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АБСТРАКТ 

Подобран ряд сред для культивирования и оптимизированы условия для биосинтеза фермента, в 

дальнейшем можно использовать при разработке технологии ферментация дешевых 

целлюлозосодержащих отходов и получения на основе этого ферментов. В результате исследований 

установлены оптимальные условия для культивирования гриба Trichoderma harzianum-25/П, 

способствующие активному синтезу целлюлолитических ферментов: среда Чапека-Докса с 0,5% 

кукурузного экстракта и 3% фильтровальной бумаги, рН 5,0; культивирование глубинное в течение 8-10 

суток; температура 30-35 0С. 
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Введение:За последние годы изучены многие 

представители грибов, продуцирующие 

целлюлолитические ферменты. Однако 

относительно целлюлолитической активности 

Trichoderma harzianum данных в литературе мало. 

Имеющиеся сведения касаются активности 

термотолерантных штаммов этого гриба [1-4]. 

Настоящая работа посвящена изучению 

влияния условий культивирования на синтез 

целлюлолитических ферментов мезофильного 

штамма Trichoderma harzianum-25/П, выделенного 

нами из почвы Ташкентской области. 

Материалы и методы исследования: Гриб 

выращивали в лабораторных условиях глубинным 

способом в 250 мл колбах (100 мл среды) на 

круговой качалке (скорость вращения 180-200 

об/мин) при температуре 300С на среде Чапека-

Докса с 2-3% фильтровальной бумаги. 

В фильтрате культуральной жидкости 

определяли активность С1 и Сх– 

ферментов.Активность С1-фермента, 

гидролизующего нативную целлюлозу, определяли 

по количеству растворимых сахаров, 

образовавщихся при действии фермента на 

хлопковое волокно.За единицу активности С1-

фермента принимали такое его количество, которое 

за 24 часа действия в принятых условиях (t 400, pH 

4,5) образовывало 1 мг глюкозы. 

Активность Сх–фермента, действующего на 

растворимые производные целлюлозы, определяли 

вискозиметрическим методом по падению вязкости 

0,3%-ного раствора Na-КМЦ и по количеству 

редуцирующих сахаров, образовавщихся при 

гидролизе 1%-ного раствора Na-КМЦ под 

действием культуральной жидкости. 

Культуральную жидкость перед определением 

активности разводили фосфатным буфером в 50 

раз. За единицу активности Сх–фермента 

принимали такое его количество, которое за 1 час 

действия при принятых условиях (температура 300 

и рН 5,0) образовывало 1 мг глюкозы. 

Результаты исследования: Изучение 

динамики накопления ферментов в культуральной 

жидкости гриба показало, что активность С1–

фермента достигает максимума на 8 сутки 

культивирования. Активность Сх–фермента 

максимально проявляется на 10 сутки, а затем 

происходит медленный спад активность ферментов 

(рис.1).  
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Рис.1. Целлюлолитическая активность культуральной жидкости гриба в зависимости от срока 

культивирования: 1-активность С1–фермента, ед/мл; 2-активность Сх–фермента,ед/мл;  

3-активность Сх–фермента,% падения вязкости 0,3% Na-КМЦ;  
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производит первоначальный гидролиз целлюлозы, 

в то время как Сх–фермент действует на продукты 

ее распада. 

Развитие гриба в питательной среде 

сопровождается изменением рН с 5,0 (исходное) до 

7,1-7,3 (в 10-суточной культуре). 

Культивирование гриба в течение 10 суток при 

равных температурах показало, что оптимальная 

температура для его роста и накопления 

целлюлолитических ферментов 30-350С (рис.2). 

При 400С наблюдается слабое развитие гриба и 

образование целлюлолитических ферментов. 

 

 

 

 
Рис.2. Целлюлолитическая активность культуральной жидкости гриба в зависимости  

от температуры культивирования. 
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установлено, что оптимальная реакция среды для 

роста гриба в биосинтеза им Сх–фермента-5,0, для 

С1–фермента в пределах 4,5-5,0 (рис.3). 
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Рис.3. Целлюлолитическая активность культуральной жидкости гриба в зависимости  

от исходного значения рН среды. 
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0,5% способствовало улучшению роста и 
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Рис.4. Целлюлолитическая активность культуральной жидкости гриба в зависимости  

от содержания в среде клетчатки. 
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дешевые естественные источники клетчатки: 

отруби, древесные опилки, кукурузные кочерыжки 

и другие целлюлозосодержащие отходы. 

В результате исследований нами установлена 

способность роста и накопления 

целлюлолитических ферментов при 

культивировании гриба в среде Чапека с 3% 

измельченных целлюлозосодержащих субстратов: 

пшеничная, рисовая, ржаная солома и стебли 

джугары. Наибольшая целлюлолитическая 

активность гриба проявляется на среде с 

пшеничной соломой по сравнению с другими 

источниками клетчатки. Отмечено, что активность 

целлюлолитических ферментов, образующихся на 

среде с пшеничной соломой, была близка 

активности ферментов на среде с фильтровальной 

бумагой (С1–фермент 0,50-0,69, Сх–фермент 59-72 

ед/мл соответственно). 

Выводы:Таким образом, в результате 

исследований установлены оптимальные условия 

для культивирования гриба Trichoderma harzianum-

25/П, способствующие активному синтезу 

целлюлолитических ферментов: среда Чапека-

Докса с 0,5% кукурузного экстракта и 3% 

фильтровальной бумаги, рН 5,0; культивирование 

глубинное в течение 8-10 суток; температура 30-

350С. Из культуральной жидкости гриба, 

выращенного в выше указанных условиях, был 

выделен ферментный препарат целлюлазы путем 

осаждения этанолом (на 1 объем культуральной 

жидкости – 4 объема этанола при плюс 2-3оС). 

Препарат фермента представляет собой 

желтоватый кристаллический порошок. 

Активность его на 1 г препарата составляет: по С1–

ферменту 392 ед.; по Сх–ферменту 35600 ед.; 

удельная активность (в ед.на 1 мг белка) по С1–

ферменту – 3,1, по Сх–ферменту – 200,1. Выход 

препарата составил 3,50 г на 1 л культуральной 

жидкости. Изучение некоторых свойств 

целлюлолитических ферментов Trichoderma 

harzianum-25/П показало, что для действия С1–

фермента оптимальное рН-4,5, для Сх–фермента 

рН-5,0. При повышении рН в зоне 5-6 для С1–

фермента и 6-7-для Сх–фермента происходит спад 

активности ферментов. Следовательно, оптимум 

рН действия Сх–фермента совпадает с оптимумом 

рН роста гриба, а С1–фермента близок к оптимуму 

рН роста. Оптимальной температурой для действия 

С1–фермента является 40оС, активность Сх–

фермента максимально проявляется при 60оС. 

Следовательно, температурный оптимум действия 

целлюлолитических ферментов на 10-30оС выше по 

сравнению с температурным оптимумом роста 

гриба. 
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