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В целях разработки методических подходов для селекции микромицетов с целлюлазной активностью исследованы параметры 
роста шести микромицетов при культивировании на средах, содержащих различные источники целлюлозы. Выявлены два 
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Лигноцеллюлозная биомасса является потен-
циальным источником дешевого сырья для полу-
чения разнообразных продуктов и топлива, в част-
ности этанола [1]. Ежегодно в результате фикса-
ции солнечной энергии образуется приблизитель-
но 4×1011 т растительной биомассы, состоящей в 
основном из целлюлозы [2, 3]. В процессе конвер-
сии целлюлозы этапом, сдерживающим внедрение 
технологии в производство, является фермента-
тивный гидролиз целлюлозы до глюкозы, осу-
ществляемый различными целлюлазами. Эти фер-
менты, принадлежащие к классу гидролаз, катали-
зируют гидролиз 3-1,4-гликозидные связи в цел-
люлозе с образованием глюкозы или дисахарида 
целлобиозы [4−6]. Среди большого разнообразия 
микроорганизмов, участвующих в биоконверсии 
растительного сырья, важную роль играют микро-
скопические грибы [7, 8]. В связи с этим селекция 
микромицетов – активных продуцентов целлюлаз, 
участвующих в микробной конверсии целлюлозо-
содержащего растительного сырья, является акту-
альной биотехнологической задачей.  

Возможность проведения подобных исследо-
вания не в последнюю очередь определяется нали-
чием в ФГБНУ ВИЛАР коллекции микромицетов, 
содержащей 49 штаммов грибов, относящихся к 
40 видам. Ранее был предложен алгоритм поиска 
продуцентов протеиназ, гидролизующих коллаген, 
кератин и другие белки [9, 10].  

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − разработка 
методических подходов для селекции целлюлозо-
литических микромицетов. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
В работе использовали следующие штаммы 

микроорганизмов: Aspergillus flavus FAf-52-2016, 
A. mangini FAm-30-2016, Cladosporium cladospori-
oides FCc-35-2016, Penicillium citrinum FPc-54-
2016, P. martensii FPm-47-2016 и FPm-63-2017. 
Микромицеты выращивали на скошенной поверх-
ности агаризованной среды Чапека при 24 °С в те-
чение семи суток. Затем проводили посев тремя 
уколами на чашки Петри с агаризованной средой 
следующего состава (%): NaNO3 − 0,2; KH2PO4 − 
0,1; MgSO4×7H2О − 0,05; KCl − 0,05; FeSO4×7H2O 
− 0,001; CaCO3 − 0,3; целлюлоза – 0,5; агар-агар – 
2 без сахарозы. В качестве источников целлюлозы 
использовали: HL-, APX-, TLC-целлюлозу («Ser-
va»), микроцеллюлозу («Эвалар»), траву зверобоя 
(«Hyperici herba», «Красногорсклексредства»).  

Целлюлозолитическую активность микроор-
ганизмов оценивали по скорости радиального ро-
ста колоний на соответствующих субстратах. 
Диаметр колоний измеряли в двух перпендику-
лярных направлениях, измеряли диаметр зон ли-
зиса (если они были) и рассчитывали индексы ли-
зиса по ранее предложенной схеме [11]. 

 

ВОПРОСЫ БИОЛОГИЧЕСКОЙ, МЕДИЦИНСКОЙ И ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, №3, т.21, 2018 27 

mailto:nikitinaz@yandex.ru


Биологическая химия 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Известно, что одним из способов экзогенной 

регуляции синтеза различных гидролаз у мицели-
альных грибов является использование в процессе 
их культивирования соответствующих субстратов-
индукторов. Для выбора индукторов, обеспечива-
ющих максимальный синтез гидролаз, необходимо 
оценить степень биодеградации микроорганизма-
ми различных субстратов, используя комплекс ро-
стовых характеристик, включающих диаметр ко-
лоний, скорость роста и индекс лизиса. В связи с 
этим проводилась сравнительная оценка роста 
микромицетов на агаризованных средах, содер-
жащих различные целлюлозные субстраты. 

Показано, что P. citrinum образовывал колонии 
при культивировании на средах, содержащих все 
виды целлюлозы, использованные в работе (рис. 1). 
Максимальная средняя скорость роста микромице-
та наблюдалась при культивировании на среде с 
HL-целлюлозой. На других средах она была при-
мерно в 1,5 раза ниже. На этой же среде, в отличие 
от других, рост колоний обнаруживался уже на 
ранних сроках культивирования (трое суток). 

При изучении характера роста C. cladospori-
oides на целлюлозных средах обнаружены анало-
гичные закономерности (рис. 2). Средняя скорость 
роста на HL-целлюлозе была в 4–6 раз выше, чем 
на других средах. Кроме того, следует отметить 
отсутствие замедления роста культуры на среде с 
HL-целлюлозой до конца культивирования. При 
росте на других, средах максимальные скорости 
фиксировалась на пятые сутки, а затем снижались, 
свидетельствуя об истощении доступных источни-
ков углерода. 

На начальных этапах культивирования A. fla-
vus наибольшая скорость роста также наблюдалась 
на среде с HL-целлюлозой, однако затем был отме-
чен быстрый лизис колоний (рис. 3). Средние ско-
рости роста микромицета колебались в небольшом 
диапазоне от 0,4 до 0,7 мм/сут, при этом макси-
мальная средняя скорость роста наблюдалась при 
культивировании на среде с APX-целлюлозой. 

При культивировании P. martensii № 47 мак-
симальная скорость роста отмечена на среде с 
МКЦ-целлюлозой (рис. 4). На указанном субстра-
те она была выше, чем у всех остальных изучен-
ных культур. 

На последних этапах культивирования на 
средах с TLC-целлюлозой и МКЦ (11–14-е сутки 
соответственно) наблюдалось обильное споро-
ношение. 

 
Рис. 1. Изменение скорости роста P. citrinum при культивиро-
вании на средах с целлюлозой: 1 – МКЦ; 2 – HL-целлюлоза; 3 – 
APX-целлюлоза; 4 − TLC-целлюлоза 

 
Рис. 2. Изменение скорости роста C. cladosporioides при куль-
тивировании на средах с целлюлозой: 1 – МКЦ; 2 – HL-
целлюлоза; 3 – APX-целлюлоза; 4 − TLC-целлюлоза 

 
Рис. 3. Изменение скорости роста A. flavus при культивирова-
нии на средах с целлюлозой: 1 – МКЦ; 2 – HL-целлюлоза; 3 – 
APX-целлюлоза; 4 − TLC-целлюлоза 

 
Рис. 4. Изменение скорости роста P. martensii FPm-47-2016  
при культивировании на средах с целлюлозой: 1 – МКЦ; 2 – 
HL-целлюлоза; 3 – APX-целлюлоза; 4 − TLC-целлюлоза 
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На рис. 5 и 6 видно большое количество спор 
вокруг белых полупрозрачных колоний. Наличие 
заметного образования спор может свидетельство-
вать об адаптации изучаемого штамма P. martensii 
к росту на указанных целлюлозных субстратах. В 
связи с этим споры были пересеяны на среду 
Чапека. Полученному штамму P. martensii присво-
ен коллекционный номер FPm-63-2017 в биокол-
лекции мицелиальных грибов ВИЛАР. 

Способность к росту у микромицета A. man-
gini была крайне низкой на всех целлюлозосодер-
жащих средах, кроме среды с APX-целлюлозой, на 
которой роста колоний не обнаружено (рис. 7). 
Средние скорости роста на других целлюлозных 
средах составляли 0,3–0,4 мм/сут. 

В качестве примера растительного сырья, со-
держащего целлюлозу, была использована трава 
зверобоя. Характер роста культур на среде с тра-
вой зверобоя существенно отличался от такового 
на других целлюлозных средах.  

Например, у C. сladosporioides на среде с тра-
вой зверобоя отмечались хорошо видимые колонии 

(рис. 8), тогда как на среде с HL-целлюлозой коло-
нии были едва видимые, полупрозрачные (рис. 9). 
При этом максимальные диаметры колоний у  
C. сladosporioides наблюдались при росте на среде 
со зверобоем. На HL-целлюлозе они были в 0,8–1,9 
раза меньше в те же сроки культивирования. 

Обнаружено, что скорости роста у всех ис-
следованных микромицетов на среде с травой зве-

 
Рис. 5. Рост P. martensii на среде с МКЦ на 14-е сутки 

 
Рис. 6. Рост P. martensii на среде с TLC –целлюлозой на 11-е 
сутки 

 

 
Рис. 7. Изменение скорости роста A. mangini при культивиро-
вании на средах с целлюлозой: 1 – МКЦ; 2 – HL-целлюлоза; 3 - 
APX – целлюлоза; 4 − TLC-целлюлоза 

 
Рис. 8. Рост C. cladosporioides на среде с травой зверобоя на  
5-е сутки 

 
Рис. 9. Рост C. сladosporioides на среде с HL-целлюлозой на 5-е 
сутки 
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робоя были значительно выше, чем на других цел-
люлозных средах (рис. 11). Средняя скорость роста 
на среде с травой зверобоя по сравнению с макси-
мальной скоростью роста на других средах бала 
больше для A. flavus − в 5 раз, для P. citrinum − в  
3 раза, для C. cladosporioides − в 1,3 раза, для A. man-
gini − в 4,2 раза, для P. martensii FPm-47-2016 − в  
9 раз и для P. martensii FPm-63-2017 − в 9,1 раза. 

 
Рис. 10. Рост A. flavus на среде с травой зверобоя на 7-е сутки 

 
Рис. 11. Скорости роста различных микромицетов при культи-
вировании на среде с травой зверобоя: 1 - A. flavus; 2 -  
P. citrinum; 3 - C. cladosporioides; 4 - A. mangini; 5 - P. martensii 
FPm-47-2016; 6 - P. martensii FPm-63-2017 

 
Рис. 12. Максимальные скорости роста микромицетов при по-
верхностном культивировании на средах с травой зверобоя  

Сравнение максимальных скоростей роста 
микромицетов на среде с травой зверобоя показа-
ло что штаммы P. martensii обладали наибольшим 
потенциалом для утилизации этого субстрата  
(рис. 12). Максимальные скорости роста у P. mar-
tensii были в 2–4 раза больше, чем у остальных ис-
следованных микромицетов. Максимальная ско-
рость роста нового адаптированного к целлюлозе 
штамма P. martensii FPm-63-2017 была на 9,3% 
выше, чем у исходного штамма. 

ВЫВОДЫ 
1. Установлено, что коллекционные культуры 

росли на всех средах, содержащих целлюло-
зу, за исключением A. mangini на среде с 
APX-целлюлозой.  

2. Выявлены особенности интенсивности и ха-
рактера роста изученных микромицетов при 
использовании в средах различных типов 
целлюлозы. Значительно менее выраженный 
рост всех микроорганизмов на средах с цел-
люлозой по сравнению со средой с травой 
зверобоя, содержащей помимо целлюлозы 
другие источники углерода, свидетельствует 
о необходимости дальнейшего изучения цел-
люлозолитической активности микромицетов 
при введении в среды с целлюлозой дополни-
тельных энергетических источников, стиму-
лирующих начальный рост культур. Обнару-
женные зоны лизиса на среде с травой зве-
робоя у коллекционного штамма A. flavus, яв-
ляющегося, по нашим данным продуцентом 
коллагеназ, делает этот микромицет одним из 
наиболее перспективных и для использования 
в качестве продуцента целлюлаз.  

3. В ходе проведенных экспериментов получен 
новый адаптированный к целлюлозе штамм 
P. martensii, также перспективный для даль-
нейшего изучения в качестве продуцента 
целлюлаз. 
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Cellulose is the most abundant biopolymer on the earth, which holds a special place in the cycle of organic carbon. The hydrolysis of 
this polysaccharide occurs under the action of cellulase, which are produced by many microorganisms: micromycetes, aerobic and anaero-
bic bacteria. The intensity of cellulases studies increased sharply in the 1970s which was due with the energy crisis. The shortage of non-
renewable sources of energy and materials is observed at present time too. Cellulose is an almost inexhaustible source of renewable raw 
materials, which can be converted enzymatically into glucose for further production of biofuel, amino acids, feed protein, etc. The main 
aim of this work was to develop the methodological approaches for selection of micromycetes with some cellulose activity. 

By means of surface cultivation on media with different types of cellulose the growth characteristics of 6 strains of micromycetes 
from the collection of VILAR were evaluated. It is established that all strains grew on all media containing cellulose. The peculiarities of 
the intensity and micromycetes character growth during different types of celluloses using were identified. The most intensive growth 
of micromycetes was observed on the medium with the Hyperici herba. Discovered zones of lysis on the media with the Hyperici herba 
during A. flavus studying allows to regard this micromycete as one of the most promising producer of cellulase. New strain of P. mar-
tensii adapted to the cellulose was obtained, and it was also promising as cellulase producer. 

Key worlds: micromycetes, cellulose, cellulаse. 
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