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Цель работы - изучение возможности использования производственных отходов лекарственного растительного сырья на примере 
пижмы обыкновенной для биотехнологического получения гидролитических ферментов. Установлено, что изученные микромицеты 
и бактерии обладают способностью к росту на средах с заменой сахарозы на шрот цветков пижмы, образовавшийся при получении 
танацехола. Обнаружена секреция целлюлолитических ферментов при глубинном культивировании микромицетов на средах с от-
ходами лекарственного растительного сырья. 
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Номенклатура заготовляемых видов лекар-
ственных растений в настоящее время достигает 
220−240 наименований, 75% всей массы состав-
ляют дикорастущие растения. На территории Рос-
сии произрастает более 20 тысяч видов низших и 
высших растений, из которых 2500 видов облада-
ют лекарственными свойствами [1, 2]. Фитотера-
пия и фитопрофилактика сегодня все шире и 
прочнее внедряются в медицинскую практику, хо-
тя наблюдается волнообразный интерес медиков к 
ее роли в лечебных процессах — от периода пол-
ного забвения использования исторического опыта 
применения лекарственных растений в современ-
ной практической медицине 1970−80 гг. до модно-
го широкомасштабного увлечения растительными 
средствами в конце XX − начале XXI века [3, 4].  

При получении многих галеновых и неогале-
новых препаратов в большинстве случаев образу-
ются отходы растительного сырья, содержащие 
различные биополимеры, в том числе целлюлозу, 
лигнинцеллюлозу, белки, липиды и т.д. [5]. Ранее 
было показано, что микромицеты из коллекции 
мицелиальных грибов ФГБНУ ВИЛАР и некото-

рые виды бактерий могут гидролизовать различ-
ные белковые и целлюлозные субстраты [6−8]. 
Представляет интерес изучение возможности при-
менения указанных биообъектов для получения 
гидролаз с использованием отходов лекарственно-
го растительного сырья. 

К числу важных лекарственных растений, яв-
ляющихся источником создания высокоэффектив-
ных лекарственных средств, относится пижма 
обыкновенная (Tanacetum vulgare L.) семейства 
астровые (Asteraceae). Препараты пижмы, изго-
товляемые из цветочных корзинок, используются 
как желчегонное, применяющееся при гепатите и 
холецистите, и противоспазматическое средство. 
Настой соцветий усиливает амплитуду сердечных 
сокращений, замедляет ритм сердца. В народной 
медицине настой соцветий пижмы применяют для 
лечения неврозов, эпилепсии, заболеваний дыха-
тельных путей, туберкулеза, головной боли. Кроме 
того, пижма обладает антигельминтным (противо-
глистным) и инсектицидным свойствами [9].  

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − изучение 
возможности использования производственных 
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отходов лекарственного растительного сырья на 
примере пижмы обыкновенной для биотехнологи-
ческого получения гидролитических ферментов. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Объектом исследования служили следующие 

виды микроорганизмов: бактерии − Escherichia 
coli АТСС 25922 (ГКПМ ГИСК им. Л.А. Тарасе-
вича) и микромицеты − Aspergillus flavus F 52, 
Penicillium citrinum F 54, P. martensii F 63 (коллек-
ция ФГБНУ ВИЛАР). Бактерии выращивали на 
скошенной поверхности мясо-пептонного агара 
при 37 °С, микромицеты – на среде Чапека при  
24 °С. Затем проводили посев тремя уколами на 
агаризованные среды. Для культивирования мик-
ромицетов среда содержала (%): NaNO3 − 0,2; 
KH2PO4 − 0,1; MgSO4 × 7H2О − 0,05; KCl − 0,05; 
FeSO4 × 7H2O − 0,001; CaCO3 − 0,3; агар-агар – 2. 
При культивировании бактерий использовался ми-
неральный фон среды М9: Na2HPO4 – 6 г, КН2РО4 – 
3 г, NaCl – 0,5 г, NH4Cl – 1 г, 1 М MgSO4 – 2 мл,  
1 М CaCl2 – 0,1 мл, тиамина хлорида – 5 мг, агар – 
20 г, H2O – до 1 л. В качестве объекта для конвер-
сии отходов лекарственного растительного сырья 
использовали шрот цветков пижмы после двух раз-
ных загрузок сырья (далее первый и второй образец 
шрота пижмы) при получении танацехола (экспе-
риментально-производственный отдел ФГБНУ 
ВИЛАР). Образцы шрота пижмы добавляли к каж-
дой среде в концентрации 0,5 или 2,0%. Гидроли-
тическую активность микроорганизмов оценивали 
по скорости радиального роста колоний на соответ-
ствующих субстратах. Диаметр колоний измеряли в 
двух перпендикулярных направлениях. Кроме того, 
измеряли диаметр зон лизиса (если они были) и 
рассчитывали индексы лизиса по ранее предложен-
ной схеме [6]. 

Культивирование микромицетов в глубинных 
условиях проводили в колбах вместимостью 300 мл 
со 100 мл питательной среды на качалке при ско-
рости вращения 220 об/мин при 26 °С. Посевным 
материалом служила суспензия спор семисуточных 
культур дейтеромицета. Количество посевного ма-
териала составляло 2,6−3,6×108 спор на 100 мл сре-
ды. Культивирование осуществляли на модифици-
рованной среде Чапека с заменой сахарозы на 0,5% 
шрота цветков пижмы. 

Для определения целлюлазной активности 
фильтрат культуральной жидкости дейтеромицета, 
полученный путем ее фильтрации через мембран-
ный фильтр c диаметром пор 0,23 мкм, добавляли 

к суспензии микрокристаллической целлюлозы 
(100 мг/мл) в 0,1 М Na-ацетатном буфере (рН 5,0) 
и инкубировали в течение 48 ч (исчерпывающий 
гидролиз) при температуре 40 °С. После 20-минут-
ного кипячения с последующим центрифугирова-
нием при 6000 об/мин в течение 60 мин в суперна-
танте проводили оценку общей целлюлазной ак-
тивности с помощью метода определения восста-
навливающих сахаров (ВС) с использованием 
натриевой соли динитросалициловой кислоты [11]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Известно, что рост микроорганизмов в усло-

виях полной или частичной замены легко усвояе-
мых сахаров на трудно метаболизируемые биопо-
лимеры (например, нерастворимые белки или цел-
люлозу) позволяет оценить их потенциальную 
гидролитическую активность. И бактерии, и, осо-
бенно, грибы хорошо росли на средах с заменой 
сахарозы на шрот цветков пижмы (рис. 1). 

 

 

 

Рис. 1. Рост P. martensii F-63 на средах с заменой сахарозы на 
шрот цветков пижмы; время культивирования: сверху вниз – 3, 4 
и 5 суток культивирования; слева – 0,5%, справа – 2% пижмы 
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На начальном этапе исследования фиксиро-
вались скорости радиального роста колоний при 
культивировании бактерий и микромицетов на 
средах с полной заменой сахарозы на шрот цвет-
ков пижмы. Бактерии E. coli хорошо росли на сре-
дах с заменой сахарозы на шрот пижмы до 5 суток 
культивирования, затем рост колоний прекращал-
ся, диаметры колоний оставались на одном и том 
же уровне, хотя зоны лизиса увеличивались. Од-
нако необходимо отметить существенные разли-
чия при использовании разных образцов шрота 
(рис. 2). При введении в среду первого образца на 
3-и сутки культивирования не наблюдалось стати-
стически достоверного изменения скорости роста 
E. coli при увеличении концентрации шрота от 0,5 
до 2%. Наоборот, на 5−6-е сутки культивирования 
увеличение концентрации шрота приводило к 
уменьшению скорости роста (рис. 2,а).  

Совершенно другая ситуация наблюдалась 
для второго образца шрота (рис. 2,б). Повышение 
концентрации от 0,5 до 2% приводило к значи-
тельному увеличению скорости роста на всех эта-
пах культивирования. Полученные результаты мо-
гут быть связаны с различиями химического со-
става двух образцов шрота. 

Микромицет A. flavus также хорошо рос на 
средах с заменой 2% сахарозы (стандартная среда 

Чапека для культивирования микромицетов) на 
образцы шрота 0,5 или 2,0% (рис. 3). На всех эта-
пах культивирования на средах с первым образцом 
шрота пижмы скорость роста A. flavus была выше, 
чем у бактерии. При этом в большинстве случаев 
не обнаружено статистически достоверного изме-
нения указанного показателя при увеличении кон-
центрации шрота. Только на 3-и сутки культиви-
рования увеличение концентрации шрота приво-
дило к увеличению скорости роста в 1,7 раза  
(рис. 3,а). На всех этапах культивировании на сре-
дах со вторым образцом шрота скорость радиаль-
ного роста микромицета несколько увеличивалась 
при изменении его концентрации от 0,5 до 2,0%, 
однако на 5−7-е сутки это увеличение не было ста-
тистически достоверным (рис. 3,б). 

Аналогичные результаты были получены и 
при культивировании P. citrinum и P. martensii на 
средах со шротом цветов пижмы (рис. 4). Увели-
чение в 4 раза концентрации шрота приводило 
лишь к незначительному увеличению скорости ро-
ста микромицета и только на первых этапах куль-
тивирования (3−4-е сутки). Анализ изменения ско-
рости роста трех исследованных микромицетов в 
процессе культивирования свидетельствует о том, 
что она меняется в очень небольшом диапазоне. 
Это делает возможным сравнение гидролитиче-

 
а) 

 
б) 

Рис. 2. Скорость радиального роста E. coli на средах со шротом 
цветов пижмы: а – первый образец; б – второй образец 

 
 

 
а) 

 
б) 

Рис. 3. Скорость радиального роста A. flavus на средах со шро-
том цветов пижмы: а – первый образец; б – второй образец 
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ской активности грибов по средней скорости роста 
за все время культивирования. 

Наибольшие скорости роста на всех средах на-
блюдались для P. martensii F 63 (рис. 5). Например, 
при культивировании на среде с 0,5% первого об-

разца шрота скорость роста P. martensii была в 2,3 и 
2,1 раза больше, чем у A. flavus и P. citrinum соответ-
ственно. Следует отметить, что исследуемый штамм 
был ранее получен путем адаптации материнского 
штамма F 47 к росту на целлюлозных субстратах [7]. 

 
а) 

 
б) 

Рис. 4. Скорость радиального роста P. citrinum (слева) и P. martensii (справа) на средах со шротом цветов пижмы: а – первый обра-
зец; б – второй образец 

 

 

Рис. 5. Средние скорости радиального роста микромицетов на 
средах со шротом цветов пижмы: 1 – первый образец, 0,5% 
шрота; 2 – первый образец, 2,0% шрота; 3 – второй образец, 
0,5% шрота; 4 – второй образец, 2,0% шрота 

Сравнение средних за все время культивиро-
вания скоростей роста показало, что изменение 
концентрации шрота не вызывало статистически 
достоверного изменения изучаемого показателя. 
Возможно, что уже при 0,5%-ной концентрации 

субстрата достигается оптимальное количество 
питательных веществ, необходимых для роста 
культуры. Также не обнаружено статистически 
достоверных изменений скорости роста в средах с 
первым и вторым образцами шрота, что, по-
видимому, связано с получением этих образцов из 
одного и того же сырья цветов пижмы одним и 
тем же способом. Отмеченные выше для E. coli 
различия в характере роста на средах с первым и 
вторым образцом шрота свидетельствуют о разни-
це в потребностях питательных веществ у бакте-
рий и грибов. 

Появление при культивировании на различ-
ных субстратах зон лизиса свидетельствует о сек-
реции микроорганизмами ферментов, гидролизу-
ющих соответствующие субстраты [10]. На по-
следних этапах культивирования и бактерии и 
грибы образовывали зоны лизиса, для визуализа-
ции которых использовалась окраска реактивом 
Люголя [7]. После окраски отчетливо видны обла-
сти просветления вокруг колоний (рис. 6). 
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Рис. 6. Колонии и зоны лизиса различных микроорганизмов 
при росте на средах со шротом цветков пижмы. Вверху слева - 
E. coli, первый образец, 0,5% шрота. Вверху справа – P. mar-
tensii, второй образец, 0,5% шрота. Внизу слева – A. flavus, 
второй образец, 2% шрота. Внизу справа – P. citrinum, второй 
образец, 2% шрота. Окраска реактивом Люголя 

 

Рис. 7. Индексы лизиса микроорганизмов на 6−7-е сутки роста 
на средах со шротом цветов пижмы: 1 – первый образец, 0,5% 
шрота; 2 – первый образец, 2,0% шрота; 3 – второй образец, 
0,5% шрота; 4 – второй образец, 2,0% шрота 

 
Наряду с такими параметрами роста микроор-

ганизмов, как диаметр колоний и зон лизиса, важ-
ным показателем является индекс лизиса. Индекс 
лизиса определяется соотношением площади ко-
лонии и площади зоны лизиса и характеризует 
удельную протеолитическую активность культу-
ры, так как площадь колонии пропорциональна ее 
биомассе, а площадь зоны лизиса – активности 
секретируемых гидролаз. В связи с этим на следу-

ющем этапе исследования были рассчитаны ин-
дексы лизиса микромицетов при росте на средах, 
содержащих шрот цветов пижмы (рис. 7). Наи-
большие индексы лизиса зафиксированы у A. fla-
vus; у P. citrinum и E. coli они были в 1,5 раза 
меньше, а у P. martensii в 2,3 раза меньше. 

На заключительном этапе работы было про-
ведено пилотное глубинное культивирование мик-
ромицетов на модифицированной среде Чапека с 
заменой сахарозы на шрот цветков пижмы, обра-
зовавшийся в процессе получения танацехола. 
Можно видеть, что в процессе культивирования 
всех микромицетов в культуральную жидкость 
секретировались целлюлолитические ферменты, 
гидролизующие микрокристалическую целлюлозу 
до восстанавливающих сахаров (мкг/мл): A. flavus 
− 150±13; P. citrinum − 120±11; P. martensii − 98±8. 

ВЫВОДЫ 
1. Все изученные микроорганизмы обладали 

способностью к росту на средах с заменой са-
харозы на шрот цветков пижмы. Скорости 
роста бактерий были ниже, чем у грибов. 

2. Микромицеты образовывали зоны лизиса при 
поверхностном культивировании и синтези-
ровали целлюлазы при глубинном культиви-
ровании. 

3. Комплексный анализ гидролитической актив-
ности мицелиальных грибов показал, что все 
исследованные культуры могут быть исполь-
зованы для конверсии отходов растительного 
сырья. 

4. Поскольку шрот пижмы является многоком-
понентным субстратом, можно предполагать 
образование и других гидролаз в процессе 
культивирования, что будет являться предме-
том дальнейшего исследования.  
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Currently, the drugs based on medicinal plant materials are widely used for the treatment of many chronic diseases. Modern 
plant-based drugs, as a rule, combine high efficiency, relative safety and wide therapeutic action. When you receive many galenic and 
neogalenic herbal drugs in most cases, plant raw materials wastes are generate. They usually contain different biopolymers, including 
cellulose, which can induce under certain conditions the hydrolase synthesis. The study is devoted to the solution of the actual problem 
connected with the use of plant raw materials wastes for hydrolytic enzymes biotechnological production. As an example of plant ma-
terial waste were used two samples of Tanacetum vulgare flowers waste. Previously the authors have shown that micromycetes from 
the collection of GNU VILAR have the ability to hydrolyze some unsoluble proteins and various types of cellulose. In this regard, the at-
tempt to use these biological objects not only for waste conversion, but also to cellulases obtaining was held.  

It was shown that all the investigated filamentous fungi grew well on media with replacement of sucrose to the Tanacetum vul-
gare flowers waste. Micromycetes formed lysis zones in surface cultivation and synthesized cellulases in deep cultivation. Thus, ap-
proaches to the use of medicinal plant materials waste for the cellulases production have been developed. 
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