендировали в физиологическом рас-
творе до мутности 0.5 по стандарту McFarland
(1.5 × 108 КОЕ/мл) и использовали в течение 15 мин.
Использовали суточные культуры бактерий и пя-
тисуточные культуры грибов и дрожжей. Все тест-
культуры получены из коллекции культур НИИ по
изысканию новых антибиотиков.

Анализ и разделение на активные фракции
экстрактов культуральной жидкости наиболее
перспективных в качестве продуцентов штаммов
психротолерантных микромицетов осуществляли
методом аналитической обращено-фазовой высо-
коэффективной жидкостной хроматографии
(ОФ-ВЭЖХ) [29] с использованием аналитиче-
ской колонки XBridge 5 мкм 130 Aнг размером 250 ×
× 4.6 мм (“Waters”, Ирландия) в линейном гради-
енте повышения концентрации ацетонитрила в
качестве подвижной фазы (элюент А – 0.1%-ная
трифторуксусная кислота, ТФУ, в деионизован-
ной воде MQ, элюентом В – 80%-ный ацетонит-
рил c 0.1%-ной водной ТФУ) при скорости пото-
ка 950 мкл/мин. Для ОФ-ВЭЖХ использовали
ультраградиентный ацетонитрил фирмы “Panre-
ac” (Испания) и ТФУ производства “Sigma-Al-

drich” (США). Детектирование разделяемых ве-
ществ осуществляли при длине волны 214 нм в
градиенте концентрации элюента В: 16–28% – за
12 мин; 28–55% – за 20 мин; 55–85% – за 30 мин
и 85–95% – за 5 мин с последующим изократиче-
ским элюированием в течение 10 мин.

Для наработки фракций для последующего
проведения структурно-функционального ана-
лиза однократно наносили 300 мкл концентрата
на аналитическую колонку для обращённо-фазо-
вой ОФ-ВЭЖХ XBridge BEH 130 Анг 4.6 × 250 мм
5 мкм (Waters, Ирландия) при скорости потока
подвижной фазы 1.1 мл/мин. Линейный градиент
16–70% буфера В (80% ацетонитрил в 0.1% ТФУ)
за 50 мин с дальнейшим 70–95% В за 5 мин и изо-
кратическим элюированием в течение 15 мин. Де-
тектирование поглощения было осуществлено
при длине волны 220 нм.

Модификация N-концевой аминогруппы ак-
тивированным эфиром Coumarin 343 X осуществ-
ляли по следующей методике [30].

Лиофилизованное вещество (~200 мкг) раство-
ряли в 500 мМ PBS NH4HCO3 буфере с рН 7.28, для
получения концентрации ~ 1 мг/мл. К получен-
ному раствору добавляли 1080 мкл раствора активи-
рованного эфира Coumarin 343 XFITC (“Sigma-
Aldrich”, США) в 80%-ном водном диметилфор-
мамиде (ДМФ) в концентрации 4010 мкгл/мл,
тщательно перемешивали, и инкубировали в те-
чение 1 ч при комнатной температуре 37°C в тем-
ноте. Продукты реакции разделяли методом ана-
литической ОФ-ВЭЖХ на колонке XBridge BEH
C18 4.6 × 250 мм (“Waters”, Ирландия) в линей-
ном градиенте растворителя B (80%-ный CH3CN,
0.1%-ная ТФУ) от 16 до 28% в течение 12 мин; (ос-
новной) и 28–55% за 10 мин; 55–85% за 20 мин (до-
полнительный) при скорости потока 0.935 мл/мин.
Поглощение детектировали при длинах волн 214
и 437 нм.

Молекулярные массы активных пиков соеди-
нений определяли методом ультра высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографией/масс-спек-
трометрией (UHPLC-MS) с использованием уста-
новки для масс-спектрометрии типа “ионная
ловушка” Thermo Finnigan LCQ Deca XP Plus
(ThermoFisher Scientific, США) и хроматографа
высокого давления Thermo Accela UPLC (Ther-
moFisher Scientific, США), укомплектованного
микроколонкой YMC Triart (C18 150 2 мм, 1.9 μm)
(YMC Co., Япония) [31]. Детектирование сигнала
осуществляли по полному ионному току при рас-
пылении электроспреем ESI(+), 150–2000 au. Об-
разцы растворяли в смеси вода/метанол/уксусная
кислота (88 : 10 : 2) до конечной концентрации
примерно 1 мг/мл.

Спектры поглощения активных соединений в
диапазоне 200–600 нм снимали с использованием
спектрофотометра UV-1800 (“Shimadzu”, Япония)
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Таблица 1. Общее количество культур (%), проявивших активность в отношении тест-штаммов B. subtilis АТСС 6633
и A. niger INA 00760

Примечание. Зона подавления роста тест-штаммов неактивными штаммами – 0 мм; слабоактивными – 1–15 мм; умеренно
активными – 16–20 мм; высокоактивными – 21 мм и более.
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Озеро Байкал 77 13
(16.9%)

57
(74%)

35
(45.5%)

12
(15.6%)

5
(6.5%)

6
(7.8%)

24
(31.1%)

2
(2.6%)

Антарктида 21 7
(33.3%)

12
(57.1%)

8
(38.1%)

8
(38.1%)

5
(23.8%)

1
(4.8%)

1
(4.8%)

0

с применением кварцевых кювет объемом 2 мл с
длиной оптического пути 1 см.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Оценка антимикробной активности 77 штам-

мов из донных грунтов озера Байкал в отношении
микромицетов и бактерий показала, что для
культур в основном характерна антибактериаль-
ная активность. Так, доля обладающих антими-
котическим действием в отношении A. niger INA
00760, составляла 2.6%, в то время как с антибак-
териальным действием в отношении B. subtilis
АТСС 6633 составила 31.1% от общего числа ис-
следуемых штаммов (табл. 1). Наибольшую ан-
тибактериальную активность проявили предста-
вители родов Trichoderma, Penicillium, Coniochaeta
и Daldinia, а наибольшую антимикотическую ак-
тивность проявили, в основном, представители
микромицетов рода Trichoderma. Важно отметить,
что в данном случае представители микромице-
тов рода Trichoderma и Penicillium встречались ча-
ще других среди выделенных изолятов [32, 33].

Оценка антимикробной активности 21 изолята
почв Антарктиды в отношении тест-штаммов поз-
волила выявить относительно немного, а именно,
4.8% культур, проявивших высокую антибактери-
альную активность и относящихся к представите-
лям рода Penicillium. Стоит отметить, что ни один
из протестированных изолятов не обладал высо-
кой антимикотической активностью.

Таким образом, исходя из полученных нами
результатов, среди психротолерантных штаммов
преобладает антибактериальная активность. Дан-
ная специфичность может быть объяснена тем, что
бактериальное сообщество этих почв представ-
лено намного большим видовым разнообразием,
в сравнении с микромицетами. Итак, продукция
антибиотиков, по-видимому, является эффек-
тивным приемом межвидовой конкуренции сре-
ди грибов этих экониш. В конечном итоге, для
дальнейшего исследования были отобраны наи-

более активные культуры, которые на данный
момент практически не изучены в качестве про-
дуцентов антибиотиков для медицинской и фар-
макологической промышленности [34]: Cado-
phora luteo-olivacea MT303851, Acremonium zona-
tum MT303852, Cladosporium cladosporioides КПБ
F-288, Penicillium vulpinum КПБ F-290, Antarctomy-
ces psychrotrophicus MT303855, Sarocladium kiliense
КПБ F-292 (табл. 2).

Оценка скорости роста культур на различных
синтетических и натуральных средах показала,
что все штаммы имели высокую скорость роста
на двух стандартных средах: синтетической среде
Чапека и среде Сабуро. В дальнейшем эти жидкие
среды использовали для оценки способности к
синтезу антибиотиков. Антибиотические вещества
накапливались преимущественно в КЖ штаммов,
а не в мицелии. Определение относительной кон-
центрации активных соединений выявила макси-
мальное содержание антибиотических веществ при
культивировании при 20°C для всех 6 культур.

Влияние микробной конкуренции на синтез ан-
тимикробных соединений психрофильными мик-
ромицетами, по литературным данным, наиболее
выражено в летний период, когда более высокие
температуры приводили к повышению общей ак-
тивности грибов [35]. В текущем исследовании мы
также продемонстрировали, что повышение темпе-
ратуры явно влияет на продукцию вторичных мета-
болитов и увеличивает синтез антибиотиков.

Изменения температуры, происходящие в раз-
личных временных масштабах (от суточных до се-
зонных и более длительных периодов), могут
иметь важное влияние на выживание и эволюцию
микроорганизмов. В полярных почвах антибио-
тическая активность была продемонстрирована
при температуре до 15°С [36–38].

Для дальнейшего изучения был отобран наи-
более перспективный штамм Penicillium vulpinum
КПБ F-290, проявивший максимальную анти-
микробную активность в отношении тест-культур.
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Штамм P. vulpinum КПБ F-290 растет при темпера-
турах от 10 до 25°С, с оптимумом около 20°С, не
продуцирует антибиотики при температуре ниже
15°С, при этом был способен интенсивно секрети-
ровать метаболиты с антимикробной активностью в
культуральную жидкость на 12–14 сут роста.

Штамм P. vulpinum КПБ F-290 проявлял высо-
кую антимикробную активность в отношении
условно-патогенных штаммов и B. subtilis АТСС
6633. Величины зон подавления роста этих тест-
культур достигали 15 ± 2 и 31 ± 2 мм соответ-
ственно. Также штамм был активен в отноше-
нии фитопатогенных пектобактерий P. carotovo-
rum и P. savastanoi, вызывающих мокрую гниль
картофеля, и проявлял незначительную анти-

микробную активность как при поверхностном,
так и при глубинном культивировании в отноше-
нии St. aureus 209P и M. luteus NCTC 8340. С це-
лью увеличения биосинтеза антибиотического
комплекса были апробированы различные спосо-
бы культивирования: поверхностное (стационар-
ное) и глубинное с использованием шейкера-ин-
кубатора (табл. 3). Для максимальной продукции
штаммом антибиотических веществ оптималь-
ным способом культивирования является по-
верхностное (стационарное), а лучшим экстра-
гентом из культуральной жидкости – этилацетат.

В дальнейшем была разработана схема разде-
ления антибиотического комплекса этилацетат-
ного и бутанольного экстрактов культуральной

Таблица 2. Антимикробная активность отобранных штаммов при различных температурах*

* Экстракты, из КЖ культур, выращенных при 4 и 10°С, не ингибировали рост тест-штаммов, зон подавления роста не на-
блюдали.

Изоляты Тест-организмы
Зоны ингибирования роста (мм) при 

разных температурах культивирования

15°С 20°С

Cadophora luteo-olivacea MT303851 B.subtilis АТСС 6633 7 ± 0.3 18 ± 0.3

E. coli ATCC 25922 0 0

A.niger INA 00760 6 ± 0.1 10 ± 0.1

C.albicans ATCC 2091 6 ± 0.2 10 ± 0.2

Acremonium zonatum MT303852 B.subtilis АТСС 6633 8 ± 0.2 10 ± 0.6

E. coli ATCC 25922 0 0

A.niger INA 00760 6 ± 0.1 9 ± 0.2

C.albicans ATCC 2091 8 ± 0.4 17 ± 0.3

Cladosporium cladosporioides КПБ F-288 B.subtilis АТСС 6633 0 0

E. coli ATCC 25922 6 ± 0.3 10 ± 0.2

A.niger INA 00760 0 0

C.albicans ATCC 2091 0 0

Penicillium vulpinum КПБ F-290 B.subtilis АТСС 6633 10 ± 0.5 31 ± 0.4

E. coli ATCC 25922 9 ± 0.4 25 ± 0.1

A.niger INA 00760 8 ± 0.1 15 ± 0.1

C.albicans ATCC 2091 9 ± 0.3 22 ± 0.3

Antarctomyces psychrotrophicus MT303855 B.subtilis АТСС 6633 0 0

E. coli ATCC 25922 0 0

A.niger INA 00760 0 0

C.albicans ATCC 2091 7 ± 0.1 10 ± 0.6

Sarocladium kiliense КПБ F-292 B.subtilis АТСС 6633 6 ± 0.1 10 ± 0.2

E. coli ATCC 25922 0 0

A.niger INA 00760 0 0

C.albicans ATCC 2091 0 0
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жидкости штамма Penicillium vulpinum КПБ F-290
после поверхностного культивирования методом
аналитической ОФ-ВЭЖХ, в результате которой
удалось получить около 40 отдельных фракций
(рис. 1). Масштабирование наработки компонен-
тов штамма P. vulpinum КПБ F-290 осуществляли

при оптимальной нагрузке по суммарному веще-
ству и в условиях оптимизированного градиента.

У этилацетатного экстракта наибольшая ан-
тимикробная активность была характерна для
четырех фракций (290Э-32, 290Э-36, 290Э-37 и
290Э-39), которые элюировались с колонки в
диапазоне 41–47 мин (рис. 1а). При этом отдель-
но было проверено наличие ингибирующих
свойств суммарной несвязавшейся с неподвиж-
ной фазой фракции (“провала”) (290Э-1). Фрак-
ции 290Э-1 и 290Э-39 ингибировали рост B. subtilis
АТСС 6633 и Candida albicans ATCC 2091, величи-
на зон подавления варьировалась в пределах
30/17 ± 0.1 мм и 29/23 ± 0.2 мм соответственно.
Фракции 290Э-32, 290Э-36 и 290Э-37 обладали
антифунгальной активностью в отношении A. ni-
ger INA 00760, величина их зон подавления роста
была в пределах 15/22/27 ± 0.2 мм соответствен-
но. Фракция 1 характеризовалась относительно
полярными свойствами и была отнесена к β-лак-
тамным антибиотикам (в частности, пеницилли-
нового ряда), 4 других соединения обладали более
выраженными гидрофобными свойствами.

У бутанольного экстракта наибольшая антимик-
робная активность была отмечена также для гидро-
фобных фракций 290Б-25, 290Б-26 и 290Б-29, ко-
торые также элюировались в том же временном
диапазоне, что и активные компоненты 290Э
(рис. 1б). Все индивидуальные соединения обла-
дали антигрибной активностью в отношении
A. niger INA 00760 и C. albicans ATCC 2091, при этом
фракция 290Б-26 также обладала антибактериаль-
ной активностью в отношении E. coli ATCC 25922, а
290Б-29 фракция – антибактериальной активно-
стью в отношении B. subtilis АТСС 6633. Стоит от-
метить, что этилацетат оказался более эффектив-
ным экстрагентом для соединений культуральной
жидкости P. vulpinum, чем бутанол: при качествен-
ной оценке суммарный выход растворенного ве-
щества был значительно выше (рис. 1). При этом,
что касается зоны выхода группы активных ком-
понентов, то стоит отметить их частичное совпа-
дение по наличию в каждом из экстрактов. Так,
фракция 290Э-39 по времени удерживания на
колонке соответствовала 290Б-29, что находит
свое подтверждение по спектру их антимикроб-
ных свойств.

Таблица 3. Зоны подавления роста тест-культур штаммом P. vulpinum КПБ F-290 при поверхностном и глубин-
ном культивировании

Способ 
культивирования

P. vulpinum КПБ F-290

Зоны подавления роста тест-культур этилацетатными/бутанольными экстрактами
(10 мг/диск), мм

B. subtilis
АТСС 6633

E. coli
ATCC 25922

A. niger
INA 00760

C. albicans
ATCC 2091

Поверхностное 31/25 15/19 11/0 14/13
Глубинное 18/19 11/11 0/0 12с/12

Рис. 1. Фракционирование экстракта P. vulpinum КПБ
F-290 методом аналитической ОФ-ВЭЖХ: а – про-
филь этилацетатного экстракта штамма P. vulpinum
КПБ F-290; б – профиль бутального экстракта штам-
ма P. vulpinum КПБ F-290. Серым выделены фракции,
обладавшие ингибирующей рост тест-штаммов ак-
тивностью.
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На грибы минимальная подавляющая концен-
трация (МПК) фракций в отношении A. niger INA
00760 составляла от 6.25 до 12.5 мкг/мл. В отно-
шении C. albicans ATCC 2091 МПК варьировалась
от 3.125 до 6.25 мкл/мл. На бактерии МПК в отно-
шении B. subtilis АТСС 6633 равнялась 25 мкг/мл, а
в отношении E. coli ATCC 2592 около 100 мкг/мл.

Для дальнейшей структурной характеристики
была выбрана фракций 290Э-39 (290Б-29) ввиду ее
наибольшего выхода по сравнению с остальными.
Так, в результате ее анализа методом ESI-MS был
получен тотальный масс-спектр с рядом преобла-
дающих сигналов m/z в режиме [M + H] (756.57,
782.57, 844.69 и 885.55 Да), а также некоторых ми-
норных (718.54 и 744.56 Да). По каждому из детек-
тированных значений m/z показано наличие ха-
рактерного изотопного распределения; также
между соответствующими значениями m/z не по-

казано наличие различий в массах, которые соот-
ветствовали какой-либо стандартной модифика-
ции (например, метильной или гидроксильной
группы). Следовательно полученные значения мо-
гут соответствовать спектру фрагментации метабо-
лита с массой [M + H] 844.69 Да с вероятным про-
изводным [M + H] 885.55 Да (рис. 2).

С целью выявления наличия свободных амино-
групп в исследуемой молекуле, которые, в частно-
сти, могли бы указать на его возможную пептид-
ную природу, была проведена реакция модифи-
кации нативного соединения 290Э-39 (290Б-29)
органическим флуорофором активированным
эфиром Coumarin 343 X с последующей детекцией
продуктов реакции аналитической ОФ-ВЭЖХ. Ха-
рактер изменения хроматографичекой подвижно-
сти детектируемых пиков позволяет сделать вывод
о наличии по крайней мере одной производной
(данные не представлены). Кроме того, спектр по-
глощения исследуемого соединения показал близ-
кий к типовому для большинства ген-кодируемых
полипептидов профилю с характерными значения-
ми минимумов и максимумов поглощения, соот-
ветственно, при длинах волн менее 230 нм, и диа-
пазоне 260–280 нм (рис. 3).

Таким образом, в результате исследований был
отобран психотолерантный штамм P. vulpinum КПБ
F-290, изучен комплекс его вторичных метаболи-
тов, обладающих антимикробной активностью. В
состав несвязавшейся с колонкой при ОФ-ВЭЖХ
анализе суммарной фракции с высокой степенью
вероятности входят представители β-лактамных
антибиотиков, кроме того, был выделен новый
активный полипептид, обладающий антимик-
робным действием в отношении грамположи-
тельных бактерий, в том числе фитопатогенных
пектобактерий.

Рис. 2. Масс-спектрометрический анализ активного соединения 290Б-29 (290Э-39).
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Antimicrobial Properties and Effect of Temperature on the Formation 
of Secondary Metabolites in Psychrophilic Micromycetes

A. E. Kuvarinaa, **, Yu. A. Roshkaa, E. A. Rogozhina, b, D. A. Nikitinc,
A. V. Kurakovd, and V. S. Sadykovaa, *

a Gause Institute New Antibiotics, Moscow, 119021 Russia
b Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Moscow, 117997 Russia

c V.V. Dokuchaev Soil Science Institute, Moscow, 119017 Russia
d Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia

*e-mail: sadykova_09@mail.ru
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The ability of representatives of psychrotolerant micromycetes to produce antimicrobial compounds was in-
vestigated. As a result of the screening, a promising producer of Penicillium vulpinum antibiotics KPB F-290
was selected. The producer exhibited both antifungal and antibacterial activity against opportunistic fungi
and bacteria. The isolated active fractions, according to the totality of the revealed data, can be attributed to
the group of antimicrobial compounds, including β-lactam antibiotics.
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