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Мета. Оцінити активність ендо-1,4-β-глюканази у ґрунтових мікроорганізмів Bacillus 
subtilis, Paenibacillus polymyxa, Chaetomium globosum та Trichoderma harzianum для потен-
ційного їх використання як джерела ферменту в біотехнологічному виробництві та для 
створення біологічного препарату-деструктора рослинних решток. Методи. Лунковий ме-
тод, що базується на взаємодії барвника конго червоного з полісахаридом, який містить 
зв’язки β (1.4) або β (1.3) (використовували манітно-дріжджове середовище для глибинного 
культивування B. subtilis та P. polymyxa, кукурудзяно-мелясне — для C. globosum та 
T. harzianum), та спектрофотометричний метод, що базується на колориметричному ви-
значенні оптичної густини розчину фериціаніду, надлишок якого залишається після реакції з 
редукуючими речовинами, наявними в культуральній рідині (мікроорганізми культивували на 
кукурудзяно-мелясному середовищі). Результати. Як за використання лункового, так і спе-
ктрофотометричного методів показано, що досліджувані штами мікроміцетів проявляють 
вищу активність ендо-1,4-β-глюканази, ніж штами бактерій. Активність ендо-1,4-β-
глюканази мікроорганізмів становлять: B. subtilis eko/206 — 0,0499 IU/ml, T. harzianum 
eko/101 — 0,0667 IU/ml; C. globosum eko/108 — 0,0673 IU/ml. Середні діаметри зон просвіт-
лення складають: для T. harzianum eko/101 — 27,00 мм; C. globosum eko 108 — 28,14 мм; 
B. subtilis eko/206 — 20,25 мм. Не виявлено ендоглюканазної активності у P. polymy- 
xa eko/204. Висновки. У підсумку досліджень активності ендо-1,4-β-глюканази у штамів мі-
кроорганізмів встановлено, що найвища ферментативна активність спостерігається у 
C. globosum eko/108 та T. harzianum eko/101, що свідчить про перспективність використан-
ня цих штамів для отримання ендо-1,4-β-глюканази біотехнологічним шляхом. Штам 
B. subtilis eko/206 хоч і має здатність продукувати целюлолітичні ферменти, проте їх кіль-
кість порівняно незначна, тому його використання як продуцента ендо-1,4-β-глюканази є 
менш доцільним. Штам P. polymyxa eko/204 не проявив ендоглюканазної активності. 

Ключові слова: ендо-1,4-β-глюканаза, біопрепарати-деструктори целюлози, целюлолі-
тична активність; переробка целюлозовмісної сировини, целюлаза, рослинні відходи. 

 
Вступ. Орієнтовна кількість рослинної 

біомаси на планеті складає 7,2 × 1011 т. Що-
року відбувається накопичення близько 5 × 
× 109 т відходів рослинного походження [1]. 
В Україні утворюється велика кількість ліг-
ніноцелюлозних відходів унаслідок діяльно-
сті агропромислового комплексу; близько 
45 % цих відходів не використовується і не 
переробляється належним чином, що приз-
водить до значного забруднення довкілля [2; 
4]. За даними Державної служби статистики 

України, з 2015 по 2019 роки відбувається 
поступове збільшення посівних площ сільсь-
когосподарських культур [3], що призводить 
до збільшення кількості рослинних відходів. 
Динаміка зростання рослинних решток сіль-
ського та лісового господарств, харчової та 
легкої промисловості, а також інших галузей 
створює попит на розробку нових та вдоско-
налення старих шляхів їх утилізації.  

Існує кілька способів переробки та ути-
лізації рослинних відходів: спалювання для 
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отримання теплової енергії, виробництво бі-
опалива (твердого, рідкого та газоподібного), 
компостування, використання у тваринницт-
ві, проте більшість із них не набули популя-
рності [5; 6]. Крім того, для земель сільсько-
господарського призначення важливим є не 
лише позбавлення від відходів, але й збере-
ження та відновлення родючості ґрунтів. Та-
кого ефекту можна досягти, використовуючи 
здатність деяких ґрунтових мікроорганізмів 
розкладати целюлозовмісні субстрати. 

Аналіз останніх досліджень і публіка-
цій. Існує велика кількість мікроорганізмів-
деструкторів, здатних з різною ефективністю 
та за допомогою різноманітних механізмів 
розкладати целюлозу. Вітчизняними та зако-
рдонними дослідниками [7–9] вивчено та 
описано целюлозолітичну активність аероб-
них, анаеробних, факультативно анаеробних 
мікроорганізмів не лише задля утилізації ро-
слинних відходів, а й для отримання біопа-
лива та органічного добрива. Науковці, які 
досліджують вплив біопрепаратів на міне-
ралізацію рослинних решток, родючість та 
біологічну активність ґрунту [10–12], зазна-
чають, що застосування біопрепаратів-дест-
рукторів позитивно впливає на всі три пере-
лічені показники незалежно від типу ґрунту. 

Для розкладання рослинних решток час-
то пропонується використання мікрооргані-
змів-представників роду Trichoderma, а саме 
T. harzianum та T. reesei [13; 14], що вже сьо-
годні входять до складу більшості біопрепа-
ратів для деструкції стерні [15; 10]. Крім то-
го, целюлозолітичною активністю характе-
ризуються представники родів Penicillium, 
Aspergillus [1; 16; 17], Chaetomium [18; 19]. 
Серед бактерій активними целюлозолітика-
ми вважаються Trichonympha, Clostridium, 
Actinomycetes, Cellulomonas, Methanobrevi-
bacter, Cellulosimicrobium, Thermomonospora, 
Bacillus, Ruminococcus, Erwinia, Bacteriodes, 
Acetovibrio, Streptomyces, Microbispora, Fib-
robacter, Paenibacillus та інші [20; 21]. 

Доведено, що целюлозолітичний ком-
плекс мікроорганізмів складається з ензимів: 
ендо-β-1,4-глюканази, целобіогідролази, це-
лобіази, екзо-1,4-β-глюкозидази [22]. Вив-
чення активності ферментів різних продуце-
нтів, біохімічних механізмів деструкції, ге-
нетичної інженерії найчастіше спрямоване 
на дослідження саме целюлозолітичного 
комплексу.  

Ендоглюканаза — фермент, який гідро-
лізує внутрішні зв’язки з вивільненням це-
лоолігосахаридів, що призводить до змен-
шення ступеня полімеризації. Ендоглюканаза 
атакує карбоксиметилцелюлозу та аморфну 
форму целюлози, проте щодо кристалічної 
целюлози високої активності не спостеріга-
ється [22].  

З огляду на актуальність вивчення мік-
роорганізмів-деструкторів целюлози є доці-
льним встановити активність ферменту це-
люлазного комплексу — ендоглюканази з 
культуральної рідини мікроорганізмів B. sub-
tilis, P. polymyxa, C. globosum та T. harzianum. 

Мета досліджень. Встановити актив-
ність ендо-1,4-β-глюканази ґрунтових мікро-
організмів B. subtilis, P. polymyxa, C. globo-
sum та T. harzianum. 

Матеріали та методи досліджень. Дос-
лідження активності ендо-1,4-β-глюканази 
проводили у штамів мікроорганізмів, задепо-
нованих в колекції мікроорганізмів Інститу-
ту мікробіології і вірусології ім. Д. К. Забо-
лотного НАН України. Штами виділені з чор-
ноземів типових різних ґрунтово-кліматичних 
зон України методами спрямованої селекції 
та нині зберігаються в колекції мікроорганіз-
мів ТОВ «Інститут агробіології» під назвами 
B. subtilis eko/206, P. polymyxa eko/204, 
T. harzianum eko/101 та C. globosum eko/108. 

Для визначення активності ендо-1,4-β-
глюканази застосовували лунковий метод, 
який базується на взаємодії барвника конго 
червоного з полісахаридом, що містить зв’яз-
ки β (1.4) або β (1.3) [23], а також спектрофо-
тометричний метод визначення активності 
ферменту за визначення оптичної густини 
розчину фериціаніду, надлишок якого зали-
шається після реакції з редукуючими речо-
винами, що присутні в культуральній рідині 
[24]. 

У дослідженні активності лунковим ме-
тодом застосовували манітно-дріжджове се-
редовище для глибинного культивування 
B. subtilis та P. polymyxa, кукурудзяно-ме-
лясне — для C. globosum та T. harzianum. 
Тривалість культивування становила 4 доби. 
Агаризовані середовища (м’ясо-пептонний 
агар та солодовий агар з додаванням карбок-
симетилцелюлози (КМЦ)) застосовували для 
спостереження за утворенням зон просвіт-
лення. У лунки на агаризованому середовищі 
вносили 0,05 мл культуральної рідини. Дос-
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лід проводили у семи повтореннях. 
Для виявлення КМЦ-активності спект-

рофотометричним методом [24] використо-
вували кукурудзяно-мелясне середовище для 
культивування B. subtilis eko/206, C. globo-
sum eko 108 та T. harzianum eko/101. Культи-
вування в рідкому живильному середовищі 
здійснювали протягом 8 діб. Середовище для 
культивування містить певну кількість реду-
куючих речовин (фон), тому перед визна-
ченням КМЦ-активності було визначено ці 
показники та віднято їхні значення від ре-
зультатів аналізу фермента. За одиницю 
КМЦ-активності приймається початкова 
швидкість гідролізу КМЦ, яка дорівнює 
1 мікромолю редукуючих цукрів, що утво-
рюються в рН-оптимумі активності фермен-
ту за 40 °С упродовж 1 хвилини інкубуван- 
ня — міжнародна одиниця активності (IU). 
Дослід проводили в трьох повтореннях. 

Статистичну обробку експерименталь-
них даних виконували за загальноприйняти-
ми методиками за використання програмно-
го забезпечення Microsoft Excel. 

Результати та їх обговорення. У підсу-
мку проведеного досліду з визначення акти-
вності ендо-1,4-β-глюканази у ґрунтових мі-
кроорганізмів лунковим методом встановле-
но, що не всі штами проявили себе як 
продуценти целюлозолітичних ферментів. 
Культуральна рідина P. polymyxa eko/204 не 
утворювала зон просвітлення, тому можна 
зробити висновок, що, на відміну від інших 
мікроорганізмів, цей штам не є продуцентом 
ендо-1,4-β-глюканази. 

Діаметри зон просвітлення (табл. 1) мік-
роміцетів T. harzianum та C. globosum 
(27,00 мм та 28,14 мм відповідно) свідчать 
про значно вищу активність ферменту у цих 
штамів мікроорганізмів проти B. subtilis 
eko/206, середній діаметр зони просвітлення 
для якого складає 20,25 мм (середня целю-
лозолітична активність). Порівнюючи актив-
ності ендо-1,4-β-глюканази T. harzianum 
eko/101 та C. globosum eko/108, варто зазна-
чити, що середні діаметри зон просвітлення 
у штамів значно не відрізняються. 

У подальших дослідженнях активності 
ендо-1,4-β-глюканази спектрофотометрич-
ним методом (рис. 1) отримано такі дані: 
B. subtilis eko/206 має нижчі показники акти-
вності ферменту (0,0499 IU/ml), ніж T. har- 

zianum eko/101 (0,0667 IU/ml) та C. globosum 
eko/108 (0,0673 IU/ml). Отримані результати 
підтверджують літературні дані [25] про ви-
щу активність целюлозолітичних ферментів 
у мікроміцетів. 

 
Таблиця 1. Середній діаметр зони про-

світлення для досліджуваних штамів мік-
роорганізмів за встановлення їхньої целю-
лозолітичної активності лунковим мето-
дом 

Штами 
мікроорганізмів 

Середній діаметр зони 
просвітлення, мм 

B. subtilis eko/206 20,25 ± 0,49 
T. harzianum eko/101 27,00 ± 0,43 
C. globosum eko/108 28,14 ± 0,51 
P. polymyxa eko/204 0 

 
Для порівняння результатів обох експе-

риментів дані переводили у відносні значен-
ня. Лунковим методом встановлено, що діа-
метр зони просвітлення C. globosum eko/108 
на 4,05 % перевищує діаметр зони просвіт-
лення штаму T. harzianum eko/101 та на 
28,04 % — B. subtilis eko/206. Результати 
спектрофотометричного дослідження актив-
ності цього ферменту збігаються з даними, 
які отримано лунковим методом: активність 
ендо-1,4-β-глюканази C. globosum eko/108 
на 0,89 % вища за активність цього ферменту 
у T. harzianum eko/101 та на 25,85 % — за 
цей показник у B. subtilis eko/206. Порівню-
ючи результати лункового та спектрофото-
метричного методів визначення активності 
ендо-1,4-β-глюканази можна стверджувати, 
що отримані залежності однакові в межах 
похибки. 

Результати проведеної роботи свідчать, 
що найвищою ендоглюканазною активністю 
серед досліджених мікроорганізмів характе-
ризуються C. globosum eko/108 та T. harzia-
num eko/101. Дослідження інших штамів 
T. harzianum [26] доводять, що можливо до-
сягти значно вищої активності ендоглюкана-
зи, застосовуючи як єдине джерело вуглецю 
фільтрувальний папір та пшеничну солому: 
на 8-у добу культивування активність ендо-
глюканази більше за 0,1 IU/ml. Також знач- 
ну роль відіграє тривалість культивування 
мікроорганізмів: так, за даними науковців, 
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Рис. 1. КМЦ-активність: 1 — B. subtilis eko/206; 2 — T. harzianum eko/101; 3 — C. globo-
sum eko/108. 
 

найбільшу ендоглюканазну активність шта-
ми T. harzianum виявляють на 10 та 14-у до-
бу культивування [26], а C. globosum — на 
18-у добу [27]. B. subtilis eko/206 характери-
зується низькою активністю ендоглюканази, 
проте деякі штами [28; 29] цього виду вияв-
ляють значно вищу активність ферменту.  

Висновки. У підсумку дослідження ак-
тивності ендо-1,4-β-глюканази у мікроорга-
нізмів встановлено, що найвища фермента-
тивна активність спостерігається у C. globo-
sum eko/108 та T. harzianum eko/101, що свід-
чить про перспективність використання цих 
штамів для отримання ендо-1,4-β-глюкана- 
зи біотехнологічним шляхом, а також про 
необхідність подальшого дослідження оп- 
тимальних умов культивування продуцен- 
тів. 

Штам B. subtilis eko/206 хоч і має здат-
ність продукувати целюлолітичний фермент, 
проте його кількість порівняно незначна, то-
му використання цієї бактерії як продуцента 
ендо-1,4-β-глюканази є менш доцільним. 
P. polymyxa eko/204 не виявив ендоглюкана-
зної активності. 
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Objective. Evaluate the activity of endo-1,4-β-glucanase in soil microorganisms Bacillus sub-

tilis, Paenibacillus polymyxa, Chaetomium globosum and Trichoderma harzianum for their poten-
tial use as an enzyme source in biotechnological production and to create a biodestroyer of plant 
residues. Methods. Hole method based on the interaction between Congo red dye and polysaccha-
ride containing β (1.4) or β (1.3) bonds (mannitol-yeast medium was applied for deep cultivation of 
B. subtilis and P. polymyxa, corn-molasses — for C. globosum and T. harzianum), and spectropho-
tometric method based on colorimetric determination of the optical density of ferricyanide solution, 
the excess of which remains after reaction with reducing substances present in the culture fluid (mi-
croorganisms were cultured on corn-molasses medium). Results. Both hole and spectrophotometric 
methods showed that the studied micromycete strains had higher endo-1,4-β-glucanase activity than 
bacterial strains. The activity of endo-1,4-β-glucanase of microorganisms is as follows: B. subtilis 
eko/206 — 0.0499 IU/ml, T. harzianum eko/101 — 0.0667 IU/ml; C. globosum eko/108 — 
0.0673 IU/ml. The average diameters of the enlightenment zones are as follows: T. harzianum 
eko/101 — 27.00 mm; C. globosum eko/108 — 28.14 mm; B. subtilis eko/206 — 20.25 mm. No en-
doglucanase activity was detected in P. polymyxa eko/204. Conclusion. The study of endo-1,4-β-
glucanase activity in strains of microorganisms showed that the highest enzymatic activity is ob-
served in C. globosum eko/108 and T. harzianum eko/101, suggesting the prospects of using these 
strains to obtain endo-1,4-β-glucanase via biotechnology. Although B. subtilis eko/206 has the abil-
ity to produce cellulolytic enzymes but their number is relatively small, so its use as a producer of 
endo-1,4-β-glucanase is less appropriate. P. polymyxa eko/204 did not show endoglucanase acti-
vity. 

Key words: endo-1,4-β-glucanase, biological preparations-destructors of cellulose, cellulolytic 
activity; processing of cellulose-containing raw materials, cellulase, plant waste. 
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