
Введение
С развитием современных направлений био-

технологии ксилотрофные базидиальные грибы

становятся более доступным источником экзоген-

ных ферментов. Представители различных таксо-

номических и экологических групп базидиальных

грибов характеризуются близким составом вне-

клеточных ферментов, штаммовой и видовой из-

менчивостью [8, 17]. Наличие широкого спектра

окислительных и гидролитических ферментов,

отвечающих за расщепление лигноцеллюлозного

комплекса растительного субстрата, открывает

широкие перспективы практического применения

базидиомицетов в качестве деструкторов слож-

ных биополимеров [7], а природа ростового суб-

страта и условия культивирования продуцента

оказывают значительное влияние на синтез им

дереворазрушающего комплекса ферментов [6, 7].

Одним из важных вопросов современной био-

технологии является разработка способов куль-

тивирования продуцентов биологически актив-

ных веществ. Так, наиболее традиционным счи-

тается глубинный способ культивирования – лег-

ко воспроизводимый и эффективный метод полу-

чения мицелия и метаболитов [5, 6, 22]. Альтер-

нативой глубинному способу культивирования в

последние годы стало твердофазное культивиро-

вание, активно применяющееся в производстве

биологически активных вторичных метаболитов

[1], кормов [12, 14], топлива [23], пищевых [3, 4] и

фармацевтических продуктов [6]. Выбор подхо-

дящего субстрата – ключевой аспект твердофаз-

ной ферментации. Твердый материал выполняет

функцию физической поддержки и источника

питательных веществ для продуцента. В качест-
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ве субстратов в процессах твердофазного культи-

вирования используют малоценное вторичное

растительное сырье – отходы агропромышленно-

го комплекса [13, 21] и деревообрабатывающей

промышленности [12, 21].

Наиболее изучены ферментные комплексы

целлюлаз представителей высших грибов Stere-

um hirsutum Cerrena maxima(Willd.) Pers. [2],

(Mont.) Ryvarden, (Nees) Quél.Coriolus zonatus

[13] и др. Базидиальный гриб Fr. (Fr.)Irpex lacteus

в этом плане изучен недостаточно, однако спосо-

бен к синтезу ферментов целлюлазного комплек-

са [3]. Ранее было показано, что культуральные

жидкости штаммов при жидкофазномI. lacteus

культивировании на хроматографической бумаге

[3] и пшеничной соломе [15] в качестве ростового

субстрата проявляют выраженное целлюлозоли-

тическое действие. Причем изменение парамет-

ров жидкофазного культивирования штаммов

I. lacteus оказывает влияние на процесс формиро-

вания целлюлазного комплекса [15, 16]. Это по-

зволяет рассматривать гриб в качествеI. lacteus

доступного источника высокоактивных и ста-

бильных экзогенных ферментов дереворазруша-

ющего комплекса.

Однако в литературе отсутствуют данные о

твердофазной ферментации лигноцеллюлозного

субстрата грибом . В связи с этим акту-I. lacteus

альными являются исследования по поиску и от-

бору штаммов данного продуцента с высоким

выходом ферментов целлюлозолитического дей-

ствия при твердофазном культивировании.

Цель и задачи исследований
Целью данной работы является изучение цел-

люлозолитической активности гриба Irpex lac-

teus (Fr.) Fr. при твердофазном культивировании

на лигноцеллюлозном субстрате – пшеничной

соломе. Задачи: оценить степень биодеградации

пшеничной соломы штаммами , иссле-I. lacteus

довать активность целлюлозолитических фер-

ментов штаммов при твердофазном куль-I. lacteus

тивировании.

Объекты и методики исследований
Объектами исследования являлись пять штам-

мов гриба , чистые культуры которых бы-I. lacteus

ли выделены из природных плодовых тел и хра-

нятся в Коллекции культур кафедры физиологии

растений Донецкого национального университета

и в Коллекции культур шляпочных грибов Инсти-

тута ботаники им. Н.Г. Холодного НАН Украины

под номерами 1080, 1082, 1631, 1632 и 2434.

Штаммы культивировали в течениеI. lacteus

30 суток при температуре 32 С в колбах Эрлен° -

мейера объемом 100 мл на пшеничной соломе,

предварительно измельченной до конечного раз-

мера частиц 0,5–0,7 см. В каждую колбу вносили

2 г воздушно-сухой пшеничной соломы и 20 мл

дистиллированной воды и стерилизовали в авто-

клаве при 0,8 атм в течение 40 минут. Инокуляцию

лигноцеллюлозного субстрата проводили кусоч-

ком мицелия штаммов размером 5×5 мм.I. lacteus

Активность ферментов целлюлазного ком-

плекса определяли в культуральной жидкости

штаммов через каждые 5 суток, начинаяI. lacteus

с 5-х по 30-е сутки культивирования. Внеклеточ-

ные ферменты целлюлозолитического действия

экстрагировали 20 мл холодной дистиллирован-

ной воды. Экстракцию проводили в течение 1 ч.

Полученную культуральную жидкость центри-

фугировали при 3 000 об/мин в течение 5 мин для

удаления частиц субстрата и мицелия.

Интенсивность разложения лигноцеллюлоз-

ного субстрата штаммами оценивали поI. lacteus

убыли сухой биомассы субстрата.

Активность ферментов целлюлозолитическо-

го комплекса штаммов определяли отно-I. lacteus

сительно таких субстратов: фильтровальная бума-

га (Filtrak, плотность 90 г/м ) – общая целлюлозо-
2

литическая активность, Na-карбоксиметилцел-

люлоза (С5678, Sigma, США) – эндоглюканазная

активность. Состав реакционных смесей для опре-

деления целлюлозолитической активности и усло-

вия проведения реакций соответствовали обще-

принятым методикам [10, 11, 19]. За единицу цел-

люлозолитической активности (Ед) принимали

такое количество фермента, которое образовыва-

ло 1 mol редуцирующих сахаров на протяжении

1 ч в условиях опыта (t = +37 ºС, рН 4,2). Удель-

ную активность (Ед/мг) определяли отношением

общей активности культуральной жидкости

(Ед/мл) к содержанию белка в культуральной жид-

кости (мг/мл). Редуцирующие сахара определяли

методом Шомодьи-Нельсона (калибровочный

график строили по глюкозе) [10, 11, 19, 20].

Содержание белка в культуральной жидкости

определяли по методу Бредфорда [18].

Все исследования проводили в трехкратной

повторности. Статистическую обработку полу-
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ченных данных осуществляли методом диспер-

сионного анализа качественных и количествен-

ных признаков, а сравнение средних арифмети-

ческих величин – по критерию Дункана [9].

Результаты исследований и их обсуждение
На 5-е стуки твердофазного культивирования

штаммов 1080, 1082 и 1632 степень раз-I. lacteus

ложения пшеничной соломы составляла ~8 %,

штаммов 1631 и 2434 – 16,8 % и 14,5 %I. lacteus

соответственно (рис. 1).

При дальнейшем культивировании штаммов

I. lacteus 1080 и 1632 степень биодеградации пше-

ничной соломы незначительно повышалась до

10 % к 15-м суткам. Среди исследованных штам-

мов степень разложения лигноцеллюлозного суб-

страта штаммом 1080 была минимальна и состав-

ляла ~20 % на 30-е сутки культивирования. Для

штамма 1632 потери массы субстрата кI. lacteus

30-м суткам культивирования составили 30 %.

К 30-м суткам культивирования степень раз-

ложения субстрата штаммами 1082, 1631I. lacteus

и 2434 составила 39,1–42,2 %. При твердофазном

культивировании процессы разложения пшенич-

ной соломы штаммами осуществлялисьI. lacteus

более интенсивно, чем при жидкофазном [16].

Установлено, что удельная целлюлозолити-

ческая активность относительно фильтровальной

бумаги штаммов при твердофазном куль-I. lacteus

тивировании значительно отличалась (рис. 2).

Так, штамм 2434 проявил достаточноI. lacteus

высокую ферментативную активность культу-

ральной жидкости уже на 5-й день культивирова-

ния – 2,93 Ед/мг, достигая максимальных значе-

ний на 15-е сутки – 12,01 Ед/мг. При дальнейшем

культивировании данного штамма ферментатив-

ная активность снижалась в 2 раза.

При твердофазном культивировании штам-

мов 1080 и 1082 формирование комплек-I. lacteus

са целлюлаз осуществлялось более длительно,

чем при жидкофазном [15]. Целлюлозолитиче-

ская активность культуральной жидкости отно-

сительно фильтровальной бумаги в течение 20-ти

суток не превышала значения 1,97 Ед/мг. На 25-е

сутки культивирования целлюлозолитическая

активность штаммов 1080 и 1082 воз-I. lacteus

растала до значений 3,98 Ед/мг.
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Рис. 1. Степень биодеградации пшеничной соломы при твердофазном культивировании штаммов (Fr.) Fr.:Irpex lacteus
1 – 1080, 2 – 1082, 3 – 1631, 4 – 1632, 5 – 2434
Fig. 1. The degree of biodegradation of wheat straw during solid-state fermentation of (Fr.) Fr. strains: 1 – 1080,Irpex lacteus
2 – 1082, 3 – 1631, 4 – 1632, 5 – 2434
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Целлюлозолитическая активность относи-

тельно фильтровальной бумаги штамма I. lacteus

1631 в течение всего периода твердофазного куль-

тивирования находилась на одном уровне. Для

штамма 1632 максимальные значенияI. lacteus

активности отмечены на 15-е сутки культивиро-

вания и составляли 4,35 Ед/мг.

При твердофазном культивировании штам-

мов целлюлазы культуральной жидко-I. lacteus

сти были способны к расщеплению производной

целлюлозы – Na-карбоксиметилцеллюлозы

(рис. 3). Характер изменения эндоглюканазной

активности штаммов был разный. Для штамма

I. lacteus 1080 максимальные значения фермента-

тивной активности отмечены на 5-е сутки куль-

тивирования и составляли 361,54 Ед/мг, посте-

пенно снижаясь к 30-м суткам культивирования

до значений 44,13 Ед/мг.

Для штамма 1082 максимальные зна-I. lacteus

чения эндоглюканазной активности наблюда-

лись на 20-е сутки культивирования и составляли

405,63 Ед/мл. Именно в этот период целлюлозо-

литическая активность относительно фильтро-

вальной бумаги была низкой (рис. 2).

Активность эндоглюканаз штамма I. lacteus

1631 оставалась на одном уровне весь период

твердофазного культивирования.

Максимальные значения целлюлозолитиче-

ской активности относительно Na-карбоксиме-

тилцеллюлозы штамма 1632 отмеченыI. lacteus

на 15-е сутки. Именно в это период установлен

также максимум целлюлозолитической актив-

ности относительно фильтровальной бумаги.

Очевидно, к 15-м суткам культивирования про-

исходит активное освоение субстрата – пшенич-

ной соломы штаммом и продолжается процесс

формирования комплекса целлюлаз.

Начиная с 10-х суток твердофазного культи-

вирования штамма 2434 наблюдаласьI. lacteus

эндоглюканазная активность. Значительное по-

вышение активности фермента отмечен на 20-ео

сутки культивирования. Максимальные значения

активности – 648,56 Ед/мг установлены на 30-е

сутки культивирования.

На рисунке 4 представлены данные о содер-

жании редуцирующих сахаров в культуральной

жидкости штаммов при твердофазномI. lacteus

культивировании.
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Рис. 2. Удельная целлюлозолитическая активность относительно фильтровальной бумаги при твердофазном
культивировании штаммов : 1 – 1080, 2 – 1082, 3 – 1631, 4 – 1632, 5 – 2434Irpex lacteus
Fig. 2. Specific cellulolytic activity relative to filter paper during solid-state fermentation of strains: 1 – 1080,Irpex lacteus
2 – 1082, 3 – 1631, 4 – 1632, 5 – 2434
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Рис. 3. Удельная целлюлозолитическая активность относительно Na-карбоксиметилцеллюлозы при твердофазном куль-
тивировании штаммов : 1 – 1080, 2 – 1082, 3 – 1631, 4 – 1632, 5 – 2434Irpex lacteus
Fig. 3. Specific cellulolytic activity relative to Na-carboxymethylcellulose during solid-state fermentation of strains:Irpex lacteus
1 – 1080, 2 – 1082, 3 – 1631, 4 – 1632, 5 – 2434
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Рис. 4. Содержание редуцирующих сахаров в культуральной жидкости при твердофазном культивировании штаммов
Irpex lacteus: 1 – 1080, 2 – 1082, 3 – 1631, 4 – 1632, 5 – 2434
Fig. 4. The content of reducing sugars in the culture liquid during solid-state fermentation of strains: 1 – 1080,Irpex lacteus
2 – 1082, 3 – 1631, 4 – 1632, 5 – 2434
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Установлено, что содержание редуцирующих

сахаров в культуральной жидкости штаммов

I. lacteus при твердофазном культивировании зна-

чительно выше, чем при жидкофазном [15]. Для

штамма 1080 содержание редуцирую-I. lacteus

щих сахаров постепенно увеличивалось к 15-м

суткам культивирования и оставалось на уровне

~40 mol/мл до 30-х суток.

Для штаммов 1082, 1631, 1632 и 2434I. lacteus

содержание редуцирующих сахаров в культу-

ральной жидкости постепенно увеличивалось к

30-м суткам. При этом для штаммов I. lacteus

1082, 1631 и 1632 отмечено снижение содержа-

ния редуцирующих сахаров на 25-е сутки культи-

вирования, что может быть связано с их актив-

ным потреблением для роста мицелия.

Таким образом, процесс формирования цел-

люлазного комплекса ферментов при твердофаз-

ном культивировании на пшеничной соломе

штаммов дереворазрушающего базидиомицета

I. lacteus достаточно длительный. Очевидно, что

низкая ферментативная активность целлюлаз и

эндоглюканаз на начальных этапах культивиро-

вания штаммов связана с более продолжитель-

ным процессом колонизации субстрата и усвое-

ния питательных веществ из него.

Выводы
При твердофазном культивировании на лиг-

ноцеллюлозном субстрате – пшеничной соломе

штаммы синтезируют внеклеточныеI. lacteus

целлюлозолитические ферменты, гидролизую-

щие фильтровальную бумагу и производное цел-

люлозы – натриевую соль карбоксиметилцеллю-

лозы. Для штаммов отмечены высокиеI. lacteus

значения целлюлозолитической активности на

фоне низкой эндоглюканазной активности куль-

туральной жидкости. Максимальной целлюлозо-

литической (12,01 Ед/мг) и эндоглюканазной

(648,56 Ед/мг) активностью характеризовался

штамм 2434. Высокие значения целлю-I. lacteus

лозолитической активности (3,46–4,35 Ед/мг)

отмечены для штаммов 1080, 1082 иI. lacteus

1632, низкие (2,51 Ед/мг) – для штамма I. lacteus

1631. Высокой активностью эндоглюканазы ха-

рактеризуются штаммы 1080 и 1082I. lacteus

(361,54 Ед/мг и 405,63 Ед/мг соответственно).

Для штаммов 1631 и 1632 отмечены бо-I. lacteus

лее низкие значения ферментативной активности

(239,48 Ед/мг и 173,70 Ед/мг соответственно).

При твердофазном культивировании все ис-

следуемые штаммы способны колони-I. lacteus

зировать лигноцеллюлозный субстрат – пшенич-

ную солому и разрушать его с различной скоро-

стью. Наибольшая степень разложения субстрата

отмечена для штаммов 1082, 1631 иI. lacteus

2434 и составляла 39,2–42,2 %, наименьшая – для

штамма 1080 – 20,3 %.I. lacteus

С учетом показателей степени разложения

ростового субстрата – пшеничной соломы, коли-

чественного определения ферментативной ак-

тивности штаммы являются потенци-I. lacteus

альными продуцентами энзимов целлюлозоли-

тического действия.
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CELLULOLYTIC ACTIVITY OF STRAINS OF (FR.) FR.IRPEX LACTEUS

DURING SOLID-STATE FERMENTATION ON WHEAT STRAW

O.V. Chemeris

State Educational Institution of Higher Professional Education «Donetsk National University»

The paper presents results of the research of cellulolytic activity of five strains of wood-destroying

basidiomycete (Fr.) Fr., which were isolated from natural fruit bodies and stored in theIrpex lacteus

Collection of cultures of the Department of Plant Physiology of Donetsk National University, and in the

Collection of cultures of cap mushrooms of N.G. Kholodny Institute of Botany National Academy of

Sciences of Ukraine under the numbers 1080, 1082, 1631, 1632 и 2434. During solid-state fermentation on a

lignocellulosic substrate – wheat straw, the strains of showed different degrees of substrateI. lacteus

decomposition – from 20 to 42.2 %, cellulolytic activity – from 0.23 to 12.01 U/mg and endoglucanase

activity – from 15.2 to 648.56 U/mg. The most promising producers of enzymes of the cellulolytic complex

are strains 1082, 1631, and 2434.I. lacteus

Key words: , cellulolytic activity, solid-state fermentation, wheat strawIrpex lacteus
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