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Высшие грибы и полученные на их основе физиологически активные соединения 

составляют важную часть современной медицины во всем мире. В научных трудах есть 

множество исследований, доказывающих, что особой биологической активностью обла-

дают такие вещества, содержащиеся в высших грибах, как: полисахариды, ферменты, бел-

ки, органические кислоты, витамины, липиды, и т.д. [1]. 

В ходе жизненного цикла, плодовые тела, как и мицелий с культуральной жидко-

стью, высших грибов аккумулируют в своей биомассе множество биологически активных 

веществ (БАВ). В числе таких веществ – иммуномодулирующие протеины, терпеноиды и 

полисахариды [2, 3]. Особое внимание стоит уделить полисахаридам из-за высокой биоло-

гической активности: антибактериальное противовоспалительное и ранозаживляющее 

действие, гипогликемическая, гипохолестеринемическая, антиоксидантная и антивирус-

ная активность, так же были выявлены положительные результаты в профилактике сахар-

ного диабета и выявлены гепатопротективные свойства [4, 5]. 

Исходя из вышесказанного, можно сделать вывод, что разработка методов выделе-

ния и изучение свойств полисахаридов из биомассы высших грибов, является перспектив-

ным направлением, требующим дальнейшего углубленного изучения. 

Цель работы – исследование процесса выделения водорастворимых полисахаридов 

и хитин-глюканового комплекса из плодовых тел грибов Armillaria mellea. 

Для извлечения водорастворимых и структурных полисахаридов из биомассы пло-

довых тел Armillaria mellea были выбраны и доработаны условия эксперимента, описан-

ные в работах [6, 7]. 

Метод получения водорастворимых полисахаридов заключался в понижении тем-

пературы экстракции измельченной массы грибов до 80±3°С, что позволило устранить 

проблему вспенивания массы при извлечении. При этом мягче протекает экстракция по-

лисахаридов горячей водой, при незначительной денатурации белка. После выделения во-

дорастворимых полисахаридов с помощью DEAE–Sepharose Fast Flow авторы проводили 

фракционирование экстрактов с использованием аффинной хроматографии. Последующее 

применение Sephacryl S–300, в качестве хроматографической фазы высокого разрешения, 

позволило производить быструю очистку полисахаридов и других макромолекул. В этом 

исследовании были получены полисахариды с молекулярной массой от 1×10
4
 до  
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1,5×10
6
 Да, причѐм отдельные полисахариды были успешно выделены в чистом виде для 

последующего биотестирования. 

Биошрот полученный после водной экстракции, был использован для дальнейшего 

получение хитин-глюканового комплекса. 

Метод получения хитин–глюканового комплекса заключался в последовательной 

депротеинизации раствором гидроксида натрия, деминерализации раствором соляной ки-

слоты и обезвоживании изопропиловым спиртом. 

С целью проведения эксперимента в лабораторных условиях, было выбрано сле-

дующие оборудование: центрифуга медицинская 12000 r/min, весы лабораторные CAS 

MWP 300, лабораторная мешалка верхнеприводная Stegler MV–6D, термостаты с темпера-

турными пределами от +8 до -12 °С и от +5 до +60 °С, шкаф сушильный ШС–80–01 СПУ, 

измельчитель механический лабораторный, колбонагреватель HM–5000A, магнитная ме-

шалка MM3M, испаритель ротационный Reatorg Technologies R206B, пластины для тон-

кослойной хроматографии «Sorbfil» UV–254. 

Общая схема исследований представлена на рисунке 1. 

Для достижения поставленной цели – выделение полисахаридов из Armillaria 

mellea, на основании ранее проведѐнных на кафедре биотехнологии БТИ АлтГТУ иссле-

дований приведѐнная схема была изменена и доработана по следующему алгоритму. 

Высушенные плодовые тела измельчали до размера не более 0,25 мм, смешивали с 

дистиллированной водой в соотношении 1:10 и экстрагировали биомассу грибов в течение 

4 ч, при температуре 80±3 °C, при постоянном перемешивании. 

Полученный экстракт фильтровали через складчатый бумажный фильтр. Остав-

шийся биошрот, использовали для получения хитин–глюканового комплекса. Маточный 

раствор охлаждали до 4 °C и центрифугировали при 5000 об/мин. Надосадочную жид-

кость концентрировали при пониженном давлении. Концентрат смешивали с 4 объѐмами 

абсолютного этанола и охлаждали в течение 24 ч. при 4 °C. Выпавший осадок дисперги-

ровали в воде. Для выделения и последующего расщепления полисахаридов на моносаха-

риды, диализ и лиофилизация были замещены на гидролиз по методу, апробированному 

на кафедре биотехнологии БТИ АлтГТУ [7]. 
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Рисунок 1 – Общая схема исследований 
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Разделение сахаров осуществляли методом колоночной хроматографии. Качествен-

ный анализ моносахаридов проводили методом тонкослойной хроматографии в смеси ме-

танола с хлороформом. 

Полученный осадок после водной экстракции, высушили до постоянной массы, и 

депротеинизировали 8 % водным раствором NaOH в соотношении 1:58. 

Выделение водорастворимых полисахаридов 

Для определения размера частиц высушенных и измельчѐнных плодовых тел, ис-

пользовали сито с размером ячейки 0,25 мм. Навеску измельчѐнных плодовых тел массой 

13 г, поместили в трѐхгорлую круглодонную колбу, и смешали с дистиллированной водой 

в соотношении 1:10. 

При постоянном перемешивании механической мешалкой (150 об/мин.), смесь экс-

трагировали в течении 3 ч. при температуре 80±3 °С. Число оборотов мешалки выбирали 

по побочному эффекту вспенивания реакционной массы. Полученный экстракт отфильт-

ровали через бумажный фильтр и центрифугировали при 5000 об/мин, 10 мин при 4° C, 

для более полной очистки от нерастворѐнных частиц. Полученный биошрот, высушили 

при температуре 50±3 °С, до постоянной массы. 200 мл очищенного экстракта упаривали 

при пониженном давлении и температуре 60 °С на ротационном испарителе до 60 мл. По-

лученный очищенный и концентрированный экстракт смешивали с 4 объѐмами абсолют-

ного спирта и оставляли на 24 ч. в холодильнике при 4 °С. Образовавшийся осадок, мас-

сой 5,1 г. диспергировали до полного растворения в 135 мл воды. 

Дальнейший гидролиз проводили по методике, описанной в работе [8]. 

Выделение хитин-глюканового комплекса 

Навеску полученного ранее биошрота массой 6 г, поместили в трѐхгорлую кругло-

донную колбу и добавили 350 мл 8 % водного раствора NaOH. При постоянном переме-

шивании механической мешалкой (200 об/мин.), смесь депротеинизировали в течении 1 ч. 

при температуре 80±3 °С. Полученную массу после первой стадии депротеинизации, от-

фильтровали и промыли 250 мл дистиллированной воды, через хлопчатобумажный 

фильтр. Полученный и промытый материал, вновь перенесли в трѐхгорлую круглодонную 

колбу и добавили 350 мл 8 % водного раствора NaOH, для повторной депротеинизации 

при тех же условиях. Депротеинизированную биомассу, отфильтровали и промыли до 

нейтральной реакции промывных вод. Депротеинизированный полимер поместили в ко-

ническую колбу и залили 250 мл 2н соляной кислоты. Деменирализацию проводили 3 ч, 

при температуре 25 °С в термостате. Деминерализованное вещество отделили от раствора 

кислоты фильтрованием, на хлопчатобумажном фильтре, осадок промыли дистиллиро-

ванной водой, до нейтрального значение pH промывных вод. Деминирализованную био-

массу, вновь перенесли в коническую колбу и добавили 100 мл изопропилового спирта 

для обезвоживания в течении 18 ч при температуре 28 °С в термостате. Полимер отделили 

от спирта фильтрованием на хлопчатобумажном фильтре и дополнительно промыли  

100 мл изопропилового спирта для полного замещения воды спиртом. Во избежание обра-

зования тѐмных плотных комков, необходимо обрабатывать спиртом всю массу полимера. 

Итоговый продукт перенесли в чашку Петри и высушили при температуре 40 °С в су-

шильном шкафу в течении 24 ч. Масса сухого хитин–глюканового комплекса составила 

0,51 г. Выход от сухого биошрота, Armillaria mellea, составил 8,5 %. 

Ранее проведѐнные эксперименты показали, что содержание полисахаридов в пло-

довых телах культивируемых грибов зависит от компонентов субстрата, условий выращи-

вания, а также от применяемых методов извлечения [9]. Известные полисахариды высших 

грибов, обладающие биологической активностью, значительно различаются по углевод-

ному составу и структуре [10]. Так, в составе продуктов гидролиза плодовых тел G. fron-

dosa найдены рамноза, арабиноза, ксилоза, манноза, глюкоза, галактоза, фукоза. 

Изучение мономерного состава водорастворимых полисахаридов Armillaria mellea 

показало, что полисахариды образованы остатками моносахаридов, с преобладанием ман-

нозы – от 3,48 % до 5,32 %. Методом ВЭЖ-хроматографии соотношение продуктов гид-
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ролиза полисахаридов – глюкозы, маннозы, фукозы, рамнозы в базидиомицетах Armillaria 

mellea составило 2,45 : 3,86 : 2,19 : 1,78, соответственно. 

Извлечение биологически активных полисахаридов из грибов сопряжены с боль-

шими трудностями, которые обусловлены, прежде всего, тем, что полисахариды присут-

ствуют в высших грибах в незначительных количествах. Дальнейшее изучение этих со-

единений позволит расширить наши представления о подборе субстратов для успешного 

культивирования плодовых тел Armillaria mellea и повышения концентрации в них целе-

вых полисахаридов. При этом исследование качественного и количественного состава 

экстрактивных веществ высших базидиомицетов, в зависимости от разработанных мето-

дов извлечения, может представлять значительный интерес для создания лекарственных 

субстанций и биологически активных добавок к пище. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ и Министерства обра-

зования и науки Алтайского края в рамках научного проекта № 19-48-220008. 
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