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Ферменты могут быть получены из нескольких источников, включая 

растения, животные, грибы и микроорганизмы. Большинство ферментов 

производится с использованием технологии глубинного и твердофазного 

культивирования биомассы бактериальных и грибных клеток. Наиболее 

перспективным представляется процесс твердофазного культивирования 

биомассы мицелия грибов на отходах деревоперерабатывающей и 

сельскохозяйственной промышленности. Морфология мицелиальных 

грибов позволяет им заселять поверхность субстрата и матрикс в поисках 

питательных веществ, в следствии этого происходит секреция более 

высоких уровней метаболитов и ферментов [1]. 

Различные растительные отходы, используемые в качестве субстрата, 

могут модифицировать метаболическую экспрессию грибов и позволяют им 

производить ферменты с различными характеристиками, которые можно 

применять во многих отраслях промышленности. 

В качестве основных способов, применяемых при производстве 

ферментов из твердофазной культуры грибов, используются: экстракция, 

ультрафильтрация, осаждение, концентрирование, фракционирование, 

сушка [1, 2]. 

Экстракция является наиболее распространенным методом 

извлечения ферментов не только из твердофазной культуры грибов, но из 

растений, животных и бактерий [3, 4]. 

Исследование способов экстракции ферментов из твердофазной 

культуры мицелия высших грибов позволит в будущем разработать 

оптимальные технологии их наработки в круглогодичном режиме и повысит 

экономические показатели производства высококачественных ферментных 

препаратов для нужд пищевой, фармацевтической и сельскохозяйственной 

промышленности. 
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Целью работы является экстракция ферментов из твердофазной 

культуры мицелия Piptoporus betulinus и исследование их ферментативной 

активности. 

Экспериментальная часть 

Твердый субстрат готовят на основе зерна пшеницы с добавлением 

мела и гипса. Зерновой субстрат помещают в колбы Эрленмейера объемом 

500 мл и засевают чистой культурой мицелия Piptoporus betulinus из чашки 

Петри. Культивирование мицелия осуществляют в термостате при 

температуре (282)°С в течение 14 суток. 

Экстракция ферментов из культуры 

Для работы готовят забуфернную воду: к 90 мл дистиллированной 

воды добавляют 10 мл соответствующего буфера. Навеску сырой культуры 

массой 10 г растирают 10-15 минут в фарфоровой ступке с добавлением 

оксида алюминия и 10-20 мл буферного раствора. Вливают оставшийся 

буферный раствор, тщательно перемешивая. Затем помещают в термостат 

(30°С) на 30 минут, это позволяет полностью экстрагировать ферменты  из 

мицелия. После чего полученную смесь пропускают через складчатый 

бумажный фильтр. 

Для установления амилолитической активности используют 

ацетатный буфер (рН 4,7), для протеолитической – фосфатный (рН 7,3). 

Определение амилолитической активности 

Параллельно проводят два опыта. Две пробирки термостатируют 10 

минут при 30°С с 10 мл уже приготовленного 1%-ного крахмального 

раствора. Затем вносят по 5 мл в одну из пробирок дистиллированной воды, 

в другую – приготовленного раствора с ферментом. Хорошо перемешивают 

и оставляют еще на 10 минут.  

Из обеих пробирок берут пробы по 0,5 мл и вносят в две колбы 

объемом 200 мл с 50 мл рабочего раствора йода и перемешивают. 

Контрольный раствор окрашивается в синий цвет, а опытный – в 

фиолетовый. 

Из приготовленных растворов отбирают 0,5 мл из колб с контрольным 

и опытным растворами, вносят в отдельные колбы объемом 100 мл и 

доливают до метки дистиллированную воду.  

Устанавливают оптическую плотность получившихся растворов при 

длине волны 670 нм, раствором сравнения служит дистиллированная вода. 

Находят количество гидролизованного крахмала Х по разнице между 

значениями оптических плотностей растворов: 

 

X =
0,1(D1 − D2)

D1
, 

где 0,1 – количество крахмала (субстрата), г; D1 – оптическая 

плотность контрольного раствора; D2 – оптическая плотность опытного 

раствора. 
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По полученным данным рассчитываем амилолитическую активность 

𝐸𝑎, ед./г: 

𝐸𝑎 =
(7,264𝑋 − 0,03766) ∙ 1000

𝑛
, 

где 7,264 и 0,03766 – эмпирические коэффициенты, полученные при 

математической обработке экспериментальных данных. В коэффициенты 

введен множитель для пересчета на 1 ч действия фермента; n – масса 

аликвоты, взятой для анализа, г. 

В результате проведенных расчетов, амилолитическая активность 

экстракта составила 607,50 ед./г. 

Определение протеолитической активности 

Готовят две колбы для контрольного и опытного растворов. Для этого 

в две конические колбы на 100 мл наливают 20 мл 96%-ного этанола и 0,2 

мл 1%-ного раствора тимолфталеина.  

Для контрольного опыта в отдельную колбу на 50 мл вливают 10 мл 

5%-ного раствора желатина и 2 мл анализируемого ферментного раствора. 

Из нее берут пробу 1 мл и вносят в колбу с контрольным опытом, 

перемешивают и титруют 0,1 н раствором гидроксида натрия. Оставшийся 

желатин с ферментом термостатируют в течение 3 часов при 40°С. Затем из 

этой колбы берут 1 мл, помещают в колбу с опытным раствором и также 

титруют. 

Протеолитическую активность ПС, ед./мл рассчитывают по формуле: 

ПС =
𝐴𝑃

𝑡
, 

где А – масса аминного азота, аккумулированного в реакционной 

смеси во время опыта, мг; Р – коэффициент, учитывающий разведение и 

пересчет на 1 мл анализируемого раствора (Р = 6 для данных условий 

опыта); t – время гидролиза, ч. 

Величину А находят по формуле: 

𝐴 = (𝑎 − 𝑎к) ∙ 1,4К, 
где 𝑎  объем 0,1 н раствора гидроксида натрия, пошедший на 

титрование 1 мл опытной пробы, мл; 𝑎к – объем 0,1 н раствора гидроксида 

натрия, пошедший на титрование 1 мл контрольной пробы, мл; 1,4 – 

коэффициент пересчета количества 0,1 н раствора NaOH в мг азота 

аминокислот и полипептидов; K – поправка к титру щелочи (K=1). 

Расчеты показали, что протеолитическая активность экстракта 

составила 1,008 ед./г. 

Заключение 

В результате проведенных исследований была показана возможность 

экстракции ферментов из твердофазной культуры мицелия высших грибов 

Piptoporus betulinus ацетатным и фосфатным буферами. Установлено, что 

протеолитическая активность экстрактивных веществ составила 1,008 ед./г, 

амилолитическая – 607,50 ед./г. Данные исследования позволят в 
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дальнейшем разработать эффективную технологию извлечения ферментов 

из биомассы высших грибов, которые могут найти применение в пищевой, 

фармацевтической и сельскохозяйственной промышленности. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ и 

Министерства образования и науки Алтайского края в рамках научного 

проекта № 19-48-220008. 
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