
51ISSN 0201-8462. Ì³êðîá³îë. æóðí., 2013, Ò. 75, ¹ 6

ДК 582.288 : 577.151� � � � � � � � � � 	 
 � �  � � � � � � � � � � 	 � � � � � � � � � � � �
Институт микробиолоии и вирусологии им. Д.К. Заболотного НАН Украины,  

ул. Академика Заболотного, 154, Киев ГСП, Д03680, Украина  

ЦЕЛЛЮЛОЗОЛИТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ ШТАММОВ � � � � � � � � � � �  � ! � "
 И 

� # " � $ � # % & ' ( " ! & $ # %
Изучена активность ферментов целлюлазного комплекса у штаммов Fenellia flavipes и Fusarium 

oxysporum в глубинной культуре на средах с растительными отходами в качестве единственного источ-

ника углерода. Показано, что большинство исследованных штаммов способны гидролизовать фильтро-

вальную бумагу, лузгу семян подсолнуха, пшеничную солому, кукурузные кочерыжки. Способность к син-

тезу ферментов целлюлазного комплекса зависела от штамма микроскопического гриба, типа субстра-

та и продолжительности культивирования. Отобрано два наиболее перспективных штамма: F. flavipes 

655 с максимумом целлюлозолитической активности 2 ед/мл на среде с пшеничной соломой и 1,6 ед/мл 

на среде с кукурузными кочерыжками уже на 4-е сутки культивирования, а также штамм F. oxysporum 

420, образующий в процессе гидролиза кукурузных кочерыжек 0,875 мг/мл редуцирующих сахаров.

Ключевые слова: микроскопические грибы, целлюлозолитическая активность, редуцирующие ве-

щества, растительные отходы.

Целлюлоза является одним из наиболее распространенных растительных полимеров на 
нашей планете. Так, ежегодная масса растительного опада составляет около 1×1013 т, из ко-
торых 4×1010 т-целлюлоза [20, 26]. Важным этапом круговорота углерода в природе считают 
распад целлюлозы, происходящий за счет действия ферментов разных групп микроорганиз-
мов. Особая роль в этом процессе принадлежит микроскопическим грибам, а именно видам 
таких родов как Trichoderma, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Geotrichum, Chaetomium и др. 
[16, 23, 21].

Гидролиз целлюлозосодержащих субстратов осуществляется полиферментным комплек-
сом целлюлаз, который состоит из эндоглюканазы, экзоглюканазы и ß-глюкозидазы [6, 15].

Ферменты, способные гидролизовать природную целлюлозу, используются в различных 
отраслях промышленности, в частности, в бумажной при переработке макулатуры. Из та-
кой бумаги в дальнейшем можно получать простые сахара [19]. В пищевой промышленности 
целлюлазы используются для снижения вязкости фруктовой массы и увеличения выхода сока 
[28]. Вместе с гемицеллюлазами ферменты целлюлазного комплекса добавляют в корма для 
животных [24]. Целлюлазы используют также в текстильной промышленности для смягчения 
ткани, улучшения ее яркости, текстуры и очистки хлопка от загрязнений [19].

Исчерпаемость природных запасов нефти и газа, постоянный рост цен на данный вид про-
дуктов стали причиной разработки новых современных направлений получения энергии аль-
тернативными путями, позволяющими на 90 % снизить выбросы СО

2
 в атмосферу. Наиболее 

перспективным считаются методы получения энергии из растительного сырья с использова-
нием микроорганизмов – продуцентов целлюлаз. Следует отметить и тот факт, что Украина 
обеспечивает себя топливно-энергетическими ресурсами лишь на 53 % (объем импортиро-
ванного природного газа составляет 75 %, а нефти и нефтепродуктов – 85 %) [18].

Значительные потери целлюлозосодержащего сырья в виде растительных отходов проис-
ходят на предприятиях сельского хозяйства (пшеничная солома, стебли и кочерыжки кукуру-
зы, лузга семян подсолнуха, пшеничные отруби) и других отраслей промышленности, однако 
они могут быть использованы для синтеза разнообразных органических веществ, таких, как 
простые сахара, спирты и др. [21]. Наиболее перспективным считается использование пше-
ничной и ржаной соломы, а также лиственной массы и остатков кукурузы [6, 11, 5]. 

Целью нашей роботы было изучить способность к синтезу ферментов целюлозолитичес-
кого комплекса у штаммов Fusarium oxysporum и Fenellia flavipes на средах с растительными 
субстратами.

Материалы и методы. Объекты исследований. В работе использовали 4 штамма 
F. flavipes и 5 штаммов F. oxysporum из коллекции культур микроскопических грибов отдела 
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физиологии и систематики микромицетов ИМВ НАНУ. Изученные штаммы были выделены в 
2002 году из почв различных регионов Украины. В более ранних исследованиях было показа-
но, что эти штаммы могут использовать нерастворимую целлюлозу (фильтровальную бумагу) 
в качестве единственного источника углерода [8].

В работе использовали 14-суточные культуры, выращенные на сусло-агаре при 25±2°С.
Условия культивирования. Культивирование проводили глубинным методом на качалках 

(220 об/мин) в колбах Эрленмейера в течение 8 суток при температуре 26±2°С в жидкой 
минеральной среде Чапека (150 мл). В качестве единственного источника углерода исполь-
зовали такие растительные отходы, как лузга семян подсолнуха (ЛСП), пшеничная солома 
(ПС), кукурузные кочерыжки (КК), а также фильтровальную бумагу (ФБ) (марка Ф, плот-
ность 75 г/ мг, содержащая около 90,0 % целлюлозы) [7, 13]. Измельченные на лабораторной 
мельнице МРП-1 субстраты добавляли в количестве 2 % к объему среды. Посев проводили 
стандартной суспензией конидий грибов (2×106) в количестве 5 % к объему среды [13]. Кон-
тролем служила среда Чапека с соответствующим субстратом, но без суспензии грибов. Все 
исследования проводили в 3-х кратной повторности.

Определение ферментативной активности. Определение целлюлозолитической актив-
ности (ЦА) микромицетов осуществляли по методу, который основан на связывании динит-
росалициловой кислоты с редуцирующими сахарами, образующимися в процессе гидролиза 
субстрата под действием целлюлазных полиферментных систем микромицетов [22]. ЦА оп-
ределяли на 4-е, 6-е и 8-е сутки культивирования. За единицу общей ЦА принимали такое 
количество фермента, которое катализирует превращение 50 мг бумаги Ватман №1 в цитрат-
ном буфере (рН 4,8–5,0) с образованием 1 мМоля глюкозы за 60 мин при температуре 50◦C. 
Активность целлюлозолитических ферментов выражали в единицах на 1 мл культурального 
фильтрата [22].

Определение редуцирующих веществ. Содержание редуцирующих веществ (РВ) в культу-
ральном фильтрате определяли по Хагедорну-Йенсену [9]. Качественный состав редуцирую-
щих сахаров – при помощи HPLC (High Pressure Liquid Chromatography). Предварительно в 
образцах проводили осаждение белковых веществ и жиров [17].

Удельную активность ферментов выражали в ед/мг белка, который определяли по ме-
тоду Лоури [25].

Статистическую обработку данных проводили в соответствии с программами Microsoft 

Excel_2003 и GraphPadInstat. 
Результаты и их обсуждение. Известно, что целлюлоза является индуктором образо-

вания целлюлозолитических ферментов микроорганизмов, однако процесс их биосинтеза в 
значительной мере зависит от типа субстрата, продолжительности культивирования и инди-
видуальных особенностей штамма [27, 12].

При исследовании активности комплекса целлюлозолитических ферментов у микро-
скопических грибов в процессе их культивирования на природных целлюлозосодержащих 
субстратах показано, что ЦА исследованных штаммов находилась в пределах от 0,088 
до 2 ед/ мл.

При росте микромицетов на среде с ФБ в качестве единственного источника углерода 
у штаммов F. oxysporum количество РВ в культуральном фильтрате и ЦА возрастали с уве-
личением периода культивирования (рис. 1, 5). По данным литературы такая зависимость 
объясняется тем, что у разных видов и штаммов Fusarium максимальное количество РВ в 
культуральном фильтрате отмечается на 5–9-е сутки культивирования [3]. Такая же законо-
мерность была обнаружена нами и для F. flavipes штаммов 38 и 40. Исключением были штам-
мы F. flavipes 473 и F. flavipes 655, у которых ЦА и содержание РВ было максимальным на 
6-е сутки культивирования (рис. 2, 6). Согласно данным литературы, содержание РВ в куль-
туральном фильтрате Aspergillus ochraceus при выращивании на среде с ФБ в качестве единс-
твенного источника углерода на 7-е сутки культивирования было в пределах 0,25–0,3 мг/мл, 
тогда как у исследованных нами штаммов F. flavipes этот показатель варьировал в пределах 
0,09 мг/мл – 0,192 мг/мл [4].
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Рис. 1. Целлюлозолитическая активность штаммов ) * + , - . / + 0 1 2 .
На средах, где в качестве источника углерода использовались природные субстраты, ЦА 

штаммов F. flavipes была выше, чем у F. oxysporum (рис 1, 2), однако, в культуральном филь-
трате штаммов F. oxysporum содержание РВ было выше (рис. 5, 6).

В результате проведенных исследований обнаружен наиболее активный штамм F. flavipes 

655, у которого уже на 4-е сутки культивирования на средах с ПС и КК активность целлю-
лозолитических ферментов составляла 2 ед/мл и 1,6 ед/мл соответственно, а на среде с ЛСП 
– 0,8 ед/мл. У остальных штаммов максимум активности целлюлаз отмечался на 6-е сутки 
культивирования. У F. flavipes 40 на среде с ЛСП и КК максимальная ферментативная ак-
тивность была зарегистрирована на 8-е сутки культивирования. Полученные нами данные 
согласуются с данными литературы [14]. Так, у штаммов Aspergillus sp. целлюлозолитическая 
активность на среде с измельченными кукурузными кочерыжками на 5-е сутки культивирова-
ния составляла 1,15 ед/мл.
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Зависимость активности ферментов целлюлазного комплекса от типа целлюлозсодер-

жащего субстрата и штамма микроскопического гриба была более выраженной у штаммов 

F. oxysporum (рис. 1). Так, максимум целлюлозолитической активности на средах с ПС и 

КК наблюдали у F. oxysporum 420 на 6-е сутки культивирования – 0,8 ед/мл и 1 ед/мл соот-

ветственно. У F. oxysporum 680 ЦА на средах с ЛСП и ПС на 4-е и 6-е сутки отсутствовала 

и только на 8-е сутки она была обнаружена в следовых количествах. Однако, на среде с КК 

активность ферментов целлюлозолитического комплекса этого штамма возрастала с увеличе-

нием продолжительности культивирования и на 8-е сутки составляла 0,18 ед/мл (рис. 1). По-

лученные нами данные иллюстрируют более высокую активность, чем это отмечалось раннее 

другими исследователями, ЦА у штамов F. solani на среде с ПС достигала 1,1 ед/мл на 7-е 

сутки культивирования [1].

Было показано, что удельная активность целлюлозолитических ферментов штаммов 
F. oxysporum и F. flavipes коррелировала с ЦА и составляла 0,025 – 7,03 ед/мг белка (рис. 3, 4).

Наши исследования показали, что количества РВ в культуральном фильтрате микроско-

пических грибов при их культивировании на растительных отходах зависели от субстрата 

и штамма микроскопического гриба. Следует отметить, что контрольные образцы с расти-

тельными субстратами также содержали РВ вследствие их частичного гидролиза при стери-

лизации. В контроле на среде с ЛСП было обнаружено 0,17–0,21 мг/мл РВ, на среде с ПС – 

0,566–0,575 мг/мл, а на средах с КК – 0,205–0,315 мг/мл. 
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Рис. 3. Удельная активность целлюлозолитических ферментов штаммов 3 4 < = > ; 9 < ? @ A .

0

2

4

6

8

4 6 8 4 6 8 4 6 8 4 6 8

38 40 473 655

��/ ! "�#$%
&' ()* *) ++

 

4<� 2 $=#0-

3-4-<54%1-2, 

.=3$-

@ ?3%  54

Рис. 4. Удельная активность целлюлозолитических ферментов штаммов B C D E F G H I J .



55ISSN 0201-8462. Ì³êðîá³îë. æóðí., 2013, Ò. 75, ¹ 6

 
 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

4 6 8 4 6 8 4 6 8 4 6 8 4 6 8 4 6 8

�������  54 137 420 532 680

!",#$/#�
%& '() )( **

 

6�.#: �1� -

�+6+��60�+:, 

,1��+

9 8�0##�6

Рис. 5. Содержание редуцирующих веществ штаммов B C K L M J H K N O P .

 У штаммов F. oxysporum при росте на средах с ЛСП и КК содержание РВ в культуральном 

фильтрате были выше, чем в контрольных образцах. Исключение составлял F. oxysporum 680, 

у которого на среде с КК на 4-е сутки культивирования содержание РВ было ниже, чем в кон-

троле на 56 %, а на 8-е – на 8 %.  При культивировании штаммов F. oxysporum на среде с ПС 

содержание РВ было ниже, чем в контрольных образцах, за исключением F. oxysporum 420, 

у которого на 6-е и 8-е сутки содержание РВ было выше по сравнению с контролем на 21 % 

и 23 % соответственно (рис. 5). Снижение содержания РВ, по сравнению с контрольными 

значениями, при росте микроскопических грибов на средах с растительными отходами может 

свидетельствовать о способности к их утилизации в процессе роста. У штаммов F. flavipes на 

среде с ЛСП на 6-е и 8-е сутки культивирования содержание РВ было выше, чем в контроль-

ных образцах (рис. 6). Однако на средах, где в качестве источника углерода использовалась 

ПС и КК, содержание РВ, по сравнению с контролем, снижалось (рис. 6).
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При изучении качественного состава РВ F. oxysporum и F. flavipes на 4-е, 6-е и 8-е сутки 

культивирования были определены глюкоза, целлотетроза, мальтоза, мальтотриоза и фрукто-

за, что может свидетельствовать о процессах гидролиза субстрата. В контрольных образцах 

с ФБ редуцирующих сахаров не было обнаружено, в то время как на средах, где источником 

углерода были растительные отходы, в контрольных образцах обнаружено следовое содер-

жание РВ. Так, на средах с ФБ у всех изученных штаммов обнаружено преобладание цел-

лотетрозы и мальтотриозы, а на средах с природными субстратами – глюкозы, мальтозы и в 

незначительных количествах мальтотриозы.

В ходе работы было показано, что активность комплекса целлюлозолитических фермен-

тов изученных микроскопических грибов и содержание РВ взаимосвязаны. Полученные нами 

данные согласуются с результатами других авторов – глюкоза, которая является продуктом 

ферментативного гидролиза субстрата, может быть репрессором активности целлюлозолити-

ческих ферментов [19, 27, 2, 10].

Гидролиз лигноцеллюлозных субстратов – сложный процесс, поскольку лигнин, кото-

рый содержится в структуре целлюлозных фибрилл, является физическим барьером, а это 

усложняет процесс доступности субстратов для ферментов. Зависимость ферментативной 

активности грибов от типа субстрата можно объяснить химическим составом последних. По 

разным данным [7] состав лигноцеллюлозного комплекса природных субстратов варьирует: в 

шелухе семян подсолнуха содержится 27 % целлюлозы, 21,5 % гемицеллюлозы, 27,4 % лиг-

нина; в пшеничной соломе – 39 % целлюлозы, 23,4 % гемицеллюлозы, 24,5 % лигнина; а в 

кукурузных кочерыжках – 33,5 % целлюлозы, 37,7 % гемицеллюлозы и 15,1 % лигнина.

По способности проявлять целлюлозолитическую активность все исследованные штам-

мы F. flavipes и F. oxysporum условно можно разделить на три группы: 

целлюлозолитическая активность которых менее 0,1 ед/мл;• 

ЦА которых была в пределах 0,1 – 1,0 ед/мл; • 

ЦА которых больше 1,0 ед/мл.• 

Таким образом, можно сделать вывод о том, что все изученные штаммы микроскопи-

ческих грибов видов F. flavipes и F. oxysporum способны гидролизировать ряд природных 

целлюлозсодержащих отходов сельского хозяйства. Так, целлюлозолитическая активность 

штаммов F. flavipes была максимальной на среде с ПС и составляла 0,368 – 2 ед/мл, у штам-

мов F. oxysporum – на среде с КК 0,136 – 1 ед/мл. При выращивании штаммов микроскопи-

ческих грибов на растительных отходах в качестве единственного источника углерода нами 

был отобран штамм F. flavipes 655, который проявляет высокую активность комплекса цел-

люлозолитических ферментов уже на 4-е сутки культивирования – 2 ед/мл на среде с ПС, 

что является перспективным в биотехнологических процессах ферментативного гидролиза 

лигноцеллюлозных субстратов. Штамм F. oxysporum 420 гидролизует измельченные КК с 

образованием 0,875 мг/мл РВ и, следовательно, в дальнейшем может быть использован для 

получения альтернативных источников энергии.Z R [ R \ ] ^ _ ` a b c R d R e f g h ] i j k a ` b l R m R n o p _ ] q a r
Інститут мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України 

вул. Академіка Заболотного, 154, Київ МСП, Д03680, Україна
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Досліджено активність ферментів целюлозолітичного компелексу у штамів Fenellia flavipes і 

Fusarium oxysporum при глибинному культивуванні на середовищі, що містило різні рослинні відходи як 

єдине джерело вуглецю. Показано, що майже всі штами досліджених видів грибів здатні гідролізувати 

такі целюлозовмісні субстрати, як фільтрувальний папір, лушпиння соняшникового насіння, пшеничну 
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солому та качани кукурудзи. Така здатність залежала від штаму мікроскопічного гриба, типу субстрату 

і терміну культивування. Відібрано два найбільш перспективні штами: F. flavipes 655 з максимумом це-

люлозолітичної активності 2 од/мл на середовищі з пшеничною соломою та 1,6 од/мл на середовищі з 

подрібненими качанами кукурудзи на 4-ту добу культивування, а також штам F. oxysporum 420, який в 

процесі гідролізу качанів кукурудзи утворював 0,875 мг/мл редукуючих речовин.

К л юч о в і  с л о в а : мікроскопічні гриби, целюлозолітична активність, редукуючі речовини, рослин-

ні залишки. � R � R � � X W � � T � b � R � R � � V Y � X U Y � T b � R � R � � � � � X � � �
Zabolotny Institute of Microbiology and Virology, National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv
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S u m m a r y

The production of cellulolytic enzymes by Fenellia flavipes and Fusarium oxysporum strains in submerged 

culture with plant residues as carbon source was studied. It was established that the majority of studied strains 

was able to hydrolyze the filter paper, husk of sunflower seeds, wheat straw and corn stalks. The ability to 

synthesize enzymes depended on the strain of microscopic fungi, type of substrate and duration of cultivation. 

As a result two fungal strains were selected: F. flavipes 655 with maximum of cellulolytic activity 2 U/ ml in 

the medium with wheat straw and 1.6 U/ml in the medium with corn stalks on the 4th day of cultivation and 

F. oxysporum 420 which synthesized 0.875 mg/ml of reducing sugars.

The paper is presented in Russian.
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