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Оптимизация погружного культивирования 
мицелия Pleurotus ostreatus в динамике роста 
по показателям перекисного окисления 
липидов
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Работа связана с совершенствованием процессов искусственного культивирования 
доступных и удобных (с биотехнологической точки зрения) продуцентов пищевой биомассы Pleurotus 
ostreatus. Оптимизированы некоторые этапы технологии выращивания мицелия, в частности 
предложены изменения условий культивирования мицелия вешенки посредством использования 
карбоната магния как добавки в питательную среду при получении посевного материала для 
выращивания плодовых тел грибов. Введение предложенных условий культивирования в практику 
грибоводства потенциально позволит обеспечить максимальный выход биомассы при погруженном 
культивировании базидиомицетов в жидких питательных средах.

Методы. Выращивание мицелия проводили методом погружного культивирования. Концентрацию 
белка в растворе определяли методом Бредфорда, перекисное окисление липидов (ПОЛ)  — 
по  содержанию ТБК-активных продуктов (2-тиобарбитуровая кислота, ТБК), суммарное содержание 
которых выражали в пересчете на малоновый диальдегид (МДА). Полученные данные были обработаны 
методом многомерной регрессии с применением метода главных компонент (PCA).

Результаты. Показано, что низкие концентрации карбоната магния положительно влияют на рост био-
массы мицелия. Впервые полученные данные по интенсивности перекисного окисления липидов (ПОЛ) 
и концентрации белка в растворе обработаны методом математической регрессии. Установлено, что 
применение карбоната магния в концентрации 1х10-6 положительно влияет на рост биомассы мицелия 
гриба Pleurotus ostreatus с увеличением биомассы мицелия на 20,5% по сравнению с контролем.

Ключевые слова: мицелий, гриб вешенка, перекисное окисление липидов, малоновый диальдегид, 
биомасса
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Optimization of submersible cultivation  
of mycelium Pleurotus ostreatus in the dynamics 
of growth in terms of lipid peroxidation 
ABSTRACT
Relevance. The work is related to the improvement of  artificial cultivation processes of  affordable and 
convenient (from a biotechnological point of  view) producers of  Pleurotus ostreatus food biomass. Some 
stages of  mycelium cultivation technology have been optimized, in particular, changes in the conditions 
of  oyster mushroom mycelium cultivation through the use of  magnesium carbonate as an additive to the 
nutrient medium when obtaining seed material for growing mushroom fruit bodies have been proposed. The 
introduction of the proposed cultivation conditions into the practice of mushroom farming will potentially allow 
for maximum biomass yield during submerged cultivation of basidiomycetes in liquid nutrient media.

Methods. The cultivation of mycelium was carried out by the method of submersible cultivation. The protein 
concentration in the solution was determined by the Bradford method, lipid peroxidation (POL)  — by the 
content of TBK-active products (2-thiobarbituric acid, TBK), the total content of which was expressed in terms 
of malonic dialdehyde (MDA). The data obtained were processed by multivariate regression using the Principal 
component method (PCA).

Results. It has been shown that low concentrations of magnesium carbonate have a positive effect on the 
growth of mycelium biomass. For the first time, the obtained data on the intensity of lipid peroxidation (POL) 
and protein concentration in solution were processed by mathematical regression. It was found that the use 
of magnesium carbonate at a concentration of 1x10-6 positively affects the growth of mycelium biomass of the 
fungus Pleurotus ostreatus with an increase in mycelium biomass by 20.5% compared with the control.
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Материал и методы исследования /  
Materials and method
Были использованы базидиомицеты Pleurotus ost

reatus штамм НК-35 из коллекции агрохимической ла-
боратории Учебного научно-производственного ком-
плекса «Агроцентр» Вавиловского университета.

Выращивание мицелия проводили методом по
гружного культивирования. В колбах 750 мл и 1000 мл 
с применением ротационной качалки при 200 об/мин. 
Выбранная температура культивирования — 25–27 ºС. 
Карбонат магния в концентрации 1х10–6 (красный), 
1х10-4 (желтый), 1х10-2 (синий), контроль (зеленый) 
(без добавки карбоната магния) вносили в 2%-ную жид-
кую среду из пшеничной муки 1-го сорта. Приготов-
ленные среды автоклавировали при 1,2 атм. в течение 
30 минут.

Опыты по измерению биомассы проводили в пяти 
повторностях. Для количественной обработки данных 
использовали программу Microsoft Excel 2003. При 
статистической обработке результатов пользовались 
методом расчета стандартного отклонения среднего 
арифметического при уровне доверительной вероятно-
сти 0,95. Полный процесс культивирования по длитель-
ности составил 14 суток. Метод определения ростовых 
характеристик1. Скорость роста при глубинном культи-
вировании определяли в соответствии с рекомендация-
ми Дудка и др. (1982) по накоплению сухой биомассы в 
единицу времени в зависимости от продолжительности 
выращивания. Метод определения концентрации белка 
в растворе2. Концентрацию белка определяли по ме-
тоду Бредфорда с использованием красителя Кумасси 
бриллиантового синего. Он основан на эффекте свя-
зывания с белками одной из разновидностей данного 
кислого красителя — R-250 и G-250. Количество белка 
в исследуемом образце определяют по значению оп-
тической плотности, используя калибровочный график, 
построенный по результатам измерений для растворов 

1 Билай В.И. (ред.). Методы экспериментальной микологии. Справочник. Киев: Наукова думка. 1982; 549.
2 ОФС 1.2.3.0012.15 Определение белка.

белка с известной концентрацией. Метод определения 
пероксидного окисления липидов. На 14-е сутки опре-
деляли интенсивность перекисного окисления липи-
дов (ПОЛ). Состояние ПОЛ оценивали по содержанию 
ТБК-активных продуктов (2-тиобарбитуровая кислота, 
ТБК), суммарное содержание которых выражали в пе-
ресчете на малоновый диальдегид (МДА) в соответ-
ствии с модифицированной методикой [9].

Полученные данные были обработаны методом 
многомерной регрессии (метод главных компонент) 
МГК, где особое внимание уделяется графикам счетов. 
На графике счетов каждый образец изображается в ко-
ординатах (t1, t2), обозначаемых ГК1 и ГК2. Близость двух 
точек обозначает их схожесть, то есть положительную 
корреляцию. Метод главных компонент часто применя-
ется при исследовательском анализе химических дан-
ных. МГК можно трактовать как проецирование данных 
на подпространство меньшей размерности (А). Обоб-
щением МГК является метод проекций на латентные 
структуры (ПЛС) (Projection on Latent Structures, PLS), 
который сейчас является самым популярным методом 
многомерной калибровки [15].

Результаты и обсуждение /  
Results and discussion
Усиленное ПОЛ и накопление МДА могут привести 

к нарушению целостности мембраны и повреждению 
клетки. В условиях окислительного стресса время жиз-
ни образовавшихся АФК и их токсическое действие кон-
тролируются системой антиоксидантной защиты клет-
ки, то есть соответствующими ферментами и метабо-
литами. При проведении исследований была выявлена 
зависимость образования биомассы от концентрации 
карбоната магния в питательной среде.

Хорошо известна концепция координированного 
действия активных форм кислорода (АФК) и метабо-
литов, важных для регуляции роста, развития и стресс- 
толерантности растительных организмов [18]. АФК  — 
многофункциональные сигнальные молекулы, внося-
щие вклад в приспособительную способность [17], 
а воздействие какого-либо соединения — выраженного 
антиоксиданта — приводит к слабому развитию окисли-
тельного стресса [18].

Результаты определения биомассы мицелия бази-
диомицетов, культивируемых погруженным способом в 
присутствии карбоната магния в концентрации (1х10-2, 
1х10-4, 1х10-6) на 7-е, 10-е, 14-е сутки после засева пи-
тательных сред, представлены в таблице 1.

По данным числовым значениям (табл. 1) четко 
прослеживается положительная динамика влияния 
карбоната магния на ростовые характеристики грибов 
при погруженном культивировании в зависимости от 
концентрации раствора. Величины уровня концентра-
ции добавки в среде культивирования были сопоста-
вимы с используемыми величинами из литературных 
данных [16].

Низкий показатель биомассы мицелия базидиомице-
тов при концентрации карбоната магния 1х10-2 зависит 
от возможного противодействия АФК, так как агенты с 
антиоксидантными свойствами оказывают влияние на 
биохимические процессы базидиомицетов и могут слу-
жить одной из причин снижения ростовых показателей.

Однако при снижении концентрации до 1х10-6 по-
казатель биомассы мицелия увеличивается до 120,5% 
биомассы к контролю. Далее полученные показате-
ли были внесены в матричные данные при обработке 
результатов эксперимента методом многомерной ре-
грессии.

Таблица 1. Биомасса мицелия базидиомицетов, культивируе
мых в присутствии добавки карбоната магния в различных 
концентрациях
Table 1. Biomass of mycelium of basidiomycetes cultivated 
in the presence of magnesium carbonate additives in various 
concentrations

Исходная концентрация 
добавки в питательной среде, 

С, моль/л 
Сутки Биомасса,

мг

Биомасса,
%

к контролю*

1х10-6

14 1008,4 ± 0,18 120,5

10 598,4 ± 021 139,9

7 278,7 ± 0,32 132,6

1х10-4

14 944,7 ± 0,11 112,9

10 492,0 ± 0,17 115,0

7 243,7 ± 0,56 114,6

1х10-2

14 725,1 ± 0,19 86,6

10 375,8 ± 0,22 87,8

7 210,7 ± 0,13 99,1

Контроль*

14 836,6 ± 0,17 100

10 427,7 ± 0,34 100

7 212,6 ± 0,27 100

Примечание: * различие по данному показателю статистически  
достоверно между опытной и контрольной группами (р ≤ 0,05 при t крити-
ческом 2,78) (* контроль — отсутствие добавок к питательной среде)
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Определение количества продуктов перекисного 
окисления липидов является важной морфологической 
характеристикой, позволяет оценить уровень метабо-
лизма и выявить влияние коньюгатов на активность сиг-
нальных систем в растительных клетках.

Накопление биомассы контролировали по степени 
увеличения оптической плотности, которую измеряли 
с помощью ФЭК. Концентрацию биомассы определяли 
с использованием соответствующего калибровочного 
графика.

Обработка полученных данных МГК-анализом по-
казала, что динамика роста и показатель МДА связаны 
межу собой (рис. 1).

Из графика младших компонент видно, что перемен-
ные, отмеченные желтым и красным цветом, образуют 
компактные группы в левой части графика. Точки доста-
точно близко расположены друг к другу, что означает их 
тесную положительную корреляцию (рис. 1а). Экспери-
ментальными данными зафиксировано, что снижение 
концентрации МДА наступает при снижении концентра-
ции карбоната магния (1х10-6) и положительно сказыва-
ется на динамике роста мицелия. Переменные группы, 
отмеченные синим цветом, находятся в разрозненном 
положении. Это свидетельствует о высокой концен-
трации МДА. Таким образом, вышеуказанные данные 
позволяют констатировать четкую зависимость концен-
трации МДА от концентрации карбоната магния.

В полученной биомассе, культивируемой с добав-
лением карбоната магния, наблюдалась активация  

Рис. 1. Анализ динамики роста и показатель МДА методом главных компонент.  
а) графики счетов (ГК1 и ГК2), б) графики счетов (ГК1 и ГК3) концентрации МДА, мМ на 1 г сырой 
биомассы (контроль* — зеленый , 1х10-6 — красный , 1∙х10-4 — желтый , 1х10-2 — синий );  
* контроль — отсутствие (Mg(HCO3)2  в питательной среде
Fig. 1. Growth dynamics analysis and MDA index by principal component method
a) сharts of accounts (GK1 and GK2), b) graphs of scores (GK1 and GK3) of MDA concentration, mM per 1 g 
of wet biomass (control* — green , 1х10-6 — red , 1х10-4 — yellow , 1х10-2 — blue );  
* сontrol — absence of (Mg(HCO3)2 in the nutrient medium

а) б)

Рис. 2. График 
объясненной 
(ERV) дисперсии 
остатков
Fig. 2. Explained 
variance (ERV) plot 
of residuals

перекисного окисления липи-
дов. Об интенсивности проте-
кания ПОЛ большинство авто-
ров [10–14] судят по накопле-
нию в тканях конечного продук-
та липопероксидации  — МДА. 
Так, самое высокое содержа-
ние МДА было зафиксирова-
но при концентрации 1х10-2 
(рис. 1) по сравнению с более 
низкими концентрациями и 
контролем.

На графике старших счетов 
(рис. 2) наблюдаем еще более 
четкую зависимость увеличе-
ния биомассы от уменьшения 
концентрации МДА.

Анализ графика объяснений 
дисперсии остатков позволяет 
определить, сколько главных 

компонент достаточно для моделирования полученных 
данных. Для определения числа главных компонент (ГК) 
было исследовано качество описания при увеличении 
числа ГК. Из рисунка 2 видно, что двух ГК достаточно для 
моделирования полученных данных — они объясняют 98% 
вариации описания дисперсий. Предположительно, по 
полученным данным, для описания процесса прогнозиро-
вания роста мицелия базидиомицетов достаточно опре-
деления значений ПОЛ и концентрации белка при исполь-
зовании метода многомерной регрессии с применением 
метода главных компонент.

Усиленное ПОЛ и накопление МДА могут привести 
к нарушению целостности мембраны и повреждению 
клетки. В условиях окислительного стресса время жиз-
ни образовавшихся активных форм кислорода (АФК) 
и их токсическое действие контролируются системой 
антиоксидантной защиты клетки, то есть соответствую-
щими ферментами и метаболитами. При проведении 
исследований была выявлена зависимость образования 
биомассы от концентрации карбоната магния в питатель-
ной среде. Данные изменения влияют на рост биомассы 
мицелия при погруженном культивировании Pleurotus 
ostreatus и зависят от состава питательной среды.

Выводы / Conclusion
Установлено, что активность процессов ПОЛ при 

применении карбоната магния имеет обратно пропор-
циональную зависимость от концентрации добавки, 
при концентрации 1х10-6 рост биомассы мицелия гриба 
Pleurotus ostreatus возрастает на 20,5% по сравнению 
с контролем.

Обработанные МГК данные об интенсивности пере-
кисного окисления липидов (ПОЛ) и концентрации бел-
ка в растворе и накопления биомассы мицелия учитыва-
ют априорную информацию о процессах при разнораз-
мерных показателях и позволяют решить задачу опре-
деления величины химического ранга системы — числа 
главных компонент для определения границ оптималь-
ных концентраций карбоната магния при планировании 
следующих экспериментов.

На основании исследований можно рекомендовать 
использование питательной среды с концентрацией 
карбоната магния (1х10-6) при погруженном культиви-
ровании P. ostreatus для увеличения выхода мицелляр-
ной биомассы.
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ные данные.
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