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Резюме 
Цель. Изучить метаболомный профиль перспективных для разработки 
биофунгицидов  штаммов  бактерий  рода  Bacillus  с  использованием 
методов  тонкослойной  хроматографии  (ТСХ),  биоавтографии  и 
высокоэффективной  жидкостной  хроматографии  с  масс‐спектро‐
метрией (ВЭЖХ‐МС). 
Материалы  и  методы.  Объекты  исследования  –  штаммы  бактерий 
рода  Bacillus.  Из  жидкой  культуры  выделяли  экзометаболиты  и 
анализировали  их  метаболомный  профиль  методами  ТСХ,  биоавтог‐
рафии и ВЭЖХ‐МС. 
Результаты.  Методом  биоавтографии  с  тест‐культурой  гриба   
F.  oxysporum  var.  orthoceras  BZR  F6  идентифицированы  метаболиты 
штаммов  бактерий  рода  Bacillus  сурфактин,  итурин  и  фенгицин. 
Количественный анализ с применением ВЭЖХ‐МС анализа позволяет 
констатировать,  что  штаммы  B.  velenzensis  BZR  336g  и   
B.  amyloliquefaciens  BZR  277  продуцируют  больше  сурфактина,  чем 
другие.  Обнаружено  повышенное  содержание  липопептидов 
итуриновой природы у штаммов B.  velezensis BZR 517 и B. velenzensis 
BZR  336g.  По  способности  продуцировать  фенгицины  штаммы   
B.  velezensis  BZR  517  и  B.  velenzensis  BZR  336g,  опережают  другие 
штаммы. 
Заключение.  Исследования  с  использованием  двух  аналитических 
методов  позволяют  обнаружить,  что  штаммы  продуцируют  все  три 
антигрибных  липопептида.  Это  важно,  поскольку  метаболиты 
способны не только подавлять фитопатогенные грибы, но и усиливать 
антигрибной  эффект  за  счет  синергизма.  Полученные  результаты 
позволяют  констатировать  о  возможности  использования  всех 
четырех  штаммов  в  качестве  продуцентов  эффективных  биофун‐
гицидов. 
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хроматография‐масс‐спектрометрия, метаболомный профиль. 
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Abstract  
Aim.  To  study  the metabolomic  profile  of  bacterial  strains  of  the  genus 
Bacillus  promising  for  the  development  of  biofungicides  using  thin  layer 
chromatography  (TLC),  bioautography  and  high  performance  liquid 
chromatography with mass spectrometry (HPLC‐MS). 
Materials and Methods. The objects of study are strains of bacteria of the 
genus Bacillus.  Exometabolites were  isolated  from  the  liquid  culture  and 
their  metabolomic  profile  was  analyzed  by  TLC,  bioautography,  and   
HPLC‐MS. 
Results. By the method of bioautography with a test culture of the fungus 
F. oxysporum var. orthoceras BZR F6 metabolites of bacterial strains of the 
genus Bacillus  surfactin,  iturin and  fengycin were  identified. Quantitative 
analysis using HPLC‐MS analysis allows us to state that the B. velenzensis 
BZR 336g and B. amyloliquefaciens BZR 277 strains produce more surfactin 
than the others. An  increased content of  ituric  lipopeptides was found in 
strains B. velezensis BZR 517 and B. velenzensis BZR 336g. According to the 
ability  to  produce  fengycins,  strains  of  B.  velezensis  BZR  517  and   
B. velenzensis BZR 336g are ahead of other strains. 
Conclusion.  Studies  using  two  analytical methods  reveal  that  the  strains 
produce  all  three  antifungal  lipopeptides.  This  is  important,  since 
metabolites are able not only to suppress phytopathogenic fungi, but also 
to  enhance  the  antifungal  effect  due  to  synergism.  The  results  obtained 
allow  us  to  state  the  possibility  of  using  all  four  strains  as  producers  of 
effective biofungicides. 
 
Key Words 
Metabolites,  Bacillus  velezensis,  antifungal  lipopeptides,  gas  chroma‐
tography‐mass spectrometry, metabolomic profile. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Применение  полезных  микроорганизмов  в  качестве 
агентов  биоконтроля  считается  одним  из  наиболее 
перспективных  методов  эффективной  и  безопасной 
защиты  растений.  Род  Bacillus  включает  некоторые  из 
коммерчески  перспективных  бактерий,  используемых 
для  производства  широкого  спектра  промышленных 
микробиологических  препаратов.  Все  чаще  эти 
бактерии  используют  в  качестве  средств  биоконтроля 
грибов  [1;  2].  С  биотехнологической  точки  зрения 
многие  штаммы  различных  видов  в  пределах  рода 
Bacillus  продуцируют  широкий  спектр  биоактивных 
пептидов  и  других  структурно  различных 
антагонистических  веществ.  Виды  Bacillus,  такие  как       
B.  subtilis,  B.  amyloliquefaciens  и  B.  pumilus,  являются 
очень  эффективными  продуцентами  молекул 
антибиотиков,  и  их  ингибирующая  активность  против 
патогенов  растений  посредством  прямого  антибиоза 
является  наиболее  известным  механизмом.  Среди 
указанных  выше  антибиотиков  особый  интерес 
представляют  липопептиды.  Благодаря  особенностям 
строения  эти  соединения  амфифильны  и  устойчивы  к 
гидролизу  пептидазами  и  протеазами,  а  также 
нечувствительны  к  окислению,  действию относительно 
высоких  температур.  Вместе  с  тем,  их  цистеиновые 
остатки  могут  окисляться  до  сульфидов  и  изменять 
структуру  до  характерных  внутримолекулярных             
C–S‐связей  [3].  Циклические  липопептидные 
соединения  с  тремя  основными  семействами  итурина, 
сурфактина и фенгицина,  а  в  последнее  время  также  с 
представителями  семейства  курстакинов,  являются 
хорошо  известными  соединениями  с  однозначными 
доказательствами  их  биоконтрольных  свойств  [4]. 
Нерибосомные  липопептиды  представляют  собой 
гетерогенную  группу  соединений,  состоящую  из 
аминокислот,  гидроксильных  или  аминокислотных 
жирных  кислот,  очень  часто  модифицированных 
метилированием,  ацилированием  или  гликозили‐
рованием.  Большинство  из  них  имеют  циклическую 
структуру,  состоящую  из  семи  или  десяти 
аминокислотных  остатков  с  множеством  изомерных 
форм,  из‐за  различий  в  аминокислотном  составе  или 
разной  длины  цепи  жирных  кислот.  Многие  штаммы 
Bacillus,  продуцирующие  более  одного  семейства 
липопептидов, могут  увеличивать  свою  способность  за 
счет  синергетического  взаимодействия  между 
различными  соединениями.  Несколько  исследований 
показали  одновременное  противомикробное  действие 
отдельных  сочетаний  липопептидов,  в  основном 
достигаемое  in vitro,  такое как комбинация сурфактина 
и  итурина,  сурфактина  и  фенгицина,  итурина  и 
фенгицина,  бацилломицина  и  фенгицина,  субтулена  и 
итурина [5].  

Для анализа метаболитов микроорганизмов и их 
свойств  возможно  использовать  несколько  методов  в 
отдельности  или  в  сочетании.  Так,  на  основе                   
RF‐значения,  тонкослойная  хроматография  может 
предоставлять  информацию  о  полярности,  спектра‐
льных  свойствах  (поглощение,  флуоресценция)  и 
размере молекул  аналита.  Это  чувствительный,  качест‐
венный  метод,  поэтому  он  подходит  на  начальных 
этапах  исследований,  а  также  для  целенаправленного 
выделения  соединений.  Высокоэффективная  жидкост‐
ная  хроматография  является  аналитическим  методом 
химического профилирования липопептидов и является 

необъемлемым  этапом  подтверждения  выделенных 
соединений  [5].  Биоавтография  –  это  биологический 
метод,  который  является  важным  инструментом  для 
идентификации  биологически  активных  соединений,  в 
том числе перспективных в качестве фунгицидов и/или 
фунгистатиков.  

В  связи  с  этим  целью  данной  работы  было 
изучить  метаболомный  профиль  перспективных  для 
разработки  эффективных  биофунгицидов  новых 
штаммов  бактерий  рода  Bacillus  с  использованием 
современных  аналитических  методов  быстрого  и 
надежного  обнаружения  соединений  липопептидной 
природы. 
  
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Объекты исследования – новые оригинальные штаммы 
бактерий Bacillus  velezensis  BZR  336g, Bacillus  velezensis 
BZR  517,  Bacillus  amyloliquefaciens  BZR  277  и  Bacillus 
siamensis  BZR  86,  перспективные для  разработки  на  их 
основе  биопрепаратов  для  защиты  растений  от 
фитопатогенных  грибов  [6],  а  также  тест‐культуры 
грибов  F.  oxysporum  var.  orthoceras  BZR  F6  и       
Alternaria  sp.  BZR  F12  из  БРК  ФГБНУ  ФНЦБЗР 
«Государственная  коллекция  энтомоакарифагов  и 
микроорганизмов».  

Культивирование  микроорганизмов  и  изучение 
антигрибных  метаболитов  бактерий  Bacillus  методом 
тонкослойной  хроматографии  (ТСХ)  и  биоавтографии 
проводили  на  базе  лаборатории  микробиологической 
защиты  растений  с  использованием  материально‐
технической  базы  УНУ  «Технологическая  линия  для 
получения  микробиологических  средств  защиты 
растений  нового  поколения»  [7].  Изучение 
метаболомного  профиля  жидких  культур  (ЖК)  на 
основе штаммов бактерий с использованием ESI‐Q‐TOF 
масс‐спектрометра  проводили  на  базе  ЦКП  «Масс‐
спектрометрические исследования» (г. Новосибирск). 

ЖК бактерий получали методом периодического 
культивирования  в  ротационном  шейкере‐инкубаторе 
New Brunswick Scientific Excella E25 на основе штаммов 
бактерий B. velenzensis BZR 336g, B. velezensis BZR 517 и 
B.  amyloliquefaciens  BZR  277,  B.  siamensis  BZR  86.  Для 
изучения  количественных  закономерностей  роста 
исследуемых  штаммов  использовали  метод  Коха  [8]. 
Повторность  опыта  трехкратная.  Подсчет  выросших 
колоний  осуществляли  с  использованием  системы  для 
автоматического  подсчета  колоний  Color Qcount,  Spiral 
Biotech.  Выделение  метаболитов  проводили  методом 
ТСХ,  а  выявление  метаболитов  с  антигрибной  актив‐
ностью проводили методом биоавтографии [9; 10].  

В  ходе  анализа  метаболитов  жидкой  культуры 
бактерий  методом  высокоэффективной  жидкостной 
хроматографии  с  масс‐спектрометрией  (ВЭЖХ‐МС) 
стандарты  разводили  в  200  мкл  100%  метанола  так, 
чтобы  концентрация  каждого  соединения  составляла 
10‐4М.  Хроматографировали  смесь  стандартов,  а  не 
индивидуальные соединения. 

Образцы  разводили  в  5  мл  100%  метанола 
каждый.  Из  растворов  отбирали  по  1  мл  экстракта, 
центрифугировали при 4°С в течение 10 минут при 13,2g 
и  проводили  ВЭЖХ‐МС  анализ  полученных  экстрактов 
[11; 12]. 

В  ходе  ВЭЖХ‐МС  анализа  смеси  стандартов 
(сурфактин, итурин А, фенгицин) было установлено, что 
для  каждого  соединения  наблюдается  по  4  пика  в 
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хроматограмме  полного  ионного  тока,  которые 
соответствуют  различным  формам  исходных  соеди‐
нений,  отличающимся  длиной  углеродной  цепи.  Для 
сурфактина  –  С12–С15,  для  итурина  –  С14–С17,  для 

фенгицина  С16–С19.  Время  выхода  всех  4  форм  для 
итурина  3.6–4.5  минут;  для  фенгицина  –  4.1–6  минут, 
для сурфактина 10.1–15.2 минут (рис. 1–3). 

 

 
1 – С14; 2 – С15; 3 – С16; 4 – С17 

Рисунок 1. Хроматограммы выделенного ионного тока по двухзарядным ионам, соответствующим  
разным формам итурина 
Figure 1. Chromatograms of the isolated ion current for doubly charged ions corresponding to different forms of iturin 
 

 
 

5 – С16; 6 – С17; 7 – С18; 8 – С19 
Рисунок 2. Хроматограммы выделенного ионного тока по двухзарядным ионам, соответствующим  
разным формам фенгицина 
Figure 2. Chromatograms of the isolated ion current for doubly charged ions corresponding to different forms of fengycin 
 

 
9 – С12, 10 – С13, 11 – С14, 12 – С15 

Рисунок 3. Хроматограммы выделенного ионного тока по двухзарядным ионам, соответствующим  
разным формам сурфактина 
Figure 3. Chromatograms of the isolated ion current for doubly charged ions corresponding  
to different forms of surfactin 
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Интегрирование  сигналов  от  каждого  стандарта 
проводили  по  4  сигналам  суммарно.  Для  итурина 
хроматограмма  выделенного  ионного  тока  была 
построена по сигналам от двухзарядных ионов С14–С17 
с  m/z  522.2796,  529.2874,  536.2952,  543.3031.  Для 
фенгицина  хроматограмма  выделенного  ионного  тока 
была  построена  по  сигналам  от  двухзарядных  ионов 

С16–С19  с  m/z  732.4052,  739.4130,  746.4209,  753.4287. 
Для  сурфактина  –  по  сигналам  от  двухзарядных  ионов 
С12–С15  с  m/z  497.8259,  504.8331,  511.8410,  518.8495. 
На рисунке 4 представлены калибровочные кривые для 
сурфактина, итурина и фенгицина. На вставках в каждом 
графике указаны уравнения аппроксимации. 
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Рисунок 4. Калибровочные кривые для стандартов метаболитов  
Figure 4. Calibration curves for metabolite standards 
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Каждый  экстракт  метаболитов  B.  siamensis  BZR  86,          
B.  amyloliquefaciens  BZR  277,  B.  velenzensis  BZR  336g,       
B.  velenzensis  BZR  517  разводили  в  2,5  мл  100% 
метанола.  Из  результатов  предварительного  анализа 
были  установлены  ориентировочные  величины 
разведения  образцов  для  одновременного  опреде‐
ления концентраций трех типов соединений в сложной 
смеси.  Экстракт  метаболитов  B.  siamensis  BZR  86 
разводили в 1.2, 2.4 и 6 раз, B. amyloliquefaciens BZR 277 
–  в  1.5,  12  и  24  раза, B.  velenzensis  BZR  336g  –  в  3,  4 и      
24 раза, B. velenzensis BZR 517 – в 3, 4 и 12 раз. ВЭЖХ‐МС 
анализ  проводили  для  12  образцов,  в  каждом  из 
которых  определяли  площадь  под  суммарным 
сигналом  от  4  форм  каждого  из  интересующих 
липопептидов.  Далее  концентрацию  сурфактинов, 
фенгицинов и итуринов в образцах нормировали на 90 
мл  объема  среды,  из  которой  были  экстрагированы 
метаболиты. Все коэффициенты разведений учитывали 
при расчетах.  
 
ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Выделение метаболитов бактерий методом ТСХ и 
предварительный анализ их химической структуры 
ТСХ  становится  все  более  важным  инструментом  в 
анализе  природных  соединений.  Она  используется  не 

только  как  простой метод разделения,  идентификации 
и  количественного  определения  природных  компо‐
нентов,  но  и  как  метод  изучения  потенциальных 
свойств выделенных соединений за счет использования 
различных  биологических  тестов,  совместимых  с  ТСХ. 
Это  связано  с  преимуществами  метода:  возможность 
простого,  быстрого  и  гибкого  анализа  множества 
образцов  параллельно,  без  необходимости  специаль‐
ных  этапов  очистки  образцов,  получения  визуальных 
результатов  и  возможности  множественных  детекций 
[10].  

В  результате  анализа  хроматограмм  образцов 
под ультрафиолетовым светом (366 нм) можно сделать 
вывод  о  присутствии  в  этилацетатных  экстрактах 
супернатантов  ЖК  бактерий  B.  velezensis  BZR  336g,          
B.  amyloliquefaciens  BZR  277  и  B.  siamensis  BZR  86 
соединений  фенольной  природы  (голубое  свечение)    
(Rf  0,52–0,59),  а  B.  velezensis  BZR  517  (Rf  0,48–0,54),  а 
также  циклических  липопептидов  (зеленое  свечение) 
(Rf 0,82–0,90) (рис. 5). 

Таким  образом,  визуальная  оценка  с 
применением ультрафиолетового света с длиной волны 
366  нм  дает  основание  предположить  наличие  среди 
выделенных  метаболитов  соединений  липопептидной 
природы.  

 

 
a – B. velezensis BZR 336g; b – B. velezensis BZR 517; c – B. siamensis BZR 86; 

 d – B. amyloliquefaciens BZR 277 
Рисунок 5. Тонкослойные хроматограммы метаболитов бактерий рода Bacillus под ультрафиолетом 366 нм 
Figure 5. Thin‐layer chromatograms of metabolites of bacteria of the genus Bacillus under ultraviolet 366 nm 
 
Изучение антигрибной активности метаболитов 
штаммов методом биоавтографии 
На  биоавтограммах  всех  вариантов  опыта  с  тест‐
культурой  гриба  F.  oxysporum  var.  orthoceras  BZR  F6 
обнаруживалась  значительная  по  площади  зона 
ингибирования  гриба  метаболитами  сурфактиновой 
природы  (рисунок  6).  Это  можно  констатировать  в 
результате проведенных экспериментов по выявлению 
соответствующей  хроматографической  подвижности   
(Rf  0,70)  и  характерному  подавлению  роста  гриба 
(фунгистатичность) для стандарта сурфактина. Наиболее 
выражена данная зона у штаммов B. velezensis BZR 336g 
и B. amyloliquefaciens BZR 277. Хочется подчеркнуть, что 
сурфактин  играет  особую  роль  в  защите  растений  от 
фитопатогенных  грибов,  так  как  не  только 
фунгистатически  подавляет  гриб,  но  и  способствует 
стимуляции  системной  устойчивости  растений  к 

фитопатогенам,  а  также  благоприятно  воздействует  на 
образование  биопленок  [12].  Его  важным  свойством 
является  способность  синергетически  влиять  на 
биологическую  активность  метаболитов  итуриновой  и 
фенгициновой структур [13; 14]. 

Можно  также  отметить  продуцирование 
штаммами  метаболитов  итуриновой  природы                
(Rf  0,21–0,25).  Зона  ингибирования  гриба  этим 
метаболитом  была  наиболее  выражена  у                           
B.  amyloliquefaciens  BZR  277,  наименьшая  зона 
подавления  –  у  штаммов  B.  siamensis  BZR  86  и                 
B.  velezensis  BZR  336g.  Кроме  того,  все  штаммы 
продуцировали  фенгицин  (Rf  0,13–0,15).  Незначитель‐
ная  зона  ингибирования  тест‐культуры  гриба 
метаболитом  фенгициновой  природы  была  отмечена 
только у штамма B. siamensis BZR 86. 
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a – B. velezensis BZR 336g; b – B. velezensis BZR 517; c – B. siamensis BZR 86;  
d – B. amyloliquefaciens BZR 277; е – стандарты метаболитов / metabolite standards 

Рисунок 6. Биоавтограммы метаболитов бактерий рода Bacillus и стандартов метаболитов  
с тест‐культурой гриба F. oxysporum var. orthoceras BZR F6 
Figure 6. Bioautograms of metabolites of bacteria of the genus Bacillus and standards of metabolites  
with a test culture of the fungus F. oxysporum var. orthoceras BZR F6 

 
На  биоавтограммах  обнаруживались  также  довольно 
значительные  по  площади  зоны  полного  подавления 
роста  тест‐гриба  (фунгицидность)  (Rf  0,93–0,95) 
(неидентифицированные  антигрибные  соединения, 
которые нуждаются в дополнительной идентификации). 
На  биоавтограммах  с  тест‐культурой  гриба Alternaria  sp. 
BZR  F12  у  всех  штаммов  в  равной  степени  отмечались 

зоны  подавления  роста  гриба,  которые  соответствуют 
сурфактину (Rf 0,70–0,74) и его гомологам. Можно также 
отметить незначительное подавление роста гриба в зоне 
фенгицина  (Rf  0,10–0,14),  которое  визуально  было 
больше  у  штаммов  B.  velezensis  BZR  336g  и                            
B. amyloliquefaciens BZR 277 (рис. 7). 

 

 
a – B. velezensis BZR 336g; b – B. velezensis BZR 517; c – B. siamensis BZR 86;  

d – B. amyloliquefaciens BZR 277; е – стандарты метаболитов / metabolite standards 
Рисунок 7. Биоавтограммы метаболитов бактерий рода Bacillus и стандартов метаболитов  
с тест‐культурой гриба Alternaria sp. BZR F12 
Figure 7. Bioautograms of metabolites of bacteria of the genus Bacillus and standards of metabolites  
with a test culture of the fungus Alternaria sp. BZR F12 

 
Полученные  результаты  позволяют  сделать  вывод  о 
том,  что  штаммы  продуцируют  значительное 
количество  метаболитов,  в  особенности  сурфактина  и 
его  гомологов.  Применение  тест‐культуры  гриба              
F.  oxysporum  var. orthoceras  BZR  F6  позволило  выявить 
три группы липопептидов, в отличие от варианта с тест‐
культурой  гриба  Alternaria  sp.  BZR  F12,  где  не 
происходило ингибирование гриба метаболитом итури‐
новой  природы.  Данное  обстоятельство,  вероятно, 
можно  объяснить  различиями  механизмов  действия  в 
отношении указанных грибов.  
 

Изучение хроматографических профилей с 
применением методом ВЭЖХ‐МС 
В  ходе  химического  профилирования  липопептидов  с 
использованием ВЭЖХ‐МС анализа образцов экстрактов 
экзометаболитов  бактериальных  культур  обнаружено, 
что  во  всех  образцах  штаммов  бактерий  рода  Bacillus 
BZR  86,  BZR  277,  BZR  336g,  BZR  517  присутствовали 
сурфактин, итурин и фенгицин (рис. 8–11).  

Стоит  отметить,  что  в  образце  метаболитов         
B. siamensis BZR 86 концентрация итурина и фенгицина 
была меньше, чем в остальных образцах. Кроме того, в 
этом  образце  наблюдались  сигналы  от  форм  итурина 
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С14‐С16.  Формы  С17  итурина  не  наблюдалось.  В 
остальных  образцах  бактерий  рода  Bacillus  штаммах 
BZR  277,  BZR  336g,  BZR  517  наблюдались  все  формы 
сурфактина, итурина и фенгицина. 
  Количественный  анализ  липопептидов  прово‐
дился  с  использованием  калибровок,  полученным  по 
стандартным  соединениям  (рис.  12).  На  калибро‐
вочные  кривые  нанесены  по  три  точки  для  каждого 
образца  с  различными  разбавлениями.  Концентрации 
сурфактина в образцах бактерий рода Bacillus штаммов 

BZR 86, BZR 277 и BZR 336g были высокими, поэтому не 
все  измеренные  значения  попали  в  калибровочный 
диапазон: два значения для B. velezensis BZR 336g и по 
одному  значению  для  B.  siamensis  BZR  86  и                        
B.  amyloliquefaciens  BZR  277  оказались  вне 
калибровочной  кривой  для  сурфактина.  Остальные 
значения усреднялись для каждого липопептида. 
  В  таблице  1  представлена  концентрация 
сурфактинов,  фенгицинов  и  итуринов  в  образцах 
культур.  

 

 

 
Рисунок 8. ВЭЖХ анализ метаболитов штамма B. siamensis BZR 86 
Figure 8. HPLC analysis of metabolites of B. siamensis BZR 86 strain 
 

 
Рисунок 9. ВЭЖХ анализ метаболитов штамма B. amyloliquefaciens BZR 277 
Figure 9. HPLC analysis of metabolites of B. amyloliquefaciens BZR 277 
 

 
Рисунок 10. ВЭЖХ анализ метаболитов штамма B. velezensis BZR 336g 
Figure 10. HPLC analysis of metabolites of B. velezensis BZR 336g 
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Рисунок 11. ВЭЖХ анализ метаболитов штамма B. velezensis BZR 517 
Figure 11. HPLC analysis of metabolites of B. velezensis BZR 517 
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Рисунок 12. Количественный анализ метаболитов с применением калибровочных кривых  
Figure 12. Quantitative analysis of metabolites using calibration curves 
 
Таблица 1. Концентрация липопептидов, обладающих фунгицидным и фунгистатическим действием  
в отношении фитопатогенных грибов, в образцах метаболитов бактерий рода Bacillus 
Table 1. Concentration of lipopeptides with fungicidal and fungistatic activity against phytopathogenic fungi  
in samples of metabolites of bacteria of the genus Bacillus 

Штамм 
Strain 

Концентрация 
сурфактинов, моль/л 

Concentration of 
surfactins, mol/l 

Концентрация 
фенгицинов, моль/л 

Concentration of 
fengycins, mol/l 

Концентрация 
итуринов, моль/л 
Concentration of 
iturins, mol/l 

B. siamensis BZR 86  (8,54± 0,26) х 10‐6  (7,23 ± 0,84) х 10‐8  (6,14 ± 1,39) х 10‐7 

B. amyloliquefaciens BZR 277  (4,64 ± 0,10) х 10‐5  (1,18 ± 0,11) х 10‐7  (6,99 ± 0,19) х 10‐7 

B. velezensis BZR 336g  (3,22± 0,46) х 10‐5  (1,43 ± 0,06) х 10‐6  (1,90 ± 0,08) х 10‐6 

B. velezensis BZR 517  (9,79±0,20) х 10‐6  (1,64 ± 0,11) х 10‐6  (3,60 ± 1,05) х 10‐6 

 
С  использованием  ВЭЖХ‐МС  анализа  обнаружены  все 
три  липопептида,  которые  также  проявлялись  на 
биоавтограммах  при  выделении  методом  ТСХ. 
Количественный  анализ  с  применением  ВЭЖХ‐МС 
позволяет  констатировать,  что  штаммы  B.  velenzensis 
BZR  336g  и  B.  amyloliquefaciens  BZR  277  продуцируют 
значительно  больше  сурфактина,  чем  B.  siamensis        
BZR  86  и  B.  velezensis  BZR  517.  Содержание 
липопептидов  итуриновой  природы  в  ЖК  штаммов        
B.  velezensis  BZR  517  и  B.  velenzensis  BZR  336g  почти  в         
20  раз  выше,  чем  в  двух  других.  По  способности 
продуцировать фенгицины штаммы B. velezensis BZR 517 
и  B.  velenzensis BZR  336g  также  опережают  штаммы        
B. siamensis BZR 86 и B. amyloliquefaciens BZR 277. 
 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В  этилацетатных  экстрактах  супернатантов  ЖК 
исследуемых  штаммов  бактерий  с  помощью  метода 
тонкослойной  хроматографии  обнаруживаются  соеди‐
нения  липопептидной  и  фенольной  природы.  Метод 
биоавтографии  с  применением  тест‐культуры  гриба       
F.  oxysporum  var.  orthoceras  BZR  F6  позволяет 
обнаружить  в  экстрактах  метаболитов  штаммов               
B.  siamensis  BZR  86,  B.  amyloliquefaciens  BZR  277,              
B.  velezensis  BZR  517, B.  velezensis  BZR  336g  сурфактин, 
итурин и фенгицин. 

Штамм B. amyloliquefaciens BZR 277 продуцирует 
наибольшее  количество  итурина,  по  сравнению  с 

остальными  штаммами,  что  обнаруживается  на 
биоавтограмме с тест‐культурой гриба F. oxysporum var. 
orthoceras  BZR  F6.  У  штаммов  B.  siamensis  BZR  86,             
B.  amyloliquefaciens  BZR  277,  B.  velezensis  BZR  517,           
B.  velezensis  BZR  336g  на  биоавтограмме  с  тест‐
культурой  гриба Alternaria  sp.  BZR  F12 отсутствует  зона 
ингибирования метаболитом итуриновой природы, что 
может свидетельствовать о его низкой концентрации в 
образцах. При изучении хроматографических профилей 
с  применением  ВЭЖХ‐МС  во  всех  образцах 
детектируются  сурфактин,  итурин  и  фенгицин. 
Количественный  анализ  с  применением  ВЭЖХ‐МС 
анализа  позволяет  констатировать,  что  штаммы              
B.  velenzensis  BZR  336g  и  B.  amyloliquefaciens BZR  277 
продуцируют  значительно  больше  сурфактина,  чем         
B.  siamensis BZR 86 и B.  velezensis BZR 517. Содержание 
липопептидов итуриновой природы в жидкой культуре 
штаммов B.  velezensis BZR 517 и B.  velenzensis  BZR 336g 
почти в 20 раз выше, чем в двух других. По способности 
продуцировать фенгицины штаммы B. velezensis BZR 517 
и  B.  velenzensis  BZR  336g  также  опережают  штаммы        
B. siamensis BZR 86 и B. amyloliquefaciens BZR 277. 

В  целом,  проведенные  исследования  с 
использованием  двух  аналитических  методов 
позволяют  обнаружить,  что  исследуемые  штаммы 
продуцируют  все  три  антигрибных  липопептида: 
сурфактин,  итурин  и  фенгицин.  Это  весьма  важно, 
поскольку идентифицированные метаболиты способны 
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не  только  подавлять  фитопатогенные  грибы 
индивидуально, но и усиливать антигрибной эффект за 
счет синергизма. Способность бактерий продуцировать 
значительное  количество  сурфактина  и  его  гомологов 
является  положительным  фактом,  поскольку  данный 
липопептид  может  индуцировать  устойчивость 
растений  к  фитопатогенам,  а  также  усиливать 
биологическую  активность  других  антигрибных 
метаболитов.  Это  позволяет  сделать  вывод  о  возмож‐
ности использования всех четырех штаммов в качестве 
продуцентов эффективных биофунгицидов. 
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