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Введение  
В настоящее время целлюлолитические ферменты являются одной из наиболее 

значимых групп промышленных гидролитических ферментов. Это обусловлено постоянно 
расширяющейся сферой их практического применения в сельском хозяйстве, различных 
отраслях промышленности (пищевой, текстильной, деревообрабатывающей, фармацев-
тической), производстве кормов, биоэтанола, моющих средств, а также технологиях 
переработки различных отходов [1–7]. 

Из аспектов практического использования целлюлаз особо следует выделить 
кормопроизводство, так как обеспеченность высококачественными комбикормами лежит в 
основе развития животноводства и птицеводства – важных секторов агропромышленного 
комплекса. Применение целлюлолитических ферментов в кормах обеспечивает повышение 
питательной ценности рационов, снижение расхода кормов на единицу продукции, 
повышение продуктивности животных и птицы [5, 6]. 
В связи с тем, что в Беларуси отсутствует производство ферментного препарата целлюло-
литического действия, в производстве кормов используются импортные ферментные 
препараты. Поэтому актуальной и значимой является разработка биотехнологии произ-
водства отечественного целлюлолитического препарата, основанная на использовании 
микроорганизмов – высокоактивных продуцентов фермента. 

Цель настоящей работы – поиск новых высокоактивных грибных продуцентов 
целлюлолитических ферментов. 

Методы исследования 
В качестве объектов исследования использовали 97 грибных штаммов, из них – 44 

природных изолята и 53 коллекционных штамма из Белорусской коллекции непатогенных 
микроорганизмов Института микробиологии НАН Беларуси и из коллекции MSK-F 
Национального гербария Института экспериментальной ботаники им. В.Ф. Купревича НАН 
Беларуси.  

Изоляты грибов выделяли из различных природных объектов (почв, растительных 
остатков и т.д.) методами почвенных разведений или накопительных культур [8–9]. 
Идентификацию выделенных грибов до рода (29 культур) проводили на основании 
результатов, полученных при анализе макро, микроморфологических признаков, 
морфологических особенностей конидиального спороношения исследуемой культуры, и 
сопоставлении с таковыми, представленными в определителях [10–12]. 

Отбор штаммов штаммов-продуцентов проводили в два этапа. На первом этапе 
использовали качественный (чашечный) метод, предусматривающий выращивание культур 
на агаризованных селективных питательных средах. Тестируемые грибы выращивали в 
чашках Петри в течение 4–7 сут на модифицированных средах Чапека-Докса, содержащих в 
качестве источника углерода и субстрата для ферментов натриевую соль 
карбоксиметилцеллюлозы (Na-КМЦ, 0,05–1,0%). В качестве индикаторов использовали 
конго красный (0,01–0,5 %, вводили в агаризованную среду), а также раствор Люголя или 
йодистый раствор по Граму (водный раствор йода в KI, использовали для окрашивания). 
Культуры, синтезирующие целлюлазы, выявляли по способности формировать зоны 
просветления (изменения окраски) вокруг колоний, целлюлазную активность оценивали по 
величине соотношения диаметра зон просветления (dзоны) и диаметра колоний (dколонии).  

Глубинное культивирование грибов проводили в колбах Эрленмейера объемом 250 мл 
с 50 мл питательной среды на качалке (180–200 об/мин) при 26–30°С в течение 4–7 сут. 
Питательная среда содержала (г/л): свекловичный жом – 20,0; солодовые ростки – 5,0; 
пшеничные отруби – 5,0; NH4NO3 (среда № 1) или (NH4)2SO4 (среда № 2) – 1,0; KH2PO4 – 1,0; 
MgSO4×7Н2О – 0,5; KCl – 0,5; FeSO4×7Н2О – 0,01. Исходный рН питательной среды – 4,5. 
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Грибы поддерживали на агаре Чапека с полоской фильтровальной бумаги, служащей 
источником углерода. В качестве посевного материала использовали водную споровую 
суспензию, полученную после роста грибов на поддерживающей среде в течение 14 сут при  
24–26 оС. По окончании культивирования биомассу отделяли фильтрованием, фильтрат 
культуральной жидкости использовали для анализов. 

Для определения целлюлазной активности использовали калориметрический метод, 
основанный на определении восстанавливающих сахаров, образующихся при действии 
ферментов целлюлолитического комплекса на субстрат – Na-КМЦ [13]. Реакцию гидролиза 
проводили при 40°С в течение 20 мин. За единицу активности принимали такое количество 
фермента, при действии которого на Na-КМЦ за минуту образуется 1 микромоль 
восстанавливающих сахаров в пересчете на глюкозу. Для определения содержания 
восстанавливающих сахаров применяли 3,5-динитросалициловую кислоту [14, 15]. 

Приведенные в работе результаты экспериментов представляют собой усредненные 
величины 3–5 опытов. При статистической обработке полученных данных использовали 
компьютерную программу Microsoft Exсel. 

Результаты и обсуждение 
В литературе представлены экспресс-методы отбора микроорганизмов-продуцентов 

целлюлолитических ферментов, основанные на формировании комплексов между 
полисахаридами и красителями. Наиболее часто способность к деградации целлюлозы 
оценивают по способности микроорганизмов расти и формировать зоны просветления 
вокруг колоний на агаризованной минеральной среде с использованием субстрата КМЦ и 
хромогенного красителя конго красного [16–19]. В качестве индикатора используют также 
раствор Люголя [20–21]. При наличии у тестируемых микроорганизмов способности 
продуцировать целлюлолитические ферменты, которые диффундируют в агар и гидролизуют 
Na-KMЦ, окрашенная агаризованная питательная среда вокруг выросших грибных колоний 
обесцвечивается. 

С помощью вышеуказанного экспресс-метода проанализирована способность 97 
грибных штаммов синтезировать целлюлолитические ферменты. Наличие способности 
продуцировать целлюлазы выявлено у 31 культуры, из которых 11 штаммов относились к 
роду Aspergillus, 13 – Penicillium, 5 – Trichoderma, 2 – Alternaria. Отношения диаметров зон 
просветления и диаметров колоний составили: 1,02–1,30 (индикатор конго красный) и 1,01–
2,06 (окрашивание раствором Люголя в течение 5 мин). Наиболее активные штаммы 
отбирали по максимальным значениям отношения dзоны / dколонии, полученным для грибов, 
выросших на 2-х средах (таблица 1).  
Таблица 1 – Отобранные мицелиальные грибы – продуценты целлюлолитических ферментов 

Культура dзоны / dколонии
(индикатор Конго красный)

dзоны / dколонии 
(индикатор раствор Люголя)

Aspergillus sp. 3 1,30±0,05 2,06±0,06 
Penicillium sp. 8 1,24±0,04 1,36±0,05 

Trichoderma atroviride 1,28±0,05 1,89±0,06 
P. canescens F-20310 1,24±0,03 1,45±0,04 

Tr. viride F3 1,29±0,05 2,01±0,06 
Tr. viride F-284 1,28±0,05 1,93±0,06 

На втором этапе отбора у штаммов Aspergillus sp. 3, Penicillium sp. 8, P. canescens F-
20310, Trichoderma atroviride, Tr. viride F3 и Tr. viride F-284 проводили количественную 
оценку уровня продуцирования внеклеточных целлюлаз при глубинном культивировании в 
колбах на качалке. 

Для этого был подобран состав жидкой питательной среды. Исходная среда для 
глубинного культивирования отобранных штаммов имела солевой состав, аналогичный 
составу среды Чапека. Изучали влияние различных источников углерода, азота, фосфора, 
факторов роста, а также их комбинаций на биосинтез целлюлаз отобранными штаммами. В 
среду добавляли следующие компоненты: свекловичный жом, фильтровальная бумага, 
NaКМЦ – 5,0–20,0 г/л; пшеничные отруби, солодовые ростки – 2,0–5,0 г/л; кукурузный 
экстракт и экстракт солодовых ростков – 5,0–20 мл/л; глюкоза – 0,5 г/л; лактоза – 2,0–4,0 г/л; 
нитрат аммония, натрий азотнокислый, аммоний сернокислый – 0,4–1,0 г/л; дигидрофосфат 
калия – 1,0–3,0 г/л. Исследование показало, что оптимальные условия для образования 
целлюлаз тестируемыми грибами создаются при культивировании в среде, содержащей в 
качестве источника углерода свекловичный жом совместно с пшеничными отрубями и 



Труды БГУ 2013, том 8, часть 1    Биотехнология 

 223 

солодовыми ростками, азота – нитрат аммония (среда № 1) или сернокислый аммоний (среда 
№ 2), фосфора – дигидрофосфат калия. Уровень синтеза целлюлаз отобранными культурами 
в данном случае составил 0,21–0,53 ед/мл (таблица 2). Максимальным уровнем продукции 
целлюлолитических ферментов характеризовались Trichoderma atroviride и Tr. viride F-3 – 
0,41–0,53 ед/мл. 
Таблица 2 – Образование целлюлолитических ферментов отобранными грибами при 
глубинном культивировании 

Культура Целлюлаза, ед/мл
среда № 1 Среда № 2 

Aspergillus sp. 3 0,23±0,01 0,21±0,01 
Penicillium sp. 8 0,23±0,01 0,24±0,01 
P. canescens F-20310 0,28±0,01 0,21±0,01 
Trichoderma atroviride 0,53±0,03 0,46±0,03 
Tr. viride F-3. 0,41±0,03 0,47±0,02 
Tr. viride F-284 0,33±0,02 0,29±0,01 
Выводы 
В результате проведенного двухэтапного скрининга продуцентов целлюлолитических 

ферментов среди коллекционных (53 штамма) и выделенных из природной среды (44 
штамма) грибных культур отобраны Trichoderma viride F-3 и Trichoderma atroviride. Как 
наиболее активные и перспективные продуценты указанных ферментов, отобранные штаммы 
могут быть использованы для создания отечественной биотехнологии получения 
ферментного препарата для кормопроизводства. 
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