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Резюме: В настоящее время повысился спрос на извлечения из гриба Inonotus obliquus (Pers.: Fr.) Pilat 
(чага), которые широко используют в медицине и косметике благодаря их высоким антиоксидантным 
свойствам. Поскольку природные ресурсы этого гриба ограничены, актуален поиск новых 
высокопродуктивных штаммов Inonotus obliquus и разработка способов его культивирования с 
накоплением им высоких концентраций основного действующего компонента – меланина. Целью 
настоящего исследования являлось выделение нового штамма Inonotus obliquus из природной чаги, 
введение его в культуру с регистрацией в международной базе данных, определение оптимальной 
среды культивирования для его лучшего роста и накопления меланинов с высокими антиоксидантными 
свойствами. Выделен новый штамм гриба Inonotus obliquus SUB2092728. Для его роста подобрана 
агаризованная питательная среда. Показано, что Inonotus obliquus SUB2092728 имеет максимальную 
скорость роста 2,18 мм/сут. на глюкозо-картофельной среде с началом пигментации на 8-е сутки 
роста. Введение в среду лекарственного препарата полифепан, содержащего гидролизованный лигнин, 
позволило интенсифицировать рост гриба и увеличить скорость его роста до 3,60 мм/сут. 
Установлено, что полученные меланины отличаются от меланина природной чаги меньшей степенью 
ароматичности, более высокой степенью алифатичности и проявляют антиоксидантные свойства 
на 16 % выше по сравнению с природным меланином, что позволит использовать их для разработки 
биологически активных добавок с антиоксидантными свойствами. 

 

Ключевые слова: Inonotus obliquus, твердофазное культивирование, питательные среды, лигнин, 
биомасса, меланин, антиоксидантные свойства 

 

Благодарности: Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства образования и науки РФ 
в рамках федеральной программы УМНИК «Хелснет НТИ», учрежденной Фондом содействия развитию 
малых форм предприятий в научно-технической сфере. Госконтракт № 13182ГУ/2018 от 31.05.2018 г. 
Тема НИОКР: «Разработка биотехнологии получения меланина». 

 

Информация о статье: Дата поступления 13 октября 2019 г.; дата принятия к печати 25 февраля 
2020 г.; дата онлайн-размещения 31 марта 2020 г. 

 

Для цитирования: Сысоева М.А., Уразлина Л.Н., Хабибрахманова В.Р., Григорьева Т.В., Сысоева Е.В. 
Выделение штамма Inonotus obliquus и интенсификация роста культуры при твердофазном 
культивировании. Известия вузов. Прикладная химия и биотехнология. 2020. Т. 10. N 1. С. 95–106. 
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-1-95-106 

 

Isolation of the Inonotus obliquus chaga mushroom 
strain and intensification of a culture growth during 
solid-phase cultivation 

 

Maria A. Sysoeva, Lyaysyan N. Urazlina, Venera R. Khabibrakhmanova, 
Tatyana V. Grigoryeva, Elena V. Sysoeva 
 
Kazan National Research Technological University, Kazan, Russian Federation 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-1-00-00


Сысоева M.А., Уразлина Л.Н., Хабибрахманова В.Р. и др. Выделение штамма Inonotus obliquus… 
Sysoeva M.A., Urazlina L.N., Khabibrakhmanova V.R., et. al. Isolation of the Inonotus obliquus… 

96 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

 

Abstract: The extracts from fungus Inonotus obliquus (Pers.:Fr.) Pilat (chaga), which have been widely used in 
medicine and cosmetics due to their high antioxidant properties, are in evergrowing demand currently. Since 
fungus natural resources are limited, the search for new highly productive Inonotus obliquus strains and the 
methods for its cultivation development with the high production ability of the main active component – melanin, are 
relevant. The aim of the present study was to isolate a new Inonotus obliquus strain from natural chaga, introduce 
it into a standard culture registered in an international database, as well as determine the optimal cultivation 
environment for the procurement of melanins with high antioxidant properties. A new strain of the fungus Inonotus 
obliquus SUB2092728 was isolated. For its growth, an agar nutrient medium was selected. It was shown that 
Inonotus obliquus SUB2092728 has a maximum growth rate of 2.18 mm/day in a glucose-potato medium with the 
onset of pigmentation on the 8th day of growth. The introduction of the hydrolysed lignin-containing drug 
Polyphepan into the environment made it possible to intensify the growth of the fungus and increase its growth rate 
up to 3.60 mm/day. It was established that the obtained melanins differ from the natural chaga melanin in terms of 
a lower degree of aromaticity and a higher degree of aliphaticity, as well as exhibiting antioxidant properties 16 % 
higher than natural melanin, making them suitable for use in the development of biologically active additives having 
antioxidant properties. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Березовый гриб Inonotus obliquus (Pers.: Fr.) 

Pilat – чага, и экстракты на его основе широко 
применяют в терапии и профилактике желу-
дочно-кишечных, онкологических и ряда других 
заболеваний [1–5]. Среди метаболитов, кото- 
рые чага накапливает в процессе естествен- 
ного роста на березе, наибольшую фармацев- 
тическую ценность представляет меланин. Из- 
вестно, что он является активным действую- 
щим компонентом ряда лекарственных средств, в 
том числе бефунгина [5, 6]. Рост гриба в при- 
родных условиях и накопление им целевых 
продуктов происходит в течение длительного 
периода времени – более 4–5 лет [7]. В связи с 
этим актуальной задачей является поиск и 
выделение новых высокопродуктивных штам- 
мов гриба Inonotus obliquus в культуру, а также 
подбор субстратов, которые позволят обес- 
печить более высокие показатели роста и 
наибольшее накопление меланина. 

В настоящее время известно большое 
количество штаммов Inonotus obliquus, исполь- 
зуемых для выделения из них меланина и других 
биологически активных веществ (БАВ) [8–18]. 
Выход меланина при культивировании различных 
штаммов на агаризованных средах в течение  

30–35 дней составляет 5,9–13,8 % от биомассы 
гриба [19]. 

Цель работы: выделить из природной чаги, 
ввести в культуру, зарегистрировать в между- 
народной базе данных новый штамм Inonotus 
obliquus и выявить среды с различными 
источниками углеводов и лигнина для его 
лучшего роста и накопления им меланинов с 
высокими антиоксидантными свойствами. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Выделение культуры Inonotus obliquus. 

Плодовые тела чаги были собраны в 
республике Марий Эл, Россия. Выделение 
чистой культуры проводили тканевым методом 
[20]. Для устранения контаминации плодовые 
тела чаги перед посевом на питательную среду 
обрабатывали дезинфицирующим раствором – 
0,5 % перманганата калия. Культивирование 
проводили на агаризованной среде при 
температуре 27±2 °С в течение 10 суток. 
Хранили культуру при температуре 4±2 °С, 
пересеивали каждые 3 месяца.  

Идентификация домена ITS. Определение 
первичных нуклеотидных последовательностей 
ДНК проводили с помощью секвенирования по 
методу Сэнгера1. 

 
   

1 Соловьева В.В., Моров А.Р., Ризванов А.А., Сабиров Р.М. Молекулярно-генетический анализ беспозво-
ночных животных по нуклеотидной последовательности гена 18S рибосомной РНК: учеб. пособие. Ка-
зань: Изд-во Казанского федерального ун-та, 2011. 52 c. 
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Постановку сиквенсной реакции проводили с 
использованием ген-специфических праймеров 
ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) и ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3), а также набора 
реактивов Big Dyе Terminator v 3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems, США). 
Использовали 2–5 мкл очищенного ПЦР-про-
дукта в количестве от 10 до 50 нг, в зави- 
симости от длины ПЦР-продукта, добавляли 
1 мкл 3,2 пико Моль праймера, 0,8 мкл Ready 
Reaction Mix, 1,6 мкл 5X Sequencing Buffer и 
воду до объема 10 мкл. Для подтверждения 
мутации прочтение осуществляли с обоих 
праймеров (прямого и обратного). Реакцию 
проводили с использованием амплификатора 
Veriti (Applied Biosystems, США) по следующему 
температурному протоколу: предварительная 
денатурация при 96 °С – 1 мин; 26 циклов при 
96 °С по 10 с, 50 °С – 5 с, 60 °С – 4 мин. 
Секвенирование продуктов ПЦР осуществляли 
на автоматическом секвенаторе ABI PRISM 
3730 (Applied Biosystems, США) на базе Меж- 
дисциплинарного центра коллективного поль- 
зования Казанского федерального университета. 

Подбор питательной среды для культи- 
вирования. Штамм Inonotus obliquus SUB2092728 
выращивали в чашках Петри на глюкозо-
картофельной агаризованной (ГКА) среде при 
температуре 27±2 °С в течение 5–7 дней. Затем 
из зоны роста культуры вырезали высечку 
диаметром 5–9 мм и помещали ее в центр чашки 
Петри со средой другого состава:  

1) глюкозо-пептонная агаризованная (ГПА) 
среда. Состав, г/л: глюкоза – 30,0; пептон – 5,0; 
дрожжевой экстракт – 2,0; KH2PO4 – 1,0; MgSO4 – 
0,5; объем доведен до 1 л [21]; 

2) овсяный отвар агаризованный (ООА). 
Зерна овса массой 30 г помещали в 970 мл 
водопроводной воды, кипятили в течение 1 ч, 
настаивали 12–15 ч, фильтровали. Фильтрат до- 
водили до 1 л добавлением к нему 20 г агара [20]; 

3) ГКА среда. Картофель массой 200 г 
измельчали и варили 30 мин в 1 л воды, филь- 
тровали. Фильтрат доводили до оъема 1 л водой 
и добавляли к нему 20 г глюкозы и 20 г агара [20]. 

Культивирование штамма Inonotus obliquus 
SUB2092728 на всех средах проводили при 
температуре 27±2 °С в течение 30 суток.  

Подготовка лигнинсодержащих добавок. 
Полифепан – лекарственный препарат, сос- 
тоящий из гидролизованного лигнина древесины, 
растирали в ступке и вносили в среду в 
количестве 0,1 и 1,0 г/л. Кору дуба измельчали до 
размера частиц меньше 0,85 мм (20 mesh), 
добавляли воду в соотношении 1:10, кипятили в 
течение 15 мин и фильтровали. Полученный 
отвар коры дуба вносили в среду в количестве 
1 мл. Древесину березы измельчали до размера 
частиц меньше 0,85 мм (20 mesh) и вносили в  
среду в количестве 10 г/л. Все добавки вводили в 
среду перед ее стерилизацией.  

Определение ростового коэффициента. 
Через каждые двое суток культивирования 
определяли высоту, плотность и диаметр 
колонии [20]. Плотность колонии оценивалась по 
трехбалльной системе: 1 – редкая, мицелий 
редкий, плохо различимый невооруженным 
глазом; 2 – средняя, субстрат различим; 3 – 
плотная, субстрат не виден. Ростовой 
коэффициент (РК) рассчитывали по формуле: 
 

  ,t/ghDPK   

 
где D – диаметр колонии, мм; h – высота колонии, 
мм; g – плотность колонии, баллы; t – возраст 
колонии, сут. 

Определение выхода биомассы. Мицелий 
снимали с агаризованной среды с помощью 
скальпеля и пинцета. Для отделения остатков 
агаризованной среды от биомассы к снятому 
мицелию добавляли дистиллированную воду в 
соотношении 1:10 и кипятили в течение 1–2 мин. 
Биомассу отфильтровывали через двойной 
тканевый шелковый фильтр на воронке Бюхнера 
с использованием водоструйного насоса и 
высушивали при комнатной температуре. Выход 
биомассы определяли гравиметрически [19]. 

Определение содержания меланина. Экстра- 
кцию меланина из биомассы осуществляли в те- 
чение 2 ч на кипящей водяной бане 2%-м раст- 
вором NaOH с коэффициентом разбавления 
1:100 [21]. Полученный экстракт охлаждали и 
подкисляли 25%-м раствором HCI до рН = 2,0. 
Выпавший осадок отделяли центрифугирова- 
нием при 6000 g в течение 15 мин и растворяли 
в 2%-м растворе NaOH. Измерение проводили 
на спектрофотометре UNICO 2800 UV/VIS при 
длине волны 490 нм. Содержание меланина 
определяли по калибровочной кривой, в качестве 
стандарта использовали меланин, выделенный 
из природной чаги, в диапазоне концентраций 
0,02–0,2 мг/мл.  

Содержание фенольных соединений 
определяли спектрофотометрическим методом 

Фолина – Чокальтеу. Оптическую плотность раст- 
воров определяли при длине волны 735 нм [22]. 
Для построения калибровочной кривой исполь- 
зовали галловую кислоту в диапазоне концен- 
траций 25–200 мкг/мл.  

Определение антиоксидантной активно- 
сти. Определение суммарного содержания анти- 
оксидантов в исследуемых образцах проводили 
амперометрическим методом на приборе Цвет 
Яуза 01-ААA (НПО «Химавтоматика», Россия) по 
методике, представленной в работе [23]. Калиб- 
ровочную кривую строили по кверцетину в 
диапазоне концентраций 0,2–4,0 мг/л.  

Элементный состав меланинов опреде- 
ляли на автоматическом CHNS-анализаторе  
РЕ 2400 Series II. Содержание кислорода 
рассчитывали по разнице C, H и N. Для анализа 
готовили образцы с влажностью не более 8 %. 
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Статистическую обработку эксперимен-
тальных данных проводили с использованием 
программы Statistica 10.0. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ  
Выделение и идентификация Inonotus 

obliquus SUB2092728. Проведено определение 
последовательности и филогенетическая оценка 
выделенной культуры (рис. 1–3). Получен качест- 
венный сиквенс длинной в 729 последователь- 
ностей олигонуклеотидов. Культура зарегистри- 
рована в базе данных Genbank Overview с прис- 
воением номера SUB2092728 и учетного номера 
MH918775.1. 
 

 
 

Рис. 1. Последовательность олигонуклеотидов 
Inonotus obliquus SUB2092728 
 
Fig. 1. Oligonucleotide sequence of Inonotus obliquus 
SUB2092728 

 

С помощью программного пакета BLAST 
NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) установлены 
наиболее близкие к SUB2092728 штаммы 
Inonotus obliquus: IOSF373816, NAAS02305, 
F1501, MDJCBS88, зарегистрированные в базе 
данных GenBank (рис. 2).  
 

 
 

Рис. 2. Сравнение идентичности генетической 
последовательности Inonotus obliquus SUB2092728 
с базой данных NCBI 

 
Fig. 2. Inonotus obliquus SUB2092728 genetic sequence 
comparison with the NCBI database 

 
Полученные результаты анализа культу- 

рально-морфологических признаков, а также 
ДНК-секвенирования выделенной культуры подт- 
верждают, что она действительно является 
штаммом базидиального гриба Inonotus obliquus.  

 
 

Рис. 3. Филогенетическое древо Inonotus obliquus SUB2092728 
 

Fig. 3. Phylogenetic tree analysis of 18 Basidiomycota ITS nucleotide sequences 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Рис. 4. Начало пигментирования колонии штамма гриба Inonotus obliquus SUB2092728 
на агаризованных средах: а – ГКА; b – ГПА; c – ООА 

 
Fig. 4. Colony pigmentation beginning of Inonotus obliquus SUB2092728 strain 

on agar culture media: a – Glucose-potato; b – Glucose-peptone; c – Oat Decoction 

 
Выбор среды культивирования для 

Inonotus obliquus SUB2092728. Место и условия 
произрастания гриба Inonotus obliquus ока- 
зывают существенное влияние на метаболизм 
выделяемого гриба. При этом для каждого 
штамма необходимо подбирать индивиду- 
альные условия и стимулирующие компоненты 
для его лучшего роста и накопления целевых 
продуктов. Согласно литературным данным, 
для культуры Inonotus obliquus в качестве 
базовой питательной среды используют раз- 
личные агаризованные среды: глюкозо-пеп- 
тонную среду, картофельно-глюкозный агар, 
солодово-пептонный агар, а также среды с 
овсяным экстрактом или мукой, соломой и т.д. 
В качестве источников углерода обычно ис- 
пользуют глюкозу, азота – пептон или природ-
ные экстракты (кукрузный, дрожжевой, овсяный 
и др.), а также неорганические соединения 
((NH4)2SO4, NH4NO3, NH4Cl, (NH4)2HPO4, 
NH4H2PO4, NaNO3, KNO3) [8–19, 21]. В данной 
работе для выбора базовой среды для 
культивирования Inonotus obliquus SUB2092728 
исследовались три агаризованные питатель- 
ные среды: ГКА, ГПА, ООА. Показано, что на  
2-е сутки выращивания штамма на всех пита- 
тельных средах наблюдается рост мицелия, 
при этом колонии были белого цвета. Гриб 
Inonotus obliquus образовывал на средах ГКА и 
ГПА плотные пушистые войлочные колонии, а 
на ООА они были рыхлыми и ватообразными. 
Их окрашивание в светло-желтый цвет 
начиналось на среде ГКА на 8-й день, на среде 
ГПА – на 11-й  день, а на среде ООА – лишь на 
20-й день культивирования. В ходе дальней-
шего роста колонии приобретали коричневую 
окраску (рис. 4). 

Характер роста культуры на средах ГКА, 
ГПА и ООА представлен на рис. 5.  

Как видно из графиков, представленных на 

 
 

Рис. 5. Ростовые коэффициенты Inonotus obliquus 
SUB2092728 на агаризованных средах 

 
Fig. 5. Growth coefficients of Inonotus obliquus  
UB2092728 on agar culture media 

 
рис. 5, использование среды ГКА позволяет 
сократить лаг-фазу на 2-е сутки по сравнению 
с использованием других сред. Ростовые 
показатели культуры Inonotus obliquus 
SUB2092728 на среде ГКА в 3 раза выше по 
сравнению с показателями на ГПА и в 15 раз 
больше по сравнению с ООА.  

Из данных, приведенных в табл. 1, видно, 
что применение среды ГКА позволяет 
увеличить скорость роста Inonotus obliquus 
SUB2092728 в 1,5–3 раза по сравнению с 
использованием других сред. Культура, выра- 
щенная на среде ГКА, имеет высокий выход 
биомассы и меланина, что соответственно в 
1,5 и 2 раза больше по сравнению с исполь- 
зованием среды ГПА. Штамм Inonotus 
obliquus SUB2092728, выращенный на среде 
ООА, имел редкий мицелий, поэтому полу- 
ченного количества продукта было недо- 
статочно для определения выхода биомассы 
и накопленного ею меланина.  
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Таблица 1 
Выход биомассы и накопление меланина 

у гриба Inonotus obliquus SUB2092728, 
выращенного на агаризованных 

питательных средах, 
на 30-е сутки культивирования 

 

Table 1 
Biomass yield and melanin accumulation  

by Inonotus obliquus SUB2092728 fungus, 
grown on agarized culture media 

at the 30th day of cultivation 
 

Среда 
Скорость 

роста, 
мм/сут. 

Выход 
биомассы, 

мг/см2 

Содержание 
меланина, 

мг/см2 %* 

ГКА 2,13 2,38±0,22 0,15±0,003 6,67±0,09 

ГПА 1,50 1,59±0,09 0,06±0,002 4,59±0,12 

ООА 0,64 – – – 

Примечание. * – от абсолютно сухой биомассы. 
 
Для объяснения лучшего роста штамма 

Inonotus obliquus SUB2092728 на среде ГКА 
проанализирован углеводный состав исполь-
зованных в работе сред (табл. 2). 

По содержанию моносахаридов наилуч- 
шие показатели, способные удовлетворить 
рост гриба, имеют среды ГПА и ГКА, допол- 
нительным источником питания в последней 
среде может служить сахароза. 

 
Таблица 2 

Содержание углеводов в питательных средах2 
 

Table 2 
Carbohydrate content in culture media2 

 
 

Источник углерода 
Содержание, г/л 

Среда 

ГКА ГПА ООА 

Моносахариды:    
глюкоза  2,14 3 0,02 
фруктоза  0,02 – – 
арабиноза  – – 0,01 
галактоза  – – 0,01 
ксилоза  – – 0,02 

Олигосахариды:    
сахароза  0,12 – 0,27 
раффиноза  – – 0,02 

Полисахариды: 
крахмал  

 
3,0 

 
– 

 
11,0 

 
Наряду с простыми углеводами большинс- 

тво штаммов Inonotus obliquus могут использо- 
вать в качестве источника углерода крахмал 
[5, 16, 19]. Кроме того, в крахмале в следовых  
количествах могут содержаться стимулирующие 
 

рост гриба вещества. Однако увеличение 
содержания крахмала в среде с уменьшением 
количества глюкозы, как, например, в среде 
ООА, не приводит к улучшению показателей 
роста и выхода биомассы. По-видимому, 
предпочтительным источником энергии для 
Inonotus obliquus SUB2092728 является 
глюкоза, которая содержится в достаточном 
количестве в среде ГКА. Так, один из новых 
штаммов Inonotus obliquus, полученный 
китайскими учеными [10], по генетическим 
характеристикам наиболее близкий к штамму 
F1501, а, следовательно, и к SUB2092728, 
показывает значительное увеличение био- 
массы при добавлении в питательную среду 
раствора глюкозы на 5–8-е сутки культиви- 
рования.  

Исследование влияния источников лиг- 
нина в питательной среде на рост гриба 
Inonotus obliquus SUB2092728 и накопление 
им меланина. Для увеличения выхода 
биомассы и БАВ при культивировании Ino- 
notus obliquus исследовалось добавление к 
базовой питательной среде самых разных 
компонентов: аминокислот, витаминов [8], 
органических растворителей (метанол, эта- 
нол, ацетон, хлороформ, толуол), жирных ки- 
слот (линолевая, олеиновая, пальмитиновая, 
стеариновая), поверхностно-активных веще- 
ств (Твин 20, Твин 80, CHAPS, Тритонкс-100, 
ПЭГ 4000) [11], гидролизованной лигнинце- 
ллюлозы [12], эктрактов бересты и древесины 
березы [13]. В работе [14] показано, что для 
биоконверсии Inonotus obliquus может испо- 
льзовать лигнин-целлюлозное сырье (пше- 
ничные отруби, пшеничную и рисовую соло- 
му, скорлупу арахиса, жмых сахарного трост- 
ника, кожуру маниоки, ветви березы и бука).  

Выращивание культуры рода inonotus 
может довольно успешно осуществляться и 
непосредственно на березовых блоках [24]. При 
добавлении в питательную среду гидроли- 
зованной лигнинцеллюлозы при культивиро- 
вании штамма Inonotus obliquus CBS314.39 
наблюдается существенное увеличение содер- 
жания белка, углеводов, а также повышение 
антиоксидантной активности экзополисахарид- 
ной фракции [12].  

В данной работе с целью увеличения вы- 
хода биомассы и меланина при культивиро- 
вании Inonotus obliquus SUB2092728 к питате- 
льной среде добавляли опилки березы, отвар 
коры дуба и полифепан. Опилки березы выб- 
раны как лигнинсодержащий субстрат, исполь- 
зуемый грибом в природных условиях [6, 7]. 

Полифепан представляет собой гидроли- 
зованный лигнин древесины и может облегчить 
его усвоение грибом. 

 
   

2 Скурихин И.М. Химический состав российских пищевых продуктов: справочник. М.:  
ДеЛи принт, 2002. 236 c. 
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Отвар коры дуба содержит дубильные, 
фенольные и другие биологически активные 
вещества, которые гриб может использовать в 
своем метаболизме, и, возможно, они могут 
оказать стимулирующее воздействие на рост 
биомассы и синтез меланина.  

Рассчитано содержание фенольных соеди- 
нений и лигнина в мг на 1 см2 поверхности 
среды на основе ГКА (табл. 3).  

 
Таблица 3 

Содержание лигнина и фенольных соединений 
в питательной среде на основе ГКА 

 
Table 3 

Lignin and phenolic compounds content  
of Glucose-potato based nutrient media 

 
Источник 
лигнина 

и фенольных 
соединений 

Содержание 
лигнина, 
мг/см2 

Содержание 
фенольных 
соединений, 

мг/мл 

Опилки березы 
10 % 

0,62* 0,143±0,02 

Отвар коры дуба 
1 мл 

– 1,419±0,18 

Полифепан 
0,01 % 

Полифепан 
0,10 % 

0,31** 0,0004±0,00001 

3,13** 0,0049±0,0001 

Примечание. * – литературные данные [25]; 
** – содержание в лекарственной форме 
«Полифепан». 

 
Как видно из представленных в табл. 3 

данных, содержание лигнина в средах отлича- 
ется на порядок. При этом наблюдаются более 
высокие концентрации фенольных соединений в 
среде с отваром коры дуба и низкие – в среде с 
гидролизованным лигнином. 

Проведено исследование влияния лигнин- 
содержащих добавок в среду на рост гриба 
Inonotus obliquus SUB2092728 при твердофазном  
 
 

культивировании на среде ГКА (рис. 6). 
 

 
 
Рис. 6. Ростовые коэффициенты Inonotus obliquus 
SUB2092728 в процессе культивирования на средах с 
различными источниками лигнина 
 

Fig. 6. Growth coefficients changes of Inonotus obliquus 
SUB2092728 during cultivation on media with different 
lignin sources 

 
При использовании всех добавок к ГКА на 

8-е сутки наблюдается пигментация мицелия. 
При добавлении к среде опилок березы и 
полифепана в разных концентрациях наблю- 
дается лучший рост штамма Inonotus obliquus 
SUB2092728 по сравнению с его культивирова- 
нием на других средах (табл. 4, см. рис. 6). В 
отличие от контроля у колоний, выращенных на 
средах с полифепаном и опилками, переход в 
стационарную фазу наблюдается уже на 7-е 
сутки. Установлено, что рост гриба Inonotus 
obliquus SUB2092728 стимулирует наличие в 
среде от 0,31 до 3,13 мг/см2 лигнина. 

Результаты выращивания штамма гриба на 
среде ГКА с добавлением отвара коры дуба ока- 
залось неэффективным, возможно, из-за высо- 
кого содержания в нем фенольных веществ и 
практически отсутствия лигнина (см. табл. 3). Это 
также подтверждается данными по накоплению 
грибом биомассы и меланина (табл. 4). 

Таблица 4 
Выход биомассы и накопление меланина на тридцатые сутки культивирования 

Inonotus obliquus SUB2092728 на питательных средах 
с внесением различных источников лигнина 

 
Table 4 

Biomass yield and melanin accumulation on the 30th day of Inonotus obliquus SUB2092728 
cultivation on nutrient media with a various lignin sources addition 

 

Среда 
Средняя скорость 

роста, мм/сут 
Выход 

биомассы, г/см2 

Содержание меланина, 

мг/см2 %* 

Контроль 2,13 2,38±0,22 0,15±0,0032 6,67±0,09 

Опилки березы 10% 3,17 5,87±0,32 0,58±0,0040 14,53±0,16 

Полифепан 1,0% 3,50 5,71±0,15 0,55±0,0033 15,78±0,34 

Полифепан 0,1% 3,60 5,08±0,24 0,53±0,0035 13,70±0,28 

Примечание. * – от абсолютно сухой биомассы. 
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Согласно полученным данным, использо- 
вание гидролизованного лигнина (полифепана) 
в составе среды культивирования позволяет 
увеличить скорость роста Inonotus obliquus 
SUB2092728 в 1,5 раза по сравнению с 
контролем.  

Независимо от источника лигнина, внесен- 
ного в питательную среду, выход биомассы, а 
также содержание в ней меланина выше в 
2 раза по сравнению с контролем.  

Из литературных данных известно, что 
штамм Inonotus obliquus В-26 на среде ГПА 
образует меланин в количестве 13,8 % от 
абсолютно сухой биомассы [19], в то время как 
Inonotus obliquus SUB2092728 накапливает 
меланин до 15,8 % на среде ГКА с доба- 
влением полифепана в концентрации 1,0 %. 

Для оценки качества полученного меланина 
проведено сравнение физико-химических харак- 
 

теристик меланинов, выделенных из биомассы 
штамма Inonotus obliquus SUB2092728, с при- 
родным меланином чаги.  

Анализ элементного состава исследуемых 
образцов (табл. 5) показал, что в меланинах, 
выделенных из культивируемой чаги, содер- 
жание углерода в 1,5 раза ниже, чем в мела- 
нинах, выделенных из природной чаги. Коли- 
чество азота в меланинах, выделенных из куль- 
тивируемой чаги, выше по сравнению с мела- 
нином из природной чаги в 2 раза. Кроме того, 
они имеют в 3 раза более высокое отношение 
О/С по сравнению с меланином природной чаги. 
Это свидетельствует о меньшей степени их аро- 
матичности – в 2 раза ниже. Значения мольных 
отношений С/Н и Н/С указывают на более высо- 
кую степень алифатичности меланинов из 
культивируемых штаммов в сравнении с выде- 
ленными из природной чаги.  

Таблица 5 
Элементный состав и антиоксидантная активность меланинов чаги 

 
Table 5 

Chaga melanins antioxidant activity and elemental composition 
 

Меланин С,% Н,% N,% О,% О/С Н/С С/Н 
Антиоксидантная 

активность 
меланина, мг/г * 

Из природной чаги 53,6±1,0 4,2±0,2 0,29±0,05 41,8±0,2 0,59 0,07 12,76 88,79±0,79 

В-26 ** 38,2±0,1 5,5±0,2 5,8±0,1 50,4±0,2 1,32 0,15 6,89 – 

Контроль 38,6±0,3 6,3±0,2 1,4±0,1 53,5±0,4 1,38 0,16 6,08 42,37±0,60 

Опилки березы 10% 36,7±0,5 6,3±0,0 2,2±0,1 54,6±0,7 1,48 0,17 5,80 64,93±0,097 

Полифепан 0,1% 33,9±0,1 6,1±0,2 1,9±0,1 57,7±0,0 1,70 0,17 5,48 88,64±2,88 

Полифепан 1,0% 34,3±0,8 6,1±0,3 1,2±0,1 58,3±1,2 1,70 0,17 5,43 102,96±0,70 

Примечание. * – в пересчете на кверцетин; ** – литературные данные [26]. 
 

Несмотря на существенные отличия эле- 
ментного состава меланинов, полученных при 
добавлении в среды полифепана и выде- 
ленных из природной чаги, они имеют близкие 
значения антиоксидантной активности, в 2 раза 
превышающие контроль (см. табл. 5).  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, выделен, идентифици- 

рован и введен в культуру еще один 
высокопродуктивный по биомассе и меланину 
штамм гриба Inonotus obliquus. Показано, что 
Inonotus obliquus SUB2092728 имеет макси- 
мальную скорость роста – 2,18 мм/сут., на 
среде ГКА с началом пигментации на 8-е сутки 

роста. Подбор источника лигнина позволил 
интенсифицировать рост гриба и увеличить 
скорость его роста до 3,60 мм/сут. Уста- 
новлено, что меланины, выделенные из куль- 
тивируемого штамма на 30-й  день культи- 
вирования, близки между собой и отличаются 
от меланина природной чаги. Для них показана 
в 2 раза более низкая степень ароматичности и 
в 2 раза более высокая степень алифатичности 
по сравнению с меланином природной чаги. 
Установлено, что меланин, полученный при 
добавлении в среду полифепана в концентрации 
1,0 г/л, имеет более высокую антиоксидантную 
активность – на 16 % большую, чем у природного 
меланина, и в 2 раза превышающую контроль.  
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