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Досліджено вплив температури на ріст та збереження життєдіяльності міцелію 

аскоміцету Eremothecium ashbyi F340, який є перспективним об’єктом для отримання 
рибофлавіну біотехнологічним методом. Встановлено нижню та верхню граничні 
температури культивування, які дорівнюють відповідно 4 та 38°С. Встановлено час, 
протягом якого міцелій E.ashbyi зберігає свою життєдіяльність за дії температур, вищих 
за верхню граничну температуру. Досліджено умови для зберігання культури в 
активному стані. 

Ключові слова: аскоміцет, Eremothecium ashbyi, рибофлавін, культивування, 
температура, зберігання. 

 
It was investigated the temperature influence on a growth and preservation of mycelium 

vital activity of ray fungus Eremothecium аshbyi F340, which is perspective object for receipt 
of riboflavin by biotechnological method. The cultivation temperature maximum and 
minimum were established and equal accordingly 4 and 38˚C. It was established the time of 
preservation of vital activity of E. аshbyi under impact of higher than maximum temperature. 
It was investigated the conditions of storage of the culture in active statement. 
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Вступ 
Рибофлавін є одним з найважливіших ростових факторів людини і тварин. Достатня 

забезпеченість продуктів харчування вітаміном В2 є важливою передумовою росту тварин та птахів. 
Дефіцит рибофлавіну призводить до низки захворювань. Протягом тривалого часу рибофлавін 
синтезують хімічним шляхом, але останнім часом спостерігається заміщення хімічного синтезу 
вітаміну В2 біотехнологічним. 

Як біооб’єкти для біотехнологічного виробництва рибофлавіну сьогодні широко використовують 
організми різних таксономічних груп, переважно дріжджі та міцеліальні гриби. Серед флавіногенних 
дріжджів це Candida famata [1, 2, 3] (використовується американською біотехнологічною фірмою 
Archer Daniels Midland) та Pichia guilliermondii [4]. Серед міцеліальних грибів широко використо-
вуються Eremothecium gossypii (синонім Ashbya gossypii) (німецька фірма BASF) [1, 2] та Eremothecium 
ashbyi [5, 6]. Також застосовують генно-інженерні штами бактерії Bacillus subtilis [1, 2, 7]. 

Одним з перспективних об’єктів для отримання рибофлавіну біотехнологічним шляхом є 
Eremothecium ashbyi, який належить до групи грибів, що є паразитами рослин. Він розвиваються на 
соєвих бобах та переважно на коробочках бавовнику, викликаючи пошкодження, що називаються 
«стигматомікозами» [8, 9]. Інфекцію поширюють комахи – через зроблені ними проколи гриби потрап-
ляють у рослину. Вперше E.ashbyi виявив у 1935 році M.A. Guilliermond, який показав здатність цього 
гриба до суперсинтезу рибофлавіну. Також цей гриб вирізняється своєю здатністю до синтезу флавіна-
деніндинуклеотиду. ФАД становить до 30 % від загальної кількості флавінів у культурі E.ashbyi [10]. 

Ще однією особливістю E.ashbyi є його здатність до синтезу ефірної олії, яка містить 
гераніол, який застосовується в парфумерній промисловості. В ефірній олії, що синтезується, також 
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ідентифікуються β-фенілетанол, нерол, цитронерол, нераль та гераніаль, що свідчить про схожість з 
ефірною олією з квітів троянди [11–13]. Це дає змогу розглядати цей гриб ще й як нетрадиційне 
джерело отримання натуральних ароматичних речовин. 

E.ashbyi належить до аскоміцетів, що не утворюють плодових тіл, мають дихотомічний 
розгалужений міцелій яскраво-жовтого кольору, який складається з багатоядерних клітин. Колір 
міцелію обумовлений присутністю рибофлавіну, який накопичується в такій кількості, що випадає 
у вигляді кристалів в вакуолях. На міцелії інтеркалярно (вставочно по ходу гіфи) утворюються 
подовжені багатоспорові спорангії, які містять веретеноподібні спори. 

Проте цей гриб має значний недолік – він нестабільний під час зберігання та культивування. 
На твердих середовищах при кімнатній, низькій температурі і навіть в процесі ліофілізації він легко 
втрачає свою здатність до суперсинтезу рибофлавіну. 

 

Мета роботи 
Практичне втілення біотехнології отримання рибофлавіну потребує розширення фундамен-

тальних знань про біологічні властивості продуцента. Температурні межі, максимум та оптимум 
росту є вагомими фізіологічними характеристиками культури, які мають велике значення для 
реалізації процесу культивування. Тому метою дослідження було встановлення впливу температури 
на життєздатність міцелію E.ashbyi F340. 

 

Матеріали та методи 
Об’єктом дослідження був Eremothecium ashbyi Guilliermond 1935, отриманий із Всеросійсь-

кої колекції промислових мікроорганізмів (таксономічне положення: царство Fungi, відділ 
Ascomycota, клас Hemiascomycetes, порядок Saccharomycetales, родина Spermophthoraceae [14, 15]). 
За сучасними даними, відповідно до міжнародної бази систематики грибів САВІ Bioscience та бази 
даних CBS Database of Fungal Names, цей гриб віднесений до Eremotheciaceae, Saccharomycetales, 
Saccharomycetidae, Saccharomycetes, Saccharomycotina, Ascomycota, Fungi [16]. 

Штам гриба зберігався при кімнатній температурі в скошеному агаризованому глюкозо-
пептонному середовищі (ГПС) складу (у %): дріжджовий екстракт – 0,5; пептон – 0,3; глюкоза – 
1,0; агар – 2,0.  

Для перевірки життєздатності культури за різних температур та встановлення верхньої 
граничної температури штам інкубували в чашках Петрі з ГПС при таких значеннях температури: 
4, 20, 35, 36, 37, 38, 39, 45°С. Після третьої доби інкубації враховувалась наявність чи відсутність 
росту культури. За відсутності росту за досліджуваної температури надалі інкубація відбувалася за 
температури 28°С для перевірки збереження життєздатності. 

Культивування в рідкому поживному глюкозо-пептонному середовищі здійснювали при 28ºС 
протягом 7 діб у конічних колбах з 50 мл середовища на качалці зі швидкістю 150 об/хв. Для 
виявлення температури, за якої посівний матеріал зберігає життєдіяльність, колби з E.ashbyi 
розташовувалися у термостаті при, 35, 36, 37, 39, 45 та 60°С та витримувалися там протягом 1, 3, 4, 
6 та 24 годин. Також посівний матеріал піддавався заморожуванню при -20°С. Для перевірки 
життєздатності витримані культури висівалися газоном в чашки Петрі з агаризованим ГПС та 
культивувалися при 28°С. Ріст культури враховувався на 3 та 6 добу культивування. 

З метою дослідження впливу температури на зберігання активності культури, E.ashbyi 
зберігався при температурі 4 та 20°С у пробірках в агаризованих глюкозо-пептонному і соєвому 
середовищах та в рідкому ГПС протягом місяця. Частину пробірок з ГПС зберігали під шаром 
вазелінового масла. Через місяць культура висівалася у колби ємністю 100 мл з 50 мл рідкого ГПС, 
культивування здійснювалося на качалці протягом 7 діб при 28°С та 150 об/хв. Досліджувався 
рівень накопичення біомаси та рибофлавіну у двох послідовних пасажах. 

Кількість біомаси визначали ваговим методом після її відділення від культуральної рідини та 
висушування до сталої маси при 105ºС. Вміст рибофлавіну визначався спектрофотометрично при  
λ = 450 нм після попереднього кип’ятіння культуральної рідини з біомасою протягом 30 хв і 
гідролізу ФАД до ФМН протягом 12 год у 10 % ТХО [17, 18]. 



 

 160 

Результати та їх обговорення 
Під час зберігання та культивування штаму-продуценту температура є одним з найважли-

віших факторів, від яких залежить біосинтетична здатність культури. Верхня і нижня граничні 
температури інкубації для культур грибів – це температури, за яких ріст міцелію не спостерігається, 
але зберігається його життєздатність і при перенесенні міцелію в сприятливіші температурні умови 
його ріст відновлюється. 

При дослідженні росту та життєздатності штаму E. ashbyi при температурах 4°С, 20°С, 28°С 
(контроль), 37°С, 45°С на агаризованому ГПС показано відсутність росту культури при температурі 
4°С і нижче та при 39°С і вище (табл. 1). При 28°С на 3 добу інкубації спостерігається ріст культури – 
з’являються жовті колонії округлої форми, незначне забарвлення субстрату у жовтий колір. При 20, 
36 та 37°С на 3 добу інкубації спостерігаються дрібні білі колонії. Для дослідних зразків, що 
інкубувалися при 4°С, спостерігається відновлення життєдіяльності культури при перенесенні 
міцелію в сприятливі умови (підвищення температури інкубації до 28°С). А от для дослідних 
зразків, що інкубувалися при 39°С, відновлення життєдіяльності не відбувається. 

Таблиця 2 
Життєздатність міцелію при різних температурах інкубації. 

Температура інкубації, °С Наявність росту на 3 добу Відновлення росту при 28°С 
4 – +++ 

20 + +++ 
28 ++ +++ 
35 ++ +++ 
36 ++ +++ 
37 + +++ 
38 + ++ 
39 – – 
45 – – 

Примітка: 
– відсутність росту; 
+ незначний ріст, колонії дрібні білого кольору; 
++ гарний ріст, колонії блідо-жовті, незначна пігментація середовища у жовтий колір навколо колоній; 
+++ інтенсивний ріст, колонії яскраво жовтого кольору, середовище забарвлене у жовтий колір. 
 
Отже, значення нижньої граничної температури для E.ashbyi становить 4°С. Верхня гранична 

температура дорівнює 38°С. Треба зазначити, що при цій температурі ще спостерігається незначний 
ріст гриба, а вже при 39°С ріст міцелію не спостерігається та відновлення росту не відбувається. 

Відомо, що відсутність росту при високих температурах може бути зумовлена руйнуванням 
діяльності ферментів, зниженням коефіцієнта дихання, посиленням гідролітичних процесів у 
клітинах, отруєнням протоплазми шкідливими продуктами розпаду, зокрема аміаком [19]. 

При дослідженні впливу температур на посівний матеріал E.ashbyi, отриманий глибинним 
способом, встановлено, що культура не витримує заморожування при -20°С з подальшим 
розморожуванням та тривале нагрівання до 45°С (табл. 2). Експериментальні данні, отримані при 
28, 35 та 37°С, повністю збігаються з даними попередніх дослідів. 

Цікаво було дослідити, як вплинуть на виживання посівного матеріалу температури, які 
знаходяться вище верхньої граничної температури росту. Встановлено, що при нагріванні посівного 
матеріалу до 39°С та витримуванні за цієї температури протягом 1–6 годин та при нагріванні до 45°С 
протягом 1–3 годин та подальшому посіві на агаризоване ГПС життєдіяльність культури зберігається. 
За тривалішого витримування культури при високих температурах життєдіяльність культури 
зменшується, а за витримування протягом 24 годин культура повністю втрачає життєздатність. 

Наступним етапом дослідження було встановлення впливу температури на збереження культури 
E.ashbyi в активному стані, який оцінювали за рівнем накопичення рибофлавіну та біомаси при пересіві 
з середовищ, на яких культура зберігалася, на рідке глюкозо-пептонне середовище. Отримані 
результати стосовно рівня накопичення рибофлавіну та біомаси наведено на рис. 1 та 2. 
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Таблиця 2 
Виживання культури E.ashbyi після витримування посівного матеріалу  

за різних температур 

Температура 
прогрівання, °С 

Час витримування, год 
Наявність росту  

на 3 добу 
Наявність росту  

на 6 добу 
-20 24 – – 

28 (контроль) 24 ++ +++ 
35 24 ++ +++ 
37 24 + +++ 

1 ++ +++ 
3 + +++ 
4 + ++ 
6 + ++ 

39 

24 – – 
1 ++ +++ 
3 + +++ 
4 – + 
6 – + 

45 

24 – – 

Примітка: 
– відсутність росту; 
+ незначний ріст, колонії дрібні білого кольору; 
++ гарний ріст, колонії блідо-жовті; 
+++ інтенсивний ріст, колонії яскраво жовтого кольору, середовище забарвлене у жовтий колір. 
 
З результатів попередніх досліджень відомо, що культура E.ashbyi при регулярних пересівах 

здатна накопичувати до 40–45 мкг/см3 рибофлавіну [20]. Встановлено, що найкращими умовами 
для збереження штаму в активному стані є збереження під шаром вазелінового масла, причому 
температура мала дуже незначний вплив. За цих умов рівень накопичення рибофлавіну залишається 
стабільним і становить 42 та 45 мкг/см3 при 20°С та 5°С відповідно. Також спостерігається значне 
накопичення біомаси. 
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Рис. 1. Накопичення рибофлавіну штамом E.ashbyi F340, що зберігався  
протягом місяця за різних умов та на різних поживних середовищах 
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Рис. 2. Накопичення біомаси штамом E.ashbyi F340, що зберігався  
протягом місяця за різних умов та на різних поживних середовищах 

 
Рівень накопичення рибофлавіну на агаризованих середовищах (ГПС та соєвому) вищий у 

разі зберігання культури при 5°С, а от при 20°С краще рибофлавін накопичується у разі зберігання 
культури на рідкому поживному середовищі. 

Цікаво було встановити, чи буде спостерігатися така сама тенденція при наступному 
(другому) пасажі культури. У колби з рідким ГПС було внесено 5 % посівного матеріалу, яким 
слугувала культура першого пасажу. Отримані результати значно відрізняються від попередніх. 
Рівень накопичення рибофлавіну практично вирівнявся і становив від 11 до 18 мкг/см3, що на 58–
74 % нижче звичайного рівня. Проте значно зріс рівень накопичення біомаси – в середньому на 20–
30 %. Зниження кількості рибофлавіну із збільшенням кількості біомаси пояснюється тісним 
зв’язком біосинтезу флавінів з обміном пуринів [21]. Активізація ростових процесів, пов’язаних з 
підсиленням синтезу нуклеїнових кислот, призводить до послаблення флавіногенезу. Можливо, для 
стабільного рівня накопичення рибофлавіну не вистачило проміжного етапу вирощування культури 
E.ashbyi на агаризованому поживному середовищі, як це описано у [22]. 

Висновки 
Досліджено вплив температури на життєдіяльність міцелію аскоміцету Eremothecium ashbyi 

F340, що є суперпродуцентом рибофлавіну. 
Встановлено, що нижня гранична температура для E.ashbyi становить 4°С. Верхня гранична 

температура дорівнює 38°С – за цієї температури ще спостерігається незначний ріст гриба, а вже 
при 39°С росту міцелію не спостерігається та відновлення росту при 28°С не відбувається. 

Встановлено, що культура E.ashbyi зберігає свою життєздатність за нагрівання до 39°С та 
витримування за цієї температури протягом 6 годин, а за температури 45°С культура зберігає 
життєдіяльність протягом 3 годин. 

Показано, що найбільш підходящими умовами для зберігання культури E.ashbyi в активному 
стані є зберігання під шаром вазелінового масла у холодильнику чи за кімнатної температури. 
Короткотривале зберігання краще здійснювати у холодильнику в агаризованому глюкозо-
пептонному середовищі. 
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