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Корисна модель належить до біотехнології, мікробіологічної промисловості та мікології і 
може бути використана у процесах виробництва ензимів або деструкції відходів різних галузей 
сільського господарства і промисловості, що містять целюлозу. 

Целюлозовмісні речовини відіграють дуже важливу роль у природі як складові частини 
деревини, паперу, одягу, пластику тощо. Нещодавно було відкрито можливість використання 5 
цих речовин як перспективного джерела енергії, хімічного та мікробного протеїну. Основною 
перевагою такого джерела є велика його частка у органічній біомасі планети, яка до того ж 
постійно поповнюється [17]. Лігноцелюлозна біомаса дуже цікава як дешеве відтворювальне 
джерело сировини для отримання різноманітних продуктів та палива [9, 11]. 

Целюлозовмісна біомаса реутилізується великою кількістю різноманітних мікроорганізмів з 10 
різних екологічних груп [3, 18]. Зі всього різноманіття організмів, що існують у сучасній біосфері, 
лише гриби мають необхідні ферментні системи, що дозволяють їм здійснювати повну 
біохімічну конверсію сполук деревини [5, 7]. 

Біологічні технології забезпечують спрямоване отримання корисних продуктів для 
різноманітних напрямків людської діяльності [1]. Ферментативне перетворення целюлози як 15 
одного з найпоширеніших природних полімерів перспективне не тільки з точки зору створення 
самостійних маловідходних технологій, але й з позиції зниження екологічної небезпеки 
різноманітних підприємств, що переробляють рослинну сировину та утворюють велику кількість 
відходів. Сировинні ресурси для ферментативного отримання вуглеводів з целюлози дуже 
великі та постійно поповнюються [6, 10]. 20 

Велика роль дереворуйнівних грибів у розкладанні лігніноцелюлоз деревини у наш час не 
викликає сумніву [1, 4]. У багатьох країнах ведеться активний пошук ефективних продуцентів 
целюлаз, проводяться роботи із вдосконалення існуючих штамів мікроорганізмів з метою 
збільшення секреції різноманітних целюлаз та зниження вартості їх виробництва [11, 12]. Однак 
можливості різних видів використовувати лігнін або целюлозу неоднакові. У зв'язку з цим 25 
необхідно вивчити велику кількість культур грибів з пошуку перспективних штамів - продуцентів 
ензимів [4, 13]. 

Серед нині відомих та детально досліджених продуцентів ензимів целюлозолітичної дії є 
представники родів Trichoderma, Penicillium та ін. [14, 16, 17, 18, 19], однак такі організмі 
незручні у роботі через свою властивість спороносити у культурі, що може призводити до 30 
забруднення оточуючого середовища, а також викликати алергічні реакції у людей. 

Отже, існує необхідність пошуку штамів саме серед дереворуйнівних базидіоміцетів, які 
мають здатність до активного синтезу целюлозолітичних ензимів та водночас не спричинюють 
забруднення оточуючого середовища [12]. 

Найбільш близький за технічною суттю і досяжності результату є штам Thielavia terrestris 35 
(Apinis) Malloch et. Cain, 258, що синтезує ензими целюлозолітичного комплексу [8]. Однак 
вказаний штам має ряд недоліків, а саме: порівняно низькі значення активності окремих 
компонентів целюлозолітичного комплексу, висока температура культивування, що вимагає 
додаткових витрат сировини. Крім того, для вказаного штаму не досліджено супутніх 
ензиматичних активностей, що є значним недоліком, оскільки природні сполуки, які містять 40 
целюлозу, найчастіше пов'язані з цілою низкою інших сполук - лігніном, пектином тощо - які 
ускладнюють утилізацію та переробку целюлозовмісних матеріалів. 

В основу корисної моделі поставлена задача отримання нового штаму гриба - продуцента 
целюлозолітичних ензимів з високою активністю компонентів целюлазного комплексу та низкою 
супутніх активностей. 45 

Поставлена задача вирішується тим, що як продуцент целюлозолітичного комплексу 
ензимів з супутніми дереворуйнівними активностями використовується штам Daedaleopsis 
confragosa f. confragosa (Bolton)J. Schröt AnSc-1. 

Штам грибу Daedaleopsis confragosa f. confragosa (Bolton) J. Schröt AnSc-1 виділено за 
загальноприйнятими методиками з дикорослих плодових тіл, що зібрані на ушкодженому пні 50 
невизначеного виду листяної породи дерева у м. Донецьку у 2010 р. Штам зберігається у 
колекції культур кафедри фізіології рослин Донецького національного університету під назвою 
AnSc-1. Чисту культуру штаму AnSc-1 підтримують за температури 4±1 °C на агаризованому 
картопляно-глюкозному середовищі шляхом пересівів кожні 5-6 місяців. 

Штам AnSc-1 характеризується культурально-морфологічними та фізіолого-біохімічними 55 
ознаками. 

Культурально-морфологічні ознаки. 
Штам AnSc-1 атоксичний, мезофільний, швидко росте. На агаризованому середовищі 

міцелій розповсюджується рівномірно. Субстратні і повітряні гіфи розвиваються одночасно. 
Краще розвинуті субстратні гіфи. Колонія гриба має округлу форму, незначно щільна в центрі. 60 
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Колір молодої колонії сніжно-білий, з віком, на 7-10 добу, починаючи з центра колонії, 
забарвлюється до світло-жовтого кольору. Субстрат не забарвлює. Текстура міцелію вовняна. 

Фізіолого-біохімічні ознаки. 
Аероб. Росте за температури 24-34 °C, оптимум для синтезу целюлаз - 32 °C. Оптимум рН 

для накопичення біомаси на рідкому глюкозо-пептонному середовищі 6,0-6,2 од, а для продукції 5 
целюлозолітичних ензимів - 7 од. За біосинтетичними показниками найкращими джерелами 
вуглецевого живлення є глюкоза, сахароза, лактоза, мікрокристалічна целюлоза, 
фільтрувальний папір. Відношення до джерел азоту: для росту використовує пептон, амонійний 
та нітратний азот. 

Культивування штаму Daedaleopsis confragosa f. confragosa (Bolton) J. Schröt AnSc-1 10 
проводять у аеробних умовах у поверхневій або глибинній культурі на живильному середовищі, 
що містить один субстрат - джерело вуглецю, яке є індуктором біосинтезу целюлаз. Штам 
здатний за відповідних умов проведення процесу культивування секретувати у середовище 
комплекс ензимів - целюлаз, які мають ряд супутніх активностей по відношенню до рослинних 
біополімерів, які входять до складу рослинної сировини та ускладнюють процес її гідролізу. 15 

Активність целюлаз визначають за здатністю до гідролізу фільтрувального паперу (Whatman 
№ 1, щільність 80 г/м

2
) - загальна целюлозолітична активність (ФПА), Na-

карбоксиметилцелюлози (С5678, Sigma, Німеччина) - ендоглюканазна активність та целобіози 
(22150, Sigma, Німеччина) - целобіазна активність [15]. За одиницю активності (од) приймають 
таку кількість ензиму, яка утворює 1 мкмоль редукуючих цукрів (для полімерних субстратів) або 20 
1 мкмоль глюкози (для целобіози) протягом 1 хв за стандартних умов. Загальну лігнолітичну та 
лакказну активності визначають за здатністю до знебарвлення розчинів барвника ремазол 
брильянтовий блакитний Р та сирингалдазину відповідно. Пектинестеразну, 

полігалактуроназну, мальтазну, інвертазну - та -амілазну активності ензимів визначають 
відповідно до розчинів пектину, мальтози, сахарози та крохмалю. 25 

Ферментні препарати, отримані за допомогою запропонованого штаму, можуть бути 
використані у вигляді культуральної рідини, у вигляді рідких концентрованих препаратів, або у 
вигляді сухих препаратів, що отримуються ліофілізацією або виморожуванням. 

Можливість використання корисної моделі ілюструється прикладами, які не обмежують її 
об'єм та суть. 30 

Приклад конкретного виконання 1. Для отримання посівного матеріалу (інокулюму) штам 
гриба Daedaleopsis confragosa f. confragosa (Bolton) J. Schröt AnSc-1 вирощують поверхневим 
способом на агаризованому глюкозо-картопляному середовищі за температури 32 °C протягом 
7 діб. Для дослідження целюлозолітичної активності готують рідке живильне середовище 
наступного складу (г/л): NaNO3-2, К2НРО4-1, MgSO4×7H2O-0,5, KСl-0,5, FeSO4×7H2O-0,01, 35 
дистильована вода до 1 л, яке розливають по 25 мл у колби Ерленмейєра об'ємом 100 мл. Як 
єдине джерело вуглецю використовують фільтрувальний папір марки Whatman № 1, щільністю 
80 г/м

2
, який вносять у кількості 8 г/л. Кислотність середовища після стерилізації становить 4,95-

5,05 рН. Інокуляцію проводять шматочками агару з міцелієм розміром приблизно 5×5 мм. 
Культивування здійснюють у стаціонарному стані протягом 7 діб за температури 32 °C. 40 
Культуральний фільтрат відділяють від біомаси шляхом сепарації. При цьому величини 
активностей компонентів целюлозолітичного комплексу складають, од/мг білка: загальна 
целюлозолітична - 6,21; ендоглюканазна - 3,26; целобіазна - 105,18. 

Приклад конкретного виконання 2. Культивування здійснюють у колбах Ерленмейєра на 
живильному середовищі, як описано у прикладі 1, але за початкової кислотності живильного 45 
середовища 6,95-7,05 рН. Культивування здійснюють у стаціонарному стані протягом 7 діб за 
температури 32 °C. При цьому величини активностей компонентів целюлозолітичного 
комплексу складають, од/мг білка: загальна целюлозолітична - 9,40; ендоглюканазна - 5,01; 
целобіазна - 51,83. 

Приклад конкретного виконання 3. Культивування здійснюють у колбах Ерленмейєра на 50 
живильному середовищі, як описано у прикладі 2, але як єдине джерело азоту до живильного 
середовища вносять сірчанокислий амоній в концентрації 1,65 г/л. Культивування здійснюють у 
стаціонарному стані протягом 7 діб за температури 32 °C. При цьому величини активностей 
компонентів целюлозолітичного комплексу складають, од/мг білка: загальна целюлозолітична - 
11,74; ендоглюканазна - 82,88; целобіазна - 15,74. 55 

Приклад конкретного виконання 4. Готують ферментаційне середовище наступного складу 
(г/л): фільтрувальний папір - 8; (NH4)2SO4-1,65; K2НРО4-1; MgSO4×7H2O-0,5; KСl-0,5; 
FeSO4×7H2O-0,01; дистильована вода до 1 л. Культивування проводять глибинним способом за 
температури 32 °C протягом 7 діб у колбах об'ємом 2000 мл. 
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Культуральний фільтрат відділяють від біомаси центрифугуванням або сепарацією. 
Осадження ензимів із культурального фільтрату проводять на холоді сульфатом амонію при 
100 % насиченні. Осад сепарують та проводять діаліз проти дистильованої води. Отриманий 
діалізат пропускають через колонку, заповнену Sephadex G-75, розміром 10×300 мм (швидкість 
потоку - 20 мл/год., об'єм фракції - 2 мл) та об'єднують фракції 5-14. При цьому величини 5 
активностей компонентів целюлозолітичного комплексу складають, од/мг білка: загальна 
целюлозолітична - 5,60; ендоглюканазна - 174,90; целобіазна - 481,53. Супутні ензиматичні 
активності ферментного препарату целюлаз штаму AnSc-1 представлено в таблиці. 

 
Таблиця 

 
Супутні активності ензиматичного препарату целюлоз 

штаму Daedaleopsis confragosa f. confragosa (Bolton) J. Schröt AnSc-1 (од/мг білка) 
 

Ензиматична активність, що вимірювалась 

Зага-льна 
лігно-

літична 
акти-
вність 

Лакказа (КФ 
1.10.3.2) 

(субстрат-
сирін-

галдазин) 

Лакказа 
(КФ 

1.10.3.2) 
(суб-

страт-
гваякол) 

Лакказа 
(КФ 

1.10.3.2) 
(суб-

страт-
піро-

катехін) 

Пекти-
нестеараза 

(КФ 3.1.1.11) 

Ендополі-
галактуроназа (КФ 

3.2.1.1) 

Маль-
таза (КФ 
3.2.1.20) 

Інве-
ртаза 
(КФ 

3.2.1.26) 

-амі-
лаза 
(КФ 

3.2.1.
1) 

-амі-
лаза 
(КФ 

3.2.1.
2) 

72,5 1,0 8928,6 33,8 2,1 36,8 4,9 29,4 0,1 0,1 

 10 
Таким чином, запропонований штам AnSc-1 базидіального гриба Daedaleopsis confragosa f. 

confragosa (Bolton) J. Schröt є високоактивним продуцентом целюлаз із низкою супутніх 
дереворуйнівних активностей і може бути використаний в промисловому грибівництві, 
мікробіологічному виробництві та екології для деструкції целюлозовмісних відходів різних 
галузей промисловості і сільського господарства. 15 

Штам Daedaleopsis confragosa f. confragosa (Bolton) J. Schröt AnSc-1 зберігається в колекції 
культур шапинкових грибів кафедри фізіології рослин Донецького національного університету. 
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Штам Daedaleopsis confragosa f. confragosa (Bolton) J. Schröt AnSc-1 - продуцент ензимів 
целюлозолітичного комплексу. 
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