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Исследование посвящено изучению антагонистической активности вторичных метаболитов, выделенных 
из мицелия штамма Streptomyces cremeus, в отношении фитопатогенных грибов для дальнейшего определения 
действующих веществ. Высшие актинобактерии имеют большое практическое значение в связи с их способ-
ностью продуцировать различные биологически активные вещества, в том числе антибиотики, применяемые 
во многих отраслях  – медицине, ветеринарии, растениеводстве, пищевой промышленности. Стабильность 
штаммов-продуцентов является одним из условий получения стандартных биопрепаратов с высокой эффектив-
ностью. Уровень специфичности и биологической активности штаммов-продуцентов зависит от химической 
природы синтезируемых биологически активных веществ. Поэтому актуальной является проблема выделения 
и изучения активных компонентов метаболитного комплекса высших актинобактерий с целью создания новых 
эффективных биопрепаратов. Для эффективного культивирования актинобактерий необходимо получить наи-
более подходящий состав питательной среды и выявить наиболее стабильный в отношении продуцируемых ве-
ществ штамм. Методом поддерживающего отбора были получены стабильные варианты стрептомицета с вы-
сокой антагонистической активностью в отношении широкого спектра фитопатогенных грибов. В результате 
проведенных исследований отобраны наиболее перспективные моноспоровые изоляты штамма Str. cremeus. 
Показано, что выделенный штамм обладает широкой антагонистической активностью против фитопатогенных 
грибов и может быть применен для получения активных фунгицидных веществ.
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The study is devoted to the study of the antagonistic activity of secondary metabolites isolated from the 
mycelium of the Streptomyces cremeus strain against phytopathogenic fungi for further determination of active 
substances. Higher actinobacteria are of great practical importance due to their ability to produce various biologically 
active substances, including antibiotics used in many industries – medicine, veterinary medicine, crop production, 
food industry. The stability of producing strains is one of the conditions for obtaining standard biologics with 
high efficiency. The level of specificity and biological activity of the producing strains depends on the chemical 
nature of the biologically active substances synthesized. Therefore, the problem of isolating and studying the active 
components of the metabolic complex of higher actinobacteria in order to create new effective biological products 
is urgent. For the effective cultivation of actinobacteria, it is necessary to obtain the most suitable composition of 
the nutrient medium and identify the most stable strain with respect to the substances produced. Stable streptomyces 
variants with high antagonistic activity against a wide range of phytopathogenic fungi were obtained by the method 
of supportive selection. As a result of the conducted studies, the most promising monospore isolates of the strain Str. 
cremeus were selected. It is shown that the isolated strain has a broad antagonistic activity against phytopathogenic 
fungi and can be used to obtain active fungicidal substances.
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За последние несколько десятков лет 
взоры биотехнологов и микробиологов об-
ратились к высшим актинобактериям, имею-
щим большое практическое значение в связи 
с их способностью продуцировать различ-
ные биологически активные вещества, в том 
числе антибиотики, применяемые во многих 
отраслях – медицине, ветеринарии, растени-
еводстве, пищевой промышленности [1, 2]. 

Одной из сфер использования антаго-
нистической активности данных бактерий 
является создание биологических средств 
защиты растений от фитопатогенных аген-

тов [3]. Наибольшее значение в создании 
данных средств имеют стрептомицеты  – 
продуценты вторичных метаболитов с раз-
личными ингибирующими, фунгицидными 
и другими специфическими свойствами 
[3, 4]. Стабильность штаммов-продуцен-
тов является одним из условий получе-
ния стандартных биопрепаратов с высо-
кой эффективностью.

Уровень специфичности и биологиче-
ской активности штаммов-продуцентов 
зависит от химической природы синтези-
руемых биологически активных веществ. 
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Поэтому актуальной является проблема вы-
деления и изучения активных компонентов 
метаболитного комплекса высших актино-
бактерий с целью создания новых эффек-
тивных биопрепаратов. 

При получении высокоактивных био-
препаратов большое значение имеет под-
бор питательной среды, которая обеспе-
чивает оптимальный рост и размножение 
бактерий, что приводит к увеличению вы-
хода целевого продукта. В настоящее время 
при оптимизации состава питательных сред 
широко используют математический метод 
планирования экспериментов [5, 6].

Цель работы: на основе изучения спон-
танной изменчивости штамма Streptomyces 
cremeus выделить активные клоны с высо-
кой антагонистической активностью и изу-
чить ингибирующее действие фракций экс-
тракта биомассы штамма в отношении 
фитопатогенных грибов для дальнейшего 
определения действующих веществ.

Материалы и методы исследования
Объектом исследования являлся штамм 

Streptomyces cremeus, выделенный Ю.Е. Ко-
невым из почвенного образца (Армения) 
[7]. Штамм относится к высшим актино-
бактериям и представляет собой грампо-
ложительные бактерии с ветвящимся ми-
целием и спорами на прямых спороносцах. 
Стрептомицеты Streptomyces cremeus – ме-
зофильные, аэробные, нейтрофильные, 
но с широким диапазоном толерантности 
к рН, хемоорганотрофные, каталазоположи-
тельные, медленно растущие прокариоты. 
На агаризованных питательных средах тре-
буют присутствия глюкозы и создают белый 
пушистый мицелий [8]. Использованные 
в работе питательные среды представлены 
в таблице 1.

Оптимизация состава питательной 
среды для культивирования штамма про-
водилась путем изменения концентрации 

двух основных компонентов: глюкозы – ис-
точника углерода – и соевой муки – источ-
ника азота. Матрицу составляли с шагом λ 
= 0,5, в диапазоне от 9,00 до 11,00 г каждого 
компонента на 1 л воды. Таким способом 
исследовали 25 вариантов питательной сре-
ды, отличающихся по количеству источни-
ка углерода и азота.

Определение массы сухого мицелия про-
водили после ферментации. Для этого куль-
туральную жидкость центрифугировали 
(3000 об/мин, 20 мин), фильтровали на ваку-
ум-фильтре и сушили при t = 22–24°С в те-
чение 3 суток.

Для выявления влияния различных фак-
торов на выход мицелия были определены 
эффекты исследуемых факторов. Эффект 
определенного уровня фактора равен раз-
нице среднего значения выхода мицелия 
во всех опытах, где данный фактор нахо-
дился на этом уровне, и среднего значения 
выхода для всей серии опытов (формула 1).
	 Ei = mмиц. ср. i – mмиц. ср. , 	 (1)
где Ei – эффект определенного уровня фак-
тора; 

mмиц. ср. i – среднее значение выхода мице-
лия во всех опытах, где данный фактор на-
ходился на этом уровне, г;

mмиц. ср. – среднее значение выхода мице-
лия для всей серии опытов, г.

Изменение состава питательной среды 
могло влиять на выход мицелия и на син-
тез метаболитов, определяющих антаго-
нистическую активность данного штамма, 
поэтому проводили их экстрагирование 
из сухого мицелия этиловым спиртом в те-
чение 1 часа. Экстракт в количестве 0,1 мл 
наносили на бумажные диски и высушива-
ли на воздухе. Оценку антагонистической 
активности проводили на тестовых фи-
топатогенных грибах Alternaria alternata 
и Fusarium graminearum методом диффу-
зии в агар.

Таблица 1
Питательные среды и режимы стерилизации для культивирования стрептомицетов

Название питательной среды Состав, г на 1 л воды Режим стерилизации
Среда 19/6 [5] Кукурузный экстракт – 10,4

Крахмал картофельный растворимый – 10,0
(NН4)2SO4 – 3,0; NaCl – 3,0; CaCO3 – 3,0
Агар микробиологический – 20,0
Вода водопроводная – 1 л

0,8 атм 30 мин

Среда №5 Соевая мука – 10,0; Глюкоза – 10,0; NaCl – 5,0
CaCO3 – 3,0; Вода водопроводная – 1 л

0,5 атм 30 мин

Среда Чапека с сахарозой Сахароза – 20,0; К2НРО4 – 1,0; NaNO3 – 2,0
KCl – 0,5; Вода водопроводная – 1 л 0,6 атм 30 мин

Среда МПА Мясо-пептонный бульон – 1 л
Агар-агар – 20 г 0,5 атм 30 мин
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Посев и культивирование штамма про-

водили поверхностным и глубинным спо-
собами на искусственной агаризованной 
среде 19/6 в течение 7 суток при темпера-
туре 280С. Глубинное культивирование осу-
ществляли в колбах Эрленмейера на 750 мл, 
содержащих 100–120 мл ферментационной 
среды № 5. Колбы с засеянным штаммом 
с плотной питательной среды устанавлива-
ли на качалку (220 об/мин) и инкубировали 
при t = 27 – 28°С в течение 4 суток. 

Отбор вариантов с антагонистической 
активностью против грибов-фитопатоге-
нов проводили поэтапно. 

На первом этапе работы изучали попу-
ляционный состав штамма, для чего был 
произведен первый моноспоровый рассев 
для получения изолированных колоний 
на агаризованной питательной среде с куку-
рузным экстрактом и крахмалом в чашках 
Петри. Через 7 суток роста при t = 28°С вы-
росшие изолированные колонии пересеива-
ли в пробирки со скошенной средой 19/6. 
Для дальнейшей работы отбирали наиболее 
характерные морфологические варианты. 
Для повышения целевой активности вари-
антов проводили 3 повторных моноспо-
ровых рассева для получения изолирован-
ных колоний.

На втором этапе проводили фермента-
цию в колбах Эрленмейера на 750 мл, со-
держащих 100–120 мл ферментационной 
среды № 5. Колбы с засеянным штаммом 
с плотной питательной среды устанав-
ливали на качалку (220 об/мин) и инку-
бировали при 27–28°С в течение 5 суток. 
После проведенной ферментации опреде-
ляли антагонистическую активность куль-
туральной жидкости. Опыты проводили 
в 3 повторностях. 

Для третьего этапа работы выбирали 
наиболее активный вариант по признаку 
антагонистической активности и использо-
вали его для получения сухого экстракта. 
После проведения экстракции исследовали 
зависимость антагонистической активности 
от концентрации сухого экстракта. Исполь-
зовали концентрации 0,1, 0,25 и 0,5 мг/мл. 

Экстрагирование для выделения актив-
ного метаболитного комплекса, продуци-
руемого штаммом, проводили в три этапа.

Первое экстрагирование. От культу-
ральной жидкости штамма, полученной на  
5-е сутки роста, отделяли мицелий с помо-
щью центрифуги (3000 об/мин, 20 минут). 
Отделенный мицелий экстрагировали эти-
ловым спиртом в соотношении 1:5 в течение 
30 минут при постоянном перемешивании 
(500 об/мин). Далее фильтровали спирто-
вой экстракт на вакуум-фильтре, концен-

трировали на ротационном испарителе 
при t=45–55°С и 0,03–0,005 Мпа, высуши-
вали в сушильном шкафу в течение 1 суток 
при t=35°С. В результате получали лабора-
торный образец биопрепарата, представ-
ляющий собой гигроскопичный порошок, 
который хранили в стеклянных бюксах в ва-
куум-эксикаторе при t = +4±2ºС. Для оцен-
ки инсектицидной и антагонистической 
активности лабораторный образец исполь-
зовали без дополнительной очистки. Часть 
этанольного экстракта отобрали для иссле-
дования биологической активности. Остав-
шийся экстракт использовали на следую-
щем этапе.

Второе экстрагирование. Сухой эта-
нольный экстракт экстрагировали этилаце-
татом в соотношении 1:35 в течение 20 мин 
на ультразвуковой ванне. Экстракт кон-
центрировали на ротационном испарителе 
при t = 45–55°С и давлении 0,03–0,005 МПа 
до сухого остатка и отбирали половину 
для исследования активности. Дополни-
тельно проводили отбор водной части экс-
тракта до упаривания.

Третье экстрагирование проводи-
ли метанолом по методике, аналогичной 
предыдущей. 

Метод колоночной хроматографии 
был применен для выделения отдельных 
компонентов активного комплекса из сухо-
го экстракта. В качестве сорбента приме-
няли силикагель. Для более эффективного 
разделения смеси метаболитов штамма Str. 
cremeus использовали градиентное элюи-
рование, начинали разделять неполярным 
растворителем (гексан), далее постепенно 
увеличивали полярность смеси и перехо-
дили к высокополярным растворителям. 
Объем элюента для каждой фракции со-
ставлял 50 мл. 

Перед заполнением колонки сорбент 
(35 мл) заливали гексаном. Растворяли ис-
следуемый экстракт (200 мг) в этиловом 
спирте (5 мл) на ультразвуковой ванне, да-
лее наносили на сухой силикагель (5 мл) 
и вносили в колонку на силикагель с гек-
саном. Растворители в указанном порядке 
наносили на колонку. В ходе работы были 
отобраны аликвоты из каждой фракции 
(10 мл) для анализа инсектицидной и фун-
гицидной активностей.

Оценку фунгицидной активности экс-
трактов из стрептомицета проводили 
методом диффузии в агар. Экстракты рас-
творяли в воде в концентрации 0,1, 0,25 и  
0,5 мг/мл. Оценку активности культураль-
ной жидкости проводили без разведения. 
Антагонистическую активность получен-
ного раствора определяли методом лунок 
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по диаметру зон задержки роста тест-
культур фитопатогенных микроорганизмов. 
Для оценки активности в чашках Петри 
с агаризованной средой Чапека или МПА, 
засеянной тест-культурами, делали лунки 
с помощью стандартного бура (d=5 мм), а за-
тем в лунки пастеровской пипеткой вносили 
испытуемый раствор. Чашки инкубировали 
при t=28°С. Зоны задержки роста фитопа-
тогенных бактерий замеряли через 24–48 ч, 
а грибов  – через 3–5 суток после засева. 
В качестве тест-объектов использовали:

−  фитопатогенные грибы из Государ-
ственной коллекции ВИЗР: Alternaria alter-
nate (Keissler, 1912), Bipolaris sorokiniana 
(Shoemaker 1959), Botrytis cinerea (Persoon, 
1797), Colletotrichum falcatum (Went 1893), 
Colletotrichum lagenarium (Ellis & Halsted, 
1893), Fusarium culmorum (Sass, 1892), F. 
graminearum (Schwabe, 1839), F. redolence, 
F. sambucinum (Brondeau, 1855), F. solani 
(Sass, 1881), F. sporotrichella;

− условно-патогенные дрожжи Candida 
albicans (Berkhout, 1923) АТСС 10231.

Для сравнения и контроля использовали 
тестовые бактериальные штаммы: Esche-
richia coli АТСС 8739, Staphylococcus aureus 
АТСС 6538.

Статистическую обработку резуль-
татов проводили методом вариационной 
статистики с вычислением среднего ариф-
метического для каждой группы опытов 
и стандартного отклонения от среднего 
арифметического. Достоверность различий 
между контрольными и опытными изме-
рениями оценивали с помощью критерия 
Стьюдента [9, 10]. 

Результаты исследования  
и их обсуждение

На первом этапе выявления наиболее 
активных вариантов проводили оценку ан-
тагонистической активности Str. cremeus 
в отношении грибов Fusarium graminearum 
и Alternaria alternate (рис. 1). 

В большинстве исследуемых вариантов 
можно отметить высокую антагонистиче-
скую активность в отношении фитопатоген-
ных грибов. Следует выделить варианты 
№ 5, 6, 12, 13 и 24 с наибольшими значе-
ниями размеров зон задержки роста тест-
культур. Варианты № 13 и 24 также отли-
чаются максимальным выходом мицелия. 
На основании этих результатов и экономи-
ческой целесообразности для дальнейшей 
работы был отобран вариант питательной 
среды № 13: 10,00 г глюкозы, 10,00 г соевой 
муки, 5,0 г NaCl, 3,0 г CaCO3. Str. cremeus 
на среде 19/6 формирует следующий устой-
чивый морфологический вариант колоний. 
Изучаемый штамм обладает высокой фунги-
цидной активностью (рис. 2), и культураль-
ная жидкость активна в отношении фитопа-
тогенных грибов. Скрининг осуществляли 
на двух видах грибов для определения ан-
тагонистической активности культуральной 
жидкости всех выделенных вариантов. В ка-
честве тест-грибов использовали возбудите-
лей опасных заболеваний растений грибы 
Botrytis cinerea и Fusarium culmorum, кото-
рые удобно использовать для скрининга, по-
скольку они обладают высокой скоростью 
роста. По результатам экспериментов были 
отобраны 6 наиболее активных вариантов. 
Результаты представлены на рисунке 2.

Рис. 1. Антагонистическая активность экстрактов штамма Str. cremeus  
в отношении грибов F. graminearum и A. alternata
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Рис. 2. Антагонистическая активность культуральной жидкости штамма Str. cremeus biovar. 
octemberanun var. nov. 729 на культуры Fusarium culmorum и Botrytis cinerea

Полученные данные свидетельствуют о  
высокой антагонистической активности полу-
ченных вариантов в отношении Botrytis cinerea. 
Варианты № 10, 15, 22 проявили наибольшую 
активность  – диаметры зон задержки роста 
от 20 до 22 мм. Варианты № 3, 12, 18 обладают 
несколько меньшей активностью – диаметры 
зон задержки роста от 11 до 13 мм. Актив-
ность в отношении Fusarium culmorum была 
ниже: диаметр зон задержки роста составлял 
от 8 до 11 мм. Вариант № 22 проявил макси-
мальную фунгицидную активность – диаметр 
зон задержки роста 11–22 мм.

Поскольку среди грибов рода Fusarium 
имеется значительное число фитопатоген-
ных видов, то на следующем этапе решили 
расширить спектр тестовых фитопатоген-
ных видов (табл. 2 и 3).

Вариант № 22 проявил высокую ак-
тивность в отношении всех грибов рода 

Fusarium. Диаметр зон задержки роста 
составлял от 9 до 15 мм. Тем самым пока-
зано, что вариант № 22 обладает высокой 
фунгицидной активностью в отношении 
всех тест-грибов. Для дальнейшей работы 
был выбран именно он. После проведения 
экстракции биологически активного ве-
щества по описанной методике исследо-
вали его антагонистическую активность 
в отношении широкого спектра грибов 
(рис. 3).

Оценка антагонистической активности 
экстракта варианта № 22 показала, что име-
ется зависимость активности от концен-
трации экстракта: при использовании кон-
центрации 0,1 мг/мл диаметр зон задержки 
роста составил от 11 до 50 мм, а при кон-
центрации 0,5 мг/мл  – от 14,5 до 50 мм. 
Максимальная активность была обнаруже-
на против гриба Alternaria alternata.

Таблица 2
Антагонистическая активность культуральной жидкости штамма Str. cremeus biovar. 

octemberanun var. nov. 729 на фитопатогенные грибы рода Fusarium

№ № варианта
Диаметр зон задержки роста, мм 

F. 
graminearum

F. 
redolence

F. 
sambucinum

F. 
solani

F. 
sporotrichella

1 Исх. штамм* – – – – –
2 3 9±0,1 11±0,09 10±0,12 7±0,08 12±0,09
3 10 8±0,08 12±0,1 12±0,08 9±0,09 14±0,1
4 12 8±0,08 11±0,09 10±0,09 8±0,1 13±0,09
5 15 9±0,09 10±0,11 12±0,12 8±0,09 15±0,12
6 18 9±0,1 9±0,09 11±0,09 7±0,08 12±0,08
7 22 10±0,09 12±0,09 13±0,1 9±0,11 15±0,08

*Исходный штамм потерял свою фунгицидную активность в результате хранения в связи с дли-
тельным перерывом между рассевами. Наша задача состояла в выделении активного варианта.
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Таблица 3

Антагонистическая активность культуральной жидкости штамма Str. cremeus biovar. 
octemberanun var. nov. 729 на фитопатогенные грибы

№ № варианта
Диаметр зон задержки роста, мм

Alt. alternata B. sorokiniana Col. falcatum Col. lagenarium
1 Исх. штамм – – – –
2 3 8±0,08 13±0,08 13±0,09 12±0,1
3 10 10±0,1 15±0,1 14±0,1 11±0,12
4 12 9±0,09 15±0,12 12±0,08 10±0,09
5 15 9±0,08 13±0,1 14±0,12 12±0,1
6 18 9±0,1 13±0,09 13±0,08 11±0,08
7 22 10±0,11 14±0,08 15±0,12 11±0,08

Рис. 3. Антагонистическая активность экстракта штамма Str. cremeus biovar.  
octemberanun var. nov. 729 в отношении фитопатогенных грибов

Заключение
В результате поддерживающего от-

бора штамма Str. cremeus было выделено 
120 моноклоновых изолятов, которые были 
охарактеризованы по культурально-морфо-
логическим признакам, из них 95%  – ос-
новного типа. Выявлены варианты, облада-
ющие широким спектром антифунгальной 
активности. Отобран вариант № 22, кото-
рый отличается значительной интенсивно-
стью роста, продуктивностью и высокой 
эффективностью антифунгального дей-
ствия. На основе варианта № 22 получен 
сухой спиртовой экстракт мицелия, содер-
жащий метаболитный комплекс с высокой 
антифунгальной активностью.

Список литературы 

1. Куликова Н.Г. Разработка селективных методов вы-
деления актинобактерий  – потенциальных продуцентов 
антибиотиков из различных экологических систем: дис. … 
докт. биол. наук. Москва, 2017. 24 с.

2.  Трипожникова Л.П., Баймаханова Г.Б., Балгимбае-
ва А.С., Баймаханова Б.Б., Смирнова И.Э., Файзулина Э.Р., 
Спанкулова Г.А., Татаркина Л.Г., Момбекова Г.А., Елу-
баева А.Е., Айткельдиева С.А., Тлеубекова Д.А. Биотехно-
логический потенциал экстремофильных актиномицетов 
для медицины и стратегии его открытия // Микробиология 
и вирусология. 2021. № 4 (35). С. 4-11. 

3. Демьянкова М.В., Садыкова М.В., Демьянкова В.С., 
Глухова А.А., Бойкова Ю.В., Малкина Н.Д., Ефименко Т.А., 
Иванкова Т.Д., Терехова Л.П., Ефременкова О.В. Исследо-
вание продуцентов природных противогрибковых антибио-
тиков, активных в отношении фитопатогенных грибов // На-
учный журнал КубГАУ. 2020. № 159. С. 147-164. 



МЕЖДУНАРОДНЫЙ ЖУРНАЛ ПРИКЛАДНЫХ  
И ФУНДАМЕНТАЛЬНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ    № 4,   2023

13 БИОЛОГИЧЕСКИЕ НАУКИ 
4.  Трипожникова Л.П., Балгимбаева А.С., Ултан-

бекова Г.Д., Галимбаева Р.Ш. Противогрибковая ак-
тивность в отношении патогенов зерновых культур 
и изучение антибиотического штамма Streptomyces sp. 
K-541, выделенного из экстремальных экосистем Ка-
захстана // Сельскохозяйственная биология. 2018. Т. 53, 
№ 1. С. 96-102. 

5. Кареткин Б.А., Катаева Т.С., Баурин Д.В., Гроше-
ва В.Д., Шакир И.В., Панфилов В.И. Факторный экспери-
мент по оптимизации условий предварительной обработки 
питательной среды // Фундаментальные исследования. 2014. 
№ 11-1. С. 13-19. 

6.  Ананьева Е.П., Богданова О.Ю., Гурина С.В. 
Многофакторный эксперимент по определению опти-
мальных диапазонов микроволнового излучения, ак-
тивирующих рост дрожжей // Международный журнал 

прикладных и фундаментальных исследований. 2022. № 1. 
С. 12-17. 

7. Березюк Ю. Биосинтетические свойства Streptomy-
ces fradiae cnmn-ac-11 и физиологические эффекты био-
массы на организм теплокровных животных (крыс): дис…. 
докт. биол. наук. Кишинев, 2019. 144 с.

8. Howard L., Omran S. Optimization of medium composi-
tion for antibacterial metabolite production from Streptomyces 
sp. // Asian Journal of Pharmaceutical and Clinical Research. 
2017. Vol. 10(9). Р. 381. 

9. Кожевников С.П. Алгоритмы биологической стати-
стики: учебное пособие. Ижевск, 2018. 75 с. 

10.  Андрюков Б.Г., Тимченко Н.Ф. Данные микро-
биологических исследований как объект статистического 
анализа // Здоровье. Медицинская экология. Наука. 2015. 
№2(60). С. 33-39. 


