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Комплексная переработка торфа является важной хозяйственной проблемой. Методом 

электрохимического синтеза авторами получены хелатные соединения железа с гуми-

новыми кислотами, которые рекомендуется использовать в качестве кормовой добав-

ки. В связи с образованием вторичного ресурса (целлолигнина) возникает проблема 

создания технологии его переработки на экономически эффективные продукты. Цел-

лолигнин содержит большое количество целлюлозы, что делает его привлекательным 

сырьем для биотехнологической переработки микроорганизмами. Однако в целлолиг-

нине содержится лигнин, препятствующий ферментативному гидролизу целлюлозы 

до простых сахаров, что обусловливает необходимость поиска способов его предва-

рительной обработки. Целлолигнин может использоваться в качестве питательного 

субстрата для культивирования мицелиальных грибов рода Trichoderma, так как для 

них характерно проявление ксиланазной и целлюлазной активности, которая способ-

ствует ферментативному гидролизу целлолигнина. Цель работы – определение фер-

ментативной активности при культивировании штамма мицелиального гриба 

Trichoderma reesei M18 на питательных средах из целлолигнина торфа. Для повыше-

ния ферментативной активности мицелиального гриба в питательную среду, содер-

жащую целлолигнин торфа в твердой фазе, вводили мультиэнзимный комплекс, 

включающий целлюлазные и ксиланазные ферменты и редуцирующие вещества. 

Также в экспериментах целлолигнин обрабатывали бисульфитном натрия, после чего 

лигнин растворялся и клетчатка становилась более доступной для ассимилирования 

грибом. Установлена целесообразность культивирования мицелиального гриба 

Trichoderma reesei M18 на питательных средах из целлолигнина торфа, предваритель-

но обработанного бисульфитом натрия. Показано, что внесение в питательную среду 
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на основе целлолигнина, обработанного бисульфитом натрия, мультиэнзимных ком-

плексов, содержащих целлюлазы и ксиланазы, способствует повышению фермента-

тивной активности Trichoderma reesei M18, что увеличивает синтез белка и, соответ-

ственно, биомассы. Предварительная обработка целлолигнина торфа бисульфитом 

натрия рекомендуется для биоконверсии мицелиальным грибом Trichoderma reesei 

M18 с получением из биомассы адсорбента микотоксинов. Биомасса мицелиальных 

грибов Trichoderma reesei M18, выращенная на целлолигнине торфа, использована 

для получения адсорбентов микотоксинов, которые успешно испытаны in vivo. 

 

Ключевые слова: торф, целлолигнин, обработка бисульфитом натрия, ксиланазы, цел-

люлазы, культивирование Trichoderma reesei M18. 

 

Торф является гетерогенным  по составу топливным и сырьевым ресур-

сом для промышленности. Основу торфа составляют остатки растений-

торфообразователей – биополимеров растительного происхождения, продук-

тов распада этих растений, подвергшихся биоконверсии в природных услови-

ях. Формирование торфа происходит за счет превращения части растений-

торфообразователей в вещества сложной химической структуры под общим 

названием «гуминовые вещества». Кроме гуминовых веществ, в торфе содер-

жится значительное количество неразложившихся остатков растений с сохра-

нившимся клеточным строением и лигнин. Неорганическая часть представле-

на минеральными веществами разной природы, адсорбционными образовани-

ями минералов с гуминовыми и другими веществами продуктов распада рас-

тений [3]. 

Экономическая эффективность переработки торфа возможна только при 

комплексном подходе с получением широкого ассортимента продуктов. Ком-

плексный подход предполагает разделение торфа по фракционно-групповому 

составу и использование каждой фракции в качестве сырья при производстве 

конкретных продуктов. Торф по фракционно-групповому составу можно раз-

делить на битумы, гуминовые вещества, легко- и трудногидролизуемые веще-

ства (полисахариды) и лигнин [7]. 

Изучение процесса трансформации органических веществ растений при 

торфообразовании показывает, что скорость деструкции органических соеди-

нений определяется их способностью вступать в реакции и быть доступными 

для усвоения почвенными микроорганизмами. Углеводы являются преобла-

дающим компонентом растений и составляют 40…80 % их органической мас-

сы. В результате торфообразования в первую очередь деструкции подверга-

ются легкогидролизуемые вещества – гемицеллюлозы. Целлюлоза торфа от-

носится к трудногидролизуемым веществам. Не гидролизуемые в природных 

условиях вещества торфа гетерогенны по составу с преимущественным со-

держанием лигнина. Количество негидролизуемого остатка в торфе может 

доходить до 30 %. 

Ранее проведенные авторами исследования показали возможность элек-

трохимического синтеза хелатных соединений железа с гуминовыми кислота-
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ми, которые целесообразно использовать в качестве кормовой добавки [2, 8, 

10, 12].  

При выделении гуминовых кислот из торфа образуется целлолигнин, 

разработка технологии переработки которого имеет практическую значи-

мость. Одним из способов утилизации целлолигнина торфа может быть био-

технологический, в частности, с использованием мицелиальных грибов и по-

следующим получением биопродуктов из биомассы. 

Цель настоящей работы – определение эффективности культивирования 

штамма мицелиального гриба Trichoderma reesei M18 на питательных средах 

из целлолигнина торфа. 

Для решения этой проблемы необходимо оценить эффективность куль-

тивирования мицелиального гриба на питательной среде, содержащей: 

целлолигнин торфа в твердой фазе;  

целлолигнин торфа в твердой фазе и целлюлолитические и ксиланазные 

ферменты; 

целлолигнин торфа, обработанного бисульфитом натрия; 

целлолигнин торфа, обработанного бисульфитом натрия, и целлюлоли-

тические и ксиланазные ферменты. 

Объект и методы исследований 

В исследованиях использовался мицелиальный гриб Trichoderma reesei 

M18 предоставленный кафедрой биохимии и биотехнологии Казанского 

(Приволжского) федерального университета. Культуру гриба выращивали в 

чашке Петри на картофельно-глюкозном агаре, имеющем следующий состав, 

г/л: отвар картофеля – 200, агар – 2, стрептомицин – 1. Инокулирование куль-

туры гриба в питательную среду проводили петлей из чашки Петри. 

Для культивирования гриба применяли целлолигнин торфа после выде-

ления гуминовых веществ, которые извлекались методом щелочной экстрак-

ции 1 %-м раствором NaOH (гидромодуль 1:100) в течение 60 мин. После чего 

экстракт отделяли центрифугированием, оставшийся целлолигнин торфа про-

мывали дистиллированной водой. 

Питательная среда содержала целлолигнин торфа в твердой фазе (10 г/л 

в пересчете на сухое вещество) и минеральные вещества (KH2PO4 – 15,0; 

CaCl2 – 0,3; (NH4)2SO4 – 4,9; МgSO4·7H2O – 0,3 г/л. рН питательной среды ва-

рьировался от 4 и 8. 

Для повышения ферментативной активности мицелиального гриба в пи-

тательную среду вводили мультиэнзимный комплекс (МЭК), включающий 

целлюлазные и ксиланазные ферменты и редуцирующие вещества. 

МЭК получен культивированием штамма гриба  T. reesei M18 на пита-

тельной среде из фугата послеспиртовой барды по методике,  представлен-

ной в работе [4]. Ксиланазная активность в МЭК – 37,3 IU/мл, целлюлазная 

– 0,29 FPU/мл. МЭК вводили в питательную среду в виде культуральной 

жидкости в количестве 10…30 % от общего объема питательной среды, ко-
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торая содержала 2,6 г/л редуцирующих веществ. Полагалось, что присут-

ствие в питательной среде целлюлазы и ксиланазы будет способствовать при 

ферментативном гидролизе целлюлозы образованию олигомерных углево-

дов, являющихся индукторами дополнительного синтеза грибами целлюлазы 

и ксиланазы [5]. 

Для повышения физиологической активности мицелиального гриба T. 

reesei M18, целлолигнин торфа также обрабатывали бисульфитном натрия, 

при котором лигнин растворяется, а клетчатка торфа становится более до-

ступной для ассимилирования грибом. Бисульфитную обработку осуществля-

ли при температуре 170 
о
С, продолжительности – 3 ч, расходе сульфита 

натрия (по Na2О) – 15 % к абс. сухому веществу, гидромодуле  1:8, рН 6,5. 

Содержание редуцирующих веществ в бисульфитном щелоке составило  

1,3 г/л, что указывало на частичную деструкцию целлюлозы. Содержание ре-

дуцирующих веществ в питательных средах, обусловленное необходимостью 

роста гриба, варьировалось.  

Культивирование на питательных средах из целлолигнина торфа прово-

дили периодическим глубинным способом при температуре (28 ± 1) 
о
C от 6 до 

15 сут при непрерывном перемешивании (частота вращения 130 об/мин) в 

темноте на шейкере-инкубаторе Innova 43R (США) в колбах вместимостью   

250 мл. Объем питательной среды 50 мл. 

Определение ксиланазной активности  проводили в трех повторностях 

по методу König [13],  целлюлазной активности – в трех повторностях по ме-

тоду IUPAC [11]. 

Для определения редуцирующих сахаров к 120 мкл исследуемой пробы 

добавляли 1200 мкл дистиллированной воды и 600 мкл DNSA (3,5–

динитросалициловая кислота). Пробы сначала выдерживали в течение 10 мин 

при температуре 100 °С, затем – 5 мин при 0 °С. После этого добавляли во все 

пробы по 6 мл дистиллированной воды и измеряли оптическую плотность 

растворов при длине волны 540 нм. В качестве контроля использовали ди-

стиллированную воду. 

Долю негидролизованной целлюлозы в целлолигнине определяли в трех 

повторностях по методу [14], белок в твердой фазе культуральной жидкости – 

методом элементного анализа на анализаторе EuroEA-3000 (Euro Vector, Ита-

лия). Стандарт – стрептоцид (C6H8O2N2S).  

Для статистической обработки результатов использовали программу 

Excel. Для сравнения применяли интервальные оценки. Уровень значимости  

р < 0,05. 

Результаты и обсуждения 

Анализ результатов, полученных при культивировании штамма гриба  

T. reesei M18 на питательной среде из целлолигнина торфа в твердой фазе, 

показывает, что данная культура в рассматриваемых условиях не проявляет 

существенной физиологической активности. Проявление незначительной кси-

ланазной и целлюлазной активностей вызывает гидролиз целлюлозы до про-
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стых сахаров (глюкозы). Однако этого количества редуцирующих веществ не 

достаточно для интенсивного роста культуры, что подтверждается следовыми 

количествами белка (табл. 1). 
Т а б л и ц а 1  

Влияние pH, продолжительности культивирования и МЭК  

на ферментативную активность штамма мицелиального гриба T. reesei M18  

на питательной среде из  целлолигнина торфа 

рН 

Расход 

культу-

ральной 

жидкости с 

МЭК, 

об. % от 

объема 

питатель-

ной среды 

Продол-

житель-

ность 

культи-

вирова-

ния, 

сут 

Редуци-

рующие 

вещества, 

г/л 

Активность  

Доля  

негидроли-

зованной 

целлюло-

зы, % 

Содержание 

белка в твер-

дой фазе 

культураль-

ной жидко-

сти, % 

ксиланаз-

ная, IU/мл 

целлюлазная, 

FPU/мл 

4 0 6 – /Следы Следы/0,10 Следы/0,001 95,20 Следы 

8 0 6 – /0,01 Следы/0,11 Следы/0,001 96,50 Следы 

4 0 9 – /Следы Следы/0 Следы/Следы 97,01 Следы 

8 0 9 – /0,03 Следы/0,12 Следы/0,002 94,20 Следы 

4 30 6 0,86/1,12 11,2/27,28 0,09/0,295 13,26 7,7 

8 30 6 0,86/4,05 11,2/40,46 0,09/0,454 10,11 16,5 

4 30 9 0,86/1,61 11,2/30,30 0,09/0,260 12,96 11,0 

8 30 9 0,86/4,33 11,2/34,55 0,09/0,386 12,01 11,5 

Примечание . Здесь и далее, в табл. 2, 3 в числителе приведены начальные 

данные, в знаменателе – конечные. 

 

С внесением редуцирующих веществ и МЭК из целлюлазных и ксила-

назных ферментов в питательную среду из целлолигнина торфа в твердой фа-

зе наблюдается увеличение физиологической активности культуры – рост 

культуры, что подтверждается увеличением синтеза белков. Эти закономер-

ности взаимосвязаны с продолжительностью культивирования и pH среды. К 

концу культивирования мицелиального гриба отмечено повышение фермен-

тативной активности культуры. Внеклеточные ксиланазные и целлюлазные 

ферменты, продуцируемые грибом, гидролизуют целлюлозу, обусловливая по 

окончанию периода культивирования увеличение содержания редуцирующих 

веществ в культуральной жидкости. Рассматриваемая закономерность под-

тверждается снижением содержания целлюлозы в целлолигнине. 

Культивирование мицелиального гриба T. reesei M18 на питательной 

среде из целлолигнина, обработанного бисульфитом натрия, позволяет значи-

тельно увеличить ферментативную активность культуры по сравнению с 

культивированием на питательной среде, содержащей не обработанный би-

сульфитом натрия целлолигнин (табл. 2). В рассматриваемом эксперименте 

повышению физиологической активности культуры способствовало наличие в 

среде редуцирующих веществ, образующихся при обработке целлолигнина 

бисульфитом натрия. При продолжительности культивирования 9 сут и pH 8 
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ксиланазная и целлюлазная активность культуры сопоставима с данной фер-

ментативной активностью гриба в случае внесения в питательную среду МЭК 

и редуцирующих веществ. При увеличении продолжительности культивиро-

вания до 15 сут ферментативная активность гриба увеличивается. 

Следует отметить, что при первоначальном содержании в питательной 

среде редуцирующих веществ 0,65 г/л культивирование гриба более эффек-

тивно, так как наблюдается повышенная ферментативная активность культу-

ры, сопровождающаяся гидролизом целлюлозы и, соответственно, увеличени-

ем содержания редуцирующих веществ к окончанию культивирования. Рост 

содержания белка в рассматриваемых условиях также подтверждает повыше-

ние ферментативной активности мицелиального гриба T. reesei M18 при куль-

тивировании на питательной среде из целлолигнина торфа, обработанного 

бисульфитом натрия.  
 

Т а б л и ц а 2 

Влияние pH и продолжительности культивирования 

на ферментативную активность штамма мицелиального гриба T. reesei M18 

на питательной среде из целлолигнина торфа,  

обработанного бисульфитом натрия 

 

Внесение в питательную среду целлогнина торфа, обработанного би-

сульфитом натрия, и культуральной жидкости, содержащей МЭК 30 об. % от 

общего объема питательной среды, интенсифицирует синтез грибом T. reesei 

M18 внеклеточных ферментов целлюлазы и ксиланазы (табл. 3). Данная зако-

номерность подтверждается повышением содержания этих ферментов при 

увеличении продолжительности культивирования и pH культивирования 8 и 

4. Рост культуры подтверждается снижением содержания в целлолигнине 

целлюлозы, увеличением содержания белка и редуцирующих веществ  

в культуральной жидкости на момент окончания культивирования гриба  

T. reesei M18. 

рН 

 

Продолжи- 

тельность 

культивирова-

ния, сут 

Редуцирующие 

вещества, 

г/л 

Активность Доля 

негидро- 

лизованной 

целлюлозы, 

% 

Содержание 

белка, % 

к биомассе ксиланазная, 

IU/мл  

целлюлазная, 

FPU/мл 

8 9 0,65/3,09 63,14 0,612 10,27 19,3 

4 9 0,65/2,12 44.34 0,491 13,12 17,6 

8 9 1,30/1,96 29,78 0,205 12,08 14,3 

4 9 1,30/0,85 15,85 0,144 15,22 9,4 

8 15 0,65/4,09 76,54 0,352 9,52 19,8 

4 15 0,65/2,10 55,55 0,206 11,86 14,8 

8 15 1,30/1,13 24,93 0,348 12,24 14,3 

4 15 1,30/1,09 18,83 0,231 16,61 8,5 
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Следует отметить, что внесение культуральной жидкости с МЭК в пита-

тельную среду из целлолигнина торфа, обработанного сульфитом натрия, 

приводит к дополнительному повышению ферментативной активности гриба. 
 

Т а б л и ц а 3  

Влияние pH, продолжительности культивирования и МЭК 

на ферментативную активность штамма мицелиального гриба T. reesei M18 

на питательной среде из  целлолигнина торфа,  

обработанного бисульфитом натрия* 

рН 

Продолжи-

тельность 

культивирова-

ния, сут 

Редуцирующие 

вещества, 

 г/л 

Аактивность  
Доля негидроли-

зованной целлю-

лозы, % 

Содержа-

ние белка, 

% к био-

массе 

ксиланаз-

ная, IU/мл 
целлюлаз-

ная, FPU/мл 

8 9 1,690/4,16 74,02 0,575 8,13 21,5 

4 9 1,690/3,65 43.21 0,413 15,25 17,6 

8 9 1,235/2,42 15,76 0,268 13,11 17,6 

4 9 1,235/2,44 11,57 0,103 17.56 16,1 

8 15 1,690/4,80 88,97 0,403 7,21 22,5 

4 15 1,690/3,77 62,75 0,231 12.35 20,9 

8 15 1,235/1,11 23,51 0,418 16,02 18,4 

4 15 1,235/2,06 15,28 0,211 13,24 15,4 

*Внесение 30 об. % культуральной жидкости, содержащей МЭК и редуцирую-

щие вещества, от общего количества питательной среды. 

 

Установленные закономерности влияния на ферментативную актив-

ность гриба T. reesei M18 обработки целлолигнина торфа бисульфитом натрия 

и внесения в питательную среду МЭК можно объяснить присутствием в этих 

средах олигомерных углеводов – ксиланов и глюканов, являющихся индукто-

рами синтеза грибом соответствующих ферментов [6, 9]. 

Биомасса мицелиального гриба T. reesei M18, выращенная на целлолиг-

нине торфа, использована для получения адсорбентов микотоксинов, которые 

успешно испытаны in vivo [1]. 

Выводы 

1. Показано, что увеличению ферментативной активности мицелиально-

го гриба T. reesei M18 способствует культивирование на питательной среде из 

целлолигнина, предварительно обработанного бисульфитом натрия, и внесе-

ние мультиэнзимных комплексов, содержащих целлюлазы и ксиланазы,   

2. Установлено, что культивирование мицелиального гриба T. reesei M18 

на питательной среде из целлолигнина, обработанного бисульфитом натрия, и 

внесение мультиэнзимного комплекса, содержащего целлюлазы и ксиланазы, 

приводит к увеличению синтеза белка и, соответственно, биомассы. 

3. Предварительная обработка целлолигнина торфа бисульфитом натрия 

рекомендуется для биоконверсии мицелиальным грибом T. reesei M18 с полу-

чением из биомассы адсорбента микотоксинов. 
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Integrated processing of peat is an important economic issue. The authors have obtained 

the iron chelates with humic acids by the electrochemical synthesis method. The acids are 

recommended for use as a feed additive. Due to the formation of the secondary resource – 

lignocellulose we have encountered a problem of the technology of its processing into the 

cost-effective products. Lignocellulose contains a large amount of pulp that makes it an 

attractive material for the biotechnological processing by microorganisms. However, lig-

nocellulose contains lignin, which prevents the enzymatic hydrolysis of cellulose into 

simple sugars. This fact demands the ways of its pretreatment. Lignocellulose can be used 

as a nutrient substrate for the cultivation of filamentous fungi of the Trichoderma genus, 

since they are characterized by the expression of xylanase and cellulase activities , which 

promote the enzymatic hydrolysis of lignocellulose. The work objective is a definition of 

the enzyme activity in culture of the strain of filamentous fungus Trichoderma reesei M18 

in the nutrient solution based on peat lignocellulose. To enhance the enzymatic activity of 

filamentous fungus we injected a multi-enzymic complex comprising cellulase and xy-

lanase enzymes and reducing agents into the nutrient solution with peat lignocellulose in a 

solid phase. Lignocellulose was also treated with sodium bisulfite in the experiments; 

lignin was dissolved and cellulose became more accessible for assimilating by fungus. 

The expediency of filamentous fungus Trichoderma reesei M18 cultivation in the nutrient 

solution based on peat lignocellulose, pre-treated with sodium bisulfite, is established. 

The introduction of multi-enzymic complexes, containing cellulase and xylanase, into the 

nutrient solution based on lignocellulose, treated with sodium bisulfite, improves the en-

zyme activity of Trichoderma reesei M18, which increases the protein and biomass syn-

thesis. The pretreatment of peat lignocellulose by sodium bisulfite is recommended for the  
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bioconversion by mycelial fungus Trichoderma reesei M18 with adsorbent of mycotoxins 

obtaining from biomass. The biomass of filamentous fungi Trichoderma reesei M18, 

grown on peat lignocellulose, is used to produce the adsorbents of mycotoxins, which 

successfully have been tested in vivo. 

 

Keywords: peat, lignocellulose, sodium bisulfite treatment, xylanase, cellulase, Trichoderma 

reesei M18 cultivation. 
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