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полимеразной активностью.

Изобретение относится к микробиоло-
гической промышленности, в частности к
производству ферментов, и представляет
собой штамм гриба, отобранный по призна-
кам внеклеточного синтеза целлюлаз и нук-
леодеполимераз и может быть использован
в сельском хозяйстве для улучшения качест-
ва грубых кормов, обогащения их белком и
повышения их переваримости, для перера-
ботки различного рода целлюлозосодержа-
щих отходов, а также благодаря наличию
нуклеодеполимеразной активности - в каче-
стве безвредного (экологически чистого)
удобрения, средства защиты растений, сти-
мулятора роста растений.

Истощение пищевых и энергетических
мировых запасов обусловливает постоянное
стремление исследователей к поиску неис-
пользованных ресурсов

Целлюлоза, составляющая треть расти-
тельной ткани, является одним из возобнов-
ляемых источников углерода [1, 2].

Ферментативный гидролиз целлюлозы
осуществляется цел л юл азами и имеет ряд
преимуществ перед химическим гидроли-
зом [2, 3].

Его эффективность в основном обуслав-
ливается активностью компонентов целлю-
лазного комплекса, в том числе эндоглю-
каназ неупорядоченно воздействующих на
внутренние /М,4-связи [4] и экзоглюканаз.

Биоконверсия целлюлозосодержащего
сырья (например, соломы) в значительной
степени зависит от активности эндо- и экзо-
глюканаз [2], биосинтез которых продуцен-
том происходит под влиянием индуктора -
целлюлозы.
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В то же время использование целлюлаз
при силосовании и облагораживании грубых
кормов облегчает гидролиз растительных
материалов и увеличивает их переваримость
[12]. 5

Обсуждается также возможность ис-
пользования штаммов грибов с повышен-
ным синтезом целлюлаз при глубинном
культивировании на среде, содержащей
пшеничную солому (2%), для прямой фер- 10
ментации целлюлозных материалов в эта-
нол [5].

Среди требований, предъявляемых к
ферментам целлюлазного комплекса (цит.
по [6Р особая роль принадлежит стабильно- 15
сти целлюлаз при температурах порядка
65°С, так как это позволяет интенсифициро-
вать процесс гидролиза и в значительной
мере снять проблему стерильности, К сожа-
лению, традиционные промышленные про- 20
дуценты - лизофильные микромицеты -
секретируют ферменты целлюлазного комп-
лекса, с термостабильностью, недостаточ-
ной для их использования выше 60°С [6].

Поэтому понятен интерес биотехноло- 25
гов к термофильным и термотолерантным
продуцентам целлюлаз, синтезирующих,
как правило, термостабильные ферменты.

Внеклеточные нуклеодеполимеразы
грибов выполняют экстраклеточную пище- 30
варительную функцию [7], проявляют проти-
вовирусную активность, благоприятствуют
утилизации субстратов и способствуют на-
коплению белка,

Известными продуцентами комплекса 35
целлюлолитических ферментов являются
представители родов: Aspergillus, напри-
мер, Aspergillus terreus [8], Aspergillus niger
[9]; PenlcilHum в частности Penicilllum
plnophiium (funlculosum) [4]; Humlcola- 40
Humlcola Insolens [9]; Geotrichum-Geotrlhum
candidum [9] и др.

Однако, при характеристике, указанных
продуцентов целлюлаз нуклеодеполимераз-
ная активность у них не фиксируется. 45

Большинство известных в настоящее
время продуцентов целлюлолитических
ферментов принадлежит к роду Trichoderma
[2. 10,11].

50
Известен продуцент целлюлаз - мутан-

тный штамм гриба Trichoderma reesei [10],
синтезирующий комплекс целлюлаз с не-
значительной целлобиазной активностью
при культивировании на гидролизатах пше- 55
ничной соломы. Однако у наиболее активно-
го варианта гриба образование такого
компонента комплекса как эндо-1,4 - глюко-
наза повысилось после мутагенной обработ-
ки только на 45%.

Недостаток штамма состоит в том, что
он получен при помощи мутагенного воздей-
ствия следствием чего является неустойчи-
вость его признаков, склонность к их
реверсии, необходимость дорогостоящего
поддержания стабильности его свойств.

Наиболее близкий к предлагаемому -
продуцент целлюлаз Trichoderma lignorum
штамм 88; селекционированный в Институ-
те микробиологии и вирусологии АН Украи-
ны [12, 13].

Однако серьезным недостатком как са-
мого штамма, так и представителей всего
рода грибов Trichoderma, является способ-
ность к обильному спорообразованию, что
приводит к загрязнению окружающей сре-
ды, к аллергическим заболеваниям у людей.

К недостаткам штамма Trichoderma
lignorum 88 следует также отнести сравни-
тельно низкие величины активностей эндо-
и экзоглюканаз, отсутствие нуклеодеполи-
меразной активности, узкий диапазон тем-
пературных границ роста по сравнению с
предлагаемым. Будучи мезофильной культу-
рой, Trichoderma lignorum 88 уступает пред-
лагаемому в способности к росту при
повышенных температурах.

Задача изобретения - получение нового
штамма гриба - продуцента целлюлазного
комплекса с высоким выходом эндо- и экзо-
нуклеаз, обладающего нуклеодеполимераз-
ной активностью и растущего в широком
диапазоне температур.

Поставленная задача решается тем, что
в качестве продуцента целлюлазного комп-
лекса с нуклеодеполимеразной активностью
используется штамм термофильного гриба
Thielavia terrestris (Apinis) Malloch et Cain,
258.

Штамм гриба Thielavia terrestris (Apinis)
Malloch et Cain, 258 выделен в отделе физи-
ологии и систематики микромицетов ИВМ
АН Украины в 1993 году В. А. Захарченко из
древесных отходов.

Штамм многократно пассировался на
субстрате, содержащем солому, а наиболее
активные варианты по эндо- и экзонуклеазе,
обладающие нуклеодеполимеразной актив-
ностью, пересевались на сусло-агаровые ко-
сяки.

Культура обладает стабилизированной
устойчивостью по активности вышеназван-
ных ферментов.

Штамм хранится в коллекции культур от-
дела физиологии и систематики микромице-
тов Института микробиологии и вирусологии
НАН Украины под № 258.

Штамм гриба Thielavia terrestris (Apinis)
Malloch et Cain, 258 характеризуется более
высокими по сравнению с прототипом вели-
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чинами активности эндоглюканазы 1 (в 2,5-
3,0 раза), эндоглюканазы If (в 2 раза), экзо-
глюканазы (в 2,2 раза).

Разнообразные целлюлозосодержащие
субстраты оказывают селективное воздейст- 5
вие на активность отдельных компонентов
целлюлаз.

Одно из преимуществ заявляемого гри-
ба заключается в том, что активность синте-
зируемых им компонентов целлюлолити- 10
ческого комплекса, включая целлобиазу,
варьирует в зависимости от среды культиви-
рования.

Будучи способным к синтезу активных
эндо- и экзоглюканаз, обладая нуклеодепо- 15
лимеразной активностью, заявляемый про-
дуцент отличается специфичностью по
отношению к ферментативному гидролизу
соломы, что выражается в интенсивном рос-
те на указанном субстрате с образованием 20
значительного количества белка (сырого
протеина до 10-15 г/л).

Штамм Thielavia terrestris (Apinis)
Malloch et Cain, 258 характеризуется следу-
ющими культурально-морфологическими и 25
физиолого-биохимическими свойствами.

Культурально-морфологические особен-
ности.

Штамм Thielavia Terrestris (Apinis)
Malloch et Cain, 258 атоксичный, термофиль- ЗО
ный, быстро растущий, образует хорошее
конидиальное спороношение типа
Acremonium при выращивании на агаризо-
ванных средах.

На агаризованном пивном сусле на 7-й 35
день роста при 42°С колонии достигают 78
мм в диапазоне хлопьевидно-пушистые, бе-
лые, светло-серые, с нижней стороны свет-
ло-соломенные до светло-коричневых.

Гифы мицелия неокрашенные, септиро- 40
ванные, до 3,5 мкм толщиной. Фиалиды ло-
теральные или терминальные на гифах, с
поперечной перегородкой или без нее, иног-
да вздутые в базальной части, сужены к вер-
хушке, простые или слаборазветвленные, 45
8-20x2-3 мкм.

Конидии обратно яйцевидные до про-
долговато-цилиндрических, с усеченным ос-
нованием, 3,0-4,5x1,8-2,5 мкм, гладкие,
неокрашенные, в цепочках, сплющиваю- 50
щихся в головки.

Штамм хорошо растет и спороносит на
искусственных и синтетических агаризован-
ных питательных средах (крахмально-дрож-
жевом агаре, видоизмененной агаризован- 55
ной среде Чапека с пептоном вместо ІМаІМОз,
картофельно-глюкозном, сусловом агаре,
агаре Сабуро).

Колонии на большинстве изученных
сред высокопушистые, белые на среде Сабу

ро - с образованием чередующихся секто-
ров с хорошо развитым воздушным и суб-
стратным мицелием. На агаризованной
среде Чапека колонии тонкие со слабораз-
витым воздушным мицелием, на картофель-
ном агаре - слабый рост с образованием
погруженного мицелия. На агаризованных
средах с добавлением целлюлозосодержа-
щих субстратов (соломы, Na-КМЩ- колонию
войлочно-пушистые с обильным конидиеоб-
разованием (14-16) (рис. 1).

Физиолого-биологические свойства гри-
ба Thielavia terrestris (Apinis) МаЛосп et Cain,
258.

Отношение к источнику углерода: усва-
ивает глюкозу, фруктозу, мальтозу, лактозу,
рамнозу, сахарозу, крахмал. Целлюлозу гид-
рол изует.

Усваивает янтарную и яблочные кисло-
ты. Усваивает сорбит, маннит.

В качестве источника азота использует
пептон, аммонийный азот, нитраты.

Протеолитическая и -амилазная актив-
ности обнаружены в следовых количествах;
пектолитическая и липолитическая активно-
сти отсутствуют.

Аэроб, атоксичный, быстрорастущий,
термофил. Температурный диапазон роста
культуры от 22 до 55°С с оптимумом для
роста - при 42-45°С, для конидиеобразова-
ния - при 37°С, для синтеза комплекса цел-
люлаз - около 40°С.

Штамм является адаптивным природ-
ным мутантом, характеризуется повышен-
ной способностью к биосинтезу целлюлаз-
ного комплекса и его ведущих компонентов
эндо- и экзоглюканаз -, обладает нуклеоде-
полимеразной активностью, трансформируя
природные трудноразлагаемые целлюлозо-
содержащие субстраты (например, солому),
образует белок (сырого протеина - до 10-15
г/л).

Благодаря наличию нуклеодеполиме-
разной активности, а также способности
штамма к оптимальному росту и развитию
при повышенной температуре, снижается
вероятность заражения среды посторонней
микрофлорой, что особенно важно в случае
использования продуцента при приготовле-
нии кормовых смесей в животноводстве.

Штамм получен методом накопительной
культуры. Штамм хранится в пробирках на
скошенных агаризованных средах; на филь-
тровальной бумаге, на зерне с периодиче-
ским пересевом 2 раза в год; пересевается
на твердые питательные среды (сусло-агар,
крахмально-дрожжевой агар, картофельно-
глюкозный агар).
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ПДК в воздухе рабочей зоны около 0,3
мг/м . (Культура депонирована в коллекции
чистых культур отдела физиологии и систе-
матики микромицетов ИМВ АН Украины под
номером 258). 5

Данные по активности компонентов
целлюлазного комплекса (ед/мл) у заявляе-
мого штамма в сравнении с известным при
росте грибов-продуцентов на минеральной
среде с 1% пшеничной соломы в условиях 10
глубинного культивирования приведены в
таблице.

Максимум образования комплекса цел-
люлаз в культуральной жидкости Thielavia
terrestris (Apinls) Malloch et Cain, 258 на жид- 15
кой минеральной среде с пшеничной соло-
мой в качестве индуктора ферментов
отмечен на 36-ом часу глубинного культиви-
рования (рис. 2); нуклеодеполимеразная ак-
тивность, достигнув максимума к 48-ому 20
часу культивирования (500 ед/мл) к 72-ому
часу плавно снижается (до 300 ед.-мл). Мак-
симум биомассы достигается к 72-ому часу
культивирования.

Внеклеточную целлюлолитическую ак- 25
тивность определяли согласно [17]. Актив-
ность осахаривающей эндоглюканазы 1 /КФ
3.2.1.4,1.4 (1,3:1,4) -Д-гл юкан-4 глюканогид-
ролазы) определяли по методу Логиновой с
сотр. [18]. В качестве субстрата использова- 30
ли КМЦ (1%-ный раствор) степень замеще-
ния 180-200. За единицу активности
принимали количество фермента, которое
за 30 мин, действия на КМЦ при температу-
ре 50°С и рН 5,0 образует 1 мг глюкозы за 1 35
мин (метод Сомоджи-Нельсона [18].

Активность разжижающей эндоглюка-
назы И определяли вискозиметрически (суб-
страт 0,45%-ный раствор КМЦ средней
вязкости). Активность зндоглюканазы II вы- 40
ражали в микромолях глюкозидиых связей,
расщепленных под действием фермента за
1 мин (18). Активность экзоглюканазы (КФ
3.2.191, 1,4- Д-глюканцеллобиогидролазы)
определяли методом Мандельс-Вебера [18]. 45
В качестве субстрата использовали фильт-
ровальную бумагу. За единицу активности
принимали количество фермента, которое в
стандартных условиях за 1 мин образует
1 мг глюкозы, определяемой методом Со- 50
моджи-Нельсона.

Активность целлобиазы (КФ) 3.2.1.2.1, -
Д-глюкозид-глюкогидролазы) определяли
по способности фермента гидролизовать
целлобиозу (глюкоза определяется глюкозо- 55
оксидазно-пероксидазным методом [18]. За
единицу активности принимали количество
фермента, которое в стандартных условиях
вызывает образование 1 мг глюкозы за 1
мин.

Содержание сырого протеина определя-
ли согласно [19].

П р и м е р 1 Для получения посевного
материала (инокулюма) культуру гриба
Thielavia terrestris (Apinis) Malloch et Cain,
258 выращивают глубинным способом при
40 ± 1°С в колбах объемом 750 мл на качал-
ках с 220 об/мин в течение 24 час. на мине-
ральной среде состава, О: сахар - 2,0;
аммоний азотнокислый - 0,2; калий фосфор-
нокислый однозамещеиный - 0,1; калий хло-
ристый - 01; кальций углекислый - 0,05;
магний сернокислый - 0,1; вытяжка из пше-
ничных отрубей - 10: Ферментационную
среду состава, %: солома - 1,0; аммоний
азотнокислый - 0,2; калий фосфорнокислый
однозамещенный - 0,1; калий хлористый -
0,1, кальций углекислый - 0,05; магний сер-
нокислый - 0,1, засеянную 10% инокулюма
культивируют глубинным способом при
40 ± 1°С в течение 36 час в колбах объемом
750 мл на качалке с 220 об/мин или в произ-
водственных ферментерах при 40 ± 1°С со
скоростью вращения мешалки 200 об/мин и
аэрацией 1,0 объема воздуха на 1 л среды в
1 мин.

Культуральный фильтрат отделяют от
биомассы центрифугированием или сепара-
цией. При этом величины активности компо-
нентов целлюлолитического комплекса
составляют, ед/мл: экзоглюканазы - 2.0; эн-
доглюканазы 1-8,2; эндоглюканазы II - 38;
целлобиазы - 1,8.

Осаждение фермента из культуральной
жидкости проводят на холоде сульфатом ам-
мония при 70%-ом насыщении (либо тремя
объемами ацетона). Осадок сепарируют и
ставят на диализ против дистиллированной
воды (либо сушат). После обессоливания су-
шат лиофильно. Величины активности ком-
понентов целлюлазного комплекса'
ферментного препарата составляют: экзо-
глюканазы - 1500 ед/г; эндоглюканазы I -
6500 ед/г; эндоглюканазы II - 32000 ед/г:
целлобиазы - 1000 ед/г.

Для получения биомассы с содержани-
ем сырого протеина около 15 г/л гриб выра-
щивают в течение 72 час.

П р и м е р 2. Посевной материал (ино-
кулюм) готовят аналогично примеру 1. Фер-
ментационную среду состава, %: солома -
2,0; аммоний азотнокислый - 0,2; калий фос-
форнокислый однозамещенный - 0,1; калий
хлористый - 0,1; кальций углекислый - 0,05;
магний сернокислый - 0,1, засеянную 10-ью
Уоинокулюма, культивируют глубинным спо-
собом при 40 ± 1 °С в течение 36 час в колбах
750 мл на качалке с 220 об/мин или в произ-
водственных ферментерах при 40 ± 1°С со
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скоростью вращения мешалки 200 об/мин и
аэрацией 1 объем воздуха на 1 л среды в 1
мин Культуральный фильтрат отделяют от
биомассы центрифугированием или сепара-
цией При этом величины активности компо- 5
нентов целлюлолитического комплекса
составляют, ед/мл: экзоглюканазы - 2,5; эн-
доглюканззы 1-10; эндоглюканазы II - 40;
целлобиазы - 2,0.

Осаждение фермента из культуральной 10
жидкости проводят на холоду сульфатом ам-
мония при 70%-ом насыщении (либо тремя
объемами ацетона). Осадок сепарируют и
ставят на диализ против дистиллированной
воды (либо сушат). После обессоливания су- 15
шат лиофильно. Величины активности ком-
понентов целлюлазного комплекса
ферментного препарата составляют: экзо-
глюканазы - 1800 ед/r; эндоглюканазы I -
8000 ед/г; эндоглюканазы II - 35000 ед/г; 20
целлобиазы - 1200 ед/г.

Для получения биомассы с содержани-
ем сырого протеина около 15 г/л гриб выра-
щивают в течение 72 часов.

Штамм гриба Thlelavla terrestris (Apfnis) 25
Malloch et Cain, 258 проверен на токсичность
в Украинском научно-исследовательском
Институте экогигиены и токсикологии хими-
ческих веществ.

Штамм гриба Thlelavla terrestris (Aplnls) 30
Malloch et Cain, 258 с повышенной способ-
ностью к биосинтезу ведущих компонентов
целлюлазного комплекса - эндо- и экзоглю-
каназ, обладающий нуклеодеполимеразной
активностью, представляет собой новую 35
культуру гриба, перспективную для про-
мышленного производства, которую можно
будет использовать в качестве продуцента
целлюлаз для биоконверсии целлюлозосо-
держащего сырья. 40
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Активность компонентов целлюлазного комплекса (ед./мл) при росте грибов-продуцентов
на синтетической среде с 1 % пшеничной соломы в условиях глубинного культивирования

Название гриба

Trichoderma

lignorum 88

Thielavia

terrestris 258

Активности

Экзоглюка-

наза

1,2

2,0-2,5

Эндоглюкана-
за I

2,9

8,2-10,0

Эндоглюкана-

за I!

22

38-40

Целлобиаза

10,8

1,8-2,0

Рис. I
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