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4631. Method for preparing indole alkaloids
involves surface solid-phase culturing the
indicated strain on nutrient medium, milling
mycelium and medium, two-fold extraction of

prepared mixture with system chloroform - ethanol
(2:1), concentrating extract, its chromatography
on column with silica gel and the following
separation of indole alkaloids by HPLC method.
Method based on applying this strain provides
enhancing yield of indole alkaloids. Invention
can be used in preparing indole alkaloids
eliciting an anti-tumor activity.

EFFECT: improved method for preparing,
valuable medicinal properties of indole alkaloids.

4 cl, 1 tbl, 2 ex

Ñòðàíèöà: 2

EN

R
U

2
2
5
6
7
0
1

C
1

1
C

1
0

7
6

5
2

2
U

R

http://www.fips.ru/cdfi/fips.dll/en?ty=29&docid=2256701


RU 2 256 701 C1

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîòåõíîëîãèè è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî äë  ïîëó÷åíè 
èíäîëüíûõ àëêàëîèäîâ, îáëàäàþùèõ ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòüþ.

Èçâåñòíî, ÷òî ìèêðîñêîïè÷åñêèå ãðèáû ðîäà Aspergillus  âë þòñ  ïðîäóöåíòàìè ð äà
áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ, â òîì ÷èñëå, îðãàíè÷åñêèõ êèñëîò, ôåðìåíòîâ, áåëêîâûõ
è ïîëèñàõàðèäíûõ àíòèãåíîâ, àíòèáèîòèêîâ.

Ñðåäè ãðèáîâ âèäà Aspergillus fumigatus èçâåñòíû è ïðîäóöåíòû èíäîëüíûõ àëêàëîèäîâ.
Òàê èçâåñòíî, ÷òî øòàìì ãðèáà Aspergillus fumigatus DSM 790, âûäåëåííûé èç ïî÷âû,

 âë åòñ  ïðîäóöåíòîì 12, 13-äèãèäðî-ôóìèòðåìîðãèíà Ñ. Ïîëó÷åíèå 12,13-äèãèäðî-
ôóìèòðåìîðãèíà Ñ ïðåäóñìàòðèâàåò ïðåäâàðèòåëüíîå âûðàùèâàíèå ïðîäóöåíòà íà ñðåäå
ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 1% ãëþêîçà, 1% ïåïòîí, 2% ýêñòðàêò ìàëüòîçû è 0,3% äðîææåâîé
ýêñòðàêò. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèòñ  â òå÷åíèå 48 ÷àñîâ ïðè 27° Ñ è ñêîðîñòè
ïåðåìåøèâàíè  100 îá/ìèí. Ïîëó÷åííûé ìèöåëèé îòôèëüòðîâûâàåòñ , äâàæäû
ïðîìûâàåòñ  Òðèñ -áóôåðîì (0,05 Ì, ðÍ 7,0) è ñíîâà ñóñïåíäèðóåòñ  â 200 ìë òîãî æå
áóôåðà, ñîäåðæàùåãî 0,5% ãëþêîçû. Ïîñëå 10 äíåé êóëüòèâèðîâàíè  ìèöåëèé îòäåë åòñ 
ôèëüòðîâàíèåì, ìèöåëèé è êóëüòóðàëüíûé ôèëüòðàò òðèæäû ýêñòðàãèðóþòñ 
ýòèëàöåòàòîì. Ýêñòðàêò óïàðèâàåòñ , à îñòàòîê íàíîñèòñ  íà RP-8 êîëîíêó â ñèñòåìå Í2O-
ÌåÎÍ, 30:70. Âûõîä 12,13-äèãèäðî-ôóìèòðåìîðãèíà Ñ ñîñòàâë åò âñåãî 1,5 ìã/ë [Arfmann,
H. - A. 12,13-dihydroxy-fumitremorgin Ñ from Aspergillus fumigatus. Phytochemistry
1990, 29, 1025-1026].

Íåäîñòàòêàìè èçâåñòíîãî øòàììà ãðèáà è ñïîñîáà ïîëó÷åíè   âë åòñ  íèçêèé âûõîä
öåëåâîãî ïðîäóêòà.

Íàèáîëåå áëèçêèìè ê çà âë åìûì øòàììó è ñïîñîáó ïîëó÷åíè  èíäîëüíûõ àëêàëîèäîâ
 âë åòñ  øòàìì ãðèáà Aspergillus fumigatus BM 939, âûäåëåííûé èç ìîðñêèõ äîííûõ
îñàäêîâ ßïîíñêîãî ìîð  ñ ãëóáèíû 760 ì, ïðîäóöèðóþùèé öèêëîïðîñòàòèíû À, Â, Ñ è D è
ñïîñîá èõ ïîëó÷åíè . Äë  ïîëó÷åíè  ýòèõ àëêàëîèäîâ ïðåäóñìàòðèâàåòñ  êóëüòèâèðîâàíèå
ìèêðîñêîïè÷åñêîãî ãðèáà ïðè 28° Ñ â òå÷åíèå 28 ÷àñîâ ìåòîäîì ãëóáèííîãî
êóëüòèâèðîâàíè  íà ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: ãëþêîçà 3%, ðàñòâîðèìûé êðàõìàë 2%,
ñîåâà  ìóêà 2%, Ê2ÍÐO4 0,5% è MgSO4⋅ 7H2O 0,05, ñ íåïðåðûâíûì ïåðåìåøèâàíèåì ïðè
350 îá/ìèí, è àýðàöèåé 200 ë/ìèí, è ïîñëåäóþùåå èçâëå÷åíèå ïðîäóêòà èç êóëüòóðàëüíîé
æèäêîñòè. Äë  ýòîãî ìèöåëèé îòäåë åòñ  ôèëüòðîâàíèåì, ýêñòðàãèðóåòñ  90%-íûì âîäíûì
àöåòîíîì, ýêñòðàêò óïàðèâàåòñ  äî âîäíîãî ðàñòâîðà. Âîäíûé ðàñòâîð è êóëüòóðàëüíûé
ôèëüòðàò ýêñòðàãèðóþòñ  ýòèëàöåòàòîì, à îáúåäèíåííûé ýêñòðàêò óïàðèâàåòñ  äî
ìàñëîîáðàçíîãî îñòàòêà. Îñòàòîê äâàæäû ðàñïðåäåë åòñ  ìåæäó õëîðîôîðìîì è ãåêñàíîì,
à õëîðîôîðìíûé ýêñòðàêò î÷èùàåòñ  íà êîëîíêå ñ ñèëèêàãåëåì. Âûäåëåííûå àëêàëîèäû
ðàçäåë þòñ  ìåòîäîì âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè (ÂÝÆÕ) íà
êîëîíêàõ CAPCELL ÐÀÊ Ñ-18. Âûõîä öèêëîïðîñòàòèíà À - 2,5 ìêã/ë êóëüòóðàëüíîé
æèäêîñòè, öèêëîïðîñòàòèíà Â - 11 ìêã/ë, âûõîäû öèêëîïðîñòàòèíîâ Ñ è D íåçíà÷èòåëüíû
[Cui, C.-B., Kakeya, H., Osada, H. Novel Mammalian Cell Cycle Inhibitors,
Cycloprostatins A-D, Produced by Aspergillus fumigatus, Which Inhibit Mammalian Cell
Cycle at G2/M Phase. Tetrahedron 1997, 53, 59-72].

Èçâåñòíûé øòàìì Aspergillus fumigatus BM 939 òàêæå ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâè õ
êóëüòèâèðîâàíè  ïðîäóöèðóåò 12,13-äèãèäðî-ôóìèòðåìîðãèí Ñ. Äë  ýòîãî êóëüòèâèðîâàíèå
îñóùåñòâë åòñ  â ôåðìåíòåðå (30 ë), ñîäåðæàùåì 18 ëèòðîâ êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè, íà
ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: ãëþêîçà 3%, ðàñòâîðèìûé êðàõìàë 2%, ñîåâà  ìóêà
2%, Ê2ÍÐO4 0,5%, MgSO4⋅ 7H2O 0,05. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèòñ  ïðè 28° Ñ â òå÷åíèå
72 ÷àñîâ, ïðè ñêîðîñòè ïåðåìåøèâàíè  350 îá/ìèí, è ñêîðîñòè àýðàöèè 7 ë/ìèí.
Èçâëå÷åíèå ïðîäóêòà îñóùåñòâë åòñ  òàêæå, êàê ïðè ïîëó÷åíèè öèêëîïðîñòàòèíîâ. Âûõîä
12,13-äèãèäðî-ôóìèòðåìîðãèíà Ñ - 1,8 ìã/ë [Cui, C.-B., Kakeya, H., Okada, G., Onose,
R., Osada, H. Novel Mammalian Cell Cycle Inhibitors, Tryptostatins À, Â and Other
Diketopiperazines Produced by Aspergillus fumigatus. J. Antibiotics 1996, 49, 527-533].

Ê íåäîñòàòêàì èçâåñòíîãî øòàììà Aspergillus fumigatus BM 939 ìîæíî îòíåñòè åãî
íèçêóþ ïðîäóêòèâíîñòü â îòíîøåíèè èíäîëüíûõ àëêàëîèäîâ.

Ñïîñîá ïîëó÷åíè , ïðåäóñìàòðèâàþùèé êóëüòèâèðîâàíèå øòàììà íà æèäêîé
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ïèòàòåëüíîé ñðåäå òðåáóåò áîëüøèõ ýíåðãîçàòðàò íà ïåðåìåøèâàíèå è àýðàöèþ, òàê êàê
âûðàùèâàíèå ïðîäóöåíòîâ ïðîâîäèòñ  ìåòîäîì ãëóáèííîãî êóëüòèâèðîâàíè .
Ïîñëåäóþùåå âûäåëåíèå è î÷èñòêà öåëåâûõ ïðîäóêòîâ õàðàêòåðèçóþòñ  äëèòåëüíîñòüþ è
òðóäîåìêîñòüþ, òàê êàê âêëþ÷àþò íåñêîëüêî ñòàäèé ýêñòðàêöèè ìèöåëè  ðàçíûìè
ðàñòâîðèòåë ìè, è äîâîëüíî ñëîæíûé ïðîöåññ î÷èñòêè àëêàëîèäîâ.

Â ñâ çè ñ òåì, ÷òî èíäîëüíûå àëêàëîèäû òàêèå, êàê öèêëîïðîñòàòèíû À è Â, 12,13-
äèãèäðîêñè-ôóìèòðåìîðãèí Ñ, ôóìèòðåìîðãèí Ñ è âåððóêóëîãåí, îáëàäàþò
ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòüþ è ïîòîìó ïðåäñòàâë þò çíà÷èòåëüíûé èíòåðåñ êàê
ïåðñïåêòèâíûå ïðîòèâîðàêîâûå ïðåïàðàòû, ñòàâèòñ  çàäà÷à ïîëó÷åíè  ïðîäóêòîâ ñ
âûñîêèì âûõîäîì.

Ïîñòàâëåííà  çàäà÷à ðåøåíà âû âëåíèåì íîâîãî øòàììà ãðèáà Aspergillus fumigatus,
îáëàäàþùåãî ñïîñîáíîñòüþ ïðîäóöèðîâàòü èíäîëüíûå àëêàëîèäû, è ðàçðàáîòêîé íîâîãî
ñïîñîáà ïîëó÷åíè  èíäîëüíûõ àëêàëîèäîâ, ïðåäóñìàòðèâàþùèé êóëüòèâèðîâàíèå
ïðîäóöåíòà íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ýêñòðàêöèþ ìèöåëè  è ñðåäû îðãàíè÷åñêèì
ðàñòâîðèòåëåì è âûäåëåíèå öåëåâûõ ïðîäóêòîâ ïîñðåäñòâîì èõ õðîìàòîãðàôè÷åñêîé
î÷èñòêè íà ñèëèêàãåëå è ðàçäåëåíè  ìåòîäîì ÂÝÆÕ, â êîòîðîì â êà÷åñòâå ïðîäóöåíòà
èñïîëüçóþò øòàìì ãðèáà Aspergillus fumigatus KMM 4631, à êóëüòèâèðîâàíèå îñóùåñòâë þò
íà òâåðäîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå.

Â ñïîñîáå èñïîëüçóþò ïèòàòåëüíûå ñðåäû RM èëè MM (Monaghan R.L, Can. J. Bot. 1995.
V. 73. Supl. I.Sect. E-H. Ð. 925-931), ìîäèôèöèðîâàííûå àâòîðàìè, â êîòîðûõ âìåñòî
ïðåñíîé âîäû â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ìèíåðàëüíûõ ñîëåé èñïîëüçóþò íàòóðàëüíóþ ìîðñêóþ
âîäó. Ýòè ñðåäû àâòîðû îáîçíà÷èëè, êàê RMM èëè ÌÌÌ. Ïèòàòåëüíà  ñðåäà RMM
õàðàêòåðèçóåòñ  ñëåäóþùèì ñîñòàâîì: ðèñ - 1,0 êã, íàòóðàëüíà  ìîðñêà  âîäà - 2,0 ë,
äðîææåâîé ýêñòðàêò - 1,0 ã, íàòðèé âèííîêèñëûé - 0,5 ã, KH2ÐÎ4 - 0,5 ã. Ïèòàòåëüíà 
ñðåäà ÌÌÌ õàðàêòåðèçóåòñ  ñëåäóþùèì ñîñòàâîì: ïøåíî - 1,5 êã, íàòóðàëüíà  ìîðñêà 
âîäà - 2,0 ë, íàòðèé âèííîêèñëûé - 0,5 ã, ÊÍ2ÐO4 - 0,1 ã, MgSO4⋅ 7H2O - 0,1 ã, FeSO4⋅ 7H2O -
0,01 ã.

Îïòèìóì òåìïåðàòóðû ïðè âûðàùèâàíèè ãðèáà íà ýòèõ ñðåäàõ 20-22° Ñ.
Ýêñòðàêöèþ ìèöåëè  è ñðåäû îñóùåñòâë þò ñìåñüþ õëîðîôîðì-ýòàíîë 2:1. Ðàçäåëåíèå

öåëåâûõ ïðîäóêòîâ îñóùåñòâë þò ïîñëåäîâàòåëüíî íà ñèëèêàãåëå Ñèëàñîðá Si (12 ìêì,
êîëîíêà 4× 250 ìì, ïðîèçâîäèòåëü ôèðìà ELSICO, HPLC&LC COMPANY, ã. Ìîñêâà) è íà
îáðàùåííî-ôàçíîì ñèëèêàãåëå Äèàñôåð-110-Ñ18 (6 ìêì, êîëîíêà 4,0× 250 ìì,
ïðîèçâîäèòåëü ÀÎ ÁèîÕèìÌàêÑÒ, ã. Ìîñêâà).

Íîâûé øòàìì Aspergillus fumigatus âûäåëåí èç ì ãêîãî êîðàëëà Sinularia sp.,
ñîáðàííîãî íà ãëóáèíå 52 ì âîçëå ïîáåðåæü  îñòðîâà Êóíàøèð (Êóðèëüñêèå îñòðîâà).

Øòàìì Aspergillus fumigatus õðàíèòñ  â Êîëëåêöèè Ìîðñêèõ Ìèêðîîðãàíèçìîâ
Òèõîîêåàíñêîãî èíñòèòóòà áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè ÄÂÎ ÐÀÍ (ÊÌÌ ÒÈÁÎÕ) ïîä ¹4631.

Øòàìì Aspergillus fumigatus KMM 4631 õàðàêòåðèçóþòñ  ñëåäóþùèìè ñâîéñòâàìè.
Êóëüòóðàëüíûå è ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè.
Íà ñðåäå ×àïåêà êîëîíèè 3,7-4,2 ñì â äèàìåòðå çà äâå íåäåëè ðîñòà, øèðîêî

ðàñïðîñòåðòûå, ðîâíûå, áàðõàòèñòûå, â öåíòðàëüíîé ÷àñòè âîéëî÷íûå, ñíà÷àëà áåëûå, ïî
ìåðå ôîðìèðîâàíè  êîíèäèé ñòàíîâ òñ  ñåðî-çåëåíûìè, äî ñåðî-ãîëóáîâàòî-çåëåíûõ â
öåíòðå êîëîíèé. Êîíèäèàëüíûå ãîëîâêè êîëîíêîâèäíûå, êîìïàêòíûå, âàðüèðóþùèå â
ðàçìåðàõ îò 40 äî 400 ìêì äëèíû. Êîíèäèåíîñöû îòõîä ò ïð ìî îò ïîãðóæåííûõ ãèô èëè
êàê î÷åíü êîðîòêèå âåòî÷êè âîçäóøíîãî ìèöåëè , èëè êàê êîðîòêèå, 300-400× 5-8 ìêì,
ïîñòåïåííî ðàñøèð þùèåñ  ê âåðõóøêå, ñ ãëàäêîé îáîëî÷êîé çåëåíûõ îòòåíêîâ, îñîáåííî
èíòåíñèâíûõ â âåðõíåé ÷àñòè. Àïèêàëüíà  ÷àñòü êîíèäèåíîñöà áóòûëêîâèäíà , 20-30 ìêì â
äèàìåòðå. Ñòåðèãìû îäíî ðóñíûå, ôîðìèðóþòñ  òîëüêî â öåíòðå àïèêàëüíîé ÷àñòè,
çàíèìà  íå áîëåå 2/3 åå ïîâåðõíîñòè, ñêó÷åííûå, ðàñïîëàãàþòñ  ïî îñè, ïàðàëëåëüíîé
îñè êîíèäèåíîñöà; 6-8× 2-4 ìêì. Êîíèäèè øàðîâèäíûå, 2,5-3 ìêì, â ìàññå òåìíî-çåëåíûå,
ãëàäêèå èëè íå ñíî øåðîõîâàòûå. Ðåâåðçóì æåëòûé, ïî ìåðå ñòàðåíè  êóëüòóðû
ñòàíîâèòñ  êðàñíî-êîðè÷íåâûì.

Íà ñðåäå ñóñëî-àãàð êîëîíèè 3,8-4,6 ñì â äèàìåòðå çà äâå íåäåëè ðîñòà, øèðîêî
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ðàñïðîñòåðòûå, ðîâíûå, âîéëî÷íûå, äî ïóøèñòûõ, ñíà÷àëà áåëûå, ïî ìåðå ôîðìèðîâàíè 
êîíèäèé ñòàíîâ òñ  ñåðî-ãîëóáîâàòî-çåëåíûå. Ìèêðîñêîïè÷åñêèå ïðèçíàêè òàêèå æå, êàê è
ïðè âûðàùèâàíèè íà ñðåäå ×àïåêà. Ðåâåðçóì íåîêðàøåííûé.

Íà ñðåäå êàðòîôåëüíî-äåêñòðîçíûé àãàð êîëîíèè 3,2-4,0 ñì â äèàìåòðå çà äâå íåäåëè
ðîñòà, øèðîêî ðàñïðîñòåðòûå, ðîâíûå, áàðõàòèñòûå, ñíà÷àëà áåëûå, ïî ìåðå
ôîðìèðîâàíè  êîíèäèé ñòàíîâ òñ  òåìíî ñåðî-çåëåíûìè, äî òåìíî îëèâêîâî-ñåðûõ â
öåíòðå êîëîíèé. Ìèêðîñêîïè÷åñêèå ïðèçíàêè èäåíòè÷íû õàðàêòåðèñòèêàì øòàììà,
âûðàùåííîãî íà âûøåíàçâàííûõ ñðåäàõ. Ðåâåðçóì íåîêðàøåííûé èëè æåëòûé.

Íîâûé øòàìì Aspergillus fumigatus ïðîäóöèðóåò èíäîëüíûå àëêàëîèäû:
öèêëîïðîñòàòèíû À è Â ñ âûõîäîì 115,0 ìã íà 1 êã ïèòàòåëüíîé ñðåäû RMM,
ôóìèòðåìîðãèí Ñ ñ âûõîäîì 42,0 ìã/êã ïèòàòåëüíîé ñðåäû RMM è 102,0 ìã/êã ïèòàòåëüíîé
ñðåäû ÌÌÌ, à òàêæå ïðîäóöèðóåò 12,13-äèãèäðî-ôóìèòðåìîðãèí Ñ ñ âûõîäîì 98,0 ìã/êã
ïèòàòåëüíîé ñðåäû RMM è 125,0 ìã/êã ïèòàòåëüíîé ñðåäû ÌÌÌ è âåððóêóëîãåí ñ âûõîäîì
70,0 ìã/êã ïèòàòåëüíîé ñðåäû RMM è 100,0 ìã/êã ïèòàòåëüíîé ñðåäû ÌÌÌ.

Çà âë åìûé ñïîñîá ïîëó÷åíè  èíäîëüíûõ àëêàëîèäîâ: öèêëîïðîñòàòèíîâ À è Â (1 è 2),
ôóìèòðåìîðãèíà Ñ (3), 12,13-äèãèäðî-ôóìèòðåìîðãèíà Ñ (4) è âåððóêóëîãåíà (5),
îòëè÷àåòñ  îò èçâåñòíîãî ñïîñîáà èñïîëüçîâàíèåì íîâîãî, áîëåå ïðîäóêòèâíîãî øòàììà
Aspergillus fumigatus KMM 4631, êîòîðûé âûðàùèâàåòñ  íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå ìåòîäîì
ïîâåðõíîñòíîãî òâåðäîôàçíîãî êóëüòèâèðîâàíè , è ìåíåå äëèòåëüíûìè è òðóäîåìêèìè
ïðîöåäóðàìè ýêñòðàêöèè è î÷èñòêè öåëåâûõ ïðîäóêòîâ. Âûõîäû èíäîëüíûõ àëêàëîèäîâ:
12,13-äèãèäðî-ôóìèòðåìîðãèíà Ñ, öèêëîïðîñòàòèíîâ À è Â â çà âë åìîì ñïîñîáå
ïðåâûøàþò âûõîäû â ñïîñîáàõ-àíàëîãàõ â 60-25000 ðàç. Êðîìå òîãî, èñêëþ÷àþòñ  çàòðàòû
íà àýðàöèþ êóëüòóðû è äîðîãîñòî ùèå ñàõàðà, ÷òî ñíèæàåò çàòðàòû íà ïîëó÷åíèå ïðîäóêòà
â 10-20 ðàç, ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîëó÷åíèåì ïðîäóêòà íà æèäêèõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ â
èçâåñòíûõ ñïîñîáàõ.

Òåõíè÷åñêèé ðåçóëüòàò øòàììà Aspergillus fumigatus KMM 4631, âûðàùåííîãî íà
òâåðäûõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ, çàêëþ÷àåòñ  â åãî âûñîêîé ïðîäóêòèâíîñòè. Íîâûé øòàìì
ìîæåò èñïîëüçîâàòüñ  äë  ïðîìûøëåííîãî ïîëó÷åíè  èíäîëüíûõ àëêàëîèäîâ,
îáëàäàþùèõ ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòüþ.

Àâòîðàìè ïðåäëàãàåìîãî èçîáðåòåíè  ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå
êîëè÷åñòâà ïðîäóöèðóåìûõ øòàììîì ãðèáà KMM 4631 èíäîëüíûõ àëêàëîèäîâ íà æèäêîé è
òâåðäûõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ. Èñïîëüçîâàëàñü æèäêà  ïèòàòåëüíà  ñðåäà, ñîäåðæàùà 
íàòóðàëüíóþ ìîðñêóþ âîäó, ãëþêîçó - 30,0 ã/ë, ïåïòîí - 1,0 ã/ë, äðîææåâîé ýêñòðàêò
0,5 ã/ë, ÊÍ2ÐO4 - 1,0 ã/ë, MgSO4⋅ 7H2O - 0,5 ã/ë, FeSO4⋅ 7H2O - 0,02 ã/ë. Êóëüòèâèðîâàíèå
ïðîâîäèëè â êîëáàõ íà êà÷àëêå 180-200 îá/ìèí â òå÷åíèå 168 ÷àñ, ïðè òåìïåðàòóðå 20° Ñ
è ðÍ 7,8. Êóëüòóðàëüíóþ æèäêîñòü õðîìàòîãðàôèðîâàëè íà êîëîíêå ñ ïîëèõðîìîì-1,
ýëþèðó  ôðàêöèè ïîñëåäîâàòåëüíî âîäîé è 50%-íûì ýòèëîâûì ñïèðòîì. Âîäíî-ñïèðòîâûé
ýëþàò óïàðèëè, îñòàòîê ýêñòðàãèðîâàëè ýòèëàöåòàòîì. Ýêñòðàêò êîíöåíòðèðîâàëè â
âàêóóìå äî ìèíèìàëüíîãî îáúåìà è äåëèëè ìåòîäîì âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé
õðîìàòîãðàôèè (ÂÝÆÕ) íà ñèëèêàãåëå â ñèñòåìå ýòèëàöåòàò-ãåêñàí, 4;1. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ñâåäåíû â òàáëèöó.

Â ïðèìåðàõ 1 è 2 ïðåäñòàâëåíû äàííûå ïî ïîëó÷åíèþ àëêàëîèäîâ â ðåçóëüòàòå èõ
ïðîäóöèðîâàíè  çà âë åìûì øòàììîì íà òâåðäûõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ è âûäåëåíè 
çà âë åìûì ñïîñîáîì. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâåäåíû â òàáëèöó.

Òàáëèöà

Ïèòàòåëüíà 
ñðåäà

Âðåì 
êóëüòèâèðî
âàíè  (÷àñ.)

Âûõîä àëêàëîèäîâ (ìã/ë äë  æèäêîé ñðåäû è ìã/êã
äë  òâåðäîé
ñðåäû)

Îáùåå êîëè÷åñòâî àëêàëîèäîâ (ìã/ë äë  æèäêîé
ñðåäû è ìã/êã äë 
òâåðäîé ñðåäû)

1 è 2 3 4 5

Æèäêà  168 2,5 5,0 7,5

Òâåðäà  (ïðèìåð
1)

504 115,0 42,0 98,0 70,0 325,0

Òâåðäà  (ïðèìåð
2)

504 102,0 125,0 100,0 327,0
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Èçîáðåòåíèå èëëþñòðèðóåòñ  ñëåäóþùèìè ïðèìåðàìè.
Ïðèìåð 1. Øòàìì Aspergillus fumigatus KMM 4631 âûðàùèâàþò ìåòîäîì ïîâåðõíîñòíîãî

òâåðäîôàçíîãî êóëüòèâèðîâàíè  ïðè òåìïåðàòóðå 20° Ñ íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå RMM
ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: ðèñ - 1,0 êã; íàòóðàëüíà  ìîðñêà  âîäà - 2,0 ë, äðîææåâîé
ýêñòðàêò - 1,0 ã, íàòðèé âèííîêèñëûé - 0,5 ã, ÊÍ2ÐO4 - 0,5 ã, ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â
òå÷åíèå 504 ÷àñîâ. Ìèöåëèé âìåñòå ñî ñðåäîé èçìåëü÷àþò è äâàæäû ýêñòðàãèðóþò ñìåñüþ
õëîðîôîðì-ýòàíîë 2:1. Ýêñòðàêò óïàðèâàþò, îñòàòîê õðîìàòîãðàôèðóþò íà êîëîíêå ñ
ñèëèêàãåëåì L (40/100 ìêì), ýëþèðó  ïîñëåäîâàòåëüíî õëîðîôîðìîì è ñèñòåìàìè
õëîðîôîðì-ýòàíîë 10:1, 5:1 è 2:1. Ôðàêöèè, ýëþèðóåìûå ñèñòåìîé õëîðîôîðì-ýòàíîë 2:1,
îáúåäèí þò, êîíöåíòðèðóþò â âàêóóìå äî ìèíèìàëüíîãî îáúåìà è ðàçäåë þò ìåòîäîì
ÂÝÆÕ íà êîëîíêàõ Ñèëàñîðá Si (ýòèëàöåòàò-ãåêñàí, 4:1) è Äèàñôåð-110-Ñ18 (55% ÌåÎÍ).

Âûõîä öèêëîïðîñòàòèíà À (65,0 ìã/êã), öèêëîïðîñòàòèíà Â (50 ìã/êã), 12,13-
äèãèäðîêñè-ôóìèòðåìîðãèíà Ñ (98 ìã/êã), ôóìèòðåìîðãèíà Ñ (42 ìã/êã) è âåððóêóëîãåíà
(70 ìã/êã). Ñòðîåíèå âûäåëåííûõ àëêàëîèäîâ óñòàíîâëåíî íà îñíîâàíèè äàííûõ ÌÑ-, 1H
è 13Ñ ßÌÐ ñïåêòðîñêîïèè.

Ïðèìåð 2. Øòàìì Aspergillus fumigatus KMM 4631 âûðàùèâàþò ìåòîäîì ïîâåðõíîñòíîãî
òâåðäîôàçíîãî êóëüòèâèðîâàíè  ïðè òåìïåðàòóðå 22° Ñ íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå ÌÌÌ
ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: ïøåíî - 1,5 êã; íàòóðàëüíà  ìîðñêà  âîäà - 2,0 ë, íàòðèé
âèííîêèñëûé - 0,5 ã, KH2PO4 - 0,1 ã, MgSO4⋅ 7H2O - 0,1 ã, FeSO4⋅ 7H2O - 0,01 ã ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 504 ÷àñîâ. Äàëåå ïðîöåññ âûäåëåíè  öåëåâûõ ïðîäóêòîâ
îñóùåñòâë þò òàê, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 1. Âûõîä 12,13-äèãèäðîêñè-ôóìèòðåìîðãèíà Ñ
(125,0 ìã/êã), ôóìèòðåìîðãèíà Ñ (102,0 ìã/êã) è âåððóêóëîãåíà (100,0 ìã/êã). Ñòðîåíèå
âûäåëåííûõ àëêàëîèäîâ óñòàíîâëåíî íà îñíîâàíèè äàííûõ ÌÑ-, 1H è 13Ñ ßÌÐ
ñïåêòðîñêîïèè.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Øòàìì ãðèáà Aspergillus fumigatus (â ÊÌÌ ÒÈÁÎÕ ¹4631) - ïðîäóöåíò èíäîëüíûõ

àëêàëîèäîâ.
2. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  èíäîëüíûõ àëêàëîèäîâ, ïðåäóñìàòðèâàþùèé êóëüòèâèðîâàíèå

ïðîäóöåíòà íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ýêñòðàêöèþ ìèöåëè  è ñðåäû îðãàíè÷åñêèì
ðàñòâîðèòåëåì è âûäåëåíèå öåëåâûõ ïðîäóêòîâ ïîñðåäñòâîì èõ õðîìàòîãðàôè÷åñêîé
î÷èñòêè íà ñèëèêàãåëå è ðàçäåëåíè  ìåòîäîì ÂÝÆÕ, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî â êà÷åñòâå
ïðîäóöåíòà èñïîëüçóþò øòàìì ãðèáà Aspergillus fumigatus KMM 4631, à êóëüòèâèðîâàíèå
îñóùåñòâë þò íà òâåðäîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: ðèñ - 1,0 êã,
íàòóðàëüíà  ìîðñêà  âîäà - 2,0 ë, äðîææåâîé ýêñòðàêò - 1,0 ã, íàòðèé âèííîêèñëûé -
0,5 ã, ÊÍ2ÐÎ4 - 0,5 ã (RMM) èëè íà òâåðäîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: ïøåíî
- 1,5 êã, íàòóðàëüíà  ìîðñêà  âîäà - 2,0 ë, íàòðèé âèííîêèñëûé - 0,5 ã, ÊÍ2ÐÎ4 - 0,1 ã,
MgSO 4⋅ 7H2O - 0,1 ã, FeSO4⋅ 7H2O - 0,01 ã (ÌÌÌ).

3. Ñïîñîá ïî ï.2, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ýêñòðàêöèþ îñóùåñòâë þò ñìåñüþ õëîðîôîðì-
ýòàíîë 2:1.

4. Ñïîñîá ïî ï.2, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ðàçäåëåíèå öåëåâûõ ïðîäóêòîâ îñóùåñòâë þò
ïîñëåäîâàòåëüíî íà êîëîíêàõ Ñèëàñîðá Si è Äèàñôåð - 110-Ñ18.
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