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Development for the physiologically active inoculum 
techniques and the study of the kinetic parameters of fungal 

biomass and biologically active substances synthesis
Abstract: In this paper the optimal time of cultivation of Ganoderma lucidum 1621 and Trametes versicolor 

353 on each stage of preparation of liquid mycelium and the main parameters of the biomass and exopolysac-
charides synthesis were investigated. It was found that the biomass of G. lucidum 1621 was maximal on the 
5th day of growth, and the number of exopolysaccharides — on the 11th day. The highest rate of synthesis 
of G. lucidum 1621 biomass is typical for 3 days of cultivation and biosynthesis of polysaccharides — for the 
11th day. The biomass and the number of exopolysaccharides of T. versicolor 353 were maximal on the 9th 
days of growth. Analysis of the kinetic parameters of biomass and exopolysaccharide synthesis shows that 
the synthesis of cell biomass most actively takes place on the 9th day, and exopolysaccharides — on the 6th 
day. Energetically most economical is the process of formation of polysaccharides on the third day of growth.
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Разработка методики получения физиологически активного 
инокулюма и изучение кинетических параметров синтеза 

грибной биомассы и биологически активных веществ

Аннотация: В настоящей статье установлены оптимальные сроки выращивания Ganoderma lucidum 
1621 и Trametes versicolor 353 на каждом из этапов подготовки жидкого посевного мицелия и опре-
делены основные параметры синтеза биомассы и экзополисахаридов. Установлено, что биомасса G. 
lucidum 1621 достигает максимума на 5-е сутки роста, а количество экзополисахаридов — на 11-е 
сутки. Наиболее высокая скорость синтеза биомассы штамма G. lucidum 1621 характерна для 3-х суток 
культивирования, биосинтеза полисахаридов — для 11-х суток. Для T. versicolor 353 величина биомассы 
и количество экзополисахаридов достигают максимума на 9-е сутки роста. Анализ кинетических па-
раметров синтеза биомассы и экзополисахаридов показывает, что наиболее активно синтез биомассы 
клетками T. versicolor 353 происходит на 9-е сутки, а экзополисахаридов — на 6-е сутки. Наиболее 
энергетически экономичным является процесс образования полисахаридов на 3-и сутки роста.

Ключевые слова: физиологически активный инокулюм, полисахариды, биомасса.
Глубинное культивирование базидиальных гри-

бов является наиболее перспективным для полу-
чения как биомассы, так и биологически активных 
веществ [1, 450; 2, 15–32]. При глубинном культи-
вировании создаются благоприятные условия для 
доступа кислорода и питательных веществ ко всем 
клеткам мицелия, обеспечиваются благоприятные 
условия для роста и накопления продуктов метабо-
лизма. В процессе культивирования в жидкой среде 
между клетками и  питательной средой формиру-
ется динамичная система прямых и обратных свя-
зей. Не только питательная среда влияет на клетку, 
но и клетка, находясь на разных стадиях своего раз-
вития, изменяет свойства питательной среды с помо-
щью своих метаболитов. Кроме того, эта система до-
статочно чувствительна и к изменению физических 
параметров среды. В  результате, эффективность 
такой системы плохо поддается прогнозированию 
и нуждается в постоянном контроле. В связи с этим 
каждый конкретный случай выращивания культур 
грибных клеток нуждается в  дополнительных ис-

следованиях для оптимизации процесса получения 
биологически активных соединений.

Помимо физических и  химических параметров 
процесса культивирования большое значение имеет 
физиологическая зрелость исходного материала ве-
ществ [3, 135–163; 4, 590–595; 5, 369–378; 6, 671]. 
Биологический инокулюм в  процессе подготовки 
к  масштабному культивированию должен пройти 
несколько этапов выращивания на твердых и жидких 
средах, в ходе которых его объем постепенно увели-
чивается. Самая большая опасность при этом — воз-
можность потери культурой своей физиологической 
активности, старение культуры. Поэтому начальным 
этапом любой биотехнологии является разработка 
метода получения в достаточных количествах физио-
логически молодой культуры клеток для инокулюма. 
Целью настоящего исследования являлось разработка 
методики получения физиологически активного ино-
кулюма и изучение кинетических параметров синтеза 
грибной биомассы и биологически активных веществ 
в глубинных условиях роста.
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Грибы рода Ganoderma
В отличие от бактерий, дрожжей и микромице-

тов, где посев может быть проведен определенным 
количеством клеток или конидий, стандартизировать 
инокулюм лекарственного базидиального макро-
мицета Ganoderma lucidum, образующего плотные 
мицелиальные пленки на поверхности жидких пита-
тельных сред или агломераты мицелия в глубинной 
культуре, невозможно без применения специально 
разработанных приемов. Указанные особенности 
ограничивали возможность применения методов 
«острых опытов» для исследования физиологии 
питания и кинетики роста G. lucidum в периодиче-
ском процессе с учетом необходимых требований 
постановки таких экспериментов. На основе про-

веденных исследований нами разработан комплекс 
методических приемов, обеспечивающий необхо-
димые условия для получения хорошо воспроиз-
водимых количественных данных при работе с ве-
гетативными культурами G. lucidum. Разработана 
методическая схема получения физиологически ак-
тивного посевного мицелия, которая включает ряд 
последовательных этапов подготовки инокулюма, 
в  том числе, и  выращивание глубинного мицелия 
в колбах на качалке при стандартном соотношении 
жидкой и газообразной фаз (1: 10) и измельчение 
агломератов глубинного мицелия в гомогенизаторе 
при режимах, обеспечивающих получение суспен-
зии состоящей на 80% из обрывков гиф размером 
0,1–0,2 мм (рисунок 1).

Рисунок 1. Основные этапы методологической схемы получения физиологически 
активного жидкого инокулюма Ganoderma lucidum 1621
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Концентрация биомассы после инокуляции опыт-
ных питательных сред обычно составляла 1,6–1,8 г/л 
по абсолютно сухому веществу при 105 °C (а. с.в.). При 
исследовании питательных потребностей подготов-
ка инокулюма включала этап промывки и голодание 
мицелия в течение 2 недель в дистиллированной воде 
при 4 °C для исчерпания запаса эндогенного субстра-
та. Штамм G. lucidum 1621 отличается способностью 
в условиях глубинной культуры быстро накапливать 
биомассу до концентрации более 16 г/л, использовать 
дешевые и недефицитные источники питания, а также 
различные комплексные среды, пригодные для куль-
тивирования мицелия пищевого назначения. Более 
того, он характеризуется четкими морфологически-
ми признаками в культуре. Исследования физиоло-
гических особенностей штамма G. lucidum 1621 про-
водились с целью определения условий глубинного 
культивирования, которые способствуют быстрому 
росту, продуктивности, накоплению ценных продук-
тов метаболизма в культуральной жидкости и более 
полному выявлению потенциальных возможностей 
культуры G. lucidum 1621.

Полученные данные по динамике накопления био-
массы и экзополисахаридов G. lucidum 1621 на глю-

козо-пептон-дрожжевой (ГПД) питательной среде 
подчинялись общим закономерностям развития ми-
кроорганизмов в условиях периодической культуры. 
Выявлены также определенные различия, которые вы-
ражались в длительности фаз роста и синхронности 
динамики роста культуры, образования экзополиса-
харидов (рисунок 2).

Значительное влияние на  рост G. lucidum 
1621 в глубинной культуре оказывает качество мице-
лиального инокулюма, в частности, его возраст, дис-
персность, способ культивирования. Установлено, 
что скорость роста при глубинном культивировании 
штамма G. lucidum 1621 изменялась в зависимости 
от  того, в  поверхностной или глубинной культуре 
выращивали посевной мицелий. Когда инокуляция 
проводилась поверхностным мицелием, лаг фаза 
составляла 10–12  ч, тогда как в  качестве инокулю-
ма использовали глубинный мицелий, находящийся 
в момент посева в экспоненциальной фазе роста, лаг 
фаза длилась 2–3 ч, после чего кривые роста начинали 
подниматься вверх (рисунок 2.). Количество мице-
лиальной массы продолжало увеличиваться на про-
тяжении 5 суток, что соответствует фазе активного 
роста культуры.
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Рисунок 2. Динамика роста, синтеза экзополисахаридов и рН среды 
при культивировании штамма G. lucidum 1621 на ГПД

На ГПД питательной среде средняя скорость на-
копления биомассы в активной фазе роста штамма G. 
lucidum 1621 составила 5,6 г/л/сутки, что значитель-
но выше, чем данные, опубликованные в литературе. 
Как следует из рисунка 2 типичная стационарная 
фаза роста, когда рост отдельных клеток еще про-

должается, но процесс размножения уравновеши-
вается процессом гибели клеток, длилась 2-е суток 
и начиналась у G. lucidum 1621 уже на 5-е сутки экс-
перимента. Установлено, что количество экзополи-
сахаридов увеличивалось до 11-х суток культивиро-
вания (таблица 1).
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Таблица 1 – Кинетические параметры биосинтеза биомассы и экзополисахаридов штамма 
G. lucidum 1621 при оптимальных условиях культивирования на жидкой ГПД среде

Кинетические параметры Время культивирования, сутки
3 5 7 9 11

Скорость образования экзополисахаридов, г/л/сут 1 1 2 1 0,7
Удельная скорость образования экзополисахаридов, сут –1 0,06 0,1 1 1,25 1,5
Продуктивность процесса биосинтеза 
экзополисахаридов, г/л/сут 0,07 0,08 0,14 0,16 0,19

Удельная скорость биосинтеза биомассы, сут –1 0,54 0,42 0,05 0,05 –

Таким образом, на основании проведенных ком-
плексных исследований установлены оптимальные 
сроки выращивания культуры на каждом из этапов 
подготовки жидкого посевного мицелия и определе-
ны основные параметры синтеза биомассы и экзопо-
лисахаридов для отобранного в результате скринин-
га штамма ценного лекарственного гриба G. lucidum 
1621. Доказано, что биомасса достигает максимума 
на 5-е сутки роста, а экзополисахариды — на 11-е 
сутки. Наиболее высокая скорость синтеза биомас-
сы G. lucidum 1621 характерна для 3-х суток культи-
вирования, биосинтеза полисахаридов  — для 11-х 
суток. Продуктивность синтеза экзополисахаридов 
в расчете на количество ситнтезированной биомассы 
наиболее высокая на 11-е сутки роста, в то же время 
величина абсолютной скорости синтеза экзополиса-
харидов G. lucidum 1621 достигает максимума на 7-е 
сутки культивирования.

Грибы рода Trametes
Грибы рода Trametes обладают высокой для ба-

зидиальных грибов скоростью роста в  условиях 
глубинного культивирования. При глубинном куль-

тивировании создаются благоприятные условия для 
доступа кислорода и питательных веществ ко всем 
клеткам мицелия, обеспечиваются благоприятные 
условия для роста и накопления продуктов метабо-
лизма. В подавляющем большинстве случаев при глу-
бинном культивировании базидиальных грибов рост 
мицелия происходит в виде пеллет — сферических 
скоплений мицелия. В отличие от бактерий, дрож-
жей и микромицетов, где посев может быть прове-
ден определенным количеством клеток или конидий 
стандартизировать инокулюм лекарственного бази-
диального макромицета Trametes versicolor, образую-
щего плотные мицелиальные пленки на поверхности 
жидких питательных сред или агломераты мицелия 
в глубинной культуре невозможно без применения 
специально разработанных приемов. В нашей работе 
мы применили общий методический подход, состоя-
щий в использовании на каждом этапе исследования 
культуры в наиболее активном физиологическом со-
стоянии. Нами были установлены оптимальные сроки 
выращивания культуры на каждом из этапов подго-
товки жидкого посевного материала (рисунок 3).

Рисунок 3 — Этапы получения физиологически активного жидкого 
инокулюма штамма Trametes versicolor 353
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Музейные культуры пересевались на  рабочие 
косяки с ГПДА, которые выращивали в термостате 
при 28–30° в течение 10–12 суток. Жидкую глюко-
зо-пептон-дрожжевую среду (ГПД) разливали по 
50 мл в 250 мл колбы с отбойниками (специальные 
выступы длиной 1–1,5 см на дне и нижней боковой 
части колб), засевали мицелием с кусочками агара 
и инкубировали в течение 12–14 суток до образо-
вания мицелиальной пленки на поверхности среды. 
Затем мицелий измельчали, встряхивая колбы в тече-
ние 4–5 минут и полученной суспензией инокулиро-
вали жидкие питательные среды, внося 10% от объ-
ема среды. Посевы инкубировали при оптимальной 
температуре на шейкере.

Известно, что при культивировании на жидкой 
среде базидиомицеты рода Trametes выделяют экзопо-

лисахариды. Грибные экзополисахаридыы макроми-
цетов в последние годы вызывают большой интерес 
в связи с тем, что многие из них обладают антибла-
стомной активностью. Их действие проявляется 
опосредованно, через имунную систему. Лечебные 
средства на основе грибных гликанов уже созданы 
и используются в странах Востока. Более того, они 
используются в  качестве гепатопротекторных, им-
муномодуляторных и других лечебных средств. Вели-
чина биомассы и экзополисахаридов культур может 
значительно варьировать в зависимости от условий 
постановки, проведения экспериментов и биологи-
ческих особенностей штаммов грибов. В наших ус-
ловиях проведения опыта наблюдалась синхронность 
динамики роста и образования экзополисахаридов 
(рисунок 4, таблица 2).

Рисунок 4. Динамика биомассы и синтеза экзополисахаридов штамма Trametes versicolor 
353 при культивировании на жидкой оптимизированной ГПД среде

Таблица 2. – Кинетические параметры биосинтеза биомассы и экзополисахаридов штамма 
Trametes versicolor 353 при оптимальных условиях культивирования на жидкой ГПД среде

Кинетические параметры Время культивирования, сутки
3 6 9

Скорость образования экзополисахаридов, г/л/сут. 0,33 0,47 0,37
Удельная скорость образования экзополисахаридов, сут. –1 0,31 0,1 0,07
Продукивность процесса биосинтеза экзополисахаридов, г/л/сут. 0,19 0,11 0,1
Удельнаяя скорость биосинтеза биомассы, сут. –1 0,15 0,2 0,51

Таким образом, в  результате проведенных ис-
следований было установлено, что, для штамма T. 
versicolor 353 на оптимизированной среде характерна 
синхронность процессов биосинтеза биомассы и био-
логически активных веществ — экзополисахаридов. 
В  условиях глубинного культивирования величина 

биомассы и  количество экзополисахаридов дости-
гают максимума на 9-е сутки роста. Анализ кинети-
ческих параметров синтеза биомассы и экзополиса-
харидов показывает, что наиболее активно синтез 
биомассы клетками T. versicolor 353 происходит на 9-е 
сутки, а экзополисахаридов — на 6-е сутки. Наиболее 
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энергетически экономичным является процесс обра-
зования полисахаридов на 3-и сутки роста.
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