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The article presents the results of a study of the impact of the enzyme complex strains M99-9 and 
K6-15 micro-peach fungi of the genus Trichoderma on a mixed substrate. It is established that in the 
process of biodegradation with strains K6-15 M99-9 in the substrate reduced content of extractives 
2.1-2.4 times that of the polysaccharide is 1.5-1.8 times, and ligninase substances 1.2-1.4 times. This 
was an accumulation of up to 9-12% of humic substances. The decrease in the mass of the substrate 
during the cultivation of the strain M99-9 was 17.3%, and the strain K6  – 15-30% less. The most 
productive on this substrate is strain K6-15. The growth of conidia within two weeks of cultivation for 
strain K6-15 was 16.6·108 CFU/g and strain M99-9 – 11,5·108 CFU/g. High yield of spores and formation 
of humic substances during cultivation of fungi of the genus Trichoderma makes it possible to use the 
vegetative part of a poplar as raw materials for receiving a biological product “Trichodermin” or 
humification of the soil.
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Конверсия отходов переработки вегетативной части  
тополя аборигенными штаммами грибов рода Trichoderma

О.О. Мамаева, Е.В. Исаева, Т.В. Рязанова 
Сибирский государственный университет науки  

и технологий им. академика М.Ф. Решетнева 
Россия, 660037, Красноярск,  

пр. имени газеты «Красноярский рабочий», 31

Приведены результаты исследования воздействия ферментного комплекса штаммов М99-9 
и К6-15 микроскопических грибов рода Trichoderma на смешанный субстрат. Установлено, 
что в результате этого воздействия в субстрате снижается содержание экстрактивных 
веществ в 2,1-2,4 раза, полисахаридов – 1,5-1,8 раза и лигниновых веществ – 1,2-1,4 раза. При 
этом отмечено накопление до 9-12 % гуминовых веществ. Убыль массы субстрата в процессе 
культивирования штамма М99-9 составила 17,3  %, а К6-15  – на 30  % меньше. Наиболее 
продуктивным на данном субстрате является штамм К6-15. Продуктивность этого штамма 
за две недели культивирования составила 16,6·108 КОЕ/г, а штамма М99-9  – 11,5·108 КОЕ/г. 
Высокий выход спор и образование гуминовых веществ в процессе культивирования дают 
основания использовать вегетативную часть тополя в качестве сырья для получения 
биопрепарата для сельского хозяйства.

Ключевые слова: вегетативная часть тополя, опад, почки, микромицеты, Trichoderma, 
биодеструкция.

Введение

Вегетативная часть растения (побеги, почки, листья) является уникальным источником при-
родных соединений. Естественная возобновляемость древесных растений делает их неисчерпае-
мым сырьем для производства биологически активных веществ. В литературе имеются работы, в 
которых показана перспективность использования почек и листьев тополя в качестве источника 
для получения эффективных антибактериальных и противогрибковых лекарственных средств, 
белкового и провитаминного концентратов [1-3]. Высокой биологической активностью обладают 
экстракты почек тополя, содержащие в своем составе эфирные масла и флавоноиды [4-6]. 

В процессе зимне-весенней обрезки тополей образуется биомасса, состоящая из побегов 
с почками (50-60 %), летней – побегов с листьями (до 50 %), которая может служить сырьем 
для извлечения биологически активных веществ [3]. Утилизация отходов после выделения экс-
трактивных веществ из вегетативной части тополя имеет важное экологическое и экономиче-
ское значение. 

Биоконверсия как способ переработки растительных отходов в ценные продукты для 
сельского хозяйства на сегодняшний день является актуальной. С этой целью часто использу-
ют микроскопические грибы рода Trichoderma [7, 8].
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На основе грибов рода Trichoderma получают биопрепарат «Триходермин», который ис-
пользуют в сельском хозяйстве для защиты растений от болезнетворных микроорганизмов. 
Введение в системы защиты растений данного препарата обеспечивает увеличение урожая 
основных культур и повышение качества сельскохозяйственной продукции, возможность от-
каза от использования ряда дорогостоящих пестицидов, оздоровление почвенной микробио-
ты, возможность переориентации хозяйств на производство экологически чистой продукции 
[9-11].

Следует отметить, что на основе микроскопических грибов рода Trichoderma возможно 
получать кормовые продукты для сельского хозяйства [12]. 

Цель настоящего исследования заключалась в установлении возможности использования 
смешанного субстрата, состоящего из листьев и почек тополя бальзамического, для культиви-
рования грибов рода Trichodermа для получения биопрепарата для сельского хозяйства, что 
позволит в одном производстве объединить утилизацию как листьев, так и послеэкстракцион-
ного остатка почек тополя.

Материалы и методы 

Объектом исследования служил смешанный субстрат, состоящий из опавших листьев 
(опад) и почек тополя, после удаления из них эфирных масел и извлечения этиловым спиртом 
экстрактивных веществ, в соотношении 1:1. Пробы для объекта исследования были отобраны с 
деревьев, произрастающих в окрестностях г. Красноярска, почки в апреле, а листья в сентябре 
2016 г. 

Для культивирования использовали два штамма грибов рода Trichoderma: T. aspirellum 
(М99-9), выделенный из почв Мининского лесного питомника в 1999 г. и штамм К6-15, вы-
деленный из древесины кедра на территории дендрария Института леса им. В.Н. Сукачева СО 
РАН в 2015 г. из коллекции музея штаммов СибГУ им. М.Ф. Решетнева. 

Субстраты увлажняли водой до 70 %, раскладывали в чашки Петри и стерилизовали в 
течение 30 мин в автоклаве при 1,01·105 МПа. Стерильный субстрат инокулировали споровой 
суспензией музейных штаммов Trichoderma с титром 1·106 спор на 1 г субстрата. Посевы инку-
бировали в термостате при 28 оС в течение 18 сут. Отбор проб осуществляли на 7-е, 11-е, 14-е, 
и 18-е сутки культивирования. Определение выхода конидий проводили с использованием ка-
меры Горяева. 

Для исследования состава субстрата до и после биодеструкции использовали методы, 
принятые в химии растительного сырья [13]. В исходных образцах определяли влажность ме-
тодом высушивания, минеральные вещества – сжиганием навески растительного материала 
с последующим прокаливанием золы в муфельной печи. Содержание лигнина определяли по 
методу Кенинга с 72%-ной серной кислотой. Гидролиз легкогидролизуемых полисахаридов 
проводили путем кипячения с 2%-ной соляной кислотой, трудногидролизуемых полисаха-
ридов – 80%-ной серной кислотой при комнатной температуре. Количество моносахаридов 
в гидролизатах определяли эбулиостатическим методом. Общий азот определяли по методу 
Кьельдаля. Спирторастворимые вещества выделяли с помощью исчерпывающей экстракции 
этиловым спиртом, водорастворимые – с помощью 3-х часовой экстракции горячей водой. 
Состав минеральных веществ определяли методом рентгеновского флуоресцентного анали-
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за на спектрометре «Спектроскан». Гуминовые вещества выделяли трехкратной обработкой 
0,1N NaOH при комнатной температуре и модуле 1:10. Убыль массы субстрата после био-
деструкции определяли весовым методом по отношению к исходному субстрату до биоде-
струкции. 

Результаты и их обсуждение

Изучение компонентного состава субстрата показало, что он может служить источником 
как макро-, так и микрокомпонентов, необходимых для развития микроорганизмов.

Установлено, что смешанный субстрат на 65,5 % состоит из полисахаридов и лигниновых 
веществ, которые являются основным источником углерода для питания микроорганизмов 
(табл. 1). 

Экстрактивные вещества представлены как водо-, так и спирторастворимыми компо-
нентами, причем на долю веществ, экстрагируемых водой, приходится до 77 % от их суммы, 
основными из которых являются подвижные углеводы. Следует отметить, что внесение в суб-
страт послеэкстракционного остатка почек привело к увеличению доли веществ лигниновой 
природы и снижению экстрактивных веществ по сравнению с опадом [11].

Источником азота могут выступать белки, содержащиеся в вегетативной части тополя. В 
пересчете от содержания общего азота количество белка составляет 6,4 % от абсолютно сухого 
остатка (а.с.о.), из них 20 % приходится на долю водорастворимого белка. Также субстрат мо-
жет служить источником различных микроэлементов. Установлено, что в составе смешанного 
субстрата по сравнению с опадом, увеличивается доля элементов: фосфора, азота, калия, же-
леза, магния, марганца и др., влияющих на интенсивность роста мицелия и спорообразования 
у грибов рода Trichoderma [3, 11].

Вторым этапом работы стало культивирование микроскопических грибов рода Trichoderma. 
Исследование показало, что на смешанном субстрате, так же как и на опаде листьев [11], более 
интенсивно процесс конидиегенеза протекал у штамма К6-15. На 11-е сутки выход колониео-
бразующих единиц (КОЕ) у штамма К6-15 в 1,7 раза превышал количество КОЕ штамма М99-9 
и составил 13,1·108 КОЕ/г. Продуктивность за две недели культивирования для штамма К6-15 

Таблица 1. Химический состав вегетативной части тополя

Table 1. The chemical composition of the vegetative part of poplar

Компонент Содержание в субстрате, % а.с.с.

Легкогидролизуемые полисахариды 17,5
Трудногидролизуемые полисахариды 13,0
Сумма полисахаридов 30,5
Лигниновые вещества 35,0
Вещества, экстрагируемые этиловым спиртом 4,6
Вещества, экстрагируемые горячей водой 15,5
Сумма экстрактивных веществ 20,1
Минеральные вещества 8,6
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составила 16,6·108 КОЕ/г, а для штамма М99-9 в 1,4 раз меньше. На 18-е сутки культивирования 
отмечалось снижение выхода конидий как у штамма М99-9, так и у штамма К6-15 [14].

Таким образом, полученные результаты дают основание утверждать, что через две недели 
культивирования биомасса смешанного субстрата по содержанию конидий соответствует био-
препарату. Причем добавление к опаду послеэкстракционного остатка почек тополя приводит 
как к увеличению (2,5-3 раза) выхода конидий, так и более глубокой конверсии субстрата [11], 
что, очевидно, связано со снижением доли экстрактивных веществ, оказывающих ингибирую-
щее действие, в частности терпеноидов. 

Об эффективности воздействия ферментативного комплекса исследуемых штаммов гри-
бов рода Trichoderma судили по убыли массы субстрата в процессе культивирования: на 18-е 
сутки культивирования она составила для штамма М99-9 – 17,3 %, для К6-15 – 12,5 %, что в два 
раза выше, чем на опаде [11].

Результаты, свидетельствующие об изменении химического состава субстрата в процессе 
культивирования исследуемых штаммов, представлены в табл. 2 и 3. Для сравнения химиче-
ского состава исходного субстрата и остатка после культивирования исследуемых штаммов 
производили пересчет полученных данных с учетом коэффициента убыли массы для каждого 
образца в процессе культивирования грибов в течение 18 сут. Количество каждого компонента, 
входящего в состав субстрата, рассчитано на единицу абсолютно сухого остатка. 

Результаты исследования показывают, что культивирование данных штаммов приводит к 
изменению содержания всех компонентов субстрата. 

Содержание водорастворимых веществ на 18-е сутки культивирования снизилось на 61 % 
(М99-9) и 57 % (К6-15). Количество веществ, экстрагируемых этиловым спиртом, в процессе 
культивирования грибов также изменилось. По окончании культивирования штаммов М99-9 и 
К6-15 их содержание снизилось на 50 и 37 % соответственно. 

Содержание легкогидролизуемых полисахаридов в субстрате после культивирования в 
течение 18 сут для штамма М99-9 уменьшилось на 45, а штамма К6-15 – 34 % по сравнению 
с исходным субстратом (17,5 %). Подвергаются изменениям и трудногидролизуемые полиса-

Таблица 2. Изменение химического состава субстрата в процессе культивирования штамма М99-9

Table 2. Changes in the chemical composition of the substrate during the cultivation of strain M99-9

Компонент
Содержание, % а.с.с.

7 сут 11 сут 14 сут 18 сут
Легкогидролизуемые полисахариды 17,1 14,4 11,0 9,6
Трудногидролизуемые полисахариды 13,7 11,8 9,3 6,9
Сумма полисахаридов 30,8 26,2 20,3 16,5
Вещества, экстрагируемые горячей водой 12,3 11,5 7,5 6,1
Вещества, экстрагируемые этиловым спиртом 4,6 3,9 3,3 2,3
Сумма экстрактивных веществ 16,9 15,4 10,8 8,4
Лигниновые вещества 34,7 35,5 31,1 24,9
Гуминовые вещества 5,5 6,2 11,1 11,6
Минеральные вещества 8,2 5,2 5,4 4,3
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хариды. Их содержание в субстрате в результате биодеструкции штаммом К6-15 уже на 18-е 
сутки культивирования снизилось по сравнению с исходным субстратом на 37 %, штаммом 
М99-9 на 47 %.

Также следует отметить, что в результате биодеструкции происходит уменьшение количе-
ства минеральных веществ практически в два раза по сравнению с их содержанием в исходном 
смешанном субстрате. 

Известно, что грибы рода Trichoderma являются продуцентами как целлюлолитических, 
так и лигнинолитических ферментов [15]. Установлено, что в процессе культивирования содер-
жание лигниновых веществ в субстрате на 18-е сутки культивирования снижается на 20-30 %. 
В процессе деструкции лигноуглеводного комплекса образуются гуминовые вещества (до 
12 %). 

Таким образом, высокий выход спор и образование гуминовых веществ в процессе куль-
тивирования грибов рода Trichoderma дает основание к совместному использованию послеэк-
стракционного остатка почек и листьев тополя в качестве сырья для получения биопрепарата 
«Триходермин», который одновременно является структурообразователем почвы и гумифици-
рующим агентом. 

Выводы

Результаты исследования позволяют сделать заключение о том, что почки после удаления 
из них экстрактивных веществ и опавшие листья тополя бальзамического могут служить суб-
стратом для культивирования мицелиальных грибов. В процессе биодеструкции вегетативной 
части тополя грибами рода Trichoderma штаммами М99-9 и К6-15 утилизирована основная часть 
полисахаридов и экстрактивных веществ. Установлено, что содержание полисахаридов снизи-
лось на 46 % (М99-9) и 35 % (К6-15), экстрактивных веществ – на 58 % (М99-9) и 52 % (К6-15). 

Биопрепарат, полученный на основе смешанного субстрата, имеет более высокий (в 
2,5-3 раза) титр спор по сравнению с опадом. Наиболее продуктивным при культивировании 
на данном субстрате является штамм К6-15 (1,7·109 КОЕ/г).

Таблица 3. Изменение химического состава субстрата в процессе культивирования штамма К6-15

Table 3. Changes in the chemical composition of the substrate during the cultivation of strain К6-15

Компонент
Содержание, % а.с.с.

7 сут 11 сут 14 сут 18 сут
Легкогидролизуемые полисахариды 14,9 13,3 12,1 11,6
Трудногидролизуемые полисахариды 12,1 9,4 9,1 8,2
Сумма полисахаридов 27,0 22,7 21,2 19,8
Вещества, экстрагируемые горячей водой 13,0 9,7 7,3 6,7
Вещества, экстрагируемые этиловым спиртом 3,9 3,3 3,1 2,9
Сумма экстрактивных веществ 16,9 12,9 10,4 9,6
Лигниновые вещества 33,0 28,3 28,1 28,1
Гуминовые вещества 5,2 5,8 7,2 9,1
Минеральные вещества 7,7 6,2 5,5 5,3
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Благодаря образованию гуминовых веществ (9-11 %) биопрепарат может быть внесен в по-
чву для гумификации. Для получения биопрепарата достаточно проводить культивирование в 
течение 14 сут.
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