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ИССЛЕДОВАНИЕ КОЛОНИЗАЦИИ ТОРФОСУБСТРАТОВ 
ГРИБОМ TRICHODERMA VIRIDE ПРИ ВНЕСЕНИИ 

ИММОБИЛИЗОВАННЫХ ПРЕПАРАТИВНЫХ ФОРМ

К.В. ЧЕКАЛОВА, Н.С. МАРКВИЧЁВ, Е.В. ПОДШИВАЛОВА, Е.С. ИГНАТЬЕВА 

(Кафедра биотехнологии РХТУ им. Д.И. Менделеева)

Проанализирована способность гриба Trichoderma viride в иммобилизованном 
состоянии колонизировать торфяные субстраты, а также рассмотрены преимуще
ства при иммобилизации данного гриба в Са-альгинатном геле совместно с суб
стратом внутри гранулы.

Споры и вегетативные клетки гри
бов p. Trichoderma широко использу
ются в технологиях защиты растений 
в открытом и защищённом грунте как 
средства борьбы и профилактики с 
грибными заболеваниями [3, 6, 11]. Пре
паративные формы на основе данных 
грибов имеют один существенный не
достаток, а именно — низкий уровень 
стабильности при хранении, вследствие 
чего возникает необходимость в повы
шении дозы вносимого препарата либо 
увеличении кратности его внесения [4]. 
Рядом авторов показано, что приме
нение методов механической иммоби
лизации в полисахаридных матрицах 
разной природы приводит к резкой ста
билизации вегетативных клеток грибов 
при их хранении [2, 10]. Применение 
иммобилизованных клеток в качестве 
препаративной формы в технологиях 
защиты растений малоэффективно, так 
как выход клеток и колонизация тор
фов происходят крайне медленно (3— 
4 мес), что резко снижает технологич
ность и результативность их примене
ния. Несмотря на то, что грибы p. Tri
choderma являются сапрофитными 
микроорганизмами, скорость их роста 
на торфах крайне низка. Поэтому це
лью наших исследований была разра
ботка новой препаративной формы на 
основе иммобилизованных клеток гри
бов Trichoderma viride, которая позво
лила бы улучшить качество работы 
данного микроорганизма в условиях за

щищённого грунта. Для этого нами 
изучался процесс одновременной им
мобилизации клеток Т. viride и дос
тупных для их роста и метаболизма 
субстратов в Са-альгинатных гранулах. 
Критерием оценки эффективности вве
дения субстратов на стадии иммоби
лизации для данного вида препаратов 
мы приняли время начала выхода кле
ток из гранул, а также скорость коло
низации сыпучих субстратов на осно
ве верхового торфа с фракцией 1 мм.

Материалы и методы

В качестве объекта исследования был 
выбран штамм Т. viride Pers ex F Gray 
№ 501, обладающий ярко выраженной 
фунгицидной активностью. Штамм под
держивали на агаризованной среде Ча
пека в пробирках в скошенном состоя
нии, пересев культуры осуществляли 
раз в 3 мес. Глубинное культивирование 
проводили в круглодонных колбах 250- 
750 мл с объемом питательной среды 50- 
100 мл на качалке (220 об/мин) при 28°С 
на средах Чапека. Иммобилизацию про
водили в Са-альгинатном геле по стан
дартной методике [8], при этом доби
вались однородного размера гранул ди
аметром около 3 мм. На всех стадиях 
экспериментов осуществлялся микро
биологический контроль с использова
нием препарата «раздавленная капля». 
Концентрацию крахмала в водных ра
створах определяли по стандартной 
методике [9].
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Результаты и их обсуждение

При разработке метода одновремен
ной иммобилизации микроорганизмов и 
субстрата нами была поставлена зада
ча, которая, на первый взгляд, про
тиворечит самому смыслу метода им
мобилизации, а именно — удержанию 
клеток в объеме гранул. Внесение суб
страта в гранулу позволяет интенси
фицировать выход клеток из иммоби
лизованного состояния при внесении их 
в экосистему. Поэтому на первом эта
пе исследований нами был осуществ
лен подбор возможных субстратов, 
которые отвечали бы ряду требований, 
поставленных при исследовании: вне
сение субстрата на стадии иммобили
зации не должно изменять физико-хи- 
мических свойств гранулы, в первую 
очередь — механической прочности; 
субстрат не должен диффундировать 
из гранулы по градиенту концентра
ции, тем самым не способствовать раз
витию посторонней микрофлоры; суб
страт должен быть метаболизируемым 
клетками Т. viride внутри гранул.

Анализ возможных субстратов, ме- 
таболизируемых клетками Т. viride, 
показал, что низкомолекулярные суб
страты — сахара и спирты невозмож
но использовать в выбранной нами си
стеме иммобилизации, так как ско
рость их диффузии из гранул в водных 
растворах будет достаточно высока. 
Среди высоко молекулярных субстра
тов можно выделить субстраты угле
водной и белковой природы — различ
ные полисахариды и белки. Наиболее 
оптимальным субстратом, который мож
но было бы использовать в данных це
лях, на наш взгляд, являлись крах
мал и желатин или их сочетание в раз
личных концентрациях. На первом 
этапе исследования мы изучали воз
можность одновременной иммобилиза
ции Т. viride и картофельного крахма
ла, который отвечал всем сформули
рованным нами требованиям. Для этого 
мы осуществили иммобилизацию крах
мала в Са-альгинатном геле и прове
рили диффузию крахмала из гранул в

водных растворах. Полученные по стан
дартной методике гранулы с концент
рацией крахмала 1% помещали в фи
зиологический раствор концентрации 
10 мл гранул на 100 мл физиологичес
кого раствора и перемешивали в маг
нитной мешалке в течение 4—5 ч. Че
рез каждые 30 мин отбирали пробы 
физиологического раствора и анализи
ровали в нем концентрацию крахмала 
(рис. 1).

Рис. 1. Изменение концентрации крахма
ла во времени

Как видно из рис. 1, часть крахма
ла, находящегося первоначально в гра
нулах, выходит из них, достигая мак
симальной концентрации к 3-му часу. 
Дальнейшее изменение концентрации 
не наблюдалось. Расчет количества 
крахмала, вышедшего в свободное со
стояние, произведенный на основе кон
центрации крахмала и объема физио
логического раствора показал, что лишь 
5-7% крахмала от внесенного в гра
нулы переходит в водный раствор. Сле
довательно, остальной крахмал, иммо
билизованный в Са-альгинатном геле, 
находится внутри гранул и не диффун
дирует из них. Таким образом, было 
доказано, что диффузия крахмала пос
ле его иммобилизации в Са-альгинат- 
ном геле, крайне затруднена и по всей 
видимости, обусловлена только тем 
количеством крахмала, находящегося 
в приграничном слое.
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Отсутствие диффузии крахмала по 
альгинатнои матрице поставило перед 
нами еще одну задачу: способны ли 
клетки Т. viride метаболизировать 
крахмал, локализованный внутри аль
гинатнои матрицы. Для проверки этого 
нами были поставлены эксперименты 
по одновременной иммобилизации крах
мала и клеток Т. viride, взятых из эк
споненциальной фазы культивирования. 
Концентрация крахмала — 1%, кон
центрация клеток — 0,2%. В качестве 
метода оценки способности иммобили
зованных клеток Т. viride к росту ис
пользовали метод поверхностного куль
тивирования на голодном агаре. Гра
нулы с иммобилизованными в них 
одновременно клетками и субстратом 
помещали на голодный агар и визуаль
но контролировали рост колонии Т. 
viride вокруг гранулы. В качестве кон
троля одновременно оценивали рост 
колонии вокруг гранул, полученных в 
аналогичных условиях, но не содер
жащих в гранулах крахмала. Резуль
таты данного эксперимента следующие: 
вокруг гранулы, содержащей крахмал, 
начинался рост колонии Т. viride на 2-
3-е сут и продолжался 7 сут, при этом 
колония занимала 40-50% чашки Пет
ри, достигая диаметра 50 мм. Вокруг 
гранулы с клетками Т. viride, не со
держащими субстрат, рост начинался 
на 2-3-е сут и размер колонии не пре
вышал 3-4 мм в диаметре. Данные ре
зультаты указывают на то, что клет
ки метаболизируют крахмал, находя
щийся внутри гранулы, за счет 
которого и осуществляется рост. Не
значительный рост вокруг гранул, в 
которых отсутствовал крахмал, мож
но объяснить тем, что во время иммо
билизации часть компонентов пита
тельной среды переносится в гранулу 
вместе с клетками и метаболизируют- 
ся ими. Данный эксперимент не дает 
однозначного ответа на вопрос: за счет 
какого крахмала происходит рост кле
ток? В выбранном нами методе роста 
на агаризованных средах гранулы кон
тактируют с поверхностью агара, а из 
агара в гранулу диффундируют мине

ральные компоненты по градиенту кон
центрации, а крахмал, в свою очередь, 
может диффундировать в агар. Ско
рость диффузии крахмала при одно
временной иммобилизации с клетками 
может отличаться от скорости диффу
зии, исследуемой нами ранее и рас
смотренной выше, так как, безуслов
но, при росте клеток альгинатная мат
рица может частично разрушаться, 
меняя свои свойства. Это делает не
возможным однозначную оценку того, 
какой именно крахмал метаболизиру- 
ется клетками: в гранулах или диф
фундировавший из гранул в агар. Не
смотря на это, проведенные нами экс
перименты показали, что клетки Т. vi
ride могут расти за счет субстрата, 
помещенного в гранулы.

Для более полной оценки способно
сти клеток к выходу из иммобилизо
ванного состояния и образованию ко
лонии внутри гранулы нами был раз
работан метод оценки скорости роста 
клеток Т. viride на сыпучих материа
лах с пониженным содержанием вла
ги. Для создания сыпучих сред исполь
зовали верховой торф Пельгорского 
месторождения, измельченный и фрак
ционированный до размера 1 мм. Торф 
подвергали 2-кратной стерилизации и 
доводили до постоянной массы и влаж
ности 13-18%. Стерильный торф с из
вестной влажностью помещали в сте
рильные чашки Петри слоем 2 мм и 
насыщали стерильной водопроводной 
водой до влажности 50%. На подготов
ленный таким образом субстрат поме
щали исследуемые гранулы с иммоби
лизованными в них клетками и крах
малом и одновременно с иммобилизо
ванными клетками без крахмала. В 
качестве контроля оценки роста ис
пользовали суспензию клеток Т. viride, 
выращенную глубинным способом и 
взятую в середине экспоненциальной 
фазы развития. Количество клеток сус
пензии соответствовало расчетному 
количеству клеток, находящихся в 
гранулах. Чашки с испытуемыми об
разцами и контролем помещали в тер
мостат при температуре 28°С и каж-

122



дые сутки проводили визуальныи ана
лиз роста. Визуальный анализ показал, 
что вокруг гранул с иммобилизован
ными клетками, а также вокруг лун
ки с суспензией клеток через несколь
ко суток начинают образовываться чет
ко различимые колонии правильной 
округлой формы с четко выраженным 
краем. Колонии имели белый цвет на 
фоне торфа. Скорость роста колоний 
во всех 3 случаях была различна. В 
литературе существует несколько ме
тодов оценки роста клеток в приповер
хностном культивировании. Ряд авто
ров полагают, что линейная скорость 
роста колонии может считаться фи
зиологической характеристикой данно
го микроорганизма. [1]. Однако линей
ная скорость роста не показывает уве
личения концентрации клеток во вре
мени. Мы считаем более правильным 
оценивать рост колонии по увеличению 
площади, занимаемой данной коло
нией. На наш взгляд, это возможно по 
двум причинам: в экспериментах во 
всех исследуемых вариантах колонии 
имели правильную округлую форму, 
что позволяло легко рассчитать их пло
щади по диаметру колонии. Для дока
зательства равномерности распределе
ния концентрации клеток по диаметру 
колонии нами проведены дополнитель
ные исследования, суть которых зак
лючалась в следующем: на разном уда
лении от центра колонии были отобра
ны пробы торфа, измерены влажная и 
сухая масса торфа и методом Коха с 
добавлением ПАВ определена концен
трация клеток в отобранных образцах. 
Концентрация клеток, проанализиро
ванная нами по радиусу колонии, была 
приблизительно на одном уровне — 
5x106 клеток/г торфа. Это позволило 
нам использовать в дальнейшем метод 
расчета удельной скорости роста ко
лонии по изменению площади колонии 
(при постоянной толщине торфа). Дан
ный метод оценки роста микроорганиз
мов наиболее широко используется в 
биотехнологии. На рис. 2 представлены 
графики изменения площади колонии 
Т. viride при росте ее на торфах для

Рис. 2. Рост клеток Trichoderma viride из 
гранул с разной начальной концентрацией 
крахмала и из суспензии

клеток, иммобилизованных с крахма
лом, клеток без крахмала и суспензии 
клеток.

Как видно из рис. 2, суспензия кле
ток, нанесенная на торф, способна об
разовывать колонию. Образование ко
лонии также наблюдается и вокруг 
гранулы, не содержащей крахмал в 
качестве субстрата. Два этих факта 
позволяют предположить, что рост 
клеток из гранул, содержащих крах
мал, обусловлен как за счет субстра
та, локализованного в гранулах, так и 
за счет субстрата, находящегося в тор
фе. Кривые изменения площади коло
нии во времени, особенно в случае с 
клетками, вышедшими из гранулы с им
мобилизованным крахмалом, имеют 
ярко выраженную s-образную форму. 
Такая форма кривой роста площади ко
лонии позволяет рассчитать удельную 
скорость роста колонии. В таблице пред
ставлены расчетные скорости роста ко
лоний для всех 3 исследуемых образ
цов и значения времени начала колони
зации для разных вариантов.

Как видно из таблицы, удельная 
скорость роста клеток Trichoderma 
viride при применении иммобилизован
ных клеток с крахмалом максималь
ная. Важным показателем, отличаю
щимся во всех трех экспериментах, 
является время начала колонизации 
торфов, т. е. время начала образова
ния колонии. Для расчета времени на-
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чала колонизации мы использовали 
метод, применяемый для определения 
продолжительности лагфазы [7]. Как 
показывают данные таблицы, время 
начала колонизации для гранул с им
мобилизованным внутри крахмалом 
меньше, чем время начала колониза
ции для гранул, не содержащих суб
страт. Важным отличием, обнаружен
ным нами, является также максималь
ная степень колонизации, т. е. степень 
колонизации, при которой начинается 
образование спор. В данном случае сле
дует понимать степень колонизации на 
8-е сут проведения эксперимента. К 
данному моменту клетки, вышедшие 
из гранулы с крахмалом, полностью 
колонизировали все свободное прост
ранство, а клетки, вышедшие из гра
нул без крахмала и из суспензии, ко
лонизировали соответственно столько 
же (см. таблицу). Полученные нами 
результаты однозначно свидетельству
ют о том,- что крахмал, иммобилизо
ванный одновременно с клетками в Са- 
альгинтаном геле, придает данной си
стеме новые свойства, не характерные 
для иммобилизованных систем.

Внесение метаболизируемого клет
ками субстрата на стадии иммобили
зации позволяет рассматривать грану
лу как источник клеток, выходящих в 
свободное состояние и колонизирую
щих вокруг себя пространство как за 
счет субстрата, локализованного в гра
нулах, так и за счет свободного суб

страта, находящегося в колонизируе
мом пространстве. Таким образом, раз
работанная нами новая система иммо
билизации клеток и субстрата для их 
роста в Са-альгинатном геле позволя
ет использовать гранулы в качестве по
стоянного источника образования но
вых клеток и поддержания стабильно
сти при длительном сроке хранения [5].
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SUMMARY

The ability of various preparative forms of bio-preparations based on fungi — Trichoderma 
viride — to colonize peat substratum has been analyzed. Advantages of immobilization of the 
fungi in Ca-alginate gels with substratum inside the granule were considered.
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