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Аннотация. Исследована целлюлазная активность грибов Lentinus tigrinus ВКМ F-3616D и 
Trichoderma viride F-1131. В процессе глубинного культивирования было изучено влияние источни-
ков углеродного и азотного питания в различных концентрациях на биосинтез целлюлаз исследуе-
мыми грибами. Для данных продуцентов оптимальным источником углерода является карбоксиме-
тилцеллюлоза (КМЦ) в концентрации 1.5%, а оптимальным источником азота - дрожжевой экстракт 
в концентрации 0.2%. 
Ключевые слова: глубинное культивирование, целлюлазы, Lentinus tigrinus, Trichoderma viride, 

источник азота, источник углерода 

Abstract. Cellulase activity of fungi Lentinus tigrinus VKM F-3616D and Trichoderma viride F-1131 
was studied. The main purpose of this study is exploration of the effect of carbon and nitrogen sources in 
different concentrations on the production of cellulases by studied fungi using the submerged cultivation. 
The optimum carbon source for the production of cellulases by Lentinus tigrinus VKM F-3616D and 
Trichoderma viride F-1131 was carboxymethylcellulose (CMC) in a concentration of 1.5%, and 
the optimum nitrogen source - yeast extract in a concentration of 0.2%. 
Keywords: submerged cultivation, cellulase, Lentinus tigrinus, Trichoderma viride, nitrogen 

source, carbon source 

Целлюлазы (целлюлолитические ферменты) 
– ферменты класса гидролаз, катализирующие 
гидролиз β-1,4 – гликозидных связей в молекуле 
целлюлозы с образованием набора олигосахари-
дов различной степени полимеризации вплоть до 
мономера – глюкозы [1,2]. Гидролиз целлюлозы 
осуществляется целлюлазными полиферментны-
ми системами [3]. 

Целлюлазный комплекс состоит из фер-
ментов четырех типов: эндо-1,4-β-глюканазы 
(1,4–β-глюкан-глюканогидролазы, КФ 3.2.1.4), 
которая может неупорядочено гидролизовать в 
целлюлозе β–1,4 связи и образовывать помимо 
целлоолигосахаридов глюкозу и целлотриозы; 

экзо-1,4–β-глюканазы (экзоцеллобиогидролазы 
или 1,4–β–D-глюкан-целлобиогидролазы, КФ 
3.2.1.91) - это целлобиогидролаза, которая от-
щепляет целлобиозу с нередуцирующих концов 
целлоолигосахаридов; экзо-1,4-β-глюкозидазы 
(1,4-β–D-глюкан-глюкогидролазы, КФ 3.2.1.74) 
- это экзо-1,4-β -глюкозидаза, которая отщепля-
ет с концов глюкозные остатки; целлобиазы 
(β-глюкозидаза или β–D–глюкозид-глюкогидро-
лаза, КФ 3.2.1.21) - это экзо- β -глюкозидаза, или 
целлобиаза, которая отщепляет концевые нереду-
цирующие остатки β–D-глюкозы [4,5,6]. 

В природе целлюлазы синтезируются гриба-
ми, бактериями или актиномицетами [7]. Наибо-
лее же эффективными продуцентами целлюлаз 
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выступают грибы, относящиеся к различным ви-
дам: Aspergillus amstelodamy, Aspergillus fumigatus, 
Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus, Fusarium 
culmorum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, 
Penicillium notatum, Rhizopus oryzae, Trichoderma 
lignorum, Trichoderma viridae, Trichoderma koningii 
и многие другие [8]. 

Целлюлазы имеют широкое промышленное 
применение в различных сферах деятельности 
человека: в пищевой промышленности, сельском 
хозяйстве, получении биоэтанола, пивоварении, 
производстве тканей, моющих средств, животных 
кормов, целлюлозно-бумажной промышленности 
и т. д. [9,10,11,12,13]. 

В связи с активным интересом, связанным 
с применением целлюлаз в различных сферах, 
большинство исследователей по всему миру рабо-
тают над теми или иными аспектами исследова-
ния целлюлаз [14,15]. 

Так синтез низкого количества целлюлаз 
всегда был одной из основных проблем, в свя-
зи с этим предпринимались многочисленные 
попытки увеличения синтеза ферментов путем 
применения многосторонних подходов, кото-
рые включают в себя использование более со-
временных биотехнологических технологий, 
использование дешевого сырья в качестве суб-
стратов при производстве ферментов, исполь-
зование биоинженерных методов для селекции 
микроорганизмов и т. д. [16]. 

Промышленное производство целлюлаз тре-
бует определенных знаний в области управления 
процессом их биосинтеза. Это связано с тем, что 
существует множество факторов, которые оказы-
вают существенное воздействие на процесс их 
получения. Как известно, биосинтез целлюлаз 
протекает согласно механизмам индукции и ре-
прессии, поэтому необходимо учитывать данные 
аспекты в процессе разработки технологии их 
производства [17]. 

Одним из ключевых факторов, оказываю-
щих воздействие на биосинтез целлюлаз, яв-
ляется подбор питательной среды, так как раз-
личные комбинации питательных компонентов 
в ее составе могут оказывать существенное 
влияние на процесс биосинтеза ферментов 
[18]. 

В связи с этим нами была проведена работа по 
изучению влияния источников углерода и азота в 
различных концентрациях на биосинтез целлюлаз 
грибами Lentinus tigrinus F–3616D и Trichoderma 
viride F-1131. 

МеТОДиКА ЭКСПеРиМеНТА 
В работе были использованы штаммы грибов 

из лабораторной коллекции кафедры биотехно-
логии, биоинженерии и биохимии ФГБОУ ВПО 
«МГУ им. Н.П. Огарёва»: Lentinus tigrinus ВКМ 
F-3616 D и Trichoderma viride ВКМ F-1131. Куль-
туры грибов поддерживали на агаризованной сре-
де Чапека – Докса при 4 оС после выращивания их 
в течение 7 суток при 28 оС. 

Для глубинного культивирования продуцен-
тов использовали жидкую среду Мэнделя – Вэ-
бера [19], следующего состава (г/л): (NH4)2sO4 
– 1.4; KH2PO4 – 2.0; МgsO4 ˣ 7H2O – 0.3; CaCl2 – 
0.3; FesO4 ˣ 7H2O – 0.005; ZnsO4 ˣ 7H2O – 0.0014; 
МnsO4 ˣ 7H2O – 0.0016; CоCl2 – 0.002; карбокси-
метилцеллюлоза – 10; твин 80 – 2 мл. Глубинное 
культивирование продуцентов осуществляли в 
конических колбах Эрленмейера объемом 250 мл 
со 100 мл среды, на круговых качалках со скоро-
стью вращения 200 об/мин при 28 оС в течение 5-7 
суток. Полученную в результате культуральную 
жидкость центрифугировали при 8 000 об/мин в 
течение 10 мин [20]. В полученном супернатанте 
определяли целюлолитическую активность. 

Для определения авицелазной (экзоглюканаз-
ной) активности в качестве субстрата использо-
вали микрокристаллическую целлюлозу (МКЦ). 
В пробирку вместимостью 10 см3 вносили 100 мг 
МКЦ, приливали 1 см3 0.1М ацетатного буфера с 
рН 5.0 и 1 см3 фильтрата культуральной жидко-
сти. Смесь инкубировали 60 мин при 50 °С. Полу-
ченные гидролизаты фильтровали и определяли в 
них содержание редуцирующих сахаров методом 
с применением 3,5-динитросалициловой кислоты 
[21]. За единицу авицелазной (экзоглюканазной) 
активности принимали такое количество фермен-
та, которое в принятых стандартных условиях (pH 
5.0, температура инкубации 50 ° С, продолжи-
тельность гидролиза 1 ч) катализирует гидролиз 
микрокристаллической целлюлозы с образовани-
ем 1 микромоля редуцирующих сахаров. 

Для определения КМЦ-азной (эндоглюканаз-
ной) активности в качестве субстрата использова-
ли 1 %-ный раствор Na-КМЦ в 0.1М ацетатном 
буферном растворе с рН 5.0. В пробирку объемом 
10 см3 помещали 1 мл 1 %-ного раствора Na-КМЦ 
в 0.1М ацетатном буферном растворе с рН 5.0 и 
1 см3 исследуемого фильтрата культуральной 
жидкости, перемешивали и инкубировали при 
50 °С в течение 10 мин. Полученные гидролиза-
ты фильтровали и определяли в них содержание 
редуцирующих сахаров методом с применением 
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3,5-динитросалициловой кислоты [22]. За еди-
ницу КМЦ-азной (эндоглюканазной) активности 
принимали такое количество фермента, которое в 
принятых стандартных условиях (pH 5,0, темпе-
ратура инкубации 50 °С, продолжительность ги-
дролиза 10 минут) катализирует гидролиз целлю-
лозы с образованием 1 микромоля редуцирующих 
сахаров. 

Для исследования влияния различных источ-
ников углеродного питания и их концентраций 
на биосинтез целлюлаз процесс культивирования 
продуцентов осуществляли на среде Мэнделя -
Вэбера с использованием различных источников 
углерода (карбоксиметилцеллюлоза (КМЦ), ми-
крокристаллическая целлюлоза (МКЦ), глюкоза, 
сахароза, древесные опилки) в следующем диа-
пазоне их концентраций – 0.5; 1; 1.5; 2; 2.5; 3 % 
[22,23,24]. 

Для изучения влияния различных источников 
азотного питания и их концентраций на биосин-
тез целлюлаз процесс культивирования проду-
центов осуществляли с использованием различ-
ных органических (мочевина, пептон, дрожжевой 
экстракт) и неорганических источников углерода 
((NH4)2sO4, NaNO3, NH4Cl) в следующем диапазо-
не их концентраций – 0.1; 0.15; 0.2; 0.25; 0.3 % 
[23,24]. 

Статистическую обработку результатов экс-
периментов осуществляли на персональном ком-
пьютере с использованием программы Microsoft 
Excel 2007. Находили среднее арифметическое и 
ошибку среднего по трем параллельным измере-
ниям. 

ОБСУЖДеНие РеЗУЛЬТАТОВ 
Источники углерода играют жизненно важную 

роль в метаболизме клеток и синтезе целлюлаз 
[25]. В связи с этим было проведено исследование 
по изучению их влияния на биосинтез целлюлаз 
грибами L. tigrinus и T. viride. 

На первом этапе исследования был поставлен 
эксперимент по подбору оптимального источника 
углерода для биосинтеза целлюлаз исследуемыми 
грибами. Для этого было осуществлено культиви-
рование продуцентов на средах, содержащих раз-
личные источники углерода (КМЦ, МКЦ, древес-
ные опилки, глюкоза, сахароза) в концентрации 
1% [22]. 

В результате проведения данного экспери-
мента были получены данные, отображенные на 
рисунке 1. Анализируя результаты, можно отме-
тить, что наиболее оптимальными источниками 
углерода для биосинтеза целлюлаз грибами L. ti-
grinus и T. viride являются КМЦ и МКЦ. При этом 
следует заметить, что наибольший выход целлю-
лаз наблюдается при использовании в качестве 
источника углерода КМЦ: авицелазная (L. tigrinus 
– 3.71 Ед/мл, T. viride – 5.53 Ед/мл) и КМЦ-азная 
(L. tigrinus – 1.88 Ед/мл, T. viride – 1.74 Ед/мл) 
активности. Использование же в качестве источ-
ника углерода сахаров (сахароза, глюкоза) про-
вело к низкому выходу целлюлаз: авицелазная (L. 
tigrinus – 0.098 Ед/мл, T. viride – 0.151 Ед/мл) и 
КМЦ-азная (L. tigrinus – 0.062 Ед/мл, T. viride – 
0.094 Ед/мл) активности. 

Полученную зависимость можно объяснить 
тем, что целлюлазы по своей природе являются 
индуцибельными ферментами [17]. Их биосинтез 
индуцируется только в присутствии соответству-
ющего субстрата, т.е. целлюлозы, и, наоборот, 
репрессируется конечными продуктами [15]. Это 
в свою очередь и объясняет то, что именно цел-
люлозосодержащие источники углерода (МКЦ, 
КМЦ, древесные опилки) обеспечивают высокий 
выход целлюлаз при культивировании, а сахара 
(сахароза, глюкоза) – низкий выход. 

Таким образом, выбор соответствующего суб-
страта имеет важное значение для эффективного 
синтеза целлюлаз. Это связано с тем, что суб-
страты служат не только источником углерода в 

Рис 1. Исследование влияния различных источников углеродного питания на биосинтез целлюлаз: 
а) Lentinus tigrinus F-3616 D, б) Trichoderma viride F-1131 
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питательной среде, а также выступают в качестве 
необходимых индуцирующих соединений для ми-
кроорганизмов [26]. Так известно, что биосинтез 
целлюлолитических ферментов грибами зависит 
от регулирования доступных источников угле-
рода. Доказано, что транскрипция целлюлазных 
генов подавляется в присутствии глюкозы. Также 
сообщалось, что синтез эндоглюканаз индуциру-
ется КМЦ, но подавляется глюкозой [27]. 

В подтверждение полученных нами резуль-
татов ранее [28] было обнаружено, что предпо-
чтительным субстратом для биосинтеза целлюлаз 
выступает КМЦ. Аналогичным образом, [29] со-
общали, что на среде с глюкозой в качестве источ-
ника углерода биосинтез целлюлаз Т. harzianum 
был незначителен, в присутствии же КМЦ [30] 
наблюдали высокие выходы целлюлаз. 

В нашем исследовании, мы получили ана-
логичные результаты с очень низким выходом 
целлюлаз в присутствии глюкозы, в то время как 
КМЦ оказалась сильным индуктором целлюлаз. 

На втором этапе исследования был поставлен 
эксперимент по подбору оптимальной концентра-

ции исследуемых источников углерода. Для этого 
было осуществлено культивирование продуцен-
тов на средах, содержащих различные источники 
углерода (КМЦ, МКЦ, древесные опилки, глюко-
за, сахароза) в следующем диапазоне их концен-
траций – 0.5; 1; 1.5; 2; 2.5; 3 % [24]. 

В результате проведения данного экспери-
мента были получены данные, отображенные на 
рисунках 2-3. Анализируя результаты можно сде-
лать вывод, что при использовании различных 
источников углерода для биосинтеза целлюлаз 
данными грибами оптимальными являются сле-
дующие концентрации субстратов: КМЦ – 1.5%; 
МКЦ – 1.0%; древесные опилки – 1.5% (L. tigri-
nus) и 2.0% (T. viride), сахароза – 1.0% и глюкоза 
– 1.0%. 

Из представленных нами данных видно, что 
с увеличением концентрации сахаров от 1.0 до 
1.5% синтез целлюлаз увеличивается, в то время 
как дальнейшее увеличение концентрации саха-
ров значительно снижает выход данных фермен-
тов. Данный эффект можно объяснить тем, что 
высокая концентрация сахара в среде вызывает 

Рис. 2. Влияние источника углеродного питания и его концентрации на биосинтез целлюлаз грибом 
Lentinus tigrinus F-3616 D: а) КМЦ, б) МКЦ, в) древесные опилки, г) сахароза, д) глюкоза 
88 
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Рис. 3. Влияние источника углеродного питания и его концентрации на биосинтез целлюлаз грибом 
Trichoderma viride F-1131: а) КМЦ, б) МКЦ, в) древесные опилки, г) сахароза, д) глюкоза 

репрессию биосинтеза целлюлаз продуцентами 
[31]. Отличие же в оптимальных концентрациях 
различных субстратов для данных продуцентов 
можно объяснить в первую очередь различиями 
в процессах метаболизма данных микроорганиз-
мов, а также различиями в составе их фермента-
тивных комплексов. 

Таким образом, можно сделать вывод, что 
наиболее оптимальным источником углерода, 
способствующим максимальному биосинте-
зу целлюлаз грибами Lentinus tigrinus ВКМ 
F-3616 D и Trichoderma viride F-1131, является 
КМЦ в концентрации 1.5% для обоих проду-
центов. 

Далее были проведены исследования по из-
учению влияния различных источников азот-
ного питания и их концентраций на биосинтез 
целлюлаз грибами L. tigrinus и T. viride. Как из-
вестно, азот является основной составляющей 
протоплазмы и строительного блока фермен-
тов [32], поэтому присутствие его в среде в бо-
лее доступной форме оказывает существенное 
влияние не только на прирост биомассы про-
дуцентов, но и  на биосинтез целлюлаз. 

На первом этапе данного исследования был по-
ставлен эксперимент по подбору оптимального источ-
ника азота для биосинтеза целлюлаз исследуемыми 
грибами. Для этого было осуществлено культивиро-
вание продуцентов на средах, содержащих различ-
ные источники азота (дрожжевой экстракт, пептон, 
мочевина, NaNO3, (NH4)2sO4, NH4Cl) в концентрации 
0.1%. В результате проведения данного эксперимента 
были получены данные, отображенные на рисунке 4. 

Анализируя результаты, можно отметить, что 
наиболее оптимальными источниками азота для 
биосинтеза целлюлаз грибами L. tigrinus и T. vir-
ide являются дрожжевой экстракт и (NH4)2sO4. 
При этом следует отметить, что наибольший вы-
ход целлюлаз наблюдается при использовании в 
качестве источника азота дрожжевого экстракта: 
авицелазная (L. tigrinus – 3.49 Ед/мл, T. viride – 
5.41 Ед/мл) и КМЦ-азная (L. tigrinus – 1.61 Ед/мл, 
T. viride – 1.54 Ед/мл) активности. Использование 
же неорганических источников азота (NaNO3, 
NH4Cl) провело к низкому выходу целлюлаз: ави-
целазная (L. tigrinus – 2.97 Ед/мл, T. viride – 4.36 
Ед/мл) и КМЦ-азная (L. tigrinus – 1.22 Ед/мл, T. 
viride – 1.35 Ед/мл) активности. 
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Рис. 4. Исследование влияния различных источников азотного питания на биосинтез целлюлаз 
грибами: а) Lentinus tigrinus F-3616 D, б) Trichoderma viride F-1131 

Таким образом, проанализировав полученные 
данные можно сделать вывод, что различные ис-
точники азота оказывают существенное влияние 
на биосинтез целлюлаз исследуемыми грибами. 
Проведенные нами исследования показали, что 
наиболее предпочтительными для биосинтеза 
целлюлаз среди органических источников азота 
является дрожжевой экстракт, а неорганических 
– (NH4)2sO4. Данные результаты нашли свое под-
тверждение в работах других исследователей [24, 
33, 34], которые сообщали о том, что высокий вы-

ход целлюлаз был получен при использовании ор-
ганических источников азота, таких как дрожже-
вой экстракт, пептон и неорганических – сульфат 
аммония. 

Однако, следует отметить, что несмотря на то, 
что использование органических источников азо-
та позволяет получить больший выход целлюлаз, 
с экономической точки зрения для промышленно-
го получения ферментов более предпочтительно 
использовать неорганические источники азота из-
за их более низкой стоимости [25]. 

Рис. 5. Влияние источника азотного питания и его концентрации на биосинтез целлюлаз грибом 
Lentinus tigrinus F-3616 D: а) мочевина, б) пептон, в) дрожжевой экстракт, г) NaNO3, д) (NH4)2sO4, е) NH4Cl 
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Влияние источников углеродного и азотного питания
	

Рис. 6. Влияние источника азотного питания и его концентрации на биосинтез целлюлаз грибом 
Trichoderma viride F-1131: а) мочевина, б) пептон, в) дрожжевой экстракт, г) NaNO3, д) (NH4)2sO4, е) 
NH4Cl 

На втором этапе исследования был поставлен 
эксперимент по подбору оптимальной концен-
трации исследуемых источников азота. Для этого 
было осуществлено культивирование продуцен-
тов на средах, содержащих различные источни-
ки азота (дрожжевой экстракт, пептон, мочевина, 
NaNO3, (NH4)2sO4, NH4Cl) в следующем диапазо-
не их концентраций – 0.1; 0.15; 0.2; 0.25; 0.3 %. 
В результате проведения данного эксперимента 
были получены данные, отображенные на рисун-
ках 5-6. 

Анализируя полученные результаты (рисунки 
5-6), можно сделать вывод, что при использова-
нии различных источников азота для биосинтеза 
целлюлаз данными грибами оптимальными яв-
ляются следующие их концентрации: дрожжевой 
экстракт – 0.2% (L. tigrinus) и 0.15% (T. viride); 
пептон – 0.15%; мочевина – 0.1%, NaNO3 – 0.1%, 
(NH4)2sO4 – 0.2% и NH4Cl – 0.1%. 

Таким образом, можно сделать вывод, что 
наиболее оптимальными источниками азота, спо-
собствующим максимальному биосинтезу цел-
люлаз грибами Lentinus tigrinus ВКМ F-3616 D и 
Trichoderma viride F-1131, являются дрожжевой 

экстракт и сульфат аммония в концентрации 0,2% 
для обоих продуцентов. 
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