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Важное направление развития научных основ искусственного культивирования грибов — 
оптимизация минерального питания и доставки металлов(II). Органическая форма микроэлемен-
тов обладает значительными преимуществами перед неорганическими прекурсорами. Конъюгация 
металлов(II) (в частности Cu, Mn, Fe, Zn, Co) с эссенциальными аминокислотами представляет-
ся решением проблемы биодоступности благодаря химическим процессам комплексообразования. 
В представленном исследовании мы впервые обнаружили и охарактеризовали действие аспарта-
тов переменновалентных металлов(II) на ростовые процессы, биохимический отклик погружен-
ных культур, антибактериальную активность грибных препаратов и плодоношение базидиомице-
тов родов Ganoderma, Grifola, Laetiporus, Lentinula и Pleurotus. Цель нашей работы состояла в 
выявлении и сравнении особенностей действия аспартатов переменновалентных металлов(II) на 
физиолого-биохимические показатели базидиомицетов. В работе использовали культуры труто-
вика лакированного (Ganoderma lucidum 1315), грифолы зонтичной (Grifola umbellata 1622), 
трутовика серно-желтого (Laetiporus sulphureus 120707), пилолистника съедобного (шиитаке) 
(Lentinula edodes F-249), вешенки устричной (Pleurotus ostreatus 69, BK1702 и HK352). Аспарта-
ты Cu(II), Mn(II), Fe(II), Zn(II), Co(II) в концентрации 1½104 моль/л входили в состав пита-
тельных сред на основе глюкозы или пшеничного отвара при выращивании мицелия методом 
погруженного культивирования. Еще одним вариантом добавки к питательной среде была аспара-
гиновая кислота (Asp) в концентрации 2½104 моль/л. Рост грибов при глубинном культивирова-
нии характеризовали по накоплению сухой биомассы. Мицелий фильтровали через предвари-
тельно взвешенные на аналитических весах фильтры, высушивали до постоянной массы и вновь 
взвешивали. Сравнивали прирост биомассы (по сравнению с 3-часовыми образцами культуры) в 
контрольном (без добавок аспартатов — хелатов аспарагиновой кислоты) и опытных вариантах. 
Субстратом для выращивания плодовых тел вешенки устричной служила лузга подсолнечника. 
Антибактериальную активность продуктов из погруженных грибных культур, выращенных в при-
сутствии хелатов, определяли в отношении фитопатогенных бактерий Micrococcus luteus B-109, 
Pectobacterium carotovorum subsp. сarotovorum (штаммы 603 и MI), Pectobacterium atrosepticum 
1043, Pseudomonas fluorescens EL-2.1, Xanthomonas campestris B-610, используя метод диффузии в 
агар. Эффект добавок на состав пула вторичных метаболитов грибных культур оценивали мето-
дом высокоэффективной жидкостной хроматографии/времяпролетной масс-спектрометрии высо-
кого разрешения. Количественную оценку содержания металла в биологических пробах грибного 
происхождения проводили методом атомно-абсорбционной спектроскопии. Характеристики раз-
вития плодовых тел вешенки устричной оценивали в лаборатории, а затем в условиях грибовод-
ческого хозяйства. Установлено, что аминокислотные хелаты биогенных металлов(II) служат 
факторами интенсификации выращивания посевного мицелия и плодообразования макробазидио-
мицетов в лабораторных условиях. Показано существенное ростостимулирующее действие хела-
тов меди, марганца, цинка и в меньшей степени железа на мицелий базидиомицетов в условиях 
погруженного культивирования, в особенности в отношении трутовика лакированного, грифолы 
зонтичной, трутовика серно-желтого. Отмечалось весьма слабое стимулирование или даже инги-
бирование роста P. ostreatus 69 в вариантах с добавками Cu(Asp)2, Mn(Asp)2, Zn(Asp)2. Аспара-
гиновая кислота демонстрировала ингибирующий эффект вне зависимости от таксономических 
характеристик базидиомицетов. При культивировании вешенки устричной в присутствии аспарта-
тов биогенных металлов выявлены межштаммовые различия в отношении быстро- и медленно-
растущих культур к экзогенному воздействию хелатов металлов. В вариантах опыта Cu(Asp)2 и 
Zn(Asp)2 преимуществом обладал штамм P. ostreatus BK1702. Хелат марганца оказывал наиболее 
выраженное положительное действие на быстрорастущий штамм P. ostreatus HK352. По данным 
физико-химических исследований, аспартаты металлов(II), особенно Mn(Asp)2, Cu(Asp)2, влия-
ют на биосинтез 5-гидроксиметилфурфурола, дигидропирона (структурный аналог койевой кисло-
ты), пара-гидроксифенилуксусной кислоты, антиоксидантные свойства которых важны для гриб-
ной культуры. Положительное действие сочетаний хелатных соединений Mn(II), Cu(II), Fe(II), 
Zn(II) на жизнедеятельность P. ostreatus может быть эффективно использовано как для развития 
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научных основ минерального питания высших грибов, так и в практическом грибоводстве. Аспар-
таты биогенных металлов могут служить действующим началом биопрепаратов для промышлен-
ного культивирования грибов. Характеристики развития мицелия и плодовых тел вешенки 
устричной с использованием в эксперименте аспартатов позволили рекомендовать к практическо-
му применению хелат марганца(II). 

 

Ключевые слова: базидиомицеты, физиолого-биохимические характеристики, биометал-
лы, аминокислотные хелаты, аспартаты. 

 

Интерес к изучению влияния микроэлементов на физиологиче-
ские, культуральные, биохимические свойства съедобных и лекарственных 
высших грибов обусловлен, с одной стороны, широким практическим 
применением, с другой — уникальностью базидиомицетов как объектов 
микробиологических и биохимических исследований (1, 2). Культивиро-
вание ксилотрофных макромицетов по сути представляет собой биотехно-
логический процесс утилизации лигноцеллюлозных отходов, с достаточ-
ной эффективностью конверсируемых в пищу человека или высококаче-
ственные корма с высокой питательной ценностью и улучшенной биодо-
ступностью (3, 4). 

Значительные усилия по совершенствованию производства функ-
циональных ингредиентов и натуральных питательных добавок направле-
ны на получение микроорганизмов, биомасса которых обогащена биоме-
таллами (5-7). Так, весьма результативным может быть обогащение гриб-
ных культур субстанциями, содержащими эссенциальные элементы (8). 
Поэтому важным направлением развития научных основ искусственного 
культивирования грибов становится оптимизация минерального питания и 
доставки металлов(II), таких как медь, марганец, железо, цинк, кобальт. 

Органическая форма микроэлементов обладает значительными пре-
имуществами перед неорганическими прекурсорами (9-11), кроме того, 
при использовании в виде неорганических солей металлы малодоступны 
для утилизации организмами (12-14). Конъюгация металлов(II) (в частно-
сти Cu, Mn, Fe, Zn, Co) с эссенциальными аминокислотами представляет-
ся решением проблемы биодоступности (15, 16) благодаря химическим 
процессам комплексообразования. 

При взаимодействии аминокислот с ионами металлов при моляр-
ном соотношении металл:аминокислота, равном 1:(1-3), посредством об-
разования ковалентно-координационных связей формируются хелаты (17). 
Аминокислоты и продукты ферментативного разрушения белков (неболь-
шие пептиды) служат идеальными лигандами, поскольку обладают как 
минимум двумя функциональными группами, необходимыми для образо-
вания кольцевой структуры с металлом (18). Ионы металлов связываются 
с карбоксильными группами, а в комплексах аспарагиновой кислоты не-
которые ионы металлов способны образовывать хелатную связь с амино-
группами (19, 20). Поэтому для ряда металлокомплексов аспарагиновой 
кислоты константы устойчивости в основном определяются сродством 
ионов металлов к аминогруппе (21), что приводит к избирательному свя-
зыванию ионов металлов и их переносу в комплексе с аспартатом (22, 23). 
Благодаря металл-координированному состоянию микроэлементов наблю-
дается повышение усвоения минеральных веществ организмом (24). Био-
конъюгация металлов с аминокислотами — ценное средство функциона-
лизации природных белков и пептидов (25, 26). 

Ранее нами была изучена биологическая активность грибных суб-
станций при включении в состав питательной среды биометаллов(II) в ви-
де неорганических солей (27). В случае, когда экзогенным источником 
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микроэлементов в глубинных культурах служили минеральные соли био-
металлов, получить положительный биологический эффект не удавалось. 
Системные исследования по оптимизации минерального питания культи-
вируемых грибов с применением аспартатов биогенных металлов ранее не 
проводились. 

В представленной работе мы впервые обнаружили и охарактеризо-
вали действие аспартатов переменновалентных металлов(II) на ростовые 
процессы, биохимический отклик погруженных культур, антибактериаль-
ную активность грибных препаратов и плодоношение базидиомицетов ро-
дов Ganoderma, Grifola, Laetiporus, Lentinula, Pleurotus. 

Цель нашей работы состояла в выявлении и сравнении особенно-
стей действия аспартатов переменно-валентных металлов(II) на физиоло-
го-биохимические показатели базидиомицетов. 

Методика. В работе использовали культуры трутовика лакирован-
ного (Ganoderma lucidum 1315), грифолы зонтичной (Grifola umbellata 1622), 
трутовика серно-желтого (Laetiporus sulphureus 120707), пилолистника съе-
добного (шиитаке) (Lentinula edodes F-249), вешенки устричной (Pleurotus 
ostreatus). Штаммы P. ostreatus BK1702 и HK352 — из коллекции бази-
диомицетов Института биохимии и физиологии растений и микроорга-
низмов РАН (ИБФРМ РАН), P. ostreatus 69 предоставлен Институтом 
микробиологии НАН Беларуси. Культуры грибов поддерживали на сус-
ло-агаре (4 град. по Баллингу) при 4 С, в темноте. 

Бактериальные тест-системы для изучения антимикробной актив-
ности выбирали на основе Специализированной научной коллекции 
ИБФРМ РАН (World Federation for Culture Collection — WFCC, #975, 
World Data Center of Microorganisms — WDCM, #1021). Антибактериаль-
ную активность продуктов из погруженных грибных культур, выращенных 
в присутствии хелатов, определяли в отношении фитопатогенных бакте-
рий Micrococcus luteus B-109, Pectobacterium carotovorum subsp. сarotovorum 
(штаммы 603 и MI), Pectobacterium atrosepticum 1043, Pseudomonas fluorescens 
EL-2.1, Xanthomonas campestris B-610. 

Для культивирования использовали глюкозо-аспарагиновую среду, 
в состав которой входили 9,0 г/л D-глюкозы (концентрация 300 мМ по 
углероду), 1,5 г/л L-аспарагина (концентрация 20 мМ по азоту), и среду с 
дрожжевым экстрактом, содержащую 10 г/л D-глюкозы и 1 г/л дрожжево-
го экстракта. Для приготовления плотных сред в питательные растворы 
добавляли 1,8-2,0 % (масса/объем) агара. 

Посевную жидкую культуру вешенки устричной получали на муч-
ной среде, приготовленной на основе отвара пшеничной муки. К 20 г 
пшеничной муки высшего сорта добавляли 100 мл холодной воды, разме-
шивали до однородного состояния, полученную взвесь тонкой струей вли-
вали в 900 мл кипящей воды и кипятили в течение 2-3 мин. Автоклавиро-
вали при избыточном давлении 1 атм. Температура выращивания культур 
составляла 26 С.  

Бактерии Micrococcus luteus, Pectobacterium carotovorum subsp. сaroto-
vorum, Pectobacterium atrosepticum, Pseudomonas fluorescens выращивали на 
среде следующего состава: мясной экстракт — 10,0, пептон — 10,0, NaCl — 
5,0 г/л. Среда для выращивания Xanthomonas campestris имела состав: глю-
коза — 20,0, дрожжевой экстракт — 10,0, CaCO3 — 20,0 г/л. Концентрация 
Bacto® Agar («Difco Laboratories Inc., США) для плотных сред составляла 
18 г/л, рН доводили до 7,2-7,4. Все культуры выращивали при 28 С.  
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Входящие в состав питательных сред на основе глюкозы или пше-
ничного отвара аспартаты Cu(II), Mn(II), Fe(II), Zn(II), Co(II) имели об-
щую формулу M(Asp)2, где Asp — аспарагиновая кислота, и использова-
лись в концентрации 1½104 моль/л в пересчете на металл в готовой среде. 
Еще одним вариантом добавки к питательной среде была аспарагиновая 
кислота в концентрации 2½104 моль/л. Аспартаты представляли собой 
негигроскопичные сыпучие мелкодисперсные порошки сиреневого цвета 
для кобальта, синего — для меди, бежевого — для железа, слабо бежевого — 
для марганца, белого — для цинка. Аспартаты металлов(II) были получены 
прямым взаимодействием сульфатов металлов со стехиометрическим ко-
личеством аспарагиновой кислоты (Asp) по механизму комплексообразо-
вания в условиях нейтральной среды с последующей сушкой методом тер-
мического распыления (28). 

Для получения мицелиальной культуры при посеве в качестве ино-
кулята использовали 14-суточные культуры G. lucidum, G. umbellata, L. sul-
phureus, L. edodes, P. ostreatus, выращенные на агаризованном пивном сусле 
(4 град. по Баллингу). Способ дозирования посевной культуры состоял в 
засеве жидких сред дисками сусло-агара диаметром 5 мм с культурой гри-
ба, взятыми с помощью стерильного металлического инструмента (про-
бойника) из одной зоны растущего мицелия. При засеве жидких сред 
предварительно намеченные пробойником диски мицелия из чашки Петри 
переносили стерильным скальпелем в колбы с соответствующими среда-
ми, обычно из расчета 3 диска на 50 мл среды. При засеве агаризованных 
сред диски мицелия переносили в центр чашки Петри, один диск на каж-
дую чашку. Засев мучной среды осуществляли мицелием, выращенным на 
чашке Петри с агаризованным пивным суслом в течение 7-10 сут.  

Растворы органических и неорганических солей, используемых в 
качестве добавок к среде выращивания, готовили в 50 % (объем/объем) 
водном этаноле в концентрированном виде, а затем вносили с помощью 
автоматической пипетки в каждую из колб с жидкой средой либо расплав-
ленной агаризованной средой, достигшей при остывании после автокла-
вирования температуры  40 С, перед заполнением чашек Петри. При рас-
чете результирующей концентрации катионов M2+ в питательных средах 
учитывали указанное разведение. Вариант без добавок аспартатов или ас-
парагиновой кислоты служил контролем, используемым для разных гриб-
ных культур, в том числе для штаммов вешенки. 

Для получения плодовых тел P. ostreatus посевной мицелий произ-
водился по стандартной технологии на зерне твердой пшеницы (29). Зерно 
выдерживали в горячей (90 С) воде в течение 20 мин и автоклавировали 
30 мин в емкостях объемом 500 мл при избыточном давлении (1 атм) два-
жды, с интервалом 24 ч. Инокулятом служили глубинные культуры, выра-
щенные на мучной среде в присутствии и в отсутствие (контроль) аспарта-
тов металлов, в возрасте 14 сут. Посевной мицелий на мучной среде также 
получали в присутствии двойных смесей аминокислотных хелатов посред-
ством введения аспартатов попарно в состав готового стерильного пше-
ничного отвара. В процессе роста на 3-и, 5-е, 7-е, 9-е, 14-е сут зерновой 
субстрат встряхивали для равномерной колонизации и выявления загряз-
нения конкурирующей микрофлорой. Культивирование осуществляли при 
24-26 С в течение 2 нед. 

Субстратом для выращивания плодовых тел служила лузга подсол-
нечника — наиболее доступный и потому активно используемый в про-
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мышленном грибоводстве России лигноцеллюлозный субстрат. Плодовые 
тела выращивали в лабораторных условиях по стандартной методике на 
пастеризованном субстрате. После 2 нед в темноте емкости с колонизиро-
ванным субстратом выставляли во влажную камеру на свет. На 15-е сут 
после инокуляции у всех исследуемых штаммов появились примордии. 
Далее вели ежедневное наблюдение за ростом плодовых тел. Эффект ас-
партатов металлов(II) оценивали по интенсивности освоения лузги под-
солнечника мицелием P. ostreatus, выращенным на зерновом субстрате по-
сле засева жидкой культурой, полученной в присутствии М(Asp)2 и без 
добавки. Аспартаты металлов использовали также для обработки лигно-
целлюлозного субстрата из лузги семян подсолнечника. Характеристики 
развития плодовых тел оценивали в лаборатории, а затем в условиях гри-
боводческого хозяйства.  

При глубинном культивировании полученный мицелий фильтрова-
ли через предварительно взвешенные на аналитических весах фильтры, 
высушивали до постоянной массы и вновь взвешивали. Сопоставляли 
прирост биомассы (по сравнению с 3-часовыми образцами культуры) в 
контрольном (без добавок аспартатов или Asp) и опытных вариантах. Ско-
рость роста базидиомицетов при глубинном культивировании определяли 
по накоплению сухой биомассы в единицу времени в зависимости от про-
должительности выращивания. О действии экзогенных аспартатов или ас-
парагиновой кислоты на культуры судили по накоплению биомассы мице-
лия в жидкой среде, в присутствии и в отсутствие L-аспартатов или Asp. 

Металлсодержащие биообразцы грибного происхождения получа-
ли, как описано для неорганических солей (27). Чувствительность фитопа-
тогенов к биоагентам грибного происхождения определяли, используя ме-
тод диффузии в агар (способ цилиндрических лунок, «колодцев»). Резуль-
таты оценивали по радиусу зон задержки роста бактерий вокруг лунки, не 
учитывая диаметр самого цилиндра. В некоторых опытах зоны угнетения 
имели овальную форму. В таких случаях измеряли наибольший и наимень-
ший радиус зоны и вычисляли среднюю величину, которая и принималась 
за показатель бактерицидной активности. 

Количественную оценку содержания металла в биологических про-
бах проводили методом атомно-абсорбционной спектроскопии на спектро-
метре iCE 3000 C093500037 v1.30 («Thermo Fisher Scientific», США) в Центре 
коллективного пользования (ЦКП) научным оборудованием в области фи-
зико-химической биологии и нанобиотехнологии «Симбиоз» ИБФРМ РАН. 

Для определения эффекта добавок изучаемых хелатов на состав 
пула вторичных метаболитов грибных культур проводили сравнение экс-
трактов из питательных сред культивирования в контроле и с добавкой 
104 моль/л аспартата металла(II). Для анализа использовали жидкостный 
хроматограф UltiMate 3000 («Thermo Fisher Scientific», США) в сочетании с 
квадруполь-времяпролетным масс-спектрометрическим детектором maXis 
Impact, maXis 4G («Bruker Daltonics», Германия). Разделение проводили на 
колонке (150½2,1 мм) Acclaim™ 120 C18 (2,2 мкм) («Thermo Fisher 
Scientific», США) в режиме градиентного элюирования подвижной фазы.  

Использовали подвижные фазы, состоящие из 0,1 % муравьиной 
кислоты в воде с добавлением 5 мМ формиата аммония (А) и 0,1 % мура-
вьиной кислоты в ацетонитриле (Б). Градиентное элюирование проводили 
смесью растворов А и Б в следующем режиме: 0 мин — 98 % А + 2 % Б, 
15 мин — 100 % Б, 20 мин — 100 % Б, 30 мин — 98 % А + 2 % Б. Ско-
рость потока подвижной фазы — 0,3 мл∕мин1, оптимальная температура 
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хроматографической колонки — 35 С, объем вводимой пробы — 20 мкл. 
Использовали электрораспылительную ионизацию в устройстве ionBooster 
(«Bruker Daltonics», Германия). Выбор оптимальных значений параметров 
описан ранее (30, 31). 

Диапазон регистрируемых масс ионов составлял 200-500 Да. В ка-
честве калибранта использовали формиат натрия (10 мМ) в водном рас-
творе изопропанола (1:1). Калибровку проводили в автоматическом режи-
ме при записи хроматограммы. Погрешность в определении масс ионов не 
превышала ±5 ppm (n = 3). 

Идентификацию осуществляли с использованием программного 
продукта TargetAnalysis-1.3. («Bruker Daltonics», Германия), обработку хро-
матограмм по общему ионному току и хроматограмм извлеченных масс 
ионов — с помощью DataAnalysis-4.1 («Bruker Daltonics», Германия), со-
ставление картины изотопного распределения аналитов — с применением 
IsotopePattern («Bruker Daltonics», Германия). 

Полученные результаты обрабатывали статистически с использова-
нием пакета программ Microsoft Excel. Приведены средние арифметиче-
ские значения (M) и стандартные отклонения (±SD). Значения парамет-
рического t-критерия Стьюдента находили для 95 % уровня значимости. 

Результаты. Аминокислотные хелаты биогенных металлов, в част-
ности аспартатов, позволяют использовать микроэлементы в биодоступной 
органической форме при искусственном культивировании грибов. В каче-
стве вещества, образующего соединение с металлами, применяется аспара-
гиновая кислота, при этом мольное соотношение аспарагиновая кисло-
та:металл составляет 2:1. 

В отличие от изученного ранее варианта с включением в состав 
питательной среды биометаллов(II) в виде неорганических солей (27), в 
настоящей работе уже на начальных этапах был выявлен высокий потен-
циал аспартатов, обладающих малотоксичностью и биологической актив-
ностью (28), для эффективного получения мицелиальной биомассы и пло-
доношения в лабораторных условиях. Концентрация микроэлементов со-
ставляла 1½104 моль/л. 

В условиях погру-
женного культивирования 
большинство использо-
ванных добавок проявили 
существенное ростости-
мулирующее действие, в 
особенности в отноше-
нии Ganoderma lucidum 
1315, Grifola umbellata 1622, 
Laetiporus sulphureus 120707 
(рис. 1). Величина су-
хой биомассы достоверно 
превышала соответству-
ющие значения в кон-
трольных опытах без ас-
партатов (р < 0,05). 

Роль катионов ме-
таллов в стимуляции роста базидиомицетов можно объяснить способно-
стью связывать и стабилизировать молекулы важных для ростовых процес-

Рис. 1. Накопление биомассы глубинными культурами Gano-
derma lucidum 1315 (а), Grifola umbellata 1622 (б) и Laetipo-
rus sulphureus 120707 (в) через 21 сут культивирования на 
среде с глюкозой, дрожжевым экстрактом и добавками: 1 — 
Cu(Asp)2, 2 — Mn(Asp)2, 3 — Fe(Asp)2, 4 — Zn(Asp)2, 5 — 
Co(Asp)2, 6 — Asp (M±SD).  
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сов мицелия соединений с разнообразной химической структурой, раз-
мерными и зарядовыми характеристиками, растворимостью, липофиль-
ными свойствами, реакционной способностью. Определенную роль играет 
распределение зарядов. Отрицательный заряд поверхности мицелия, спо-
собствующий комплексообразованию в процессе взаимодействий металл-
лиганд, обеспечивается как хитином, компонентом грибной клеточной 
стенки (32), так и присутствием карбоксильной, аминной, тиольной, 
амидной, иминной, тиоэфирной, фосфатной функциональных групп (33). 
В этом случае происходит не просто химическая реакция между металлсо-
держащими соединениями и поверхностью мицелия, в которой биомасса 
пассивно связывает ионы металлов по известным физико-химическим 
механизмам. Процесс взаимодействия культур с аспартатами — метабо-
лически зависимый, что, несомненно, вносит вклад в разнообразие ответ-
ных реакций разных видов грибов (см. рис. 1) для одного и того же со-
единения металла. 

При этом в опытах было отмечено весьма слабое стимулирование 
или даже ингибирование роста P. ostreatus 69 в вариантах с добавками ор-
ганических солей Cu(Asp)2, Mn(Asp)2, Zn(Asp)2, которые оказывали значи-
тельный положительный эффект на рост других грибных культур (рис. 2). 

 

 
Рис. 2. Накопление биомассы глубинными культурами Ganoderma lucidum 1315 (а), Lentinula 
edodes F-249 (б), Grifola umbellata 1622 (в), Pleurotus ostreatus 69 (г) и Laetiporus sulphureus 
120707 (д) через 21 сут культивирования на среде с глюкозой, дрожжевым экстрактом и добав-
ками: 1 — Cu(Asp)2, 2 — Mn(Asp)2, 3 — Fe(Asp)2, 4 — Zn(Asp)2, 5 — Co(Asp)2, 6 — Asp 
(M±SD). 

 

Выраженная зависимость от таксономических характеристик бази-
диомицетов при их искусственном культивировании с неорганическими 
солями металлов имеет подтверждение в литературе. На примере меди и 
цинка была показана видоспецифичность эффектов металлов в отноше-
нии десятков культур съедобных грибов разного систематического поло-
жения (6, 34). При погруженном культивировании 11 культур штаммов 
ксилотрофов рода Trametes в присутствии солей меди, железа, марганца 
выявлены существенные различия в отношении активности лигнин-моди-
фицирующих ферментов (35). Сульфаты Cu(II), Fe(II) и Zn(II) оказывали 
неодинаковое влияние на выход биомассы и метаболитов полисахаридной 
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природы у гриба Antrodia cinnamomea (36).  
Возникла задача подбора штамма P. ostreatus для более эффектив-

ного использования аминокислотных хелатов при получении посевного 
мицелия и плодовых тел этого гриба. 

P. ostreatus имеет важное значение для искусственного культивиро-
вания прежде всего благодаря высокой продуктивности, ценным пищевым 
свойствам, содержанию значительного количества белка (37, 38), а также 
возможности использования для выращивания этих грибов субстратов, 
малопригодных для каких-либо других целей (непищевых отходов сель-
ского хозяйства и промышленности) (39-41). Актуальные исследования 
роста P. ostreatus на жидких средах направлены на разработку технологии 
погруженного культивирования мицелия с целью получения биомассы 
кормового и пищевого назначения, разнообразных физиологически ак-
тивных препаратов (42, 43) и биотехнологически ценных продуктов (44-
46). Погруженное культивирование известно как быстрый и эффективный 
метод производства посевного материала для грибоводства (47, 48). 

Для выявления эффектов экзогенных аспартатов и аспарагиновой 
кислоты в отношении медленно- и быстрорастущих штаммов вешенки 
устричной оценивали накопление биомассы культурами штаммов P. ostre-
atus в жидкой среде в присутствии и в отсутствие L-аспартатов метал-
лов(II) (Cu, Mn, Fe, Zn, Co) и Asp. Исследовали штаммы вешенки устрич-
ной P. ostreatus 69, P. ostreatus BK1702 и P. ostreatus HK352. Рост P. ostreatus 
в глубинной культуре характеризовали по сухой массе мицелия при его 
выращивании на жидкой синтетической питательной среде с глюкозой и 
дрожжевым экстрактом. Биомасса глубинного мицелия P. ostreatus, куль-
тивируемого в отсутствие добавок, через 28 сут после засева составила 
49,00±8,00, 124,86±6,38 и 244,7±15,77 мг/100 мл соответственно для штам-
мов 69, BK1702 и HK352. Максимальное накопление биомассы в глубин-
ной культуре было выявлено у P. ostreatus HK352. 

Высокая скорость 
роста мицелия при искус-
ственном культивировании 
связана с преимуществами 
перед контаминирующими 
видами, значительной кон-
курентоспособностью по 
отношению к посторонней 
микрофлоре, способностью 
утилизировать различные 
углеродсодержащие соеди-
нения, в том числе трудно-
доступные, из растительных 
отходов сельского хозяй-
ства и лесоперерабатыва-
ющей промышленности. 
Из изученных нами штам-
мов вешенки устричной 

наиболее быстрорастущим оказался P. ostreatus HK352, медленнее других 
рос P. ostreatus 69 (рис. 3). 

Оказалось, что ростовые характеристики вносят существенный вклад 
в чувствительность глубинных культур P. ostreatus к присутствию в пита-
тельной среде L-аспартатов металлов(II) (рис. 4). Аспарагиновая кислота 

 
Рис. 3. Скорость роста погруженных культур Pleurotus os-
treatus 69 (а) и HK352 (б) на среде с глюкозой и дрожже-
вым экстрактом в зависимости от продолжительности вы-
ращивания на жидкой среде (M±SD). 
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демонстрировала слабый эффект, и межштаммовые различия в этом вари-
анте опыта практически не проявлялись. 

Присутствие органической соли кобальта в среде самого быстро-
растущего штамма HK352 в наибольшей степени подавляло накопление 
биомассы (см. рис. 4). Под влиянием экзогенных Mn(Asp)2 и Fe(Asp)2 из-
менения этого показателя имели ту же или обратную направленность от-
носительно показателей штаммов в контроле. Чувствительность медленно- 
и быстрорастущих штаммов вешенки устричной к Cu(Asp)2 и Zn(Asp)2 
оказалась неодинаковой. В указанных вариантах опыта преимуществом 
обладал P. ostreatus BK1702 (см. рис. 4). Эти культуральные свойства сле-
дует учитывать при отборе штаммов для искусственного выращивания. 

Микроэлементы в 
физиологических концен-
трациях могут быть частью 
активного сайта или дей-
ствовать как активные мо-
дуляторы ферментов гри-
бов (49). Показано, что 
активность лакказы, эндо-
1,4-β-глюканазы и 1,4-β-
глюкозидазы P. ostreatus воз-
растает в присутствии цин-
ка и меди (50). Цинк, медь 
и железо в культуральной 
среде способны оказывать 
сильное воздействие на со-
став клеточной стенки гри-
ба, а также на содержание 

полифенолов и полисахаридов, которые участвуют в антиоксидантной, 
противоопухолевой, иммуномодулирующей и других видах биологической 
активности базидиомицетов (51, 52). 

Однако следует учитывать, что металлы-микроэлементы необходи-
мы для роста и развития грибных культур и проявления активности раз-
личных ферментов лишь при относительно низких концентрациях (6). 
Кобальт обладает достаточно высокой токсичностью для грибов, биомине-
рализация соединений Co в виде сульфата малоизучена даже для металл-
толерантных видов (53), что объясняет более высокую чувствительность 
всех изученных нами штаммов в отношении Co(Asp)2. Возможно, синерге-
тические эффекты композиций грибных металлотионеинов, ответственных 
за связывание катионов металлов с разной токсичностью (54), приводят к 
усиленной биоаккумуляции кобальта и, следовательно, замеленному накоп-
лению биомассы гриба. 

Нами был охарактеризован биохимический отклик глубинных куль-
тур базидиомицетов на экзогенное воздействие изучаемых хелатов метал-
лов. При анализе внеклеточного содержания металлов в составе хелатов 
методом атомно-абсорбционной спектроскопии оказалось, что в течение 
2-недельного глубинного выращивания количество металла в культураль-
ной жидкости снижалось в несколько раз по отношению к исходной кон-
центрации в питательной среде (табл. 1). Аспартаты вовлекались в процес-
сы роста и развития грибного мицелия. 

Эффект добавок изучаемых хелатов металов(II) на состав пула вто-
ричных метаболитов грибных культур оценивали методом высокоэффек-

Рис. 4. Накопление биомассы глубинными культурами Pleu-
rotus ostreatus HK352 (а), BK1702 (б) и 69 (в) через 21 сут 
на среде с глюкозой, дрожжевым экстрактом и добавками: 
1 — Cu(Asp)2, 2 — Mn(Asp)2, 3 — Fe(Asp)2, 4 — Zn(Asp)2, 
5 — Co(Asp)2, 6 — Asp (M±SD). 
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тивной жидкостной хроматографии/времяпролетной масс-спектрометрии 
высокого разрешения. Метод сочетает простую и быструю пробоподготов-
ку с идентификацией и чувствительным определением низкомолекуляр-
ных вторичных метаболитов в биологических образцах. 

1. Общая характеристика образцов и результаты детектирования металлов в 
фильтратах культуральной жидкости грибов при разном возрасте культуры 
(M±SD)  

Характеристика образца  
Концентрация М2+, мкг/мл 

0 сут 14 сут 
Lentinula edodes Cu 104 моль/л  25,6 3,78±0,05 
Ganoderma applanatum Cu 104 моль/л  25,6 1,49±0,06 
Ganoderma lucidum Cu 104 моль/л  25,6 3,58±0,07 
Grifola umbellata Cu 104 моль/л 25,6 2,54±0,02 
Pleurotus ostreatus Cu 104 моль/л 25,6 3,83±0,01 
Laetiporus sulphureus Cu 10-4 моль/л 25,6 2,51±0,03 
Lentinula edodes Fe 104 моль/л 22,4 8,14±0,02 
Ganoderma applanatum Fe 104 моль/л 22,4 2,90±0,01 
Ganoderma lucidum Fe 104 моль/л 22,4 2,50±0,02 
Grifola umbellata Fe 104 моль/л 22,4 3,44±0,01 
Pleurotus ostreatus Fe 104 моль/л 22,4 3,61±0,01 
Laetiporus sulphureus Fe 104 моль/л 22,4 1,93±0,01 
Lentinula edodes Mn 104 моль/л 22,0 7,45±0,07 
Ganoderma applanatum Mn 104 моль/л 22,0 0,33±0,01 
Ganoderma lucidum Mn 104 моль/л 22,0 4,30±0,01 
Grifola umbellata Mn 104 моль/л 22,0 6,39±0,19 
Pleurotus ostreatus Mn 104 моль/л 22,0 6,98±0,02 
Laetiporus sulphureus Mn 104 моль/л 22,0 6,26±0,02 
Lentinula edodes Zn 104 моль/л 26,0 3,82±0,03 
Ganoderma applanatum Zn 104 моль/л 26,0 3,12±0,01 
Ganoderma lucidum Zn 104 моль/л 26,0 4,04±0,02 
Grifola umbellata Zn 104 моль/л 26,0 3,35±0,01 
Pleurotus ostreatus medium1 Zn 104 моль/л 26,0 2,66±0,07 
Laetiporus sulphureus Zn 104 моль/л 26,0 2,95±0,01 
Lentinula edodes Co 104 моль/л 23,6 8,48±0,01 
Ganoderma applanatum Co 104 моль/л 23,6 5,17±0,01 
Ganoderma lucidum Co 104 моль/л 23,6 7,86±0,01 
Grifola umbellata Co 104 моль/л 23,6 5,56±0,03 
Pleurotus ostreatus Co 104 моль/л 23,6 8,89±0,01 
Laetiporus sulphureus Co 104 моль/л 23,6 7,87±0,03 

 

Экстракт из питательной среды с добавкой 104 моль/л аспартата 
металла(II) сравнивали с контролем (табл. 2). Согласно полученным дан-
ным, введение аспартатов некоторых металлов(II) в среду культивирова-
ния увеличивало продукцию 5-гидроксиметил-2-фуральдегида и дигидро-
пирона (см. табл. 2) в грибной культуре. Ранее мы достаточно подробно 
обсуждали данные о повышенном содержании этих веществ в результате 
экзогенного действия некоторых соединений (55, 56). Так, среда глубин-
ного культивирования базидиомицета Lentinula edodes в присутствии 1,5-
дифенил-3-селенпентандиона-1,5 C6H5COCH2SeCH2COC6H5 (диацетофе-
нонилселенид, бис(бензоилметил)селенид, препарат ДАФС-25) (57), кото-
рый при определенных концентрациях приводит к увеличению скорости 
роста гриба и повышению активности его внеклеточных лектинов, а также 
служит антиоксидантом, содержит 2-гидроксиметилфуран, 5-гидроксиметил-
2-фуральдегид, 3,5-дигидрокси-2-метил-5,6-дигидропиран-4-он (55). 

В присутствии переходных металлов (Cu, Mn, Fe, Co) (58) в виде 
аспартатов, по-видимому, и происходит конверсия углеводов в 5-гидрок-
симетилфурфурол (59) посредством каталитического гидролиза и дегидра-
тации гексозосодержащих компонентов питательной среды, приводящих к 
образованию 5-гидроксиметил-2-фуральдегида. Последний ингибирует фер-
мент тирозиназу, ответственную за синтез грибного пигмента меланина, то 
есть служит ингибитором меланиногенеза (60). Нельзя не упомянуть, что 
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в настоящее время признана значимость инновационного пути химиче-
ской утилизации гексозосодержащего сырья, приводящего к образованию 
5-гидроксиметил-2-фуральдегида — многообещающего полупродукта для 
химической промышленности (производства пищевых добавок, фармацев-
тических препаратов, полимерных материалов, добавок к моторным мас-
лам и предшественников биотоплив) (55, 59, 60).  

2. Основные характеристики внеклеточных соединений, определяемые методом 
масс-спектрометрии высокого разрешения положительных ионов [M+H]+, в 
среде культивирования Lentinula edodes с добавкой 104 моль/л аспартата 
металла(II) 

Аналит 
Брутто-
формула 

[М+Н]+, 
m/z 

Интенсивность сигнала для  
биообразцов с добавками M(Asp)2 

Cu Mn Fe Zn Co К 

O CH2OH
 

2-гидроксиметилфуран  
(2-hydroxymethylfuran) 

C5H6O2 99,0441 500 н.о. 500 6000 н.о. н.о.  

O
C

O

H

HOCH2

 
5-гидроксиметил-2-фуральдегид  
(5-hydroxymethyl-2-furaldehyde) 

С6H6O3  127,0389 3000 4000 3000 н.о. 3000 н.о.  

O

O
OH

CH3

OH

 
3,5-дигидрокси-2-метил-5,6-
дигидропиран-4-он  
(3,5-dihydroxy-2-methyl-5,6-dihydro-
pyran-4-one) 

C6H8O4 145,0495 6000 600 8000 н.о.  н.о.  н.о.  

CH2CH2OH
 

2-фенилэтанол  
(2-phenylethanol) 

C8H10O 123,0804 1000 н.о.  1000 н.о.  н.о.  н.о.  

OH CH2COOH
 

4-гидроксифенилуксусная кислота  
(4-hydroxyphenylacetic acid) 

C8H8O3 153,0546 2500 5000 н.о.  н.о. н.о.  н.о.  

П р и м е ч а н и е. К — без добавок, н.о. — не обнаружено. 
 

В культуральной жидкости в ряде случаев присутствовало соедине-
ние 3,5-дигидрокси-6-метил-2,3-дигидро-4H-пиран-4-он (см. табл. 2). От-
метим сходство структуры обнаруженного дигидропиранона и 5-гидрокси-
2-гидроксиметил-4H-пиран-4-она, называемого также койевой кислотой. 
Койевая кислота — известный ингибитор меланиногенеза у грибов, кото-
рый опосредован возрастанием активности тирозиназы и имеет место в 
условиях окислительного стресса (61, 62). Усиленный синтез этого веще-
ства (в сравнении с культурой без добавок) говорит о повышенной антиок-
сидантной активности глубинного мицелия, выращенного в присутствии 
исследованных в работе аспартатов. Получено еще одно свидетельство уси-
ления адаптационного потенциала грибной культуры, выращенной в при-
сутствии аспартатов, в особенности хелатов меди, железа, марганца. 

Как биохимический отклик грибных культур на присутствие в со-
ставе исходной питательной среды аспартатов в среде культивирования 
появлялись органические вещества с двойной связью, в том числе фе-
нольной природы, не зарегистрированные в контроле. Максимальная вне-
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клеточная концентрация пара-гидроксифенилуксусной кислоты, судя по 
интенсивности аналитического сигнала (см. табл. 2), наблюдалась при ин-
тродукции Mn(Asp)2. Эта фенольная кислота была детектирована в составе 
мицелия некоторых высших грибов: Chroogomphus rutilus (63), Suillus granu-
latus (64), Clitocybe nuda (65). 

Считается, что антиоксидантная активность экстрактов грибов 
коррелирует с общим содержанием фенольных веществ (66). Именно 4-
гидроксифенилуксусная кислота в наибольшей степени по сравнению с 
другими экзогенными пара-гидрокси-замещенными фенольными соедине-
ниями (56) способствовала накоплению фенолов в мицелии. 

Обнаруженное нами повышение количества соединений с антиок-
сидантными свойствами в присутствии ряда аспартатов в погруженных 
культурах базидиомицетов согласуется с данными, имеющимися в отно-
шении других организмов. Известно, что антиоксидантные свойства со-
единений могут быть усилены при их использовании в различных синер-
гетических композициях с другими антиоксидантами (67) и с веществами, 
которые сами по себе не проявляют указанной биологической активности 
(68, 69). Аспартаты Cu, Mn, Zn и Mg характеризовались ингибирующей 
активностью в отношении ксантин-оксидазы и НАДФН-оксидазы, снижая 
продукцию кислородных радикалов с участием этих ферментов. Наиболее 
активными ингибиторами развития окислительного стресса оказались ас-
партаты переходных металлов — меди (70, 71) и марганца (72). Эффект 
аспартатов цинка (73) и магния (74) можно связать с действием на ско-
рость спонтанной дисмутации супероксид-иона. Разумно предположить, 
что Cu(Asp)2, Mn(Asp)2 и Zn(Asp)2 выступают в роли биомиметиков Cu-, 
Zn- или Mn-зависимых супероксиддисмутаз. Антиоксидантные свойства 
аспартата цинка как эффективного ингибитора формирования наиболее 
реакционноспособных гидроксильных радикалов (75) продемонстрирова-
ны также в экспериментах с лабораторными животными (76). 

Полученные результаты позволяют утверждать, что аминокислот-
ные хелаты меди, железа и марганца могут влиять на продукцию соедине-
ний, важных для адаптации грибной культуры. 

Для дополнительной характеристики биохимического отклика ба-
зидиомицетов на хелаты металлов с аспарагиновой кислотой мы исследо-
вали антибактериальную активность продуктов из погруженных грибных 
культур, выращенных в присутствии хелатов, в отношении фитопатоген-
ных бактерий Micrococcus luteus, Pectobacterium carotovorum subsp. сaroto-
vorum (2 штамма), Pectobacterium atrosepticum, Pseudomonas fluorescens, Xan-
thomonas campestris. Из глубинных культур G. lucidum, G. umbellata, L. sul-
phureus, L. edodes, P. ostreatus выделяли суммарный пул внеклеточных ме-
таболитов, содержавший в том числе продукты биотрансформации гриба-
ми интродуцированных органических комплексов металлов(II). Наличие 
бактерицидного эффекта исследуемых металлсодержащих биокомпозитов 
проверяли с использованием метода диффузии в агар по отношению к 
фитопатогенным бактериям как тест-культуре (рис. 5).  

Обсуждаемое выше свойство кобальта(II) ингибировать рост мик-
роорганизмов на первый взгляд не коррелирует с низкой бактерицидной 
активностью его биокомпозитов грибного происхождения. Лишь в 50 % 
случаев Co-содержащие биообразцы проявляли хотя бы минимальную 
токсичность в отношении фитопатогенов, и лишь композиты из G. lucidum 
характеризовались шириной зоны ингибирования более 2 мм в опытах с 
ингибированием P. atrosepticum (рис. 5, А) и P. carotovorum MI (см. рис. 5, 
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Б). Концентрация M(II) в потенциально антибактериальных образцах с 
кобальтом и с другими металлами была одинакова. Можно предположить, 
что продукция внеклеточных метаболитов, сниженная из-за замедленного 
прироста биомассы в присутствии аспартата кобальта, не вносит достаточ-
ного вклада в формирование Co-композитов. На наш взгляд, получение 
субстанций грибного происхождения при низком содержании внеклеточ-
ных метаболитов, способных проявлять противомикробный эффект, при-
водит к резко сниженной способности подавлять жизнеспособность изу-
ченных фитопатогенных бактерий. Дополнительное косвенное подтвер-
ждение важности химического окружения металла следует учитывать при 
использовании его соединений для борьбы с фитопатогенами. 

 

 
Рис. 5. Ингибирующая активность биокомпозитов, содержащих Cu, Mn, Fe, Zn, Co, на основе 
Pleurotus ostreatus HK352 (I), Ganoderma lucidum 1315 (II), Lentinula edodes F-249 (III), Grifola 
umbellata 1622 (IV), Laetiporus sulphureus 120707 (V), в отношении бактериальных культур: А — 
Pectobacterium atrosepticum 1043, Б — Pectobacterium carotovorum subsp. сarotovorum MI, В — 
Xanthomonas campestris B-610, Г — Pectobacterium carotovorum subsp. сarotovorum 603, Д — Mi-
crococcus luteus B-109, Е — Pseudomonas fluorescens EL-2.1 (M±SD, метод диффузии в агар). 

 

Аспартаты других металлов, проявляя ростостимулирующие свой-
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ства в отношении базидиомицетов (см. рис. 1), весьма существенно разли-
чались по действию металлсодержащих биосубстанций на бактериальные 
патогены растений. Практически не наблюдалось ингибирования бактери-
ального роста в присутствии биокомпозитов меди. Только из культураль-
ной жидкости Lentinula edodes удалось получить антибактериальный обра-
зец, характеризовавшийся заметной зоной ингибирования роста P. atrosep-
ticum (см. рис. 5, А) и X. campestris (см. рис. 5, В). Биокомпозит из Grifola 
umbellata был малоэффективен (см. рис. 5, Г). Вероятно, индукция медь-
содержащих литических ферментов в присутствии этого катиона, отме-
ченная у большого числа микроорганизмов (44, 46) и необходимая в том 
числе для освоения питательного субстрата бактериями, благоприятствует 
выживанию фитопатогенов. Этому же способствует и биопродукция бак-
териальных медь-редуктаз (32), катализирующих трансформацию металла 
в менее токсичные химические формы. 

Считается, что марганец отвечает за индукцию марганец-перок-
сидазы у микроорганизмов, прежде всего высших грибов. Однако прове-
денные исследования (50) показали отрицательную корреляцию максиму-
ма Mn-пероксидазной активности с концентрацией экзогенного Mn. Было 
обнаружено, что эта ферментативная активность в присутствии Mn ниже, 
чем в его отсутствие. Возможно, с этим отчасти была связана наблюдаемая 
в нашем эксперименте высокая противомикробная активность грибных 
субстанций, содержащих марганец в биодоступной органической форме 
(см. рис. 5). При их действии на бактериальные тест-системы может сни-
жаться указанная пероксидазная активность. Одновременно при стимули-
ровании ионами Mn2+ активность лакказ (и лигнин-пероксидаз) может не 
обнаруживаться, как это происходит у микроорганизмов, имеющих раз-
личную таксономическую принадлежность и экологическую стратегию (77). 
Действительно, самые высокие количественные характеристики бактери-
цидного действия были обнаружены в варианте с Mn(Asp)2. Эффект это-
го хелата марганца как компонента среды выращивания погруженной 
культуры, используемой для изготовления потенциально бактерицидных 
образцов, оказался гораздо более выраженным, чем у Zn(Asp)2 и особен-
но Fe(Asp)2, и проявлялся в отношении всех тестируемых штаммов фи-
топатогенов (см. рис. 5). Единственное исключение — к действию мар-
ганец-содержащего ингибитора, полученного из Grifola umbellata, не бы-
ли чувствительны бактерии Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 603 
(см. рис. 5, Г).  

Абсолютный максимум величины зоны ингибирования в нашем 
эксперименте наблюдался при угнетении бактерий P. atrosepticum биоаген-
тами на основе внеклеточных метаболитов P. ostreatus, изготовленными 
при введении в питательные среды Mn(Asp)2 (см. рис. 5, А). На втором 
месте — этот же грибной продуцент органической части биокомпозита, 
содержащего Zn(II). Однако указанный Zn-содержащий биоагент действо-
вал исключительно на фитопатоген P. carotovorum 603 (см. рис. 5, Г). 

Другие Zn(II)-композиты грибного происхождения проявляли уме-
ренную бактерицидную активность и были эффективны менее чем в поло-
вине опытов с использованием Zn(Asp)2. На основе внеклеточных метабо-
литов одного из базидиомицетов, Lentinula edodes, не удалось получить Zn-
содержащего антибактериального агента. То есть, наряду с селективным 
ингибитором роста P. carotovorum 603, все грибные металлсодержащие 
биообразцы, в которых величина зоны ингибирования бактериального ро-
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ста составляла не менее 8 мм, были получены с использованием Mn(Asp)2 
(см. рис. 5 Д, Е). 

Аспартат железа в составе биоагента в единичных случаях мало 
уступал по бактерицидному действию (см. рис. 5, В) или даже проявлял 
чуть большую эффективность (см. рис. 5, Г) в сравнении с Mn(Asp)2, од-
нако эти результаты были получены только с использованием P. ostreatus. 
Почти не действовали биокомпозиты железа грибного происхождения на 
бактерии Ps. fluorescence (см. рис. 5, Е). 

Почвенные микроорганизмы, включая ряд представителей родов 
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Azotobacter, могут быть использованы для 
увеличения фитодоступности минеральных веществ, оздоровления расте-
ний, биоконтроля (24, 32). В лабораторных условиях такие эксперименты 
проводились успешно, однако практическое распространение метода бак-
териального биоконтроля требует всестороннего учета своеобразия и уни-
кальности стратегии защиты растений в зависимости от культивара, хими-
ческих свойств почвы, внешней среды. Способность потенциально био-
контрольных препаратов конкурировать с резидентными ризобактериями 
при колонизации корней в условиях природных экосистем сильно варьи-
рует и далеко не всегда предсказуема. Тем не менее вопрос о взаимодей-
ствии препаратов на основе предлагаемых нами биокомпозитов с препара-
тами на основе ризобактерий имеет важность. Тот факт, что в наших экс-
периментах бактерицидная активность против Pseudomonas fluorescens ока-
залась наименее выраженной (см. рис. 5), представляет интерес с точки 
зрения возможного решения проблемы отрицательного влияния биокон-
трольных препаратов на резидентные ризобактерии. В частности, для это-
го могут использоваться препараты на основе биокомпозитов, к которым 
культура P. fluorescens толерантна, или совместимые с биокомпозитами 
культуры полезных ризобактерий. Кроме того, перспективны дальней-
шие исследования по выявлению фунгицидных свойств металлсодержа-
щих агентов грибного происхождения. 

 

 

Рис. 6. Освоение лузги подсолнечника мицелием Pleurotus ostreatus НК352, выращенным на зер-
новом субстрате после засева жидкой культурой, полученной без добавок (А) и в присутствии 
1,0½104 моль/л Mn(Asp)2 (Б). 

 

В наших опытах была оценена возможность использования L-ас-
партатов металлов(II) как действующего начала биопрепаратов ком-
плексного действия (ростостимулирующего и адаптогенного) для про-
мышленного культивирования P. ostreatus. Накопление биомассы погру-
женного мицелия штаммов P. ostreatus под влиянием экзогенного 
Mn(Asp)2 (см. рис. 2) менялось в том же порядке, что и накопление био-
массы культур штаммов в контроле, то есть можно сделать предположение 
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о наиболее выраженном положительном действии хелата марганца на 
быстрорастущий штамм P. ostreatus HK352. Посевную жидкую культуру 
штамма получали на среде с отваром пшеничной муки, а также на среде с 
добавками каждого из аспартатов — Cu, Mn, Fe, Zn. Освоение зернового 
субстрата мицелием P. ostreatus при выращивании посевной жидкой куль-
туры в присутствии перечисленных органических солей происходило ин-
тенсивнее, чем в контроле. 

Мицелий, полученный на субстрате из зерна пшеницы, использо-
вали в качестве посевного материала для выращивания плодовых тел на 
субстрате из лузги семян подсолнечника. Судя по интенсивности освоения 
этого лигноцеллюлозного субстрата мицелием P. ostreatus, выращенным в 
присутствии Мn(Asp)2 (рис. 6), наиболее благоприятное действие на раз-
витие плодовых тел вешенки оказывал хелат марганца(II). 

В биотехнологическом плане представляет интерес учет и рацио-
нальное использование культуральных свойств штаммов при их отборе для 
искусственного выращивания вешенки устричной в присутствии микро-
элементных добавок в форме аминокислотных хелатов. Ростовой показа-
тель под влиянием экзогенного Fe(Asp)2 (см. рис. 2) менялся в порядке, 
обратном ростовым показателям штаммов в контроле (см. рис. 2), то есть 
наибольшую толерантность к хелату железа, в том числе в его смешанных 
с другими аспартатами препаратах, следовало ожидать от медленнорасту-
щего штамма P. ostreatus 69. В то же время характер изменения чувстви-
тельности P. ostreatus к Cu(Asp)2 и Zn(Asp)2 (см. рис. 2) показал явное 
преимущество штамма BK1702 с умеренной скоростью роста. 

Оценку воздействия смесей аспартатов на рост и развитие культур 
трех штаммов P. ostreatus проводили, основываясь на данных как о росто-
вых параметрах культур, так и о толерантности штаммов к экзогенному 
воздействию изучаемых хелатов металлов. 

Аспартаты металлов использовали для введения в состав жидкой 
среды для получения мицелия, обработки зернового субстрата на следую-
щем этапе получения посевного материала, обработки лигноцеллюлозного 
субстрата для получения плодовых тел P. ostreatus. Оказалось, что наиболь-
шей эффективностью по накоплению биомассы погруженного мицелия, 
скорости освоения зернового субстрата, сокращению сроков до начала 
плодоношения и повышению его интенсивности обладали смешанные 
препараты аминокислотных хелатов марганца и цинка, меди и цинка. 

На основании полученных результатов можно предложить некото-
рые принципы биотехнологической схемы использования органических 
солей металлов-микроэлементов в процессах выращивания мицелия ве-
шенки устричной. Для наиболее быстрорастущих культур штаммов P. os-
treatus целесообразно использовать сочетания аспартатов марганца и цинка 
в эквимолярном соотношении. Штаммы P. ostreatus с умеренной скоро-
стью роста в погруженной культуре демонстрировали усиленное развитие 
мицелия на всех питательных средах при введении в их состав сочетания 
аспартатов меди и цинка в мольном соотношении 1:2. Обработка плотных 
субстратов, используемых для получения плодовых тел вешенки устрич-
ной, приводила у медленнорастущих штаммов P. ostreatus к положитель-
ным результатам при использовании аспартатов железа и цинка в мольном 
соотношении 1:2. Хелатные соединения биогенных металлов в вышеука-
занных сочетаниях оказывали положительное влияние на жизнедеятель-
ность P. ostreatus.  

Таким образом, аминокислотные хелаты биогенных металлов(II) 
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служат факторами интенсификации выращивания посевного мицелия и 
плодообразования макробазидиомицетов в лабораторных условиях. Пока-
зано существенное ростостимулирующее действие хелатов меди, марганца, 
цинка и в меньшей степени железа на мицелий базидиомицетов в услови-
ях погруженного культивирования, в особенности в отношении трутовика 
лакированного, грифолы зонтичной, трутовика серно-желтого. Отмечалось 
весьма слабое стимулирование или даже ингибирование роста Pleurotus 
ostreatus 69 в вариантах с добавками Cu(Asp)2, Mn(Asp)2, Zn(Asp)2, которые 
оказывали значительный положительный эффект на рост других грибных 
культур. Аспарагиновая кислота демонстрировала ингибирующий эффект 
вне зависимости от таксономических характеристик базидиомицетов. При 
культивировании вешенки устричной в присутствии аспартатов биогенных 
металлов выявлены межштаммовые различия в отношении быстро- и мед-
леннорастущих культур к экзогенному воздействию хелатов металлов. В 
вариантах опыта Cu(Asp)2 и Zn(Asp)2 преимуществом обладал штамм P. ost-
reatus BK1702. Хелат марганца оказывал наиболее выраженное положи-
тельное действие на быстрорастущий штамм P. ostreatus HK352. По дан-
ным физико-химических исследований, аспартаты металлов(II), особенно 
Mn(Asp)2, Cu(Asp)2, влияют на биосинтез 5-гидроксиметилфурфурола, ди-
гидропирона (структурный аналог койевой кислоты), пара-гидроксифе-
нилуксусной кислоты, антиоксидантные свойства которых важны для про-
явления адаптационных свойств грибной культуры. Положительное дей-
ствие сочетаний хелатных соединений Mn(II), Cu(II), Fe(II), Zn(II) на 
жизнедеятельность P. ostreatus может быть эффективно использовано как 
для развития научных основ минерального питания высших грибов, так и 
в практическом грибоводстве. Предложена биотехнологическая схема ис-
пользования органических солей металлов-микроэлементов при выращи-
вании мицелия вешенки устричной. Полученные данные свидетельствуют 
о высоком потенциале применения смесей аминокислотных хелатов ме-
таллов(II) в виде аспартатов для эффективного получения мицелиальной 
биомассы и плодоношения в лабораторных условиях. Аспартаты биоген-
ных металлов могут служить действующим началом биопрепаратов для 
промышленного культивирования грибов. Характеристики развития ми-
целия и плодовых тел вешенки устричной с использованием в экспери-
менте аспартатов позволили рекомендовать к практическому применению 
хелат марганца(II). 
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A b s t r a c t  
 

Current studies on artificial mushroom cultivation are aimed at optimizing mineral nutri-
tion and the delivery of metals(II). Organically bound trace metals are superior to their inorganic 
precursors. Cu, Mn, Fe, Zn, and Co metal(II) complexation with essential amino acids seems to be 
a solution to the bioavailability problem, thus making amino acid chelates of biogenic metals relevant 
for study. In particular, aspartic acid salts potentially could improve cultivable mushroom growing 
due to use of bioavailable organic compounds of microelements. However, a comprehensive study on 
mineral nutrition of cultivated mushrooms using biogenic metal chelates has not been conducted 
previously. This paper is the first to discover and characterize the effect of metal(II) aspartates on 
growth, biochemical response, antibacterial activity of mycelium submerged cultures, and fruiting-
body formation in basidiomycetes Ganoderma lucidum strain 1315, Grifola umbellate strain 1622, 
Laetiporus sulphureus strain 120707, Lentinula edodes strain F-249, and Pleurotus ostreatus strains 69, 
BK1702 and HK352. The work was aimed at elucidating and comparing action of the variable-valent 
metal(II) aspartates on the physiological and biochemical parameters of the basidiomycetes. Glu-
cose- and wheat powder-based nutrient media supplemented with 1½104 mol/l Cu(II), Mn(II), 
Fe(II), Zn(II), and Co(II) aspartates were used to grow mycelia in submerged culture, comparing 
growth parameters and production of fruiting bodies. Media without any supplements or with 
2½10-4 mol/l L-aspartic acid were control. Antimicrobial activity of the metal-containing biosamples 
against phytopathogenic bacteria Micrococcus luteus B-109, Pectobacterium carotovorum subsp. сaroto-
vorum (strains 603 and MI), Pectobacterium atrosepticum 1043, Pseudomonas fluorescens EL-2.1, Xan-
thomonas campestris B-610 was determined by agar well diffusion method. A pool of secondary me-
tabolites was analyzed by high performance liquid chromatography/high resolution time-of-flight 
mass-spectrometry method. Metal levels in specimens were quantified by atomic absorption spectros-
copy technique. The fruiting body formation was tested in the lab and upon commercial growing. In 
lab tests, it was established that amino acid chelates of biogenic metals(II) intensify mycelium growth 
in liquid-submerged culture and fruiting body formation. Chelates of copper, manganese, zinc, and 
to a lesser extent iron, exhibited the significant growth-promoting effect on the basidiomycetes' my-
celium under the submerged culture conditions, especially in respect to lacquered polypore, umbrella 
polypore, and sulfur-yellow polypore. The additives of Cu(Asp)2, Mn(Asp)2, Zn(Asp)2 showed only 
slight stimulation or even inhibition of P. ostreatus 69 growth. Aspartic acid caused a suppressing 
impact on mycelia accumulation, regardless of the basidiomycetes' taxonomic characteristics. At the 
oyster mushroom fermentation in the presence of biogenic metal aspartates, the interstrain distinc-
tions occurred among rapidly and slower growing cultures in relation to the metal chelates' exogenic 
action. Thus, in assays with Cu(Asp)2 and Zn(Asp)2, the strain P. ostreatus BK1702 had an ad-
vantage over others in accumulating biomass. Manganese chelate exerted the most profound positive 
effect on the fast-growing strain P. ostreatus HK352. The latter, however, was suppressed in its de-
velopment to the greatest extent compared with BK1702 or 69, when the cobalt organic salt ap-
peared in the liquid medium. Earlier we discussed in detail the items related to these substances' 
increased level resulted from the exogenic action of some compounds. As a biochemical response of 
cultures to the above aspartates occurrence in the starting nutrient media, the organic substances 
with double bond, which were not detected in the absence of the same additives, appeared in the 
growth liquid. These substances were aromatic alcohol 2-phenylethanol, as well as para-
hydroxyphenylacetic acid, the latter's maximal extracellular concentration evaluated by the analytical 
signal being observed at Mn(Asp)2 introduction. According to the data we gathered by physicochem-
ical research, the metal(II) aspartates, notably Mn(Asp)2, Cu(Asp)2 in the growth liquid induced the 
increased level of 5-hydroxymethyl-2-furaldehyde, dihydropyrone (structurally similar to kojic acid), 
para-hydroxyphenylacetic acid, which antioxidative properties are important for mushroom culture. 
Positive impact of the certain combinations of Mn(II), Cu(II), Fe(II), Zn(II) chelate compounds on 
P. ostreatus vital functions could be efficiently used for elaborating upon scientific foundations and 
developing the technology of mushroom mineral nutrition, including wide-scale growing. Biogenic 
metal aspartates could serve as the active ingredient in biopreparations for commercial mushroom 
culture. Oyster mushroom fruit bodies and mycelium parameters provided by the aspartates imple-
mentation allowed us to propose manganese(II) chelate for put into practice. 
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