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Сучасним напрямом прикладних міколо-
гічних досліджень є пошук перспективних
продуцентів біологічно активних речовин.
Науковий досвід свідчить, що дереворуйнів-
ні базидіальні гриби мають лабільну й різно-
манітну ензиматичну систему, складність
якої зумовлена структурою природних суб-
стратів, якими вони живляться. Саме тому
в біотехнологічній галузі базидіоміцети роз-
глядають як перспективні продуценти сиро-
вини для виробництва харчових добавок,
антибіотиків, стероїдів, різних кислот, ріст -
активуючих речовин, вітамінів тощо [1].
Ензиматична конверсія рослинної сирови-
ни, продукти трансформації якої можна
широко застосовувати для одержання про-
дуктів харчування, протеїново-вітамінних
концентратів, спиртів, а також як замінни-
ки вуглеводного палива, є актуальним
питанням сьогодення [2]. 

До найбільш вивчених целюлаз нижчих
грибів належать ензиматичні системи пред-
ставників родів Trichoderma, Penicillium,
Asper gil lus, Fusarium [3], серед вищих гри-
бів можна відзначити представників родів
Phanerochaete, Coriolus, Schizophyllum,

Irpex, Stereum [1, 4]. Сапротрофні дерево-
руйнівні гриби мають у своєму складі весь
спектр ензимів (екзо-, ендоглюканази,
целобіогідролази, целобіази, геміцелюлази,
пектинметилгідролази, екзо-, ендополіга-
лактуронази), що потрібні для біодеградації
складних і водночас широко розповсюдже-
них компонентів. Активність окремих ком-
понентів целюлазного комплексу досить
видоспецифічна й істотно залежить від
умов культивування [1, 5]. Тому пошук та
добір високоактивних культур є першочер-
говим завданням у вирішенні питання біо-
трансформації лігноцелюлозної сировини
[6]. Базидіальний гриб Stereum hirsutum
(Wild.) Gray є космополітом, трапляється
на залишках багатьох видів листяних дерев
[7]. Про зацікавленість науковців цим гри-
бом та його властивостями свідчать публі-
кації [8−11]. Трофічна невибагливість S. hir-
sutum може вказувати на високий
по тенціал ензимів гідролітичного комплек-
су. Враховуючи значну гетерогенність спо-
рового матеріалу, високоактивна дикаріо-
тична культура може становити інтерес для
біотехнології.
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Досліджено активність целюлозолітичних ензимів культур Stereum hirsutum (Wild.) Gray, різних за
ядерним статусом, залежно від субстрату. Найпродуктивнішими за синтезом ендоглюконаз були монока-
ріотичні культури Sh1-4 та Sh7-2. Встановлено, що живильне середовище зі вмістом фільтрувального
паперу є оптимальним для синтезу целюлаз (культура Sh1-4, максимум целюлозолітичної активності —
319 µМ/мг, культура Sh7-2 — 101 µМ/мг). За культивування на тирсі деревини максимум целюлозолі-
тичної активності у культури Sh1-4 спостерігали на 10-ту добу — 142 µМ/мг (тирса дуба), у культури 
Sh7-2 — на 20-ту добу — 34 µМ/мг (тирса ясеня). Дослідження якісного складу целюлозолітичних ензи-
мів дало змогу встановити наявність чотирьох екзоензимів Сх-комплексу з відносною електрофоретичною
рухливістю 0,22; 0,24; 0,47; 0,74. Ензим з відносною електрофоретичною рухливістю 0,47 відзначається
високою концентрацією та активністю. 
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Мета роботи — дослідити залежність
целюлозолітичної активності моно- та дика-
ріотичних культур сапротрофного гриба
S. hirsutum за культивування на різних суб-
стратах. 

Матеріали і методи

Попередньому скринінгу було піддано
шість дикаріотичних культур S. hirsutum.
Далі відібрали дві найактивніші культури,
які було виділено з плодових тіл грибів, що
зростали у м. Ялті (Південний Берег Криму) —
Sh1 та м. Макіївці (Південний Схід Украї -
ни) — Sh7. Виділення чистої культури про-
водили за загальновідомими методами з
використанням пероксиду водню [12].
Одержану чисту культуру вирощували на
картопляно-агаризованому середовищі у
термостаті ТС-80М-2 за температури 26 °С.
Моноспорові культури (Sh1-1, Sh1-2, Sh1-3,
Sh1-4, Sh7-1, Sh7-2, Sh7-5) отримували
методом спорових відбитків, з яких робили
змив з наступним багаторазовим розведен-
ням стерильною дистильованою водою.
Однорідну водну суспензію базидіоспор висі-
вали глибинно у чашки Петрі на агаризова-
не середовище й пророщували у термостаті
[12]. Чистоту та належність до моноспоро-
вих культур контролювали за допомогою
мікроскопії.

Штами культивували на рідкому жи -
виль ному середовищі Чапека такого складу
(г/л): NaNO3 — 2 г, K2HPO4 — 1 г ,
MgSO4·7H2O — 0,5 г, FeSO4·7H2O — 0,01 г,
KCl — 0,5 г [13]. Як єдине джерело вуглецю
використовували фільтрувальний папір
(Whatman № 1, щільність 80 г/м2). Природ -
ним джерелом вуглецю слугувала дрібна
тирса деревини абрикоса (Prunus sp.), ясеня
(Fraxinus sp.) та дуба (Quercus sp.) у кількос-
ті 50 мг на 20 мл живильного середовища.
Культивування проводили у колбах
Ерленмеєра об’ємом 100 мл за оптимальної
температури 24 °С упродовж 20 діб. 

Активність позаклітинних ендоглюка-
наз визначали на 5-, 10-, 15- та 20-ту добу
культивування стосовно Na-карбоксиметил-
целюлози (С5678, Sigma). За одиницю
активності приймали кількість редукуючих
цукрів (µМ), утворених 1 мг протеїну, що
міститься в культуральній рідині, за 1 год.
Редукуючі цукри виявляли методом Шомо -
дьї−Нельсона [12, 14]. Кількість протеїну
визначали спектрофотометрично [15, 16]. 

Якісний склад Сх-ендоглюканаз оціню-
вали електрофоретичним методом. Для цього
застосовували 7,5%-й поліакриламідний

гель зі вмістом Na-КМЦ з використанням
трис-гліцинової буферної системи (рН 8,3)
[17, 18]. Гель витримували протягом 30 хв у
0,2 М фосфатному буфері за температури
50 °С. Потім забарвлювали його, використо-
вуючи барвник конго-червоний. Концент ру -
вання культуральної рідини здійснювали за
допомогою системи Vivaspin turbo 15
(Sartorius stedim biotech Gmbh).

Отримані дані обробляли статистично за
допомогою дисперсійного аналізу, зокрема
порівняння середніх — за методом Дункана
[19]. 

Результати та обговорення

Попередній скринінг культур S. hirsutum
дав змогу встановити найбільш активні ізо-
ляти з подальшим синтезом ензимів целю-
лозолітичної дії (рис. 1). Так, культура Sh1-
4 показала вірогідний максимум активності
на 5-ту добу — 319 µМ/мг протеїну.
Культура Sh7-2 була менш активною
(101 µМ/мг), але вірогідний максимум її
целюлозолітичної активності також спосте-
рігався на 5-ту добу. Високі показники пито-
мої целюлозолітичної активності на 5-ту
добу пояснюються низькою концентрацією
загального протеїну в культуральній рідині,
що свідчить про високу синтетичну актив-
ність у культури саме целюлаз. Однак низь-
ка концентрація протеїну унеможливлює
його практичне отримання в цей термін.
Слід також зазначити, що хоча дикаріотич-
ні культури Sh1 та Sh7 S. hirsutum містять
удвічі більше ДНК, вони не мають суттєвої
переваги в експресії целюлозолітичних
ензимів. Завдяки гетерогенності монокаріо-
тичних культур деякі з них виявляють
ендоглюканазну активність, що є значно
вищою порівняно з батьківськими культу-
рами.

На другому етапі досліду використовува-
ли культури, найбільш активні за синтезом
ензимів целюлозолітичної дії. Встановлено,
що загалом питома целюлозолітична актив-
ність досліджуваних культур на фільтру-
вальному папері була вищою, ніж у разі
культивування на тирсі дерев різних видів
(рис. 2). Вірогідний максимум целюлозолі-
тичної активності у культури Sh1-4 за куль-
тивування на тирсі деревини спостерігали
на 10-ту добу — 142 µМ/мг протеїну (тирса
дуба). 

У випадку з культурою Sh7-2 найкра-
щою деревиною був ясень, показник дорів-
нював 34 µМ/мг на 20-ту добу культивуван-
ня (рис. 3). Максимум целюлозолітичної
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активності за культивування на деревині
абрикоса зафіксовано на 10-ту добу культи-
вування — 21 µМ/мг, а у разі культивування
на деревині дуба — 26 µМ/мг на 20-ту добу.

Для електрофоретичного дослідження
застосовували культуральні фільтрати ізо-

лятів Sh1-4 та Sh7-2 S. hirsutum, що їх було
попередньо сконцентровано. Культури виро-
щували за оптимальних умов на живильно-
му середовищі Чапека, яке містило фільтру-
вальний папір. Якісний склад целюлаз
Сх-комплексу наведено на рис. 4.

Рис. 1. Порівняльна характеристика питомої целюлозолітичної активності 
дикаріотичних та моноспорових культур S. hirsutum
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Рис. 2. Порівняння питомої целюлозолітичної активності моноспорової культури 
Sh1-4 Stereum hirsutum за культивування на різних субстратах

Рис. 3. Порівняння питомої целюлозолітичної активності моноспорової культури 
Sh7-2 Stereum hirsutum за культивування на різних субстратах
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Загалом було виявлено чотири екзоензи-
ми Сх-комплексу культур S. hirsutum.
Ізоензим з відносною електрофоретичною
рухливістю 0,47 добре визначається навіть
за умов використання неконцентрованого
культурального фільтрату. Концентрування
останнього приблизно у 12 разів допомогло
визначити ще три ізоензими, однак їхня
активність є дуже низькою. За своєю елек-
трофоретичною рухливістю ензими двох
культур схожі.

Таким чином, проведені дослідження
дали змогу встановити суттєву гетероген-

ність за целюлозолітичною активністю ди-
та монокаріотичних культур S. hirsutum.
Визначено монокаріотичні культури Sh1-4
та Sh7-2 як найбільш активні продуценти
екзоензимів целюлозолітичної дії. Усі
досліджені культури Stereum hirsutum
мають вищі показники целюлозолітичної
активності за культивування на середовищі,
що містить фільтрувальний папір. За допо-
могою зимограми встановлено, що в культур
S. hirsutum відбувається експресія чотирьох
екзоензимів Сх-комплексу. 

Рис. 4. Електрофореграма Сх-целюлаз монокаріотичних культур S. hirsutum:
1 — ізолят Sh1-4; 2 — ізолят Sh7-2.
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Исследована активность целлюлозолити-
ческих энзимов культур Stereum hirsutum
(Wild.) Gray, различных по ядерному статусу,
в зависимости от субстрата. Наиболее продук-
тивными относительно синтеза эндоглюканаз
были монокариотические культуры Sh1-4 и
Sh7-2. Установлено, что питательная среда,
содержащая фильтровальную бумагу, являет-
ся оптимальной для синтеза целлюлаз (куль-
тура Sh1-4, максимум целлюлозолитической
активности — 319 µМ/мг, культура Sh7-2 —
101 µМ/мг). Максимум целлюлозолитической
активности при культивировании с опилками
древесины у культуры Sh1-4 наблюдался на
10-е сут — 142 µМ/мг (опилки дуба), у культу-
ры Sh7-2 — на 20-е сут — 34 µМ/мг (опилки
ясеня). Исследование качественного состава
целлюлозолитических энзимов позволило
установить наличие четырех экзоэнзимов Сх-
комплекса с относительной электрофоретичес-
кой подвижностью 0,22; 0,24; 0,47; 0,74.
Энзим с относительной электрофоретической
подвижностью 0,47 отличается высокой кон-
центрацией и активностью.

Ключевые слова: целлюлозолитические
энзимы, Stereum hirsutum, монокарио ти -
ческие культуры, электрофорез протеинов.
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Activity of cellulolytic enzymes cultures
Stereum hirsutum (Wild.) Gray, different nucle-
ar status, depending on the substrate have been
studied. The most productive by synthesis
endoglucanases monokaryotic cultures of Sh1-4
and Sh7-2 were determined. It is found that
nutrient medium containing filtering paper is
optimal for synthesis of cellulase (culture Sh1-4,
maximum of cellulolytic activity is 319 µМ/mg,
culture Sh7-2 — 101 µМ/mg). Maximum of cel-
lulolytic activity at cultivation with sawdust of
trees for culture Sh1-4 observed at the 10th day
was 142 µМ/mg (oak sawdust), for culture Sh7-2
at the 20th days it was 34 µМ/mg (ash-tree saw-
dust). Study of quality cellulolytic enzymes
enabled to establishe presence of four exoenzy-
mes of Cx complex with a relative electrophore-
tic mobility of 0.22; 0.24; 0.47; 0.74. Enzyme
with relative electrophoretic mobility 0.47
showed high concentration and activity.

Key words: cellulolytic enzymes, Stereum hirsu-
tum, monokaryotic cultures, electrophoresis of
proteins.




