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Целюлозолітичні ензими набули широ�
кого практичного застосування [1−3]. Та
найчастіше їх застосовують у процесі гідро�
лізу целюлози з метою отримання глюкози,
яка може бути використана для виробницт�
ва палива, їжі або різноманітних хімічних
сполук [3, 4]. Найвитратнішою ланкою
у процесі біоконверсії целюлози є целюлозо�
літичні ензими [4].

Паралельно з пошуком нових активних
продуцентів целюлаз актуальним є питання
дослідження їхніх фізіолого�біохімічних ха�
рактеристик, особливо якщо штами вперше
досліджують як продуценти целюлозолітич�
них ензимів. У попередніх роботах нами
відібрано нові штами базидіальних грибів,
здатних до активного синтезу целюлаз та до�
ведено перспективність їх подальшого дослі�
дження [5].

Для підвищення біологічної продуктив�
ності грибів�продуцентів, а відповідно і рен�
табельності виробництва, використовують
оптимальну біотехнологію, тобто здійсню�
ють культивування в таких умовах, за яких
спадковий потенціал організму буде виявля�
тись на найвищому рівні, що сприятиме
більшому виходу продукту. Саме тому одним
з методів підвищення синтезу целюлаз орга�
нізмами�продуцентами є оптимізація умов
їх культивування. Раніше нами досліджено
вплив температури культивування та почат�
кової кислотності живильного середовища
на загальну целюлозолітичну та ендоглюка�
назну активність базидіоміцетів, унаслідок
чого істотно підвищено вихід цих ензимів
у живильне середовище [6, 7]. Така сама ро�
бота має бути проведена і для целобіази (β�
глюкозидази), оскільки вона є одним із най�
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Проведено підбір умов культивування базидіоміцетів — активних продуцентів целюлаз — за
зміною  рН живильного середовища (від 3 до 9 рН з інтервалом 1 од) і температури (значення зміню�
вались від 24 °С до 36 °С з інтервалом 2 °С) з метою збільшення синтезу ними целобіази (КФ 3.2.1.21).
Ензиматичну активність визначали стосовно целобіози. Встановлено, що оптимальною початковою
кислотністю живильного середовища для штамів Д�1, А�Дон�02 Irpex lacteus є рН 3, для Sh�1
Stereum hirsutum — рН 5, для К�1 Irpex lacteus та AnSc�1 Daedaleopsis confragosa f. confragosa — рН 6;
оптимальною температурою культивування — 26 °С для штаму К�1 Irpex lacteus, 28 °С — для Д�1
Irpex lacteus, 30 °С — для AnSc�1 Daedaleopsis confragosa f. confragosa та 32 °С — для штамів А�Дон�02
Irpex lacteus і Sh�1 Stereum hirsutum. У результаті підбору умов культивування значення целобіазної
активності зросли в 1,11 раза для штаму А�Дон�02 Irpex lacteus та в 3,82 раза — для К�1 Irpex lacteus.
Водночас унаслідок оптимізації умов культивування питома целобіазна активність штаму Д�1 Irpex lacteus
зросла в 1,31 раза, А�Дон�02 Irpex lacteus — в 1,78 раза, К�1 Irpex lacteus — у 2,67 раза та штаму
AnSc�1 Daedaleopsis confragosa f. confragosa — у 2,79 раза. Штам J�2An Phellinus pomaceus не виявив
активності целобіази в жодному варіанті досліду. Максимальну целобіазну активність для культур 
Д�1 Irpex lacteus та Sh�1 Stereum hirsutum встановлено на 7�му добу культивування, а для культур К�1,
А�Дон�02 Irpex lacteus та AnSc�1 Daedaleopsis confragosa f. confragosa — на 14�ту добу експерименту.
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важливіших ензимів у складі целюлозолі�
тичного комплексу унаслідок регуляції
рівня проміжної целобіози та через неї — ак�
тивності целобіогідролаз та ендоглюканаз
[8]. Актуальність проведення такого дослі�
дження також зумовлена відсутністю даних
літератури стосовно целобіазної активності
базидіоміцетів залежно від умов культиву�
вання та недостатньою вивченістю залеж�
ності синтезу базидіоміцетами целобіазних
ензимів від температури культивування
і початкової кислотності живильного сере�
довища.

Метою роботи було визначення опти�
мальних значень температури та рН живи�
льного середовища для культивування бази�
діоміцетів — активних продуцентів
целюлозолітичних ензимів для підвищення
синтезу ними целобіаз.

Матеріали і методи

Об’єктами досліджень були 6 штамів ви�
щих базидіальних грибів: К�1, А�Дон�02 і Д�
1 Irpex lacteus (Fr.) Fr.; Sh�1 Stereum hirsu)
tum (Willd.) Pers.; AnSc�1 Daedaleopsis
confragosa f. confragosa (Bolton) J. Schrot. та
J�2An Phellinus pomaceus (Pers.) Maire. 

Для дослідження целобіазної активності
штами культивували на рідкому середовищі
Чапека такого складу (г/л): NaNO3 — 2,
K2HPO4 — 1, MgSO4·7H2O — 0,5, KCl — 0,5,
FeSO4·7H2O — 0,01 [9]. Початкову кислот�
ність живильного середовища доводили до
значень від 3 до 9 з кроком 1 рН за допомо�
гою 10%�х розчинів HCl або NaOH на аналі�
заторі іонів АІ�123 (Україна). Культивування
проводили протягом 14 діб за температури
від 24 до 36 °С з інтервалом 2 °С в термоста�
тах ТС�80 і ТС�80�М2 (Росія). Як єдине дже�
рело вуглецю до середовища додавали фільтру�
вальний папір Whatman № 1 у кількості 8 г/л. 

Целобіазну активність (ЦА) культураль�
них фільтратів (КФ) базидіоміцетів визнача�
ли стосовно целобіози (Sigma, Німеччина).
Склад реакційних сумішей та умови прове�
дення реакцій відповідали рекомендаціям
IUPAC [10] і загальноприйнятим методикам
[11, 12]. Обчислюючи результати, за одини�
цю активності (IU) приймали таку кількість
ензиму, яка утворювала 1 мкмоль глюкози
протягом 1 хв в умовах досліду (t = 40 °С,
рН = 4,8). Питому активність (IU/mg) зна�
ходили за відношенням загальної актив�
ності культурального фільтрату (IU/ml) до
вмісту протеїнів у ньому (mg/ml). Глюкозу
визначали глюкозооксидазно�пероксидаз�
ним методом з використанням набору реак�

тивів для визначення глюкози у біологічних
рідинах («Реагент», Україна). Вміст протеї�
ну в КФ визначали спектрофотометричним ме�
тодом на спектрофотометрі СФ�46 (Росія) [13].

Усі дослідження проводили у трикратній
повторюваності. Статистичну обробку здійс�
нювали методами дисперсійного аналізу, по�
рівняння середніх — методом Дункана [14].

Результати та обговорення

Результати дослідження ЦА КФ ба�
зидіоміцетів на 7�му добу експерименту по�
дано на рис. 1, а на 14�ту добу — на рис. 2.
З рис. 1, а видно, що ЦА КФ штаму К�1
I. lacteus на 7�му добу культивування має дві
оптимальні зони за умов дії різних градацій
фізико�хімічних факторів: першу — за низь�
ких температур на середовищі зі слаболуж�
ною реакцією (t = 24 °С, рН = 7−8 од) і дру�
гу — при високих температурах за
кислої/слабокислої реакції середовища
(t = 32−34 °С, рН = 3−6 од). Водночас, на 
14�ту добу культивування штаму визначено
вже три зони максимальної ЦА за дії різних
значень температури та рН середовища
(рис. 2, а). Вони знаходяться в ділянці дії
низьких температур (до 30 °С) за умов 6−8 од
рН середовища. На 14�ту добу культивуван�
ня ЦА КФ штаму К�1 I. lacteus вища
порівняно з даними, отриманими на 7�му до�
бу експерименту. Абсолютний максимум
ЦА КФ цієї культури встановлено за темпе�
ратури 26 °С на середовищі з початковим
значенням рН 6 на 14�ту добу культивуван�
ня (рис. 2, а). Отримана величина ЦА пере�
вищувала неоптимізоване значення у 3,82
раза.

Штам А�Дон�02 I. lacteus також характе�
ризувався тим, що на 14�ту добу культиву�
вання ЦА його КФ зростала порівняно зі
значеннями на 7�му добу експерименту. Од�
нак на 7�й день експерименту виявляли ли�
ше одну зону оптимальної дії температури
та рН живильного середовища (рис. 1, б),
а на 14�й — дві (рис. 2, б). Максимум ЦА КФ
цього штаму також визначено на 14�ту добу
культивування за умов вирощування куль�
тури А�Дон�02 I. lacteus на середовищі з рН 3
при температурі 32 °С на 14 добу експеримен�
ту. Оптимізоване значення ЦА цієї культури
в 1,11 раза перевищувало неоптимізоване.

Для культури Д�1 I. lacteus на 7�й день
культивування встановлено неоднознач�
ність оптимальних зон дії температури та рН
середовища (рис. 1, в), що, можливо, пов’я�
зано з наявністю у КФ цього штаму кількох
ізоформ целобіаз, які характеризуються
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різними оптимумами дії й частково пере�
криваються у цьому експерименті. Водночас,
на 14�ту добу експерименту для штаму Д�1
I. lacteus характерна наявність лише однієї,
чіткої, але досить широкої зони високої ЦА
(рис. 2, в). Максимальну ЦА КФ цієї культу�
ри встановлено: на 7�му добу експерименту —
за температури 28 °С на середовищі з рН 3 та
6, на 14�ту добу — за температури 32 °С на
середовищі з рН 5 (неоптимізоване значен�
ня) та 34 °С — на середовищі з рН 6. Усі вказані
значення максимальної ЦА штаму Д�1 I. lac)
teus достовірно між собою не відрізняються.

ЦА КФ культури Sh�1 S. hirsutum як на
7�му (рис. 1, г), так і на 14�ту (рис. 2, г) добу
культивування достовірно нижча порівняно
з іншими культурами. Вияв активності сто�
совно целобіози у цієї культури спостерігали
за умов культивування на живильних сере�
довищах з рН не вище 7 од. Високі значення
ЦА КФ на 7�му добу експерименту визначе�
но за температур не вище 30 °С, а на 14�ту
добу експерименту, навпаки, — не нижче
30 °С. Слід зазначити, що впродовж усього

терміну культивування цього штаму зберігав�
ся пік ЦА за температури 24 °С на середовищі
з рН 3 од. Максимальне значення ЦА КФ шта�
му Sh�1 S. hirsutum, встановлене на 7�му добу
культивування на середовищі з рН 6 за темпе�
ратури 24 °С, достовірно не відрізнялось від ак�
тивності, отриманої за неоптимізованих умов
культивування на 14�ту добу експерименту.

Для культури AnSc�1 D. confragosa f.
confragosa було характерним збереження зо�
ни високої ЦА із 7�ї (рис. 1, д) до 14�ї (рис. 2,
д) доби експерименту. На 14�ту добу культи�
вування ЦА КФ цього штаму вища порівня�
но із ЦА культури на 7�му добу експеримен�
ту. Максимальне значення ЦА, встановлене
в експерименті на 14�ту добу за температури
30 °С на середовищі з рН 6, у межах похибки
знаходиться на одному рівні з неоптимізова�
ним значенням ЦА штаму AnSc�1 D. confra)
gosa f. confragosa.

ЦА КФ культури J�2An P. pomaceus за
умов дії різних градацій рН середовища і тем�
ператури не виявлено в усіх варіантах досліду
(рис. 1, е та 2, е). Зважаючи на нормальний

Рис. 1. Целобіазна активність ензимів
культуральних фільтратів штамів К<1, А<Дон<02

та Д<1 Irpex lacteus (а, б і в відповідно); Sh<1
Stereum hirsutum (г); AnSc<1 Daedaleopsis conJ

fragosa f. confragosa (д) і J<2An Phellinus
pomaceus (е) залежно від умов культивування

на 7<му добу експерименту (тут і далі у вставках
наведено інтервали целобіазної активності)

а

ед

гв

б

Рис. 2. Целобіазна активність ензимів
культуральних фільтратів штамів К<1, А<Дон<02

та Д<1 Irpex lacteus (а, б і в відповідно); Sh<1
Stereum hirsutum (г); AnSc<1 Daedaleopsis conJ

fragosa f. confragosa (д) і J<2An Phellinus
pomaceus (е) залежно від умов культивування

на 14<ту добу експерименту

а

ед
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б
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ріст штаму в культурі на картопляно�глюкоз�
ному середовищі, на середовищі Чапека з до�
даванням глюкози як джерела вуглецю (8 г/л)
та накопичення в КФ екзогенних протеїнів у
цьому разі, наявність ЦА у штаму J�2An P.
pomaceus на попередньому етапі досліджень
можна розглядати як артефакт, адже дані не
відтворено за повторного проведення експери�
менту. Окрім того, втрату здатності цього
штаму до гідролізу целобіози можна пояснити
перебудовою ензиматичного апарату гриба
після введення його в культуру.

Паралельно з дослідженням целобіазної
активності визначали питому целобіазну ак�
тивність (ПЦА); результати досліджень на
7�му та 14�ту добу культивування наведено
на рис. 3 і 4 відповідно. Загалом залежність
ПЦА від дії рН середовища і температури
схожа із залежністю ЦА, однак має низку
особливостей. Так, для штаму К�1 I. lacteus
на 7�му добу експерименту краще виявля�
ються дві зони високої ПЦА (рис. 3, а), а на
14�ту добу культивування (рис. 4, а) можна
чітко побачити три зони високої ПЦА КФ

з мінімумами за культивування при 28 та
32 °С. Абсолютний максимум ПЦА встанов�
лено за тих самих умов, що й для ЦА, проте
оптимізоване значення ПЦА перевищує не�
оптимізований показник у 2,67 раза.

Штам А�Дон�02 I. lacteus виявляв меншу
ПЦА порівняно зі штамом К�1 I. lacteus, що
пояснюється більшим накопиченням про�
теїну цією культурою. На відміну від ПЦА
КФ, визначеної на 7�й день експерименту
(рис. 3, б), на 14�й день висока ПЦА мала вияв
за культивування на живильних середовищах
з рН не вище 6 од (рис. 4, б). Абсолютне макси�
мальне значення ПЦА КФ штаму А�Дон�02
I. lacteus, встановлене за культивування його
на середовищі з початковою кислотністю  рН
3 при температурі 32 °С, перевищує неоп�
тимізоване значення ПЦА в 1,78 раза. 

Для штаму Д�1 I. lacteus на 7�му добу куль�
тивування за температури 28 °С на живильно�
му середовищі з рН 3 встановлено абсолютний
максимум ПЦА не тільки для цієї культури,
але й порівняно з усіма іншими досліджува�
ними штамами. При цьому, на відміну від

Рис. 3. Питома целобіазна активність ензимів
культуральних фільтратів штамів К<1, А<Дон<02

та Д<1 Irpex lacteus (а, б і в відповідно); Sh<1
Stereum hirsutum (г); AnSc<1 Daedaleopsis conJ

fragosa f. confragosa (д) і J<2An Phellinus
pomaceus (е) залежно від умов культивування

на 7<му добу експерименту

а

ед

гв

б

Рис. 4. Питома целобіазна активність ензимів
культуральних фільтратів штамів К<1, А<Дон<02

та Д<1 Irpex lacteus (а, б і в відповідно); Sh<1
Stereum hirsutum (г); AnSc<1 Daedaleopsis conJ

fragosa f. confragosa (д) і J<2An Phellinus
pomaceus (е) залежно від умов культивування

на 14<ту добу експерименту

а

ед

гв

б
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ЦА, на 7�й день експерименту визначено ли�
ше 2 чіткі піки ПЦА (рис. 3, в). На 14�й день
культивування зона оптимуму за дії цих фак�
торів майже збігалася з оптимальною зоною
для ЦА цієї культури аналогічного віку, од�
нак була дещо розділена через відсутність
ПЦА КФ за культивування на середовищі
з рН 4 (рис. 4, в). Оптимізоване значення
ПЦА КФ штаму Д�1 I. lacteus перевищувало
неоптимізований показник в 1,31 раза.

Так само, як і ЦА КФ штаму Sh�1 S. hirsu)
tum, його ПЦА була найменшою порівняно з
іншими культурами і відзначалась чіткими
значеннями оптимальних зон дії початкової
рН живильного середовища та температури
культивування як на 7�му (рис. 3, г), так і на
14�ту (рис. 4, г) добу культивування. Якщо
максимальна ЦА КФ цього штаму достовірно
не відрізнялась від неоптимізованого значен�
ня, то оптимізоване значення ПЦА КФ шта�
му Sh�1 S. hirsutum було нижчим за ана�
логічний неоптимізований показник на 24%.

Зона оптимальної дії температури і рН
середовища для ПЦА штаму AnSc�1 D. confra)
gosa f. confragosa на 7�му добу експерименту
характеризувалась чітким визначенням
трьох ділянок (рис. 3, д), а на 14�ту добу бу�
ла нижчою порівняно із зоною оптимуму ЦА
цієї культури аналогічного віку (рис. 4, д).
Абсолютний максимум ПЦА КФ цього шта�
му на 14�ту добу експерименту встановлено
за культивування на середовищі з початко�
вою кислотністю рН 6 за температури 30 °С.
Відмінність культури AnSc�1 D. confragosa
f. confragosa від інших штамів полягала в

тому, що максимальне оптимізоване значен�
ня її ЦА достовірно від неоптимізованого не
відрізнялось, а максимальна ПЦА КФ цього
штаму за оптимізованих умов культивуван�
ня перевищувала неоптимізоване значення
у 2,79 раза. Це можна пояснити високою
специфічністю протеїнових сполук, що син�
тезувалися штамом AnSc�1 D. confragosa f.
confragosa за таких умов культивування. 

На рис. 3, е та 4, е показано, що як на 7�
му, так і на 14�ту добу культивування ПЦА
КФ штаму J�2An P. pomaceus не виявлено.

Таким чином, у результаті проведеної ро�
боти встановлено, що штами К�1, А�Дон�02 та
Д�1 Irpex lacteus, Sh�1 Stereum hirsutum і
AnSc�1 Daedaleopsis confragosa f. confragosa
здатні до синтезу целобіаз. Для прояву макси�
мальної  активності целобіаз базидіальні гри�
би слід культивувати за таких умов: штам К�1
I. lacteus — на середовищі з початковим рН 6
за температури 26 °С; А�Дон�02 I. lacteus — на
середовищі з рН 3, 32 °С; Д�1 I. lacteus — на се�
редовищі з рН 3, 28 °С; Sh�1 S. hirsutum — на
середовищі з рН 5, 32 °С, а штам AnSc�1
Daedaleopsis confragosa f. confragosa — на се�
редовищі з рН 6 за температури 30 °С. При цьо�
му максимальна целобіазна активність для
культур Д�1 I. lacteus та Sh�1 S. hirsutum при�
падає на 7�му добу культивування, а для К�1,
А�Дон�02 I. lacteus та AnSc�1 Daedaleopsis con)
fragosa f. confragosa — на 14�ту.

Роботу виконано за спонсорської підтрим�
ки громадської організації «Развитие» (Росія).
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КУЛЬТИВИРОВАНИЕ БАЗИДИОМИЦЕТОВ —
АКТИВНЫХ ПРОДУЦЕНТОВ 

ЦЕЛЛЮЛОЗОЛИТИЧЕСКИХ ЭНЗИМОВ. 
ІV. ЦЕЛЛОБИАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ 
КУЛЬТУРАЛЬНЫХ ФИЛЬТРАТОВ 

БАЗИДИОМИЦЕТОВ

К. Г. Древаль, М. И. Бойко

Донецкий национальный университет

Е)mail: k.dreval@gmail.com

Проведен подбор условий культивирования
базидиомицетов — активных продуцентов цел�
люлаз — по измененению рН питательной среды
(от 3 до 9 рН с интервалом 1 ед) и температуры
(значения изменялись от 24 °С до 36 °С с интер�
валом 2 °С) с целью увеличения синтеза ими цел�
лобиазы (КФ 3.2.1.21). Энзиматическую актив�
ность определяли относительно целлобиозы.
Установлено, что оптимальной начальной кис�
лотностью питательной среды для штаммов Д�1,
А�Дон�02 Irpex lacteus является рН 3, для Sh�1
Stereum hirsutum — рН 5, для К�1 Irpex lacteus и
AnSc�1 Daedaleopsis confragosa f. confragosa —
рН 6; оптимальной температурой культивирова�
ния — 26 °С для штамма К�1 Irpex lacteus,
28 °С — для Д�1 Irpex lacteus, 30 °С — для AnSc�1
Daedaleopsis confragosa f. confragosa и 32 °С —
для штаммов А�Дон�02 Irpex lacteus и Sh�1
Stereum hirsutum. В результате подбора условий
культивирования значения целлобиазной ак�
тивности возросли в 1,11 раза для штамма 
А�Дон�02 Irpex lacteus и в 3,82 раза — для К�1
Irpex lacteus. В то же время в результате опти�
мизации условий культивирования удельная
целлобиазная активность штамма Д�1 Irpex lac)
teus возросла в 1,31 раза, А�Дон�02 Irpex
lacteus — в 1,78 раза, К�1 Irpex lacteus — в 2,67
раза и штамма AnSc�1 Daedaleopsis confragosa f.
confragosa — в 2,79 раза. Штамм J�2An
Phellinus pomaceus не проявил целлобиазной ак�
тивности ни в одном варианте опыта. Макси�
мальная целлобиазная активность культур Д�1
Irpex lacteus и Sh�1 Stereum hirsutum установле�
на на 7�е сут культивирования, а К�1, А�Дон�02
Irpex lacteus и AnSc�1 Daedaleopsis confragosa f.
confragosa — на 14�е сут эксперимента.

Ключевые слова: базидиомицеты, целлобиа�
за, температура культивирования, кислот�
ность среды, оптимизация, Irpex lacteus,
Stereum hirsutum, Daedaleopsis confragosa f.
confragosa, Phellinus pomaceus.

CULTIVATION OF BASIDIOMYCETES,
WHICH ARE ACTIVE PRODUCERS 

OF CELLULOLYTIC ENZYMES. 
ІV. CELLOBIASE ACTIVITY 

OF BASIDIOMYCETES CULTURAL 
FILTRATES

К. G. Dreval, M. I. Boyko

Donetsk National University

Е)mail: k.dreval@gmail.com

Selection of the cultivation conditions of basi�
diomycetes, active producers of cellulolytic
enzymes, was done along nutrient medium initial
acidity (factor was changed between 3 and 9 pH
with step 1 pH) and cultivation temperature (fac�
tor was changed between 24 and 36 °C with step 
2 °C) for the purpose of increasing the synthesis of
their cellobiоse (EC 3.2.1.21) production. In the
selection process enzymatic activity was deter�
mined using cellobiоse as a substrate. It was deter�
mined, that optimal initial acidity of the nutrient
medium for strains Д�1, А�Дон�02 Irpex lacteus
was рН 3, for strain Sh�1 Stereum hirsutum — рН
5 and for strains К�1 Irpex lacteus and AnSc�1
Daedaleopsis confragosa f. confragosa — рН 6;
optimal cultivation temperature was 26 °С for
strain К�1 Irpex lacteus, 28 °С for strain Д�1 Irpex
lacteus, 30 °С for strain AnSc�1 Daedaleopsis con)
fragosa f. confragosa and 32 °С for strains А�Дон�
02 Irpex lacteus and Sh�1 Stereum hirsutum. As a
result of optimization the values of cellobiase
activity increased in 1,11 times for strain А�Дон�
02 Irpex lacteus and in 3,82 times for strain К�1
Irpex lacteus. At the same time, as a result of selec�
tion of cultivation conditions specific cellobiase
activity of strain Д�1 Irpex lacteus was increased
in 1,31 times, А�Дон�02 Irpex lacteus — in 1,78
times, К�1 Irpex lacteus — in 2,67 times and AnSc�
1 Daedaleopsis confragosa f. confragosa — in 2,79
times. Culture J�2An Phellinus pomaceus showed
no cellobiase activity in any experiment. Maximal
cellobiase activity of enzymes in cultural liquids of
strains Д�1 Irpex lacteus and Sh�1 Stereum hirsu)
tum was established on the 7th day of cultivation,
and for strains К�1, А�Дон�02 Irpex lacteus and
AnSc�1 Daedaleopsis confragosa f. confragosa —
on the 14th day of the experiment.

Key words: basidiomycetes, cellobiase, cultiva�
tion temperature, acidity of nutrient medium,
optimization, Irpex lacteus, Stereum hirsutum,
Daedaleopsis confragosa f. confragosa,
Phellinus pomaceus.
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