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ФÅÐÌÅÍÒÀÒÈÂÍÀ ÀÊÒÈÂÍIСÒЬ ПÐÅПÀÐÀÒIÂ 
ÅÊЗÎÖÅËЮËÀЗ ÁÀЗÈÄIÎÌIÖÅÒIÂ ÒÀ ÍÈЖЧÈÕ 

ÃÐÈÁIÂ

Проведено порівняëьне вивчення активності препаратів екзоцеëюëаз 
базидіоміцетів та нижчиõ ãрибів комерційноãо та ëабораторноãо по-
õодження. Визначено оптимуми рН та температури дії препаратів 
екзоцеëюëаз, зниження активності компонентів цеëюëозоëітичноãо 
компëексу заëежно від терміну дії ферментів за оптимаëьниõ зна-
чень рН та температури. Показано, що цеëюëозоëітичні ензими 
базидіоміцетів активніші ніж нижчиõ ãрибів. Ферментні препарати 
цеëюëаз як базидіоміцетів, так і нижчиõ ãрибів мають низку супутніõ 
ферментативниõ активностей. Препарати цеëюëаз базидіаëьноãо 
поõодження мають значно вищу ферментативну активність щодо 
кроõмаëю, пектину та ëіãніну.

Кëючов і  с ë о ва : цеëюëази, ендоãëюканази, цеëобіази, базидіоміцети, 
нижчі ãриби.

Одниì з основних ÷инників, що стриìує проìислове застосування 
ферìентів, що гідролізують öелюлозу є відсутність високоактивних та 
еконоìі÷но ефективних продуöентів [6, 19, 21]. На сьогоднішній день тра-
диöійниìи джерелаìи отриìання ензиìів öелюлозоліти÷ної дії є бактерії 
та ниж÷і гриби відділів Zygomycota та Ascomycota [12, 15]. Природно, що 
саìе öиì організìаì приділяється найбільша увага дослідників у багатьох 
країнах світу. В öей же ÷ас, велика роль базидіальних дереворуйнівних 
грибів у розкладанні лігноöелюлоз деревини не викликає суìніву [7, 
20]. Останніì ÷асоì активізовано дослідження базидіальних грибів як 
продуöентів багатьох біологі÷но активних ре÷овин [14], в тоìу ÷ислі 
ензиìів дереворуйнівного коìплексу [1]. Ðаніше [4] наìи знайдено активні 
продуöенти ферìентів öелюлозоліти÷ної дії та проведено їх ґрунтовне 
дослідження. Для оöінки перспективи використання öих ензиìів у біо-
технології необхідниì є порівняння активності ферìентних препаратів 
екзоöелюлаз, синтезованих базидіоìіöетаìи та ниж÷иìи грибаìи.

Ìетою роботи було порівняльне вив÷ення активності, рН та теì-
пературного оптиìуìів дії препаратів екзоöелюлаз, зìіни активності 
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коìпонентів öелюлозоліти÷ного коìплексу залежно від терìіну їх дії та 
визна÷ення спектру супутніх ферìентативних активностей препаратів 
екзоöелюлаз базидіоìіöетів та ниж÷их грибів.

Ìатеріали і методи
Дослідження проводили на отриìаних в лабораторних уìовах препа-

ратах öелюлаз базидіоìіöетів штаìів Irpex lacteus (Fr.) Fr. Ê-1, À-Дон-02, 
Д-1 та Daedaleopsis confragosa f. confragosa (Bolton) J. Schröt AnSc-1. 
Ферìентні препарати із культуральної рідини одержували відповідно до 
стандартної ìетодики виділення та о÷ищення ензиìів, адаптованої для 
öелюлаз базидіальних грибів [5]. Öелюлази базидіоìіöетів порівнювали 
з такиìи препаратаìи: «Êсибетен-Êсил» та «Êсибетен-Öел» (JSC 
«Biovet», Болгарія), які надано д.х.н., професороì Ñиніöиниì À.П. 
(Ìосковський державний університет іì. Ì.В. Лоìоносова, ì. Ìосква, 
Ðосія), «Celluclast 1,5L» (Sіgma, Ніìе÷÷ина), лабораторний препарат 
гриба Penicillium sp., які надано Ìарією Ìартінез (Iнститут дослідниöької 
біології, ì. Ìадрид, Iспанія), а також «Öелюлаза» (Ладижинський завод 
ферìентних препаратів, Óкраїна).

Åндоглюканазну активність визна÷али за гідролізоì Na-карбоксиìетил-
öелюлози (Sigma, Ніìе÷÷ина), öелобіазну – за гідролізоì öелобіози (Sigma, 
Ніìе÷÷ина). Ñклад реакöійних суìішей при визна÷енні ферìентативних 
активностей та уìови проведення реакöій відповідали рекоìендаöіяì 
IUPAC [16] та загальноприйнятиì ìетодикаì [8, 17]. За одиниöю 
активності (од) прийìали таку кількість ферìенту, за присутності якої 
утворювався 1 ìкìоль редукую÷их öукрів (для поліìерних субстратів) 
або 1 ìкìоль глюкози (для öелобіози) протягоì 1 хв. Ðедукую÷і öукри 
визна÷али ìетодоì Шоìодьї-Нельсона (калібрувальний графік будували 
за глюкозою) [8]. Глюкозу визна÷али глюкозооксидазно-пероксидазниì 
ìетодоì за ìетодикою виробника (Дніпропетровськ, Óкраїна). Вìіст 
білка визна÷али спектрофотоìетри÷ниì ìетодоì на ÑФ-46 (Ðосія) [1]. 
Питоìу активність (од/ìг білка) розраховували як відношення загаль-
ної активності культурального фільтрату (од/ìл) до вìісту протеїну у 
культуральноìу фільтраті (ìг/ìл).

Òеìпературний оптиìуì ферìентів визна÷али в діапазоні теìпера-
тур від 30 до 80 °Ñ з інтервалоì 5–10 °Ñ. Для визна÷ення оптиìуìу рН 
ферìентних препаратів роз÷ини субстратів готували, використовую÷и 
як роз÷инник 0,1 Ì öитратний (рН 3, 4, 5 та 6) або фосфатний буферні 
роз÷ини (рН 7, 8 та 9) [16]. Ñтабільність ферìентів залежно від терìіну 
їх дії визна÷али за оптиìальних зна÷ень теìператури та рН впродовж 
420 хв. 

Ñупутні ферìентативні активності визна÷али використовую÷и загаль-
ноприйняті ìетодики [1, 8, 13, 18].
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Всі дослідження проводили у трикратній повторності. Ðезультати 
досліджень статисти÷но опраöьовували ìетодоì дисперсійного аналізу, 
порівняння середніх арифìети÷них вели÷ин – ìетодоì Дункана [9].

Ðезультати та їх обговорення
Ðезультати досліджень, представлені в таблиöі 1, свід÷ать про те, 

що ферìентні препарати Д-1 та Ê-1 ìають найвищі активності окреìих 
коìпонентів öелюлазного коìплексу, однак нездатні гідролізувати філь-
трувальний папір. Зважаю÷и на те, що така активність проявляється у 
вихідних культуральних фільтратах öих штаìів, ìожна припустити, що 
під ÷ас о÷ищення видаляється певний зв’язую÷ий коìпонент ìіж öиìи 
ензиìаìи або відбувається його автоліз.

Òаблиöя 1

Àктивність целюлазного комплексу ферментних препаратів (од/мг білка)
Table 1

Actіvіty of cellulase complex of enzymatіc preparatіons, U/mg proteіn

Препарат Продуцент
Áілок, 
мг/мл

Субстрат для визначення 
активності

ФП Na-ÊÌÖ Öелобіоза

Êсибетен-Êсил Trichoderma 
longibrachiatum

0,38 19,5 276,1 617,6

Êсибетен-Öел 0,54 18,0 224,8 506,5

Öелюлаза Trichoderma viride 0,20 9,9 455,9 301,6

Penicillium 
crude 

Penicillium sp. 0,26 17,2 353,1 303,9

Celluclast 1,5L Trichoderma reesei 0,24 76,0 534,8 406,8

À-Дон-02

Irpex lacteus

0,04 4,19 590,0 912,1

Д-1 0,03 0 1030,0 1531,9

Ê-1 0,03 0 1327,9 1807,2

AnSc-1
Daedaleopsis confra-
gosa f. confragosa

0,16 5,6 174,9 481,53

 
Приìітка: ФП – фільтрувальний папір, Na-ÊÌÖ – Na-карбоксиìетилöелюлоза; у 
таблиöі наведено середні арифìети÷ні вели÷ини, відхилення від середнього арифìе-
ти÷ного не перевищувало 5%; р<0,05.

Вив÷ення впливу рН на ендоглюканазну та öелобіазну активності фер-
ìентних препаратів öелюлаз базидіоìіöетів та ниж÷их грибів показало, 
що оптиìуì ендоглюканазної активності для досліджуваних препаратів 
(рис. 1) знаходиться в ìежах від рН 4 (препарати À-Дон-02, Д-1 та Ê-1, 
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синтезовані базидіальниì грибоì) до рН 5 (інші ферìентні препарати), 
що узгоджується з даниìи літератури [10]. Високі зна÷ення рН негативно 
впливають на активність ендоглюканази як базидіоìіöетів, так і ниж÷их 
грибів. В той же ÷ас, ìаксиìальна активність öелобіаз знаходиться за 
більш високих зна÷ень рН середовища (рис. 2). 

Ðис. 2. Âплив рÍ на целобіазну активність препаратів целюлаз  
базидіоміцетів та нижчих грибів

Fіg. 2. Cellobіase рÍ optіmum of basіdіomycetes  
and lower fungus enzymatіc preparatіons

Ðис. 1. Âплив рÍ на ендоглюканазну активність препаратів целюлаз базидіоміцетів 
та нижчих грибів  (тут і далі: 1 – «Êсибетен-Êсил», 2 – «Êсибетен-Öел», 3 – «Öелюлаза», 
4 – Penicillium crude, 5 – Celluclast 1,5L, 6 – À-Дон-02, 7 – Д-1, 8 – Ê-1, 
9 – AnSc-1)

Fіg. 1. Endoglucanase рÍ optіmum of basіdіomycetes and lower fungus enzymatіc 
preparatіons  (here and further: 1 – «Xybeten-Xyl», 2 – «Xybeten-Cel», 

3 – «Cellulasa»,  4 – Penicillium crude, 5 – Celluclast 1,5L, 6 – À-Дон-02, 
7 – Д-1, 8 – Ê-1,  9 – AnSc-1)
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Öелобіази ферìентних препаратів «Êсибетен-Êсил», «Êсибетен-Öел», 
«Öелюлаза», Celluclast 1,5L, À-Дон-02, Д-1 та AnSc-1 ìаксиìально активні 
за рН 5, а препаратів Penicillium crude та Ê-1 – за рН 6.

Дослідження показали, що ендоглюканази препарату Celluclast 1,5L 
найбільш активні за теìператури 40 °Ñ, препаратів «Êсибетен-Êсил», 
«Êсибетен-Öел» та Д-1 – за 45 °Ñ, препаратів «Öелюлаза», À-Дон-02, 
Ê-1 та AnSc-1 – за 50 °Ñ, а препарату Penicillium crude – 55 °Ñ (рис. 3). 
Åндоглюканази усіх досліджуваних препаратів не інактивувалися навіть 
на 50% за уìов проведення реакöій при 30 або 80 °Ñ. 

Ðис. 3. Âплив температури на ендоглюканазну активність препаратів целюлаз 
базидіоміцетів та нижчих грибів

Fіg. 3. Endoglucanase temperature optіmum of basіdіomycetes and lower fungus 

enzymatіc preparatіons

Оптиìуì активності öелобіази варіював у більш широких теìпера-
турних ìежах (рис. 4). 

Ðис. 4. Âплив температури на целобіазну активність препаратів целюлаз 
базидіоміцетів та нижчих грибів

Fіg. 4. Cellobіase temperature optіmum of basіdіomycetes and lower fungus 

enzymatіc preparatіons
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Àктивність öього ферìенту у препаратів «Êсибетен-Êсил», «Êсибетен-
Öел», «Öелюлаза» та Д-1 була ìаксиìальною за теìператури 40 °Ñ, у 
препаратів Penicillium crude, Celluclast 1,5L та AnSc-1 – за 45 °Ñ, у 
препарату Ê-1 – за 55 °Ñ, а у препарату À-Дон-02 – за 60 °Ñ. Отже, 
оптиìуìи активності коìпонентів öелюлозоліти÷ного коìплексу 
базидіоìіöетів знаходяться в діапазоні більш високих теìператур, що 
дозволяє зна÷но інтенсифікувати проìислові проöеси використання 
екзоöелюлаз, отриìаних з базидіальних грибів.

Вив÷ення стабільності ферìентативної активності препаратів залежно 
від терìіну їх дії за оптиìальних зна÷ень рН показало (рис. 5), що лише 
ендоглюканаза препарату «Öелюлаза» за 420 хв інактивувалася більш ніж 
на половину, в той ÷ас як всі інші препарати за öей ÷ас інактивувалися 
на 40–50%. 

Ðис. 5. Åндоглюканазна активність препаратів целюлаз базидіоміцетів та нижчих 
грибів в залежності від терміну проведення реакції за оптимального рÍ

Fіg. 5. Dependence of endoglucanase actіvіty of basіdіomycetes and lower fungus 
enzymatіc preparatіons from holdіng tіme at optіmal pH

Ðазоì з тиì, öелобіаза в складі ферìентативних препаратів за опти-
ìальних зна÷ень рН з ÷асоì дії більше втра÷ає свою активність (рис. 6). 
Ñлід відзна÷ити, що отриìані наìи ферìентні препарати базидіоìіöетів 
показали вищу стабільність активності öелобіази за оптиìального рН. 
Êоìерöійні та лабораторні препарати, з якиìи проводили порівняння, 
інактивувалися наполовину вже на 240 («Êсибетен-Êсил», «Öелюлаза» 
та Celluclast 1,5L) та 360 хв досліду (Êсибетен-Öел та Penicillium crude), 
в той ÷ас як öелобіаза базидіоìіöетів на 420 хв експериìенту не втра-
÷ала 50% активності (рис. 6). Встановлено, що найìенше втра÷ається 
активність öелобіази за оптиìального рН у препаратів Д-1 та AnSc-1. 
На 420 хв вона зберігала близько 80% активності, а найбільше втра÷ає 
активність öелобіаза препарату «Öелюлаза», яка за öей ÷ас зберігала 
лише 20% активності.
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Ðис. 6. Öелобіазна активність препаратів целюлаз базидіоміцетів та нижчих грибів 
в залежності від терміну проведення реакції за оптимального рÍ

Fіg. 6. Dependence of cellobіase actіvіty of basіdіomycetes and lower fungus 
enzymatіc preparatіons from holdіng tіme at optіmal pH

Вив÷ення стабільності ендоглюканазної активності препаратів за-
лежно від терìіну їх дії за оптиìальних зна÷ень теìператури показа-
ло, що найìенше за таких уìов зìінюється активність у препарату 
À-Дон-02 (рис. 7). Для ендоглюканази вказаного препарату характерниì 
є поступове зìеншення активності ìайже до 60% від по÷аткової впро-
довж перших 180 хв реакöії за оптиìальної теìператури, однак надалі 
активність ендоглюканази залишається на одноìу рівні до 420 хв до-
сліду. Встановлено, що за öих уìов найбільше знижуються активність 
ендоглюканази ниж÷их грибів в складі препаратів Penicillium crude та 
«Öелюлаза». Óже на 60 хв експериìенту öі ферìенти втра÷али більше 
50% від по÷аткової активності. 

Ðис. 7. Åндоглюканазна активність препаратів целюлаз базидіоміцетів та нижчих 
грибів в залежності від терміну проведення реакції за оптимальної температури

Fіg. 7. Dependence of endoglucanase actіvіty of basіdіomycetes and lower fungus 
enzymatіc preparatіons from holdіng tіme at optіmal temperature
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Показано, що залежно від терìіну протікання реакöії за оптиìаль-
них зна÷ень теìператури найìенше зìінювалася активність öелобіази 
базидіоìіöетів виду Irpex lacteus (рис. 8), яка не інактивувалася на 50% 
навіть впродовж 420 хв.

Ðис. 8. Öелобіазна активність препаратів целюлаз базидіоміцетів та нижчих грибів 
в залежності від терміну проведення реакції за оптимальної температури

Fіg. 8. Dependence of cellobіase actіvіty of basіdіomycetes and lower fungus 

enzymatіc preparatіons from holdіng tіme at optіmal temperature

Відоìо, що важливою характеристикою препаратів öелюлаз є їх 
супутні активності [1, 6, 12, 15]. В результаті вив÷ення досліджуваних 
наìи препаратів встановлено, що вони здатні до гідролізу сполук, су-
путніх öелюлозі – лігніна, пектина та крохìалю. При öьоìу препарати 
öелюлаз базидіоìіöетів показали зна÷ну лігноліти÷ну активність, яка 
достовірно перевищує таку активність ферìентативних препаратів 
ниж÷их грибів. Êріì того, достовірно вищою у кілька разів є активність 
ферìентних препаратів базидіоìіöетів і відносно пектину та крохìалю. 
Ìожна стверджувати, що ферìентативні препарати базидіоìіöетів є 
більш перспективниìи для застосування у біотехнології, коли потрібна 
коìплексна переробка рослинної сировини [11].

Отже, в результаті проведених досліджень показано, що за своїìи 
фізико-хіìі÷ниìи показникаìи найкращиì препаратоì є À-Дон-02, син-
тезований базидіоìіöетоì Irpex lacteus, оскільки до його складу входять 
ендоглюканаза та öелобіаза, активність яких найìенше втра÷ається в 
проöесі тривалої реакöії за оптиìальних зна÷ень теìператури та рН. 
Дослідження супутніх ензиìати÷них активностей показало, що препарати 
öелюлаз як ниж÷их, так і базидіальних грибів здатні до перетворення öілої 
низки субстратів, однак препаратаì базидіоìіöетів притаìанна зна÷но вища 
активність щодо супутників öелюлози – крохìалю, пектину та лігніну.

Роботу виконано за спонсорської підтримки ãромадської орãанізації 
«Развитие» (м. Ìосква, Росія).
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ФÅÐÌÅÍÒÀÒÈÂÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎСÒЬ ПÐÅПÀÐÀÒÎÂ 
ЭÊЗÎÖÅËËЮËÀЗ ÁÀЗÈÄÈÎÌÈÖÅÒÎÂ È ÍÈЗШÈÕ ÃÐÈÁÎÂ

Ðеферат

Проведено сравнительное изу÷ение активности препаратов 
�кзоöеллюлаз базидиоìиöетов и низших грибов как коììер÷еского, так 
и лабораторного происхождения. Óстановлены рН и теìпературный 
оптиìуìы действия препаратов, изìенение активности коìпонентов 
öеллюлозолити÷еского коìплекса в зависиìости от вреìени проведения 
реакöии. Доказано, ÷то öеллюлозолити÷еские �нзиìы базидиоìиöетов бо-
лее активны по сравнению с ферìентаìи, полу÷енныìи из низших грибов. 
Показано, ÷то ферìентативные препараты öеллюлаз как базидиоìиöетов, 
так и низших грибов проявляют ряд сопутствующих ферìентативных 
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активностей, однако препараты öеллюлаз базидиального происхождения 
иìеют зна÷ительно более высокую активность по отношению к крахìалу, 
пектину и лигнину.

Êлю÷евые слова: öеллюлазы, �ндоглюканазы, öеллобиазы, 
базидиоìиöеты, низшие грибы.
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ENZYMATIC ACTIVITY OF CELLULASE BASIDIOMYCETES 
PREPARATIONS AND LOWER FUNGI

Summary

There were conducted the comparative analysis of cellulases enzymatic 
preparations of basidiomycetes with lower fungi both commercial 
and laboratory origin. In the process of comparing the preparations 
were investigated as to their activity to hydrolyze filter paper, Na-
carboxymethylcellulose and cellobiose. pH and temperature optima of 
preparations action, dependence of their activity upon holding time at 
optimal pH and temperature were determined. It is proved that cellulolytic 
enzymes from basidiomycetes are more active than those from lower fungi. 
It is found that cellulases from both basidiomycetes and lower fungi exhibit 
a number of associated enzymatic activities, but cellulolytic enzymes from 
basidiomycetes have significantly higher activity of enzymes that as to 
starch, pectin and lignin.

Key  wo rds : cellulases, endoglucanases, cellobiases, basidiomycetes, 
lower fungi.


