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Разработана простая методика количественного определения фитотоксинов (стагонолида А и гер-
барумина I) в культуральной жидкости потенциального микогербицида гриба Stagonospora cirsii S-47,
приведены примеры ее использования. Методика была апробирована при исследовании влияния
концентрации подсолнечного масла в среде и сроков культивирования гриба на выход этих соеди-
нений. При концентрации растительного масла в среде Чапека с витаминами более 0.5% увеличи-
валось накопление биомассы S. cirsii и образование стагонолида А и уменьшалось образование гер-
барумина I. Максимальное количество фитотоксинов было получено при культивировании S. cirsii
в колбах в течение 10 сут. При культивировании S. cirsii в биореакторе на той же среде с 1% масла, мак-
симальная концентрация стагонолида А (116 мг/л) в культуральной жидкости достигалась на 5 сут
ферментации, на 6 сут микогербицид разрушался, а на 7 сут резко возрастало содержание гербару-
мина I. На основе предложенной методики анализа фитотоксинов разработан способ их препара-
тивного выделения методом колоночной хроматографии среднего и высокого давления.
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Борьба с сорными растениями − необходимая
часть растениеводческих технологий. В настоящее
время одним из основных методов подавления их
численности является применение химических
гербицидов. Однако в последние годы за рубежом
наблюдается увеличение популяций сорных рас-
тений, резистентных ко многим широко применяе-
мым гербицидам. Серьезной проблемой остается
недостаток отечественных разработок по созданию
новых эффективных компонентов для получения
гербицидных препаратов [1–4]. В настоящее время
в качестве альтернативы разрабатывается приме-
нение смесей препаратов на основе уже известных
действующих веществ [5].

Природные фитотоксины, образуемые микро-
организмами и растениями, − важный источник
прототипов ряда внедренных и перспективных
синтетических гербицидов. Некоторые фитоток-
сины некротрофных и гемибиотрофных грибов
могут являться факторами патогенности [6, 7]. Фи-
тотоксины используются как биорациональные
(биохимические) гербициды, в которых нуждается
современное органическое земледелие [8]. Их со-
держание в препаратах на основе микроорганизмов

или природных фитотоксинов оценивается как
один из показателей качества [9].

Стагонолид А и гербарумин I (рис. 1) – фито-
токсины, образуемые грибами Stagonospora cirsii и
Phoma herbarum, которые обладают высоким гер-
бицидным потенциалом, так как они ингибируют
как рост корней растений, так и вызывают повре-
ждения листьев [10–12]. Предполагают, что фито-
токсины могут являться факторами вирулентности
гриба S. cirsii, являющегося потенциальным мико-
гербицидом против бодяка полевого [13].

Для изучения механизмов действия, синтеза
производных и определения селективности этих
соединений необходимо их выделение в достаточ-
ных (несколько граммов) количествах. Однако био-
синтез этих соединений при выращивании гриба
в культуре воспроизводится плохо. Так, выход
гербарумина I в культуре P. herbarum составлял ме-
нее 1 мг/л [10], а стагонолида А в культуральной
жидкости S. cirsii С-163 – около 40 мг/л [11]. Кроме
того, необходимо разработать методику их коли-
чественного определения, которую можно было
бы использовать как для оптимизации их биосин-
теза. так и для препаративного выделения.

УДК 582.284.51:577.115



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 55  № 6  2019

РАЗРАБОТКА ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИХ МЕТОДОВ АНАЛИЗА 595

Цель работы – разработка простых и быстрых
методик пробоподготовки и анализа фитотокси-
нов в культуральной жидкости гриба S. cirsii S-47
методом сверхэффективной жидкостной хрома-
тографии (СВЭЖХ).

МЕТОДИКА
Подбор условий ВЭЖХ-анализа. Ранее полу-

ченные нами образцы стагонолида А и гербару-
мина I [11] растворяли в метаноле (1 мг/мл) и ис-
пользовали для приготовления стандартных рас-
творов. Количественный анализ одновременно
обоих фитотоксинов проводили с использованием
хроматографической системы Acquity UPLC H-Class
(“Waters”, США), снабженной диодно-матричным
детектором (СВЭЖХ/ДМД). Для оптимизации
условий разделения токсинов использовали ко-
лонку Acquity UPLC BEH (2.1 × 50 мм) с нескольки-
ми видами обращенно-фазных (ОФ) сорбентов
(C18, RP18, Phenyl и C8) с размером частиц 1.7 мкм,
а также различные температурные режимы хро-
матографирования: 30, 40 и 50°С при скорости
подачи элюента 300, 250 и 200 мкл/мин соответ-
ственно. В качестве подвижной фазы (ПФ) ис-
пользовали три системы растворителей: ПФ А – аце-
тонитрил – 5 мМ орто-фосфорная кислота (30 : 70),
ПФ Б – ацетонитрил– вода (30 : 70) и ПФ В – ме-
танол–вода (50 : 50). Объем вводимой пробы со-
ставлял 5 мкл, концентрация стагонолида А и гер-
барумина I − 1 мкг/мл. Детектирование гербару-
мина I и стагонолида А осуществляли при 200 и
234 нм соответственно, а также после сканирова-
ния в диапазоне 190–600 нм, используя функцию
MaxPlot программы Empower 3 (“Waters”, США).
Оценивали время удерживания (tR) фитотокси-
нов, относительную селективность их разделения
α = (tR2 – tRМ)/(tR1 – tRМ) и общее время анализа.

Твердофазную экстракцию фитотоксинов из
фильтрата культуральной жидкости S. cirsii и их
очистку проводили с помощью вакуумной установ-
ки (манифолда) на колонках с ОФ сорбентом Chro-
mabond C18ес (масса сорбента 500 мг, объем резер-
вуара 3 мл, “Macherey-Nagel”, Германия). Сорбент

кондиционировали последовательным нанесением
на колонку 3 мл метанола и 3 мл воды (не допус-
кая пересыхания), а затем наносили 200 мкл
фильтрата культуральной жидкости, промывали
3 мл воды и 3 мл 25%-ного метанола и подсуши-
вали воздухом в течение 1 мин. Элюцию проводи-
ли метанолом (2 мл), элюат тщательно перемеши-
вали и хранили при –20°С. Для количественного
определения фитотоксинов отбирали 200 мкл элю-
ата, добавляли к нему 300 мкл воды и тщательно
перемешивали. Анализ фитотоксинов проводили
с использованием колонки Acquity UPLC BEH C18
(50 × 2.1 мм). В качестве ПФ использовали систему
ацетонитрил–вода в соотношении 30 : 70 (об./об.),
скорость подачи ПФ 300 мкл/мин, температура
термостата колонки 30°С. Объём наносимого об-
разца 5 мкл. Время удерживания стагонолида А
составляло 2.10 мин, гербарумина I – 1.63 мин.
Погрешность tR не превышала 2% по данным не
менее 3 анализов.

Градуировочные характеристики, выражаю-
щие зависимость площадей пиков от концентра-
ции стагонолида А и гербарумина I в пробах, уста-
навливали методом абсолютной калибровки по
пяти концентрациями соединений в диапазоне от
0.125 до 20 нг в анализируемой пробе, соответ-
ствующих концентрации фитотоксинов от 0.625
до 100 мкг/мл. Для определения степени извлече-
ния растворы гербарумина I и стагонолида вносили в
стерильную питательную среду и 3-суточную культу-
ральную жидкость на уровне 6.25 и 50 мкг/мл, после
чего определяли фитотоксины по описанной выше
методике. Эксперименты выполняли в 3 повтор-
ностях (каждая из которых включала две анали-
тических повторности).

Культивирование гриба. В работе был исполь-
зован штамм S. cirsii S-47 из коллекции лаборато-
рии фитотоксикологии и биотехнологии ВИЗР.
Штамм хранили в пробирках на скошенном кар-
тофельно-глюкозном агаре (КГА) при 4°С, посев-
ную культуру выращивали на этой же среде при
24°С.

Для глубинного культивирования S. cirsii ис-
пользовали жидкую питательную среду Чапека с
витаминами (ЧАВ) в следующего состава (г/л): глю-
коза – 45, NaNО3 – 3, К2НРО4 – 1, MgSО4 ⋅ 7H2О –
0.5, KCl – 0.5, FeSО4 ⋅ 7H2О – 0.01, тиамин – 100 мкг,
биотин – 5 мкг, рН 6.0. В среду вносили от 0 до 4%
(по объему) рафинированного подсолнечного
масла. Оценку влияния концентрации масла на
рост гриба и токсинообразование изучали при
культивировании в конических колбах на 500-мл
с 100 мл среды. Гриб выращивали на качалке при
180 об./мин в течение 14 сут при 24°С. На 7, 10 и
14-е сут культивирования отбирали 1 мл культу-
ральной жидкости, который хранили при –20°С.
Опыт выполняли в 4 повторностях.

Рис. 1. Структура фитотоксинов, синтезируемых гри-
бом S. cirsii 1 − стагонолид А; 2 − гербарумин I.
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Для оценки роста и токсинообразования ис-
пользовали стеклянный ферментер с рабочим объе-
мом 1.5 л (“Applikon Biotechnology”, Голландия) с
системой управления процессами ez-Control и
программным обеспечением BioXpert. Система
оснащена датчиками рН и температуры, измерялись
также концентрация растворенного кислорода и
уровень пенообразования. Ферментационную
среду (1.4 л) инокулировали 100 мл 7-суточной
культуры, полученной на среде ЧАВ без масла по
выше описанной методике. Параметры фермен-
тации: 24°С, скорость подачи воздуха 1.5 л/мин,
скорость перемешивания – 200 об./мин в течение 2 сут
и 400 об./мин – до завершения процесса ферментации,
уровень рН не поддерживали. Пеногаситель – ра-
финированное подсолнечное масло (1% от объема
среды) вводили в среду до посева гриба. Культи-
вирование проводили 7 сут, ежедневно отбирая
образцы по 30 мл культуральной жидкости, кото-
рые хранили при –20°С. Эксперимент повторяли
трижды.

Определение параметров роста гриба и биологи-
ческой активности экстрактов. Значение водород-
ного показателя в культуральной жидкости опре-
деляли потенциометрическим методом. Массу
сухого мицелия определяли взвешиванием после
промывки водой и высушивания при 50°С в тече-
ние 2 сут. Метаболиты гриба экстрагировали из
культуральной жидкости хлористым метиленом в
соотношении 2 : 1 (об./об.). Растворитель отгоняли
на ротационном испарителе, определяли массу
сухого остатка и рассчитывали выход экстрактив-
ных веществ.

Для определения фитотоксической активности
экстрактов использовали хорошо развитые ли-
стья осота полевого, из которых при помощи про-
бочного сверла вырезали диски диаметром 10 мм.
Листовые диски помещали в прозрачные пласт-
массовые контейнеры на предварительно увлаж-
ненную дистиллированной водой фильтроваль-
ную бумагу, в их центре острой препаровальной
иглой делали надколы, а затем поверх них нано-
сили 10 мкл 0.5%-ного экстракта. Для приготов-
ления такого экстракта сухой остаток после выпа-
ривания хлористого метилена растворяли в неболь-
шом количестве этанола и доводили его объем
водой до конечной концентрации этанола 5%.
В контрольном варианте на листовые высечки
наносили 5%-ный раствор этанола. Обработан-
ные листовые высечки инкубировали при темпе-
ратуре 24°С и переменном освещении (12 ч в сут).
Диаметр некротического пятна на дисках осота
измеряли через 48 ч. Фитотоксическую актив-
ность стагонолида А и гербарумина I определяли
при их концентрации 2 мг/мл.

Для определения антимикробной активности
экстрактов по отношению к Bacillus subtilis ис-
пользовали метод бумажных дисков (500 мкг су-

хого остатка на 6 мм диск). После 24 ч инкубации
измеряли зону лизиса. Антимикробную активность
чистых токсинов – стагонолида A и гербарумина I
определяли в концентрации 200 мкг/диск.

Препаративное выделение стагонолида А и гер-
барумина I. Культуру гриба выращивали в фермен-
тере 6 сут. Экстракцию метаболитов проводили
хлористым метиленом. Грубое разделение экстракта
(около 500 мг маслянистого остатка) проводили в
стеклянной колонке (40 × 2.5 см) с силикагелем (50 г,
диаметр частиц 70–200 мкм, “Merck”, Германия), в
ступенчатом градиенте: гексан (элюент 1), гексан–
этилацетат (8 : 2 об./об., элюент 2), гексан–этил-
ацетат (6 : 4, элюент 3), гексан–этилацетат (4 : 6,
элюент 4), этилацетат (элюент 5) и этилацетат–
метанол (8 : 2, элюент 6). Объем элюата на каждой
ступени составил 400 мл. Предварительный ана-
лиз состава фракций проводили методом ТСХ на
пластинах Silica gel 60 (“Merck”, Германия) в си-
стеме гексан–этилацетат 8 : 2. Вещества визуали-
зировали в УФ-свете (254 нм) и проявляли при
обработке пластин стандартным реактивом на ос-
нове серной кислоты (10% об./об.) и анисового
альдегида (10% об./об.) в этаноле с последующим
нагревом при 105°С в течение 5 мин. Стагонолид
А хорошо визуализировался при 254 нм и окра-
шивался реактивом в коричневый цвет (Rf 0.35).
Гербарумин I при 254 нм не выявлялся, а реактивом
окрашивался в синий цвет (Rf 0.15). По данным
ТСХ и СВЭЖХ/ДМД фракция 3 (50 мг) содержала
преимущественно стагонолид А и фракция 5 (150 мг) –
гербарумин I с примесями.

Дальнейшую очистку гербарумина I проводили
на обращенно-фазовой (ОФ) колонке Purif lash
PF-15С18HP/20G (20 г, диаметр частиц сорбента
15 мкм, “Interchim”, Франция), используя систему
препаративной хроматографии среднего давле-
ния Sepacore (“Büchi”, Швейцария) с УФ/ВИД-
детектором. Фракцию 5 адсорбировали на 2 г ОФ
сорбента (Silica gel 60 silanazied, диаметр частиц
63–200 мкм, “Merck”, Германия) и вносили в
предколонку для сухой загрузки объемом 6 мл.
Элюирование метаболитов осуществляли при
комнатной температуре в системе растворителей
0.1%-ная муравьиная кислота – ацетонитрил по
схеме: 15%-ный ацетонитрил в течение 1 мин,
градиент от 15 до 100% ацетонитрила – 11 мин и
ацетонитрил – 4 мин. Скорость потока элюента
24 мл/мин, детекция при 200 нм. Время удержи-
вания гербарумина I составила 4.5 мин.

Финальную очистку фитотоксинов проводили
методом препаративной ВЭЖХ на колонке
XBridge Prep C18 (250 × 19 мм) с диаметром ча-
стиц 5 мкм (“Waters”, США). Состав частиц этой
колонки аналогичен частицам сорбента аналити-
ческой колонки Acquity UPLC BEH C18. Хрома-
тографирование проводили при комнатной тем-
пературе и скорости подачи элюента (вода–аце-
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тонитрил 30 : 70) 24 мл/мин. Объем вводимой
пробы − 1 мл: примерно 50 мг сухого образца раство-
ряли в 300 мкл ацетонитрила и добавляли 700 мкл во-
ды. Метаболиты детектировали на УФ-детекторе
при 200 и 234 нм. В этих условиях tR гербарумина
I составило 9 мин, tR стагонолида A – 12 мин.
Контроль содержания этих фитотоксинов в хро-
матографических фракциях осуществляли опи-
санным выше методом СВЭЖХ/ДМД.

Для подтверждения структуры выделенных со-
единений использовали ВЭЖХ-МС/МС и анализ
протонных и углеродных спектров ЯМР. Для по-
лучения масс-спектров использовали хромато-
графическую систему TSQ Quantum Access™
(“Thermo Scientific”, США), снабженную диод-
но-матричным быстросканирующим и масс-
спектрометрическим (тройной квадруполь) де-
текторами. Условия хроматографирования: колонка
Zorbax CB-С18 (Agilent Tech., США), размеры ко-
лонки 2.1 × 150 мм, зернение 1.8 мкм, градиент
10–100% ацетонитрила в 0.1%-ной муравьиной
кислоте, скорость потока элюента 250 мкл/мин,
температура колонки 35°C, диапазон сканирова-
ния диодно-матричного детектора 200–800 нм,
тип ионизации HESI, диапазон сканирования
50–1000 m/z. Для растворения соединений ис-
пользовался метанол. Для записи спектров ЯМР –
прибор Avance III Ultra-Shield Plus (“Bruker”, Гер-
мания). Анализируемые соединения растворяли в
дейтерированном хлороформе. Протонные спек-
тры записывали при частоте 400 МГц, углеродные –
при 100 МГц.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики хроматографического раз-
деления фитотоксинов. На коротких (длиной 50 мм)
СВЭЖХ-колонках оптимальная продолжитель-
ность анализа составляла около 3 мин при tR ана-
литов в пределах 1.2–2.5 мин с учетом tR не сорбиру-
емых соединений около 0.5 мин. Подбор ОФ-сор-
бента и условий хроматографирования показал,
что для быстрого одновременного анализа герба-
румина I и стагонолида А колонки Acquity UPLC
BEH С18 и Phenyl оказались оптимальными. При
подобранных условиях хроматографирования,
которые описаны ниже, они обеспечивали высо-

кую селективность (α > 1.4) в пределах tR аналитов
от 1.2 до 2.5 мин. Независимо от использованных
условий хроматографирования на колонке Acquity
UPLC BEH RP18 селективность была низкой. На
колонке с сорбентом С8 удерживание аналитов в
условиях проведенного эксперимента было зна-
чительным (tR от 2.2 до 4.1 мин), что неудобно для
быстрого анализа.

Для стандартного разделения фитотоксинов
S. cirsii (время анализа 3 мин при α > 1.4) опти-
мальными оказались следующие условия: колонки
Acquity UPLC BEH С18 (ПФ Б) и Acquity UPLC
BEH С8 (ПФ В) при температуре колонки 30°С,
при скорости подачи ПФ 300 мкл/мин; колонки
Acquity UPLC BEH С18 (ПФ В) и Acquity UPLC
BEH Phenyl (ПФ А или Б) при температуре ко-
лонки 40°С и скорости подачи ПФ 250 мкл/мин.

Сверхбыстрый (2 мин) анализ гербарумина I и
стагонолида А при высокой для данного экспери-
мента селективности обеспечивали колонки Ac-
quity UPLC BEH С18 (α 1.66) и Phenyl (α 1.45) при
использовании ПФ В и ПФ А соответственно при
температуре колонки 30°С и скорости подачи
элюента 300 мкл/мин. Такие условия удобно ис-
пользовать для скрининга этих соединений в хро-
матографических фракциях.

При использовании ацетонитрила в качестве
модификатора элюирующей системы (ПФ А и
ПФ Б) первым из всех используемых типов коло-
нок элюировался гербарумин I (табл. 1). При ис-
пользовании ПФ В с метанолом в качестве моди-
фикатора стагонолид А элюировался с сорбента
раньше гербарумина I. При этом, высокую селек-
тивность обеспечивала колонка с сорбентом С18,
при использовании которой время удерживания
стагонолида А составило 1.4 мин, гербарумина I –
1.9 мин.

Методика анализа фитотоксинов. Аналитиче-
ские характеристики гербарумина I и стагонолида
А, полученные методом СВЭЖХ, представлены в
табл. 1.

При внесении фитотоксинов в стерильную
жидкую питательную среду на уровне 50 мг/л
средний уровень извлечения гербарумина I соста-
вил 99%, стагонолида А – 96%; при их внесении
на уровне 6.25 мг/л было обнаружено 93% герба-

Таблица 1. Аналитические характеристики методики определения фитотоксинов в диапазоне линейности гра-
дуировочного графика (n = 3, P = 0.95)*

* При использовании методики необходимо каждый раз строить новую калибровочную кривую из-за возможных различий в
оборудовании и условиях эксперимента.

Соединение tR, мин Диапазон
определения, мг/л Уравнение R2 Лимит определения, мг/л

Гербарумин I 1.63 6.25–100 y = 1930x – 455 0.9998 2.0
Стагонолид А 2.10 6.25–100 y = 2510x – 116 0.9998 0.5
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румина I и 95% стагонолида А. Во всех вариантах
погрешность опыта была низкой (Sr < 0.01).

При внесении гербарумина I в 3-суточный
фильтрат КЖ, в котором оба соединения не де-
тектировались, в ходе его количественного опре-
деления на выходе из колонки его не обнаруживали,
но при этом появлялся пик стагонолида A, пло-
щадь которого соответствовала концентрации
внесенного гербарумина I. При одновременном
внесении обоих соединений в одинаковой кон-
центрации детектировали в 2 раза больше стагоно-
лида A, чем было внесено, а гербарумин I не обна-
руживался. Это позволило предположить присут-
ствие в КЖ ферментов, окисляющих гербарумин
I до стагонолида A. При внесении стагонолида А
в фильтрат КЖ степень его извлечения составила
более 90%.

Влияние концентрации масла и продолжитель-
ности глубинного культивирования на выход герба-
румина I и стагонолида А. При культивировании в
колбах на качалке колонии S. cirsii S-47 росли в
виде пеллет. Внесение различных концентраций
растительного масла не влияло на морфологию ко-
лоний. Двухнедельная КЖ гриба, выращенного на
среде без масла, имела темно-оливковый оттенок.
С увеличением доли масла в среде интенсивность
ее пигментации снижалась. Следует отметить, что
при содержании масла ≥1% оно оставалось в виде
пленки на поверхности жидкой питательной среды.

Содержание масла существенно влияло на вы-
ход биомассы двухнедельных культур S. cirsii S-47,
увеличивая уровень накопления сухой биомассы
гриба по сравнению со средой без масла. Так, вы-
ход биомассы на среде ЧАВ, с 2% масла оказался
примерно на 40% выше (табл. 2). Присутствие
этого компонента изменяло конечный pH КЖ, при
более высоких концентрациях (1–4%) значение рН
было ниже. Продолжительность культивирова-
ния и внесение подсолнечного масла оказали суще-
ственное влияние на образование фитотоксинов в
КЖ S. cirsii S-47. Максимум накопления стагоно-
лида А (от 3 до 4.7 мг/л) наблюдался на 7 сут куль-

тивирования, исключение составил вариант с
1%-ным содержанием масла в среде, при котором
максимальный выход стагонолида А (11 мг/мл)
приходился на 10 сут культивирования. На 14 сут
культивирования гриба концентрация стагоно-
лида А резко снижалась (табл. 2).

Максимальное накопление гербарумина I в КЖ
на среде без масла (5.7 мг/л) наблюдали на 10 сут
(табл. 2), добавление масла в жидкую питатель-
ную среду негативно влияло на образование этого
метаболита.

Особенности роста и образования токсинов
S. cirsii S-47 при культивировании в лабораторном
ферментере. При выращивании в ферментере на
среде ЧАВ с добавлением 1% масла колонии
S. cirsii S-47 также как и в колбах имели вид пел-
лет. По мере роста гриба наблюдалось изменение
пигментации КЖ от светло-бежевой опалесциру-
ющей до коричнево-черной.

Максимум накопления сухой биомассы гриба
наблюдали на 3 сут ферментации (12 г/л), макси-
мальный выход соединений, экстрагируемых из
фильтрата КЖ (около 800 мг/л), – на 6 сут фер-
ментации. В процессе роста гриба наблюдали
подкисление культуральной жидкости до рН 5.0 на
4 сут, а затем ее подщелачивание до рН 9 на 7 сут
(рис. 2). Уровень растворенного кислорода (DO) в
КЖ коррелировал с выходом биомассы. Так, его
резкое снижение совпадало с максимальным на-
коплением биомассы: уже через 24 ч ферментации
начиналось резкое снижение уровня DO, через 2 сут
до 10%, а на 3 сут до нуля (рис. 2), что говорит об
окончании фазы экспоненциального роста гриба.

В различные сроки культивирования экстракты
КЖ проявляли фитотоксическую активность
(средний диаметр некротического пятна изменялся
в пределах от 0.7 мм до 4.8 мм). Максимальное по-
ражение листовых высечек осота вызывали экс-
тракты, полученные из КЖ на 4, 5 и 7 сут фермен-
тации S. cirsii S-47, при этом диаметр некротиче-
ского пятна варьировал в пределах 4.5–5 мм
(табл. 3). Антимикробная активность экстрактов

Таблица 2. Содержание стагонолида А и гербарумина I в экстракте КЖ на 7, 10 и 14 сут глубинного культивиро-
вании S. cirsii S-47 на среде Чапека

* На 14 сут культивирования, ** н/о – не обнаружено.

Содержание 
масла, % рН* Биомасса,

г/л*
Стагонолид А, мг/л Гербарумин I, мг/л

7 10 14 7 10 14

0 7.7 4.8 0.9 н/о** н/о 2.9 5.7 4.7
0.25 7.6 5.1 0.7 н/о н/о н/о н/о н/о
0.5 7.8 7.2 3.0 1.7 н/о н/о н/о н/о
1 7.3 7.3 9.1 11.3 0.8 н/о н/о н/о
2 7.2 7.6 4.7 1.8 н/о н/о н/о н/о
4 7.2 8.8 3.1 1.0 н/о н/о н/о н/о
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обнаруживалась, начиная со 2 сут ферментации
гриба (зона лизиса бактериальных колоний от 7
до 14 мм). Наибольшую активность по отноше-
нию к B. subtilis проявляли экстракты из 4 и 5-су-
точных проб КЖ S. cirsii S-47 (табл. 3).

Стагонолид А был обнаружен в культуральной
жидкости на 4 сут ферментации – в начале стаци-
онарной фазы роста, максимальная его концен-
трация (116.7 мг/л) выявлена на 5 сут; на 7 сут
ферментации стагонолид А в культуральной жид-
кости не обнаруживался. Гербарумин был выяв-
лен в фазе отмирания – в 6- и 7-сут КЖ в концен-
трации 38 и 116.5 мг/л соответственно (табл. 3).

Идентификация и биологическая активность
фитотоксинов. При выделении и очистке стагоно-
лида А и гербарумина I из фильтрата КЖ S. cirsii
использовали разработанные методики их анали-
за с помощью ТСХ и СВЭЖХ/ДМД Выход стаго-
нолида А составил около 30 мг/л, гербарумина I –
50 мг/л.

В масс-спектре полученного стагонолида А
присутствовали пики m/z 227.11 ([М + Н]+, 100%)

и 209.12 ([M + Н–H2O]+, 25%), в масс-спектре
гербарумина I – m/z 229.11 ([М + Н]+, 10%) и 211.12
([M + Н–H2O]+, 100%), 193.15 ([M + Н–2H2O]+,
25%). Масс-спектры демонстрировали наличие
одной гидроксильной группы у стагонолида А и
двух – у гербарумина I. Протонный и углеродный
спектры ЯМР обоих соединений были идентич-
ны опубликованным [10, 11]. В дополнительно
полученных углеродных спектрах DEPT этих ве-
ществ присутствовали сигналы пяти СН2-групп
(3 сигнала лактонного кольца и 2 сигнала n-про-
пильной группы).

Стагонолид А и гербарумин I (2 мг/мл) прояв-
ляли примерно одинаковую фитотоксическую
активность на листовых дисках осота полевого
(диаметр некротических пятен около 6 мм). Од-
нако антимикробная активность гербарумина I
(зона лизиса около 4 мм) по отношению к B. sub-
tilis была в 2.5 раза ниже, чем у стагонолида А (зона
лизиса около 10 мм). Подходы к количественному
определению остаточных количеств ксенобиоти-

Рис. 2. Динамика роста Stagonospora cirsii S-47 при глубинном культивировании S. cirsii: 1 – рН; 2 – экстрактивные ве-
щества в КЖ, г/л; 3 –сухая биомасса, г/л; 4 – растворенный кислород, %.
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Таблица 3. Биологическая активность экстрактов КЖ S. cirsii S-47 при различных сроках ферментации

* Диаметр некротического пятна (мм) на листовом диске осота полевого через 48 ч после обработки, ** – зона лизиса (мм)
клеток B. subtilis.

Время 
культивирования, сут

Биологическая активность экстрактов Концентрация, мг/л

фитотоксическая * антимикробная** стагонолид А гербарумин I

1 2.8 0 0 0
2 3 0 0 0
3 1 5 <0.6 0
4 4.8 12 48.4 0
5 4.6 13.5 116.7 0
6 3.6 7.5 24.4 37.8
7 4.7 7 0 116.5
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ков и биологически активных веществ (БАВ) в ходе
многофакторной оптимизации их получения раз-
личаются: в первом случае важна высокая чув-
ствительность метода, во втором – скорость
определения. Поэтому метод ВЭЖХ/УФ часто
используется для мониторинга мажорных БАВ в
культурах микроорганизмов [14, 15]. Использование
оборудования для СВЭЖХ позволяет в несколько
раз ускорить процесс анализа, а диодно-матрич-
ный детектор (ДМД) – вести контроль за содер-
жанием примесей и аналитов. Разработанная в
данной работе методика анализа гербарумина I и
стагонолида А позволяет в течение 30–60 мин
подготовить несколько проб из КЖ S. cirsii методом
твердофазной экстракции и провести их количе-
ственное определение при помощи СВЭЖХ/ДМД.
Более того, при использовании картриджей для
одновременной очистки 96 образцов она может
быть адаптирована для высокопроизводительного
скрининга продуцентов стагонолида А и гербару-
мина I, использование которого в последнее время
расширяется и автоматизируется [16–18]. При
необходимости чувствительность методики ана-
лиза фитотоксинов S. cirsii можно повысить, уве-
личив объем наносимого на колонку культураль-
ного фильтрата.

Методика анализа фитотоксинов была апро-
бирована для определения влияния содержания
растительного масла на рост и динамику образо-
вания токсинов при глубинном культивировании
в колбах и лабораторном биореакторе. Раститель-
ные масла добавляются в питательные среды в ка-
честве пеногасителя, источника углерода и стиму-
лятора биосинтеза. Например, показано, что они
стимулируют рост глубинного мицелия Cordyceps sp.
и образование бета-лактамных антибиотиков рядом
продуцентов [19, 20]. Для некоторых микроорга-
низмов они являются источником углерода в пи-
тательной среде [21, 22]. Потенциально расти-
тельное масло может быть использовано как пе-
ногаситель при ферментации S. cirsii. Полученные
результаты показали, что оно стимулировало рост
гриба при глубинном культивировании на орби-
тальной качалке, повышая при этом образование
стагонолида А (выход до 11 мг/л), но ингибируя
образование гербарумина I (табл. 3). Максималь-
ный выход гербарумина I при культивировании
на среде ЧАВ составил около 5 мг/мл, что на по-
рядок выше, чем у другого продуцента – гриба
Phoma herbarum [10]. В дальнейшем использова-
ние предложенной методики позволит оптимизи-
ровать состав среды и провести селекцию проду-
центов [23, 24].

Количественный анализ метаболитов позво-
лил изучить динамику их накопления в КЖ S. cirsii
S-47 при культивировании в лабораторном фер-
ментере, а также оценить фитотоксическую и ан-
тимикробную активности в процессе роста. По-
казано, что стагонолид А накапливался на 4–5 сут

ферментации (выход 48–116 мг/л), а затем проду-
цент, по-видимому, переводил его в менее токсич-
ное соединение – гербарумин I (выход 37–116 мг/л).
Для препаративного выделения фитотоксинов,
образуемых S. cirsii, необходим мониторинг их
содержания в КЖ методом ВЭЖХ, поскольку
трансформация соединений происходила быстро –
в течение 1–2 сут.
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Development of Chromatography Techniques for Analysis and Preparative Isolation 
of Phytotoxic Metabolites Produced by Stagonospora cirsii
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A simple HPLC technique of quantitative analysis of phytotoxins (herbarumin I and stagonolide A) in culture
liquid of the fungus, Stagonospora cirsii S-47 was developed. Some examples of its application were presented.
The technique was used for study of effects of refined sunflower oil concentration and duration of cultivation
on concentration of the toxins. At the oil concentration of 0.5% and higher in modified Czapek medium the
biomass yield and concentration of stagonolide A were increased while the concentration of herbarumin I was
decreased. Maximal concentrations of both toxins were obtained on 10 day of submerged cultivation in f lasks.
When the fungus was grown on the same medium supplied with 1% of the oil in a laboratory fermenter, max-
imal concentration of stagonolide A (116 mg/L) was achieved after 5 days of the fermentation while the max-
imal concentration of herbarumin 1(116 mg/L) was observed after 7 days of the submerged growth. The tech-
nique was used for monitoring the toxins during their isolation as well as for preparative HPLC.

Keywords: Stagonospora cirsii, bioherbicide, HPLC, phytotoxins, stagonolide A, Herbarumin I
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