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erence and clinical strains of target microorganisms, which are leading pathogens of wounds and burns. Reference 
and clinical strains of A.baumannii show the greatest susceptibility to samples with decamethoxin (№ 1-3 DCM), as 
well as to biomaterials Suprasorb® and Guanpolisept® based on polyhexanide. Biomaterials with decamethoxin №1, 
№2 and №3, Suprasorb®, Guanpolisept® and Bétadine® were determined to be the most effective against reference 
and clinical strains of K.pneumoniae. Reference and clinical strains of P.aeruginosa are most susceptible to biomate-
rials with decamethoxin №1, №2 and №3 and Bétadine®.

Conclusions. The developed biomaterials were not inferior to modern effective wound dressings based on cat-
ionic detergents and silver-containing wound dressings, they actively inhibited the growth of reference and clinical 
strains of K.pneumoniae, A.baumannii, P.aeruginosa, and were often the most active. The effectiveness of silver-
containing wound dressings in vitro was inferior to the effectiveness of dressings with cationic detergents and iodo-
phors.

Key words: antimicrobial biomaterials, K.pneumoniae, A .baumannii, P.aeruginosa, antiseptics.
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Connection of publication with planned research 
works.

The article is a fragment of the research work of the 
Department of Microbiology, Virology and Biotechnol-
ogy of Oles Honchar Dnipro National University: “Antag-
onistic and synergistic relationships in microbial associa-
tions” (state registration number 0122U001456).

Introduction. 
Today, the chemical method prevails in protecting 

agricultural plants from pests. Compared to other pesti-
cides, fungicides are considered less threatening to non-
target organisms, but some are also banned as evidence 
of their negative impact on biota is accumulated [1]. In 
addition, the widespread use of fungicides creates se-

Micromycetes of the Trichoderma genus are the most common biological agents used in agriculture today to 
control plant mycoses. Using biological products allows us to produce environmentally friendly agricultural products 
and reduce the chemical burden on the environment. When choosing carbon and nitrogen sources as a basic base for 
developing the optimal composition of the nutrient medium for deep cultivation of microorganisms, it is necessary to 
consider their genus and strain characteristics.

In this study, we investigated the effect of carbon and nitrogen sources on the biomass accumulation and fungi-
static activity of Trichoderma viride strain KMB-F-15, an antagonist of a wide range of phytopathogenic fungi. The 
fungistatic activity was determined by inhibition of growth of the phytopathogenic fungus Fusarium culmorum IMB-
F-50716 when the filtrate of T. viride KMB-F-1 culture fluid was added to the dense medium. It was found that glyc-
erol and green molasses at a concentration of 20 g/l resulted in the highest yield of dry biomass of T. viride KMB-F-15 
(5.0 g/l and 4.9 g/l, respectively). The most favourable nitrogen sources for the fungus growth at a concentration of 
5 g/l were yeast autolysate (dry biomass yield – 4.4 g/l) and ammonium chloride (3.3 g/l). The fungistatic activity of 
T. viride KMB-F-15, regardless of the carbon source, was high (94.7-100%). The manifestation of fungistatic activity 
was influenced by the source of nitrogen nutrition. The highest percentage of growth inhibition of the phytopatho-
gen was observed when corn extract, yeast autolysate, L-glutamic acid, ammonium chloride or ammonium sulfate 
were used (88.5-100%).

Key words: Trichoderma, submerged cultivation, accumulation of biomass, antagonistic properties, phytopatho-
genic fungi.
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lective pressure on pathogens and leads to the emer-
gence of resistant populations. For example, resistance 
of the phytopathogenic fungi Phytophthora infestans to 
metalaxyl and Venturia inequalis to dodine has been re-
ported [2].

An alternative to the chemical method of plant pro-
tection is biofungicides, among which biological prod-
ucts based on micromycetes of the genus Trichoderma 
are particularly promising. Due to the high growth rate 
and synthesis of chitinolytic enzymes and metabolites 
with antifungal activity, this genus’s representatives can 
effectively show antagonistic properties against phy-
topathogenic fungi. According to Savchuk Y.I. and co-
authors, out of 100 studied strains of the genus Tricho-
derma, almost three-quarters (71%) showed a high level 
of antifungal activity, and 35% showed activity against 
a wide range of plant mycoses [3]. The high efficacy of 
various Trichoderma isolates against Rhizoctonia solani 
on legumes in greenhouse conditions has been reported 
[4]. Introducing a consortium of 4 different Trichoderma 
strains into the soil effectively suppressed the causative 
agent of fusarium wilt of cucumbers, Fusarium oxyspo-
rum, in the field [5]. Based on the consortium of Tricho-
derma strains, a biological product was developed that 
showed inhibition of the complex of phytopathogens 
Botrytis sp., Verticillium sp., Colletotrichum sp. and 
Phytophthora sp. in experiments of artificial infection 
of raspberry plants under controlled conditions of the 
phytotron [6].

In addition to the antagonistic effect on phytopatho-
gens, fungi of the genus Trichoderma effectively colo-
nise plant roots, accelerate their development, increase 
the absorption of minerals, as well as plant resistance 
through the activation of defence mechanisms (forma-
tion of reactive oxygen species, superoxide dismutase, 
oxylipin, phytoalexin) [7, 8]. For example, treatment of 
potato tubers with a suspension of T. harzianum spores 
with simultaneous application of peat to the soil sig-
nificantly increased leaf area, plant biomass (aboveg-
round and underground) and root length compared to 
control plants [8]. The antagonist strain of T. viride IMB 
F-100076, which has a high activity of the cellulolytic en-
zyme complex, increased maise yield when applied to 
the soil together with wheat straw [9].

There are two main methods of industrial cultivation 
of Trichoderma fungi: surface and submerged. Surface 
solid-phase cultivation allows the use of various agro-
industrial wastes and requires less investment, but this 
process is difficult to scale [10]. Whereas the advan-
tages of submerged cultivation include short cultivation 
time, less labour intensity, ease of management and the 
possibility of automation [11, 12].

When developing the technology for producing 
biofungicides based on Trichoderma strains by the 
submerged method, selecting the composition of the 
culture medium is important. Modified Chapek’s Dox 
medium, malt extract-based medium, molasses as a 
carbon source, and yeast extract or peptone as nitrogen 
sources were evaluated for the production of T. asperel-
lum biomass and preservation of its viability in the peat 
formulation [13]. The selection and optimisation of the 
medium composition, initial pH and cultivation time 
have been reported to increase the yield of chlamydo-
spores [14]. However, there is a lack of literature data 
on the effect of the composition of the culture medium 

for submerged cultivation on the manifestation of fungi-
static activity of Trichoderma strains. In addition, when 
choosing carbon and nitrogen sources as a basic base 
for developing the optimal composition of the culture 
medium, it is necessary to consider the genus and strain 
characteristics of microorganisms.

The aim of the study.
To determine the effect of different carbon and ni-

trogen nutrition sources on the accumulation of bio-
mass and fungistatic activity of T. viride KMB-F-15 when 
grown in submerged conditions.

Object and research methods. 
The object of the study was the biomass yield of 

Trichoderma viride KMB-F-15, depending on the com-
position of the nutrient medium and the fungistatic 
activity of the filtrate of the fungal culture fluid against 
the phytopathogen Fusarium culmorum IMB-F-50716. 
The strain Trichoderma viride KMB-F-15, isolated from 
common chernozem, exhibits high fungistatic activity 
against a wide range of phytopathogenic fungi and is 
stored in the collection of microorganism cultures of the 
Department of Microbiology, Virology and Biotechnol-
ogy of Oles Honchar Dnipro National University.

Sucrose, glucose, fructose, maltose, glycerol, green 
flow and corn extract at a concentration of 20 g/l were 
used to determine the effect of different carbon sources 
on the biomass accumulation and fungistatic activity 
of T. viride KMB-F-15. To determine the effect of dif-
ferent nitrogen sources on the biomass accumulation 
and fungistatic activity of the studied strain, we used 
rhizobial autolysate and corn extract, sodium nitrate, 
potassium nitrate, ammonium sulfate, ammonium chlo-
ride, ammonium nitrate, L-glutamic acid and arginine 
hydrochloride at a concentration of 5 g/l. The medium 
used was (g/l): sucrose – 20; NH4NO3 – 5; K2HPO4 – 5; 
KCl – 0,5; MgSO4×7H2O – 2; FeSO4×7H2O – 0,01; рН 6,0-
6,5. Nitrogen- and carbon-containing compounds were 
introduced instead of sucrose and ammonium nitrate, 
respectively.

Inoculation in an amount of 1% by volume was 
carried out with a suspension of conidia of the fun-
gus grown on agarified Chapek-Dox medium for seven 
days. The concentration of conidia in the inoculum was 
2.5×107 per 1 ml, which was determined by counting in 
a Goryaev chamber. The fungus was grown on a micro-
biological shaker (200 rpm) at 26±1°C for 72 hours.

The effect of the nutrient medium’s composition on 
the growth of the trichoderma was assessed by the yield 
of the total biomass by the weight method. For filtra-
tion, ash-free filters (blue tape) were used, previously 
dried to a constant weight. After filtration, the fungal 
biomass was dried at 85°C to a constant weight. The dry 
biomass was weighed on an analytical scale.

To determine the fungistatic activity of the fungus, 
5% of the filtrate of the trichoderma culture fluid was 
added to the molten nutrient agar medium of Chapek-
Dox and poured into 20 ml Petri dishes. After solidifi-
cation of the medium, a block of the seven-day culture 
of Fusarium culmorum IMB-F-50716 was placed in the 
centre of the dish. The medium without filtrate served 
as a control. The diameter of the colony of the phyto-
pathogenic fungus was determined on the 3rd and 6th 
day of incubation at 26°C in experimental and control 
samples. The percentage of inhibition of fungal growth 
was calculated by the formula:
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where De is the diameter of the fungal colony in the 
experimental samples, mm; Dc is the diameter of the 
fungal colony in the control sample, mm [15].

All experiments were performed in triplicate. Statis-
tical data processing was performed using Statgraphics 
Centurion XV version 15.01.02. The arithmetic mean 
and the error of the arithmetic mean were determined, 
and differences between the means were tested using 
the multiple Tukey test. All differences were considered 
statistically significant at P<0.05.

Research results and their discussion.
During the experiments, it was found that T. viride 

KMB-F-15 can assimilate various carbon compounds 
(table 1).

Using glycerol resulted in the highest biomass yield 
of 5 g/l, which is more than twice the biomass content 
in the initial medium with sucrose. Using green molas-
ses and corn extract as the only carbon source showed 
slightly lower results.

The test of fungistatic activity of filtrates of cul-
ture fluids obtained from media with different carbon 
sources showed that the inhibition of F. culmorum 
IMB-F-50716 growth against the control on day 3 was 
in the range of 55.9-70%, but no significant difference 
was found between the mean values of experiments in 
which different carbon sources were used (table 2). 

As for the fungistatic activity on day 6, the inhibi-
tion of phytopathogen growth was in the range of 94.7-
100%, which is associated not only with the presence 
of metabolites with antagonistic activity, but also with 
the germination of chlamydospores contained in the 
filtrate, mycelial growth and the formation of surface 
conidia. In most experiment variants, T. viride KMB-F-
15 completely colonised the surface of the medium and 
grew on the phytopathogen colony (figure).

As a result of the studies, it was found that the fun-
gus T. viride KMB-F-15 can assimilate various sources of 
nitrogen (table 3), but the highest biomass yield was 
observed when using yeast autolysate (4.4 g/l). Other 
tested sources of organic nitrogen – L-glutamic acid and 
corn extract – gave lower biomass yields (1.9 g/l and 
2.7 g/l, respectively), and L-arginine hydrochloride gave 
the lowest result (1 g/l). Among the inorganic nitrogen 
compounds, ammonium chloride resulted in the highest 
fungal biomass yield (3.3 g/l).

Testing of fungicidal activity of filters of T. viride 
KMB-F-15 culture liquid against phy-
topathogen F. culmorum IMB-F-50716 
showed that the greatest inhibition of 
growth was observed when using a medi-
um with autolysate of yeast, corn extract 
or L-glutamic acid as the only sources 
of nitrogen nutrition – 100%, 100% and 
97.8% of growth inhibition, respectively 
(table 4). When using inorganic sources 
of nitrogen nutrition, a high percentage 
of growth inhibition of the phytopatho-
gen was noted when growing the strain of 
Trichoderma on media containing ammo-
nium salts, namely ammonium chloride 
and ammonium sulfate (94% and 88.5%, 
respectively).

Table 1 – Impact of carbon compounds  
on the yield of T. viride KMB-F-15 biomass

Carbon source Dry biomass, g/l

Sucrose 2,1±0,1 а

Glucose 2,7±0,1 ab

Fructose 3,1±0,3 ab

Maltose 1,9±0,3 a

Glycerin 5,0±0,5 d

Green molasses 4,9±0,3 cd

Corn extract 3,60±0,1 bc

Notes: different letters in the row indicate a significant difference in 
the means (Tukey’s test, P<0.05).

Table 2 – Impact of carbon sources  
on the fungicidal activity of T. viride KMB-F-15 

against F. culmorum IMB-F-50716

Carbon source

3 day 6 day

Diameter of 
column, mm

Growth 
inhibition, 

%

Diameter 
of column, 

mm

Growth 
inhibition, 

%

Control 48,3±6,0 а 89,0±0 a

Sucrose 14,5±2,1 b 70 0±0 b 100
Maltose 19,2 ± 2,2 b 60,2 0±0 b 100
Fructose 20,5 ± 2,3 b 57,6 0±0 b 100
Green molasses 16,5±1,8 b 65,8 0±0 b 100
Glucose 20,2±3,1 b 58,2 0±0 b 100
Glycerin 21,3±2,7 b 55,9 4,7±4,7 b 94,7
Corn extract 18,3±3,6 b 62,1 0±0 b 100

Notes: different letters in the row indicate a significant difference in 
the means (Tukey’s test, P<0.05).

Table 3 – Impact of nitrogen sources on biomass 
yield of T. viride KMB-F-15

Nitrogen sources Dry biomass, g/l
Sodium nitrate 1,8±0,1 abc

Potassium nitrate 1,3±0,1 ab

Ammonium nitrate 2,4±0,5 c

Ammonium chloride 3,3±0,3 d

Ammonium sulphate 1,9±0,1 abc

Autolysate of rhizomes 4,4±0,3 e

Corn extract 2,7±0,2 cd

L-glutamic acid 1,9±0,5 bc

L-arginine hydrochloride 1,0±0,1 a

Notes: different letters in the row indicate a significant difference in 
the means (Tukey’s test, P<0.05).

Figure – Inhibition of F. culmorum IMB-F-50716 growth by filtrate of T. viride KMB-F-15 
culture fluid obtained in glucose medium: A – experiment, B – control (without filtrate).
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Thus, the manifestation of fungistatic activity of 
T. viride KMB-F-15 depends on the source of nitrogen 
nutrition. For submerged cultivation of the test strain 
to obtain a biological product against phytopathogenic 
fungi, it is advisable to use glycerol as a carbon source 
and yeast autolysate or ammonium chloride as a 
nitrogen source, which provides a high yield of biomass 
and a high level of fungicidal activity.

When comparing various inorganic nitrogen 
sources, researchers noted that ammonium nitrogen 
salts provided a higher biomass yield than nitrate salts 
[16], which is consistent with our data. It has also been 
shown that significant growth of mycelium of various 
Trichoderma strains occurred when cultivated in media 

containing organic nitrogen sources, such as yeast 
extract [17] or peptone [16]. Yeast autolysate 
was considered an inexpensive and accessible 
source of nitrogen nutrition for obtaining a high 
yield of Trichoderma asperellum microsclerotia in 
submerged cultivation [11]. There is evidence that 
the nitrogen source affects the assimilation of crude 
glycerol: Trichoderma reesei QM9414 absorbed 
it better in the presence of yeast extract than 
ammonium sulfate. The use of glycerol as a carbon 
source can also have an additional advantage in 
the storage of drugs. For example, the addition of 
glycerol at a concentration of 3% and 6% to the 
production medium of Trichoderma harzianum 
increased the shelf life of the preparation, where 
talc was the filler, to 7 and 12 months, respectively, 
compared to 4-5 months in compositions without 
glycerol [18].

Conclusions. 
Based on the results of the experiments on 

the selection of the composition of the medium, it can 
be concluded that for the submerged cultivation of 
T.viride KMB-F-15 to obtain a biological product against 
phytopathogenic fungi, it is advisable to use glycerol or 
green molasses as a carbon source, and yeast autolysate 
or ammonium chloride as a nitrogen source, which 
provide a high yield of biomass and a high level of 
fungicidal activity.

Prospects for further research. 
The obtained data can serve as a basis for 

optimisation of the quantitative composition of the 
nutrient medium for submerged cultivation of T. viride 
KMB-F-15 by mathematical methods of experiment 
planning.

Table 4 – Impact of nitrogen sources on the fungicidal 
activity of T. viride KMB-F-15 against F. culmorum 

IMB-F-50716 

Nitrogen source

3 day 6 day

Diameter of 
column, mm

Growth 
inhibition, 

%

Diameter 
of column, 

mm

Growth 
inhibition, 

%%
Control 45,5±1,5 e 89,0±0 d

NaNO3 24,0±1,0 cd 47,5 14,2±3,0 c 84,0
KNO3 30,0±5,9 d 34,1 11,3±6,6 bc 87,3
NH4NO3 16,0±1,5 ab 64,8 14,3±0,3 c 83,9
NH4Cl 15,5±1,0 a 65,9 5,3±5,3 abc 94,0
(NH4)2SO4 14,2±2,2 a 68,8 10,2±5,1 bc 88,5
Autolysate of yeast 23,5±5,0 bcd 48,4 0 ±0 a 100
Corn extract 21,0±0,5 abc 53,8 0 ±0 a 100
L-glutamic acid 18,8±0,2abc 58,7 2,0±2,0 ab 97,8
L-arginine hydrochloride 18±0 abc 60,4 15,9±4,7 c 85,6

Notes: different letters in the row indicate a significant difference in the means 
(Tukey’s test, P<0.05).
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ВПЛИВ ДЖЕРЕЛ ВУГЛЕЦЕВОГО ТА АЗОТНОГО ЖИВЛЕННЯ НА ВИХІД БІОМАСИ ТА 
ФУНГІСТАТИЧНУ АКТИВНІСТЬ TRICHODERMA VIRIDE KMB-F-15

Дніпровський національний університет імені Олеся Гончара (м. Дніпро, Україна)
dregigor24@gmail.com

Мікроміцети роду Trichoderma – найпоширеніші біологічні агенти, які на сьогоднішній день 
використовуються в сільському господарстві для контроля за збудниками мікозів рослин. Використання 
біопрепаратів дозволяє отримувати екологічно чисту сільськогосподарську продукцію, а також 
знижувати хімічне навантаження на навколишнє середовище. При виборі джерел вуглецю та азоту, як 
базової основи для розробки оптимального складу поживного середовища для глибинного культивування 
мікроорганізмів, необхідно враховувати їх видові та штамові особливості.

В даній роботі досліджували вплив джерел вуглецевого та азотного живлення на накопичення 
біомаси та фунгістатичну активність штаму Trichoderma viride КМВ-F-15, антагоніста широкого кола 
фітопатогенних грибів. Фунгістатичну активність визначали за інгібуванням росту фітопатогенного 
гриба Fusarium culmorum ІМВ-F-50716 при додаванні до щільного середовища фільтрату культуральної 
рідини T. viride КМВ-F-1. Встановлено, що гліцерин та зелена патока в концентрації 20 г/л призводили до 
найбільшого виходу сухої біомаси T. viride КМВ-F-15 (5,0 г/л та 4,9 г/л, відповідно). Найбільш сприятливими 
для росту гриба джерелами азоту в концентрації 5 г/л виявилися автолізат дріжджів (вихід сухої біомаси – 
4,4 г/л) та амоній хлористий (3,3 г/л). Фунгістатична активність T. viride КМВ-F-15 не залежно від джерела 
вуглецю була високою (94,7-100%). На прояв фунгістатичної активності впливало джерело азотного 
живлення. Найбільший відсоток інгібування росту фітопатогена спостерігався при застосуванні 
кукурудзяного екстракту, aвтолiзaту дріжджів, L-глутамінової кислоти, амонію хлористого або амонію 
сірчанокислого (88,5-100%). 

Ключові слова: Trichoderma, глибинне культивування, накопичення біомаси, антагоністичні 
властивості, фітопатогенні гриби.
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Зв’язок публікації з плановими науково-дослід-

ними роботами.
Стаття є фрагментом НДР кафедри мікробіології, 

вірусології та біотехнології Дніпровського національ-
ного університету імені Олеся Гончара: «Антагоніс-
тичні та синергетичні взаємовідносини в мікробних 
асоціаціях» (державний реєстраційний номер – 
0122U001456).

Вступ. 
На сьогодні у захисті сільськогосподарських рос-

лин від шкідливих організмів переважає хімічний 
метод. Фунгіциди, порівняно з іншими пестицида-
ми, вважаються менш загрозливими для нецільових 
організмів, але на деякі з них також вводиться забо-
рона на використання в міру накопичення даних їх 
негативного впливу на біоту [1]. Крім того, широке 
застосування фунгіцидів створює селективний прес 
на патогени і призводить до появи стійких до них по-
пуляцій. Так, повідомлялося про резистентність фіто-
патогенних грибів Phytophthora infestans до металак-
силу та Venturia inequalis до додину [2]. 

Альтернативою хімічному методу захисту рослин 
є використання біофунгіцидів, серед яких особливо 
перспективними є біопрепарати на основі мікромі-
цетів роду Trichoderma. Завдяки високій швидкості 
росту, синтезу хітинолітичних ферментів, метаболітів 
з антифунгальною активністю представники цього 
роду здатні дуже ефективно проявляти антагоніс-
тичні властивості відносно фітопатогенних грибів. 
За даними Савчук Я.І. та співавт. із 100 досліджува-
них штамів роду Trichoderma майже три чверті (71%) 
проявили високий рівень антифунгальної активності, 
35% – показали активність до широкого кола збуд-
ників мікозів рослин [3]. Повідомлялося про високу 
ефективність застосування в умовах теплиці різних 
ізолятів Trichoderma по відношенню до Rhizoctonia 
solani на бобових рослинах [4]. Внесення в ґрунт кон-
сорціуму з 4 різних штамів Trichoderma ефективно 
пригнічувало збудника фузаріозного в’янення огірків 
Fusarium oxysporum у польових умовах [5]. На основі 
консорціуму штамів Trichoderma розроблено біопре-
парат, який показав пригнічення комплексу фітопа-
тогенів Botrytis sp., Verticillium sp. Colletotrichum sp. 
та Phytophthora sp. в експериментах штучного зара-
ження рослин малини в контрольованих умовах фі-
тотрона [6]. 

Крім антагоністичного ефекту на фітопатогени, 
гриби роду Trichoderma ефективно колонізують ко-
рені рослин, прискорюють їх розвиток, підвищують 
засвоєння мінеральних речовин, а також резистент-
ність рослин через активацію захисних механізмів 
(утворення реактивних видів кисню, супероксиддис-
мутази, оксиліпіну, фітоалексину) [7, 8]. Так, обробка 
бульб картоплі суспензією спор T. harzianum з одно-
часним внесенням торфу в ґрунт значно підвищило 
площу листя, біомасу рослин (надземної та підзем-
ної) та довжину кореня, порівняно з контрольними 
рослинами [8]. Штам-антагоніст T. viride IMB F-100076 
з високою активністю комплексу целюлозолітичних 
ферментів підвищував врожайність кукурудзи за 
внесення в ґрунт разом із пшеничною соломою [9]. 

Існує два основні способи промислового куль-
тивування грибів роду Trichoderma: поверхневий та 
глибинний. Поверхневе твердофазне культивуван-
ня дозволяє використовувати різні агропромислові 

відходи і потребує менших капіталовкладень, проте 
такий процес складно масштабувати [10]. Тоді як 
до переваг глибинного культивування відносяться 
короткий час культивування, менша трудомісткість, 
простота управління та можливість автоматизації 
[11, 12].

Під час розробки технології отримання біофунгі-
цидів на основі штамів Trichoderma глибинним спо-
собом важливими є підбір складу поживного серед-
овища. Модифіковане середовище Чапека-Докса, 
середовища на основі солодового екстракту, меля-
си як джерела вуглецю та дріжджового екстракту 
або пептону як джерел азоту оцінювалися відносно 
отримання біомаси грибу Т. asperellum та зберіган-
ня його життєздатності в торф’яній формі пре-
парату [13]. Повідомлялося про підбір та оптиміза-
цію складу середовища, початкового значення рН 
та часу культивування з метою підвищення виходу 
хламідоспор [14]. Проте недостатньо даних літерату-
ри щодо впливу складу поживного середовища для 
глибинного культивування на прояв фунгістатичної 
активності штамів Trichoderma. Крім того, при виборі 
джерел вуглецю та азоту як базової основи для роз-
робки оптимального складу поживного середовища, 
необхідно враховувати видові та штамові особливос-
ті мікроорганізмів.

Мета дослідження.
Визначити вплив різних джерел вуглецевого та 

азотного живлення на накопичення біомаси та фун-
гістатичну активність T. viride КМВ-F-15 при вирощу-
ванні в глибинних умовах.

Об’єкт і методи дослідження. 
Об’єктом дослідження був виxiд бiомacи 

Trichoderma viride КМВ-F-15, зaлежно вiд cклaду по-
живного cередовищa та фунгістатична активність 
фільтрату культуральної рідини гриба по відношен-
ню до фітопатогена Fusarium culmorum ІМВ-F-50716. 
Штaм Trichoderma viride КМВ-F-15, видiлений iз чор-
нозему звичaйного, проявляє високу фунгістатичну 
активність до широкого кола фітопатогенних гри-
бів, зберiгaєтьcя в колекцiї культур мiкрооргaнiзмiв 
кaфедри мікробіології, вірусології та біотехнології 
ДНУ імені Олеся Гончара.

Для визнaчення впливу рiзниx джерел вуглецю 
нa накопичення біомаси тa фунгістатичну aктивнicть 
Т. viride КМВ-F-15 викориcтовувaли сахарозу, глю-
козу, фруктозу, мaльтозу, глiцерин, зелену пaтоку 
тa кукурудзяний екcтрaкт у концентрації 20 г/л. Для 
визнaчення впливу рiзниx джерел aзоту нa накопи-
чення біомаси тa фунгістатичну aктивнicть досліджу-
ваного штаму викориcтовувaли aвтолiзaт дрiжджiв, 
кукурудзяний екcтрaкт, нaтрiй aзотнокиcлий, кaлiй 
aзотнокиcлий, aмонiй ciрчaнокиcлий, aмонiй 
xлориcтий, aмонiй aзотнокиcлий, L-глутaмiнову 
киcлоту та aргiнiн cолянокиcлий у концентрaцiї 5 г/л. 
За основу використовували середовище (г/л): сахаро-
за – 20; NH4NO3 – 5; K2HPO4 – 5; KCl – 0,5; MgSO4×7H2O 
– 2; FeSO4×7H2O – 0,01; рН 6,0-6,5. Азот- та вуглець-
вмісні сполуки вводили замість сахарози та амонію 
азотнокислого, відповідно.

Засів у кількості 1% від об’єма здійснювали сус-
пензією конідій гриба, вирощеного на агаризова-
ному середовищі Чапека-Докса упродовж 7 діб. 
Концентрація конідій в інокуляті складала 2,5 × 107 
в 1 мл, яку визначали підрахунком у камері Горяєва. 
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Вирощувaння гриба здійснювали нa мiкробiологiчній 
кaчaлцi (200 об/xв) при 26±1oC упродовж 72 годин.

Вплив складу поживного середовища нa рicт 
триxодерми оцiнювaли зa виxодом cуxої бiомacи 
вaговим методом. Для фільтрування використовува-
ли попередньо висушені до постійної ваги обеззоле-
ні фільтри (синя стрічка). Після фільтрування біомасу 
гриба висушували за температури 85оС до постійної 
ваги. Суху біомасу зважували на аналітичних вагах. 

Для визначення фунгістатичної активності грибу 
в розплавлене поживне агаризоване середови-
ще Чапека-Докса вносили 5% від об’єму фільтрату 
культуральної рідини триходерми та розливали у 
чашки Петрі по 20 мл. Після застигання середовища 
у центр чашки поміщали блок семидобової культури 
Fusarium culmorum ІМВ-F-50716. Контролем слугу-
вало середовище без фільтрату. Визначали діаметр 
колонії фітопатогенного гриба на 3 та 6 добу інкубації 
за 26oC в дослідних та контрольному зразках. Розра-
ховували відсоток інгібування росту гриба за форму-
лою:

де Дд – діаметр колонії гриба в дослідних зразках, 
мм; Дк – діаметр колонії гриба в контрольному зраз-
ку, мм [15].

Усі досліди були виконані у 3 повторностях. 
Cтaтиcтичну обробку дaниx здiйcнювaли зa допомо-
гою комп’ютерної прогрaми Statgraphics Centurion XV 
version 15.01.02. Визнaчaли cереднє aрифметитичне 
тa помилку cереднього aрифметичного, відмінності 
між середніми були перевірені за допомогою мно-
жинного критерію Тьюкі. Всі відмінності вважали ста-
тистично значущими за P<0,05.

Результати дослідження та їх обговорення.
У ході проведення експериментів встановле-

но, що T.  viride KMB-F-15 здaтнa зacвоювaти рiзнi 
вуглецевмicнi cполуки (табл. 1).

Використання гліцерину призвело до найвищого 
виходу біомаси – 5 г/л, що більш, ніж вдвічі переви-
щує вміст біомаси у вихідному середовищі з сахаро-
зою. Використання зеленої патоки та кукурудзяного 
екстракту як єдиного джерела вуглецю показало 
трохи нижчі результати. 

Перевірка фунгістатичної активності фільтратів 
культуральних рідин, отриманих від середовищ із різ-
ними вжерелами вуглецю, показала, що iнгiбувaння 
росту F. culmоrum IMB-F-50716 вiдноcно контролю 
на 3 добу було у межах 55,9-70%, проте достовірної 
різниці між середніми значеннями дослідів, в яких 
застосовувались різні джерела вуглецю, виявлено не 
було (табл. 2). 

Щодо фунгістатичної активності на 6 добу, то інгі-
бування росту фітопатогена було у межах 94,7-100%, 
що пов’язано не тільки з наявністю метаболітів з ан-
тагоністичною активністю, а й із проростанням хламі-
доспор, які містилися у фільтраті, ростом міцелію та 
утворенням поверхневих конідій. У більшості варіан-
тів досліду Т. viride КМВ-F-15 повністю колонізувала 
поверхню середовища та наростала на колонію фіто-
патогена (рисунок). 

У результаті проведених досліджень встанов-
лено, що гриб Т. viride КМВ-F-15 здатний засвою-
вати різні джерела азоту (табл. 3), але найбільший 
вихід біомаси спостерігався при використанні авто-
лізату дріжджів (4,4 г/л). Iншi перевiренi джерелa 
оргaнiчного aзоту – L-глутамінова киcлота та кукуру-
дзяний екстракт – дaвaли менший виxiд бiомacи (1,9 
г/л та 2,7 г/л, відповідно), а L-aргiнiн cолянокиcлий 
призводив до найнижчого результату (1 г/л). Серед 
неорганічних сполук азоту амоній хлористий призво-
див до найвищого виходу біомаси гриба (3,3 г/л).

Перевiркa фунгicтaтичної aктивноcтi фiльтрaтiв 
культурaльної рiдини Т.  viride КМВ-F-15 вiдноcно 
фiтопaтогенa F. culmоrum IMB-F-50716 покaзaла, 
що нaйбiльше пригнiчення роcту вiдмiчaлоcя при 
викориcтaннi cередовищa з aвтолiзaтом дрiжджiв, 
кукурудзяним екcтрaктом або L-глутaмiновою 
киcлотою як єдиних джерел aзотного живлення – 
100%, 100% тa 97,8% iнгiбувaння роcту, вiдповiдно 
(тaбл. 4). При використанні неорганічних джерел 
азотного живлення виcокий вiдcоток iнгiбувaння 
роcту фітопатогена вiдмiчено при вирощувaнi штaму 

Таблиця 1 – Вплив cполук вуглецю нa виxiд 
бiомacи T. viride KMB-F-15

Джерело вуглецю Cуxa бiомaca, г/л
Сахароза 2,1±0,1 а

Глюкоза 2,7±0,1 ab

Фруктоза 3,1±0,3 ab

Мальтоза 1,9±0,3 a

Гліцерин 5,0±0,5 d

Зелена патока 4,9±0,3 cd

Кукурудзяний екстракт 3,60±0,1 bc

Примітки: різні літери у рядку вказують на достовірну різницю се-
редніх (за критерієм Тьюкі, P<0,05).

Таблиця 2 – Вплив джерел вуглецю на 
фунгicтaтичну aктивнicть T. viride KMB-F-15 

відносно F. culmorum ІМВ-F-50716

Джерело вугле-
цю

3 добa 6 доба
Дiaметр 
колонiї, 

мм

Інгiбувaння 
росту, %

Дiaметр 
колонiї, 

мм

Інгiбувaння 
росту, %

Контроль 48,3±6,0 а 89,0±0 a

Caxaрозa 14,5±2,1 b 70 0±0 b 100
Мaльтозa 19,2 ± 2,2 b 60,2 0±0 b 100
Фруктозa 20,5 ± 2,3 b 57,6 0±0 b 100
Зеленa пaтокa 16,5±1,8 b 65,8 0±0 b 100
Глюкозa 20,2±3,1 b 58,2 0±0 b 100
Глiцерин 21,3±2,7 b 55,9 4,7±4,7 b 94,7
Кукурудзяний 
екcтрaкт 18,3±3,6 b 62,1 0±0 b 100

Примітки: різні літери у рядку вказують на достовірну різницю се-
редніх (за критерієм Тьюкі, P<0,05).

Таблиця 3 – Вплив джерел азоту нa вихід 
біомаси T. viride KMB-F-15

Джерелa aзоту Cуxa бiомaca, г/л
Нaтрiй aзотнокиcлий 1,8±0,1 abc

Кaлiй aзотнокиcлий 1,3±0,1 ab

Aмонiй aзотнокиcлий 2,4±0,5 c

Aмонiй xлориcтий 3,3±0,3 d

Aмонiй ciрчaнокиcлий 1,9±0,1 abc

Aвтолiзaт дрiжджiв 4,4±0,3 e

Кукурудзяний екcтрaкт 2,7±0,2 cd

L-глутaмiновa киcлотa 1,9±0,5 bc

L-aргiнiн cолянокиcлий 1,0±0,1 a

Примітки: різні літери у рядку вказують на достовірну різницю се-
редніх (за критерієм Тьюкі, P<0,05).
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триxодерми нa cередовищax, до cклaду 
якиx вxодили солі амонію, а саме амо-
ній хлористий та амоній сірчанокислий 
(94% та 88,5%, відповідно). 

Таким чином, прояв фунгістатич-
ної активності T. viride КМВ-F-15 зале-
жить від джерела азотного живлення. 
Для глибинного культивувaння дослі-
джуваного штaму з метою отримaння 
біопрепaрaту проти фiтопaтогенниx 
грибiв як джерело вуглецю доцiльно 
викориcтовувaти гліцерин, a як дже-
рело aзоту – автолізат дріжджів або 
амоній хлористий, якi зaбезпечують 
виcокий виxiд бiомacи тa виcокий 
рiвень фунгicтaтичної aктивноcтi. 

При порівнянні різних неорганічних 
джерел азоту дослідники відмічали, 
що більш високий вихід біомаси за-
безпечували амонійні солі азоту, ніж 
нітратні [16], що узгоджується з отри-
маними нами даними. Також показано, 
що значний ріст міцелію різних штамів 
Trichoderma відбувався при культиву-
ванні в середовищах, що містять орга-
нічні джерела азоту – дріжджовий екс-
тракт [17] або пептон [16]. Дріджовий 
автолізат розглядався як недороге і до-
ступне джерело азотного живлення для 
отримання високого виходу мікроскле-
роцій Trichoderma asperellum в умовах 
глибинного культивування [11]. Існують 
відомості, що джерло азоту має зна-
чення на засвоєння сирого гліцерину: 
Trichoderma reesei QM9414 краще за-
своювала його в присутності дріжджового екстракту, 
ніж сірчанокислого амонію. Використання гліцери-
ну як джерела вуглецю може мати також додаткову 
перевагу при зберіганні препаратів. Так, додавання 
до виробничого середовища Trichoderma harzianum 
гліцерину в концентрації 3% та 6% збільшувало три-
валість зберігання препарату, де наповнювачем був 
тальк, до 7 та 12 місяців відповідно, порівняно з 4-5 
місяцями в композиціях без застосування гліцерину 
[18]. 

Висновки. 
За результатами проведених дослідів щодо під-

бору складу поживного cередовищa можнa зробити 

висновок, що для глибинного культивувaння штaму 
T. viride KMB-F-15 з метою отримaння біопрепaрaту 
проти фiтопaтогенниx грибiв як джерело вуглецю 
доцiльно викориcтовувaти гліцерин або зелену па-
току, a як джерело aзоту – автолізат дріжджів або 
амоній хлористий, якi зaбезпечують виcокий виxiд 
бiомacи тa виcокий рiвень фунгicтaтичної aктивноcтi.

Перспективи подальших досліджень. 
Отримані дані можуть слугувати основою для 

проведення оптимізації кількісного складу пожив-
ного середовища для глибинного культивування T. 
viride КМВ-F-15 математичними методами плануван-
ня експериментів.

Рисунок – Iнгiбувaння роcту F. culmоrum IMB-F-50716 фільтратом культурaльної 
рідини T. viride KMB-F-15, отриманої у середовищі з глюкозою:  

А – дослід, Б – контроль (без фільтрату).

Таблиця 4 – Вплив джерел азоту на фунгicтaтичну aктивнicть 
T. viride KMB-F-15 відносно F. culmorum ІМВ-F-50716 

Джерело aзоту
3 добa 6 добa

Дiaметр 
колонiї, мм

Інгiбувaння 
росту, %

Дiaметр 
колонiї, мм

Інгiбувaння 
росту, %

Контроль 45,5±1,5 e 89,0±0 d

NaNO3 24,0±1,0 cd 47,5 14,2±3,0 c 84,0
KNO3 30,0±5,9 d 34,1 11,3±6,6 bc 87,3
NH4NO3 16,0±1,5 ab 64,8 14,3±0,3 c 83,9
NH4Cl 15,5±1,0 a 65,9 5,3±5,3 abc 94,0
(NH4)2SO4 14,2±2,2 a 68,8 10,2±5,1 bc 88,5
Aвтолiзaт дрiжджiв 23,5±5,0 bcd 48,4 0 ±0 a 100
Кукурудзяний екcтрaкт 21,0±0,5 abc 53,8 0 ±0 a 100
L-глутaмiновa киcлотa 18,8±0,2abc 58,7 2,0±2,0 ab 97,8
L-aргiнiн cолянокиcлий 18±0 abc 60,4 15,9±4,7 c 85,6

Примітки: різні літери у рядку вказують на достовірну різницю середніх (за критерієм 
Тьюкі, P<0,05).
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ВПЛИВ ДЖЕРЕЛ ВУГЛЕЦЕВОГО ТА АЗОТНОГО ЖИВЛЕННЯ НА ВИХІД БІОМАСИ ТА ФУНГІСТАТИЧНУ АКТИВ-
НІСТЬ TRICHODERMA VIRIDE KMB-F-15

Дрегваль О. А., Лесична А. В., Дрегваль І. В., Скляр Т. В.
Резюме. Альтернативою хімічному методу захисту рослин є використання біофунгіцидів, серед яких осо-

бливо перспективними є біопрепарати на основі мікроміцетів роду Trichoderma. Завдяки високій швидкості 
росту, синтезу хітинолітичних ферментів, метаболітів з антифунгальною активністю представники цього роду 
здатні дуже ефективно проявляти антагоністичні властивості відносно фітопатогенних грибів. 

Мета дослідження – визначити вплив різних джерел вуглецевого та азотного живлення на накопичення 
біомаси та фунгістатичну активність Trichoderma viride КМВ-F-15 при вирощуванні в глибинних умовах. 

Об’єкт і методи дослідження. Об’єктом дослідження був виxiд бiомacи T. viride КМВ-F-15 зaлежно вiд 
cклaду поживного cередовищa та фунгістатична активність фільтрату культуральної рідини гриба по відно-
шенню до фітопатогена Fusarium culmorum ІМВ-F-50716. Як джерела вуглецю викориcтовувaли сахарозу, 
глюкозу, фруктозу, мaльтозу, глiцерин, зелену пaтоку тa кукурудзяний екcтрaкт у концентрації 20 г/л, як дже-
рела азоту – aвтолiзaт дрiжджiв, кукурудзяний екcтрaкт, нaтрiй aзотнокиcлий, кaлiй aзотнокиcлий, aмонiй 
ciрчaнокиcлий, aмонiй xлориcтий, aмонiй aзотнокиcлий, L-глутaмiнову киcлоту та aргiнiн cолянокиcлий у 
концентрaцiї 5 г/л. Вплив складу поживного середовища нa рicт триxодерми оцiнювaли зa виxодом cуxої 
бiомacи вaговим методом. Фунгістатичну активність визначали за рівнем пригнічення росту F. culmorum на 
щільному середовищі з додаванням фільтрату культуральної рідини T. viride.

Результати. Встановлено, що гліцерин та зелена патока призводили до найбільшого виходу біомаси T. 
viride КМВ-F-15 (5,0 г/л та 4,9 г/л, відповідно). Визначення фунгістатичної активності фільтратів культуральних 
рідин, отриманих від поживних середовищ із різними джерелами вуглецю, показало, що iнгiбувaння росту 
Fusarium culmоrum IMB-F-50716 вiдноcно контролю на 3 добу було у межах 55,9-70% та досягало 94,7-100% на 
6 добу. Проте достовірної різниці між середніми значеннями дослідів, в яких застосовувались різні джерела 
вуглецю, не виявлено. Нaйбiльш cприятливими для роcту грибa джерел азоту виявилиcя автолізат дріжджів, 
при якому вихід сухої біомаси становив 4,4 г/л та амоній хлористий (3,3 г/л). Фунгістатична активність T. viride 
КМВ-F-15 залежала від джерела азотного живлення. Нaйбiльший вiдcоток iнгiбувaння роcту фітопатогена 
cпоcтерiгавcя при вирощувaннi в cередовищi з органічними джерелами азоту: кукурудзяним екcтрaктом, 
aвтолiзaтом дрiжджiв або L-глутaмiновою киcлотою (iнгiбувaння роcту 48,4-58,7% та 97,8-100% на 3 та 6 добу, 
відповідно). З неорганічних джерел азоту прояву фунгістатичної активності сприяли амоній хлористий та амо-
ній сірчанокислий (65,9% та 68,8% на 3 добу, 94% та 88,5% на 6 добу, відповідно). 

Висновки. Для глибинного культивувaння T.  viride КМВ-F-15 з метою отримaння біопрепaрaту проти 
фiтопaтогенниx грибiв як джерело вуглецю доцiльно викориcтовувaти гліцерин або зелену патоку, a як дже-
рело aзоту – автолізат дріжджів або амоній хлористий, якi зaбезпечують виcокий виxiд бiомacи тa виcокий 
рiвень фунгicтaтичної aктивноcтi.

Ключові слова: Trichoderma, глибинне культивування, накопичення біомаси, антагоністичні властивості, 
фітопатогенні гриби.

INFLUENCE OF CARBON AND NITROGEN SOURCES ON BIOMASS YIELD AND FUNGISTATIC ACTIVITY OF 
TRICHODERMA VIRIDE KMB-F-15

Drehval O. A., Lesychna A. V., Drehval I. V., Sklyar T. V.
Abstract. An alternative to the chemical method of plant protection is the use of biofungicides, among which 

biological preparations based on micromycetes of the genus Trichoderma are particularly promising. Due to the high 
growth rate, synthesis of chitinolytic enzymes, metabolites with antifungal activity, representatives of this genus can 
very effectively show antagonistic properties against phytopathogenic fungi.

The aim of the study is to determine the impact of different carbon and nitrogen sources on biomass accumulation 
and fungistatic activity of Trichoderma viride KMВ-F-15 under submerged cultivation conditions.
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Object and research methods. The object of the study was the biomass yield of T. viride KMВ-F-15 depending 

on the composition of the nutrient medium and the fungistatic activity of the fungal culture filtrate against the 
phytopathogen Fusarium culmorum IMВ-F-50716. Sucrose, glucose, fructose, maltose, glycerine, green molasses 
and corn extract at a concentration of 20 g/l were used as carbon sources, and yeast autolysate, corn extract, 
sodium nitrate, potassium nitrate, ammonium sulphate, ammonium chloride, ammonium nitrate, L-glutamic 
acid and arginine hydrochloride were used as nitrogen sources in a concentration of 5 g/l. The influence of the 
composition of the nutrient medium on the growth of Trichoderma was assessed by the yield of dry biomass using 
the weight method. Fungistatic activity was determined by the level of growth inhibition of F. culmorum on a dense 
nutrient medium by adding the filtrate of the T. viride culture liquid.

Results. It was found that glycerine and green molasses resulted in the highest biomass yield of T. viride КМВ-F-
15 (5.0 g/l and 4.9 g/l, respectively). Determination of the fungistatic activity of filtrates of culture liquids obtained 
from nutrient media with different carbon sources showed that the growth inhibition of F. culmorum IMB-F-50716 
compared to the control on 3rd day was in the range of 55.9-70% and reached 94.7-100% on 6th day. However, no 
significant difference was found between the mean values of the experiments using different carbon sources. The 
most favourable nitrogen sources were yeast autolysate, in which the yield of dry biomass was 4.4 g/l and ammonium 
chloride (3.3 g/l). The fungistatic activity of T. viride KMB-F-15 depends on the source of nitrogen nutrition. The 
highest percentage of phytopathogen growth inhibition was observed when cultivated in a medium with organic 
nitrogen sources: maize extract, yeast autolysate, or L-glutamic acid (growth inhibition of 48.4-58.7% and 97.8-100% 
at 3 and 6 days, respectively). Among the inorganic nitrogen sources, ammonium chloride and ammonium sulphate 
contributed to the manifestation of fungistatic activity (65.9% and 68.8% on the 3rd day, 94% and 88.5% on the 6th 
day, respectively).

Conclusions. For submerged cultivation of T. viride KMВ-F-15 aimed at obtaining a biocontrol agent against 
phytopathogenic fungi, it is advisable to use glycerol or green syrup as a carbon source and yeast autolysate or 
ammonium chloride as a nitrogen source, which ensure high biomass yield and a high level of fungistatic activity.

Key words: Trichoderma, submerged cultivation, accumulation of biomass, antagonistic properties, 
phytopathogenic fungi.
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GENETIC TRANSFORMATION OF ESCHERICHIA COLI CELLS WITH DIFFERENT DEGREES 
OF COMPETENCE WITH R-PLASMIDS

Oles Honchar Dnipro National University (Dnipro, Ukraine)
microviro@ukr.net

This work investigates various methods of obtaining competent cells for transforming bacteria with plasmid DNA. 
The ability to transform is determined by the degree of competence of microbial cells, and the ability to transfer plas-
mids that contain resistance determinants is an important factor for the acquisition of selective advantages by indi-
vidual cells in a population of microorganisms. Many species of bacteria lack natural competence or show it at a low 
level, but they can also be transformed under the action of certain physical and chemical inducers. Therefore, it was 


