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УДК 582.284.3 

В.М. Ліновицька, А.С. Бухало, О.М. Дуган 

ПІДБІР УМОВ ГЛИБИННОГО КУЛЬТИВУВАННЯ GRIFOLA FRONDOSA 
ЯК ОСНОВИ ДЛЯ СТВОРЕННЯ БІОТЕХНОЛОГІЙ ОТРИМАННЯ ЛІКУВАЛЬНО-

ПРОФІЛАКТИЧНИХ ПРЕПАРАТІВ 

The paper investigates the influence of sources of carbon and nitrogen, pH and components of nutrient mediums (beer wort, 
molasses, corn extract, peptone, extract of yeasts) on the accumulation of biomass and exopolysaccharides under cultivation of 
higher basidiomycetes mushroom of Grifola frondosa (Dicks: Fr.) S.F. Gray. Crucially, we propose complex nutrient mediums 
with glucose, ammonium nitrate, corn extract and molasses favorable for biosynthesis of exopolysaccharides and biomass. 

Вступ 

Вищі базидіальні гриби використовуються 
людиною з давніх часів як безпосередньо для 
харчування, так і в народній медицині. У наш 
час практичне значення різних видів грибів ці-
єї групи полягає в отриманні їстівних плодових 
тіл, а також ряду біологічно активних сполук 
харчового, лікувально-профілактичного та про-
мислового призначення. Так, на основі базиді-
оміцетів створено унікальні протипухлинні 
препарати: шизофілан, грифолан, лентинан, 
коріолан тощо [1, 2]. Також відомо про отри-
мання ферментів, лектинів, полісахаридів та 
інших органічних сполук з різноманітними 
властивостями саме з вищих базидіальних гри-
бів. Тому дослідження, які стосуються розши-
рення галузі використання різних видів бази-
діоміцетів, не припиняються. 

Одним із об’єктів, перспективних з цієї 
точки зору, є базидіоміцет Grifola frondosa 
(грифола кучерява, маїтаке), який є джерелом 
лікувально-профілактичних протеоглюканових 
і глюканових комплексів з протипухлинною, 
імуностимулюючою, антибактерійною, антиві-
русною (в тому числі проти ВІЛ) дією, а також 
має здатність до регулювання кров’яного тиску 
та антидіабетичні й антиоксидантні властивості 
[1—9]. Як і у інших базидіальних грибів, основ-
ною біологічно активною речовиною препара-
тів на основі G. frondosa є полісахариди. У маї-
таке були виявлені α- і β-D-глюкани з перева-
жанням β-D-глюканів. Виділені з міцелію, 
плодових тіл і культурального фільтрату різні 
фракції полісахаридів досліджуються і викори-
стовуються під різними назвами: грифолан, D-
глюкан, MD-фракція, Grifron-D тощо [3, 4, 7]. 

Крім того, з плодових тіл і міцелію грифо-
ли було виділено та досліджено N-ацетилга-
лактозамін — специфічний лектин — і ряд про-
теолітичних ферментів [10, 11]. 

Основним методом промислового виробниц-
тва продуктів з G. frondosa є отримання плодових 
тіл твердофазовим культивуванням з подальшим 
виділенням з них та очищенням певних цільових 
продуктів. Але більш технологічним та ефектив-
ним є виробництво грибних біологічно активних 
сполук в умовах глибинного культивування. 

Інформації про особливості глибинного 
культивування грифоли в літературі наведено ма-
ло. Як середовища в основному використовува-
лись сольовий розчин з додаванням глюкози — 
20—45 г/дм3 (або рідше сахарози — 20—30 г/дм3) і 
різноманітних джерел ростових факторів — пеп-
тон, дріжджовий екстракт, картопляний відвар, 
мальц-екстракт [12—16]. Але наведені авторами 
відомості не завжди повні й іноді суперечливі. 
Тому існує необхідність у подальших поглибле-
них дослідженнях G. frondosa в різних умовах 
культивування як в напрямі розширення теоре-
тичних знань стосовно біології цього базидіомі-
цета, так і з точки зору створення нових вітчиз-
няних біотехнологій отримання різноманітних 
біологічно активних речовин (БАР), в першу 
чергу лікувально-профілактичного призначення. 

Постановка задачі 

Мета дослідження: оцінка фізіолого-біохі-
мічних особливостей різних штамів вищого ба-
зидіоміцета Grifola frondosa залежно від умов 
глибинного культивування та підбір компонен-
тів поживних середовищ для створення біотех-
нологій виробництва фізіологічно активної мі-
целіальної біомаси як джерела БАР. 

Матеріали і методи 

Об’єктом дослідження були 4 штами Gri-
fola frondosa (Dicks: Fr.) S.F. Gray, отримані з 
колекції шапинкових грибів Інституту ботаніки 
ім. М.Г. Холодного НАН України. 
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Глибинне культивування проводилося в 
колбах Ерленмеєра на 100 або 250 мл в умовах 
постійного перемішування за допомогою орбі-
тальної качалки (60—70 об/хв) при температурі 
28 ± 1 °С. Середовища інокулювались поперед-
ньо отриманою фізіологічно активною глибин-
ною культурою в об’ємній кількості 10 %. 

Як мінеральна основа для середовищ ви-
користовувався сольовий розчин такого складу: 
NH4NO3 — 3 г/дм3; KH2PO4 — 1 г/дм3; K2HPO4 — 
1 г/дм3; MgSO4⋅3H2O — 0,6 г/дм3 [17]. При цьому 
для різних варіантів досліджень як ростові фак-
тори і додаткові джерела азоту та вуглецю вно-
сився в кількості, еквівалентній 20 г/дм3 глюко-
зи, один із таких компонентів: пивне сусло, бу-
рякова меляса, кукурудзяний екстракт (КЕ), пеп-
тон, екстракт кормових дріжджів (ЕКД). Конт-
рольне середовище містило глюкозу. 

Протягом культивування раз на добу здій-
снювався відбір проб культуральної рідини. В 
пробах визначалися рівень рН, вміст біомаси, 
редукуючих речовин та екзополісахаридів. 

Рівень накопичення біомаси визначався 
ваговим методом висушуванням міцелію до по-
стійної маси при температурі 105 ± 1 °С [18]. 
Вміст редукуючих речовин у культуральній рі-
дині визначався фериціанідним методом [19]. 

Для визначення концентрації екзополісаха-
ридів спочатку здійснювалися осадження 5 мл 
культуральної рідини з використанням 10 мл 
96 %-ного етанолу та відстоювання протягом до-
би при температурі 4 ± 1°С, після чого осад відо-
кремлювався центрифугуванням упродовж 25 хв 
зі швидкістю 6—7 тис. об/хв і розчинявся в 5 мл 
гарячої дистильованої води. Потім відбиралися 
2 мл розчину, в якому визначалася кількість ек-
зополісахаридів фенол-сірчаним методом [20]. 

Для визначення найсприятливіших для на-
копичення біомаси та екзополісахаридів джерел 
вуглецю використовувалося те ж саме мінеральне 
середовище, до якого як єдине джерело вуглецю, 
в кількості еквівалентній 20 г/дм3 глюкози, дода-
валися інулін, ксилоза, лактоза, мальтоза, маніт, 
крохмаль, сахароза, фруктоза. Визначення кращих 
джерел азоту здійснювалося на середовищі такого 
складу: глюкоза — 20 г/дм3; KH2PO4 — 1 г/дм3; 
K2HPO4 — 1 г/дм3; MgSO4⋅3H2O — 0,6 г/дм3, до 
якого як джерело азоту (в еквіваленті 3 г/дм3 
NaNO3) додавалися: гістидин, лейцин, лізин, трип-
тофан, пептон, NаNО3, NН4NО3, NаNО2, NН4Сl. 

Вплив рівня рН на накопичення біомаси 
та екзополісахаридів визначався на сольовому 
середовищі з додаванням глюкози (30 г/дм3), в 

якому зміною концентрації KH2PO4 і K2HPO4 
створювалися буферні розчини зі значенням 
рН від 4,6 до 8,1 [18]. 

Результати і їх обговорення 

На першому етапі досліджень визначався 
вплив різних джерел вуглецю та азоту на ріст 
штамів G. frondosa (рис. 1, 2). Для росту всіх 
штамів G. frondosa кращими джерелами вуглецю 
були глюкоза і крохмаль. Так, максимальна кіль-
кість міцеліальної біомаси спостерігалася у шта-
му 962 — 1,63 ± 0,01 і 1,48 ± 0,06 г/дм3 відповідно. 

Кращими джерелами азоту для G. frondosa був 
пептон — накопичення міцеліальної біомаси від 
1,58 ± 0,05 (штам 1790) до 1,92 ± 0,2 г/дм3 (штам 
332). Серед неорганічних джерел азоту найсприят-
ливішим виявився нітрат амонію (від 1,28 ± 0,05 
до 1,71 ± 0,02 г/дм3 у 332 і 962 штамів відповідно). 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 1. Накопичення міцеліальної біомаси штамами Grifola 
frondosa на середовищах з різними джерелами вуг-
лецю (7 доба):  — штам 332;  — штам 962;  — 
штам 1790;  — штам 1794 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 2. Накопичення міцеліальної біомаси штамами Grifola 
frondosa на середовищах з різними джерелами азоту 
(7 доба):  — штам 332;  — штам 962;  — штам 
1790;  — штам 1794 
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Зауважимо, що сприятливі для накопи-
чення біомаси штамами G. frondosa глюкоза, 
пептон і нітрат амонію є поширеними компо-
нентами рідких та щільних поживних середо-
вищ і найчастіше застосовуються для культиву-
вання ксилотрофних вищих базидіоміцетів, у 
тому числі грифоли [12—16]. 

Однією з найважливіших характеристик 
культур є динаміка накопичення біомаси та пев-
них цільових метаболітів. Тому для встановлення 
особливостей біосинтезу екзополісахаридів і біо-
маси в часі було проведено культивування штамів 
G. frondosa 332, 962, 1790 і 1794 на середовищі з 
20 г/дм2 глюкози та додаванням як джерела росто-
вих факторів 2 % пивного сусла. Виявлено, що 
найбільш активна (логарифмічна) фаза росту 
припадала для цих штамів на 24—48 години куль-
тивування, а максимальне накопичення біомаси — 
на п’яту—шосту добу становило від 4,68 ± 0,28 
(штам 1794) до 5,69 ± 0,24 г/дм3 (штам 332) (рис. 3). 

Оскільки основними біологічно активними 
речовинами, які отримуються з G. frondosa, є різні 
фракції полісахаридів (хоча й отриманих в основ-
ному з базидіом), то для подальшого вивчення та 
підтвердження лікувально-профілактичної дії було 
визначено динаміку концентрації екзоклітинних 
полісахаридів, що секретуються глибинним міце-
лієм. Найбільша концентрація екзополісахаридів у 
всіх штамів становила 1,24—1,80 г/дм3 на п’яту—
шосту добу культивування (рис. 4). 

Ще одним фактором, який впливає на рі-
вень продукування метаболітів і біомаси, є рН 
середовища. Дослідження впливу кислотності 
на накопичення біомаси та екзополісахаридів

для штамів G. frondosa проводилися на синте- 
тичному поживному середовищі з глюкозою 
(30 г/дм3) при різних вихідних значеннях рН 
(рис. 5, 6). В результаті було виявлено штамові 
особливості культур та визначено, що більшо-
му виходу біомаси, так само, як і отриманню 
більшої кількості екзополісахаридів, для штамів 
332, 962 і 1794 сприяє рівень рН = 5,4—6,0, для 
штаму 1790 — рН = 6,8. Таким чином, рівень рН 
середовищ, призначених для отримання біомаси 
та екзополісахаридів, може бути однаковим. 

Оскільки комплексні середовища, з одного 
боку, є більш сприятливими для росту та отри-
мання біологічно активних метаболітів з грибів, 
ніж синтетичні, а з іншого — є відносно дешеви-
ми, то на наступному етапі досліджень визначали- 
ся особливості біосинтетичної активності і нако- 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3. Динаміка накопичення біомаси штамами Grifola 
frondosa в глибинній культурі:  — штам 332; 

 — штам 1790;  — штам 962;  — 
штам 1794 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4. Динаміка накопичення екзополісахаридів штамами 
Grifola frondosa в глибинній культурі:  — штам 
332;  — штам 1790;  — штам 962;  — 
штам 1794 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 5. Накопичення міцеліальної біомаси штамами Grifola 
frondosa на середовищах з різними вихідними зна-
ченнями рН (7 доба):  — штам 332;  — штам 962; 

 — штам 1790;  — штам 1794 
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пичення біомаси для штамів G. frondosa на п’яти 
комплексних рідких середовищах. У результаті бу-
ло виявлено, що найбільша кількість біомаси спо-
стерігається у штамів на середовищах з пептоном і 
КЕ (рис. 7). Так, штами 962 і 1790 накопичували 
5,52 ± 0,54 і 5,57 ± 0,47 та 4,25 ± 0,08 і 3,84 ± 
± 0,16 г/дм3 міцеліальної біомаси відповідно. Най-
гіршими середовищами були контрольне (без до-
даткових компонентів) та із суслом. 

Визначення накопичення екзополісахаридів 
на комплексних поживних середовищах (рис. 8) 
показало, що їх максимальна кількість виявля-
ється у G. frondosa на середовищах з мелясою 
або пептоном (2,8 ± 0,2 і 3,4 ± 0,4 г/дм3 відповід-
но). Найменшу активність по накопиченню ек-
зополісахаридів досліджувані штами виявляли 
на середовищах з суслом або глюкозою. 
При культивуванні на комплексних середови-
щах також було визначено динаміку рН. По-
мітні зміни спостерігалися тільки в середови-
щі з пептоном, рівень рН якого зменшувався з 
6,8 до 4,5—5,0. В інших середовищах значення 
рН практично залишалося без змін і станови-
ло залежно від складу середовища 4,5—7,0. 

Результати дослідження вмісту в культураль-
ному фільтраті редукуючих речовин (РР) при 
культивуванні на комплексних поживних сере-
довищах показали, що основними тенденціями 
динаміки споживання цих сполук є поступове 
зниження їх кількості в культуральній рідині 
для всіх штамів G. frondosa на всіх середовищах, 
крім середовища з пептоном, де спочатку спо-
стерігається підвищення кількості РР протягом 
перших трьох діб культивування. Нерівномірне 
зменшення концентрації РР у середовищі, тоб-
то деяке тимчасове збільшення вмісту РР при 
культивуванні штамів G. frondosa, пояснюється 
різним складом поживних середовищ і розкла-
дом їх компонентів у декілька етапів, при цьо-
му вміст цукрів може підвищуватися. 

Отже, особливості динаміки накопичення 
біомаси та екзополісахаридів базидіоміцетом 
G. frondosa залежать, в першу чергу, від складу 
середовища і пов’язані з наявністю речовин-
індукторів та хімічною природою сполук, що є 
джерелами вуглецю й азоту для гриба. 

Висновки 

У результаті проведених досліджень росту 
та біосинтетичної активності вищого базидіаль-
ного гриба Grifola frondosa на рідких середови-
щах різного складу встановлено сприятливі для 
накопичення біомаси джерела вуглецю (глюкоза 
та крохмаль) і азоту (пептон та нітрат амонію). 

При визначенні динаміки накопичення 
біомаси було встановлено, що логарифмічна фа-
за росту припадає для всіх штамів на 24—48 го-
дини, а максимальне накопичення біомаси — на 
п’яту—шосту добу культивування. Найбільша 
концентрація екзополісахаридів у всіх штамів 
становила 1,24—1,80 г/дм3 на п’яту—шосту добу 
культивування. 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 6. Накопичення екзополісахаридів штамами Grifola fron-
dosa на середовищах з різними вихідними значення-
ми рН (7 доба):  — штам 332;  — штам 962;  — 
штам 1790;  — штам 1794 

 

 

 

 

 

 

Рис. 7. Накопичення біомаси штамами Grifola frondosa на ком-
плексних поживних середовищах (10 доба):  — штам 
332;  — штам 962;  — штам 1790;  — штам 1794 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 8. Біосинтез екзополісахаридів штамами Grifola frondosa 
на комплексних поживних середовищах (10 доба):  — 
штам 332;  — штам 962;  — штам 1790;  — штам 
1794 
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Визначено, що більшому виходу біомаси, 
так само, як і отриманню екзополісахаридів, 
сприяє рівень рН = 5,4—6,0 для штамів 332, 
962, 1794 і рН = 6,8 для штаму 1790. 

Культивування на комплексних поживних 
середовищах дало змогу встановити, що най-
більша кількість біомаси спостерігається у шта-
мів на середовищі з пептоном і КЕ (до 
5,57 ± 0,47 г/дм3 міцеліальної біомаси), а най-
більша концентрація екзополісахаридів — на 
середовищах з мелясою або пептоном (2,8 ± 0,2 
і 3,4 ± 0,4 г/дм3 відповідно). 

Виявлено незначну зміну рівня рН протя-
гом культивування на сприятливих для проду-
кування біомаси та екзополісахаридів середо-
вищах з кукурудзяним екстрактом і мелясою. 

Для подальших біотехнологічних досліджень 
рекомендовано штами-продуценти G. frondosa 962 
і 1790, що мають досить високий рівень нако-
пичення екзополісахаридів і біомаси, та запро-
поновано сприятливі для цього комплексні по-
живні середовища з глюкозою, нітратом амо-
нію, кукурудзяним екстрактом і мелясою. 
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