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БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ 
ВНЕКЛЕКТОЧНЫХ МЕТАБОЛИТОВ PENICILLIUM SP. 10-51

В результате колоночной хроматографии (силикагель «L» II ст. активности 100/160 мкм) хлорофор-
много экстракта из культурального фильтрата Penicillium sp. 10-51 было выделено две активные фрак-
ции (хлороформ и хлороформ-ацетон, 5:1). Кристаллизация позволила получить два вещества. Изучение 
физико-химических и спектральных характеристик этих веществ дало основание для идентификации 
их с курвулярином и гидроксикурвулярином, обладающим широким спектром биологического действия.
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биологическая активность.

Микроскопические грибы являются не только объектом чисто научного интереса. Они ши-
роко применяются в сельском хозяйстве, медицине, пищевой промышленности, косметологии 
и других областях. Особое место среди них занимают представители р. Penicillium – извест-
ные продуценты многих биологически активных соединений. С точки зрения биотехнологии, 
они относятся к перспективным микроорганизмам – продуцентам витаминов, аминокислот, 
ферментов и других полезных веществ. Наряду с этим следует заметить, что микроскопи-
ческие грибы, обладая фитопатогенными и токсигенными свойствами, могут наносить значи-
тельный ущерб сельскому хозяйству. Традиционные методы борьбы с этими крайне опасными 
биологическими агентами, основанные на использовании химических средств, уже давно не 
отвечают требованиям современности, и отрицательно влияют на состояние окружающей сре-
ды и здоровье теплокровных животных.

Именно поэтому в настоящее время перед биотехнологией ставится задача по поиску и 
разработке новых «естественных» способов борьбы с нежелательными биологическими аген-
тами, включая фитопатогенные микроскопические грибы.

В результате ранее проведенного нами скрининга 52 изолятов микромицетов относи-
тельно их способности продуцировать соединения с антибиотическими и фитотоксическими 
свойствами были отобраны три штамма с широким спектром антибиотического действия [5]. 
Наиболее активным среди них оказался изолят, предварительно идентифицированный нами 
как Penicillium sp. 10-51.

В этом исследовании предполагалось осуществить культивирование этого гриба и выде-
ление из его культурального фильтрата активного вещества. Выделение активного вещества 
в свою очередь предусматривало отработку условий экстракции активной фракции, ее очист-
ку и получение его в кристаллическом виде. Дальнейшие исследования были направлены на 
изучение некоторых физических и химических характеристик активных соединений с целью 
обеспечения их первичной идентификации и выявления их биологических свойств.

Материалы и методы. Гриб культивировали в колбах Эрленмейера (700 мл), которые со-
держали 100 мл жидкой среды Чапека с глюкозой (20 г/л) как единственным источником угле-
рода, в течении 21 суток при температуре 27–28 °С без освещения.

В качестве тест-систем были использованы: грамположительные бактерии (Staphylococcus 
aureus B918, Bacillus subtilis 617, В. licheniformis 5), грамотрицательные бактерии (Escherichia 
coli B906, Salmonella abony B921), фитопатогенные бактерии (Pseudomonas syringae 7591, 
Erwіпia aroideae 8636), фитопатогенные грибы (Botrytis cinerea F-16812), дрожжи (Candida 
albicans 690, C. kefyr 899, Trichosporon cutaneum 1502) и зеленые водоросли (Chlorella vulgaris 
193, 197, 500 и С. kessleri 205). В процессе эксперимента был использован общепринятый 
метод лунок [4].

Культуры микромицетов были предоставлены в наше распоряжение отделом физиологии 
и систематики микромицетов Института микробиологии и вирусологии НАН Украины, за что 
мы искренне признательны его сотрудникам.
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В процессе отрабатывания условий экстракции активного вещества и колоночной хрома-
тографии были использованы данные сборной хроматографии по Шевчику [4]. В качестве сор-
бента использовали силикагель «L» производства фирмы «Lachema» (Чехия) второй степени 
активности по Брокману, размеры частиц – 100/160 мкм, параметры колонки – 25×300 мм.

Для элюции с колонки использовали растворители (н-гексан, хлороформ, ацетон, вода) и 
их системы в порядке возрастания полярности. Объем собираемых фракций составлял 50 мл, 
скорость протока – 0,5 мл/мин.

Тестирование фракций осуществляли с помощью приведенных выше индикаторных куль-
тур, а также с использованием тонкослойной хроматографии (ТСХ) на пластинах «Silufol» 
UV-254 производства фирмы «Kavallier» (Чехия). Для разгонки были использованы следую-
щие системы растворителей: бензол : этилацетат : метанол (соотношение 5: 5: 1) и толуол : 
изопропанол : муравьиная кислота (соотношение 6: 3: 1). 

Визуализация пятен на пластинах осуществлялась в камере с парами йода.
Элементный анализ кристаллических соединений был проведен по методу сплавления с 

металлическим натрием [6], температура плавления полученного вещества определялась по 
Кофлеру [7], среднее ее значение определяли после проведения 5-6 измерений.

Спектральные характеристики определяли в УФ- и ИК- областях спектра, с использовани-
ем спектрофотометров «Specord» и UR-10 (Германия).

Результаты и их обсуждение. В процессе проведенного скрининга было установлено, что 
культуральные фильтраты Penicillium sp.10-51 проявляют антибиотическую активность отно-
сительно различных групп микроорганизмов (таб. 1). В частности, была отмечена их высокая 
активность по отношению к фитопатогенным бактериям Р. syringae 7591, Е. aroideae 8636, 
зоны задержки роста которых составляли 28 и 32 мм соответственно, а также к зеленым водо-
рослям (d зоны задержки роста 28–34 мм).

Таблица  1

Антибиотическая активность культурального фильтрата Penicillium sp. 10-51 
в отношении бактерий, микроскопических грибов и водорослей
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Особого внимания заслуживает антифунгальное действие культурального фильтрата 
Penicillium sp. 10-51, которым обладали лишь некоторые штаммы. Культуральные фильтраты 
Penicillium sp. 10-51 сдерживали рост не только дрожжей, но и фитопатогенного B. cinerea 
P-16812 (d зоны задержки роста 21 мм).

Впоследствии было установлено, что этот штамм проявляет максимальную активность к 
тест-культурам только на 21 сутки культивирования.

Данные сборной хроматографии свидетельствуют о том, что активное соединение имеет 
полярный характер, а лучшими растворителями для его экстракции являются хлороформ и 
этилацетат.

В результате трехразовой экстракции хлороформом и последующим упариванием экстра-
ктов из культурального фильтрата Penicillium sp. 10-51 был получен маслянистый остаток – 
после предварительной очистки от неполярных липидных примесей с помощью жидкостного 
перераспределения (н-гексан – ацетонитрил) и депигментации (активированный уголь), с пос-
ледующим фракционированием с помощью колоночной хроматографии.
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Элюция с колонки подтвердила, что фракции №№ 7-10 (хлороформ) обладают высокой 
активностью по отношению к индикаторным культурам и хроматографически представлены 
одним пятном с Rf 0,56 (система – бензол : этилацетат : метанол, соотношение: 5 : 5 : 1). Эти 
фракции объединяли и упаривали при пониженном давлении. Путем кристаллизации из бен-
зола было получено 82,6 мг вещества белого цвета, которое было обозначено нами как Р10.

Менее активными оказались фракции № 13-16 (система – хлороформ : ацетон, соотноше-
ние: 5 : 1). Хроматографически они были также представлены одним пятном с Rf 0,42 (систе-
ма – толуол : изопропанол : муравьиная кислота, соотношение: 6 : 3 : 1). Путем кристаллиза-
ции из смеси метанола и н-гексана, после высушивания, было получено 12,7 мг игольчатых 
кристаллов белого цвета. Соединение было обозначено нами как Р16.

Исследование ряда физических и химических характеристик выделенных активных со-
единений показало, что оба вещества состоят только из основных компонентов органических 
соединений, таких, как углерод, водород и кислород. Что касается других элементов, то было 
установлено, в частности, отсутствие азота в обоих препаратах (отсутствие желтой окраски 
реакционной смеси в течении 2 минут). Отсутствие серы было установлено по реакции с 
ацетатом свинца. В обоих из исследуемых соединений также не было обнаружено элементов 
группы галогенов.

При определении температуры плавления препарата Р10 было показано, что она составля-
ет 205–207 °С. Спиртовой раствор этого препарата в УФ-области спектра давал три характер-
ных максимума поглощения 223, 270 и 305 нм со значениями молярной экстенции (ε): 11200, 
6400 и 5100 соответственно. Спектр поглощения в ИК-области для препарата Р10 (таблетки 
KВr) был представлен полосами (cм-1) 3300, 1706, 1665, до, 1608, 1160, 1050 и 841 соответс-
твенно.

Сравнение полученных данных с приведенными в литературе [9, 12, 15-17,19] с высокой 
степенью достоверности дает основания для идентификации соединения Р10 с курвулярином – 
метаболитом, образуемым представителями рр. Curvularia, Alternaria, Penicillium, Cercospora 
и Aspergillus.

А более полярное соединение Р16, с учетом анализа полученных спектральных характе-
ристик (UVλmax

EtOH нм (ε) 221(9340), 273 (5640) і 306 (4660); ІЧυmax
КВг см-1 3280, 1725, 1690, 1610, 

1592, 1270, 1170, 850), также с высокой степенью достоверности, может быть идентифициро-
вано с гидроксикурвулярином – производным курвулярина.

Что касается биологической активности полученных веществ, то данные литературы и 
собственных исследований свидетельствуют о широком спектре их свойств. В частности, эти 
соединения являются высокоселективными ингибиторами фермента NO-синтазы, который 
тесно связан с системой иммунного ответа у теплокровных, что имеет большое значение для 
разработки лекарственных средств против аутоиммунных заболеваний [14,20]. Курвулярин и 
его производные также являются эффективным ингибиторами клеточного деления и исполь-
зуются для изучения механизмов этого процесса [12]. Важной, с точки зрения практического 
применения выделенных нами соединений, является их антимикробная и антифунгальная ак-
тивность. Так, установлено, что культуральный фильтрат Penicillium sp. 10-51 выявляет ан-
тибиотическое действие относительно грамположительных и грамотрицательных бактерий, 
микроскопических водорослей, дрожжей и фитопатогенного гриба Botrytis cinerea. Как уже 
отмечалось, разработка новых средств борьбы с фитопатогенными грибами является одним из 
приоритетных заданий фитопатологии. Представители р. Botrytis являются неспецифически-
ми паразитами, которые повреждают листья, проростки, плоды многих культурных растений, 
а наибольший ущерб они наносят виноградникам. При контакте со спорами грибов в процессе 
употребления вина или виноградного сока, изготовленных из заплесневелых ягод, в организме 
человека могут появиться аллергические реакции [11]. Поскольку В. cinerea выявляет высо-
кую устойчивость к синтетическим фунгицидам, в настоящее время разрабатываются новые 
методы биоконтроля за распространением этого вредителя. В частности, в качестве биологи-
ческого агента предлагается использовать гриб Ulocladium atrum, который является антаго-
нистом по отношению к представителям р. Botrytis [13].

Курвулярин, как нам кажется, нельзя отнести к специфическим продуктам вторичного об-
мена, поскольку, как было показано [12,15,18], его способны продуцировать представители 
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микромицетов, генетически отдаленные друг от друга. Таким образом, биосинтез курвуляри-
на не полностью соответствует классическому пониманию вторичного метаболизма [8,10,21]. 
Некоторые исследователи считают [1,2], что вторичные метаболиты являются видоспецифи-
ческими продуктами биосинтеза, которые не имеют какого-либо важного значения для жизни 
их продуцентов. С таким утверждением трудно согласится, и очевидно, что курвулярин, как и 
другие метаболиты [3], играет определенную роль в процессе жизнедеятельности продуцен-
тов. Так, нами показано, что курвулярин имеет широкий спектр антибиотической активности, 
с другой стороны курвулярин может выполнять роль регулятора физиологически важных про-
цессов в организме продуцента, в частности, влиять на процесс спорообразования [15,18]. Не 
стоит также исключать того, что этот метаболит и его производные могут выполнять разные 
функции у различных продуцирующих их организмов.

Таким образом, метаболиты, выделенные нами из культурального фильтрата Penicillium 
sp. 10-51, а также сам изолят перспективный в борьбе с фитопатогенным грибом В. cinerea. 
Следует также отметить, что курвулярин, проявляя антифунгальное действие, способен инги-
бировать процесс спорогенеза у другого фитопатогена – А. tomato [15].

Суммируя полученные данные, можно заключить, что курвулярин и гидроксикурвулярин, 
благодаря широкому спектру биологической активности, могут быть перспективными для ре-
шения чисто научных проблем и практических задач биотехнологической науки.
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БІОЛОГІЧНА АКТИВНІСТЬ ПОЗАКЛІТИННИХ МЕТАБОЛІТІВ 
PENICILLIUM SP. 10-51 

Р e з ю м е
В результаті колонкової хроматографії (сілікагель «L» II ст. активності 100/160 мкм) хлороформного 

екстракту із культурального фільтрату Penicillium sp. 10-51 було виділено дві активні фракції (хлороформ 
і хлороформ-ацетон, 5:1). Методом кристалізації були отримані дві сполуки. Вивчення фізико-
хімічних і спектральних характеристик цих речовин дало підстави ідентифікувати їх як курвулярин і 
гідроксикурвулярин, котрі мають широкий спектр біологічної активності щодо бактерій, дріжджів, 
зелених водоростей та фітопатогенних мікроміцетів.
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BIOLOGICAL  ACTIVITY OF PENICILLIUM SP. 10-51 
EXOMETABOLITES 

S u m m a r y
Silica gel column chromatography (silica gel «L» II kind of activity 100/160 mkm) of the chloroform extract 

from the cultural fi ltrate of Penicillium sp. 10-51 gave two fractions (chloroform and chloroform-acetone, 5:1) 
having biological activity. Recrystallization yielded two compounds. On the basis of physico-chemical and 
spectral data these compounds were identifi ed as curvularin and hydroxycurvularin, which have a large spectrum 
of biological action as to bacteria, yeast, blue-green algae and phytopathogenic  micromycetes.   

The paper is presented in Russian.
K e y   w o r d s: curvularin, hydroxycurvularin, metabolites, extraction, chromatography, biological 

activity
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