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Г
рибы рода Trichoderma часто упоминаются в литерату-

ре в связи с повышением безопасности продуктов пита-

ния и экологической безопасности при борьбе с болезнями 

растений. Это связано с их способностью подавлять разви-

тие широкого спектра фитопатогенов, не повреждая расте-

ний и не нанося вреда другим полезным объектам окружаю-

щей среды [1]. В результате многолетних исследований в 

ГНЦ ПМБ был выделен штамм №16 Trichoderma viride Pers 

ex S.F.Gray, позднее идентифицированный как T. asperellum 

Samuels, Lieckfelt et Nirenberg, GLS 03-35 [2, 3]. На основе 

этого штамма был разработан препарат Микол [4, 5]. Штамм 

и препарат обладают высокими антагонистическими свой-

ствами против различных возбудителей болезней растений, 

а также ростостимулирующими свойствами. 

Впервые нами было показано наличие способности у гри-

бов вида T. asperellum и, в частности, у штамма T. asperellum 

Samuels, Lieckfelt et Nirenberg, GLS 03-35 высвобождать фос-

фор из трикальцийфосфата (ТКФ) – модельного аналога 

минеральных фосфатных руд [6, 7]. Обнаруженная способ-

ность особенно важна в связи с возможностью использова-

ния микроорганизмов для разработки биофосфорных удо-

брений, в которых эффективное высвобождение фосфора 

из руд происходит непосредственно в полевых условиях и не 

наносит вреда окружающей среде [8–12]. Таким образом, 

сочетание биологически и экономически важных свойств у 

отобранного гриба рода Trichoderma позволяет рассматри-

вать его в качестве перспективного продуцента биопрепара-

тов комбинированного действия – пролонгированного био-

удобрения с фунгицидными свойствами на основе фосфат-

ной руды в качестве источника фосфора. Однако известно, 

что фосфатные руды могут различаться по доступности для 

одного микроорганизма более чем в 5 раз и под влиянием 

руды может изменяться даже механизм растворения фос-

фатов [13]. Поэтому целью настоящего исследования яв-

лялось изучение растворения различных типов фосфатных 

руд под воздействием штамма T. asperellum №16 GJS 03-35, 

необходимое для последующей разработки комбинирован-

ного биофосфорного удобрения на его основе. 

Материалы и методы 

Штамм Trichoderma viride Pers ex S.F.Gray №16, обладаю-

щий гиперпаразитической активностью по отношению к 

широкому спектру фитопатогенов, в том числе к грибам 

рода Fusarium [3, 4], получен из Государственной коллекции 

патогенных микроорганизмов и клеточных культур 

Государственного научного центра прикладной микробио-

логии и биотехнологии («ГКПМ-Оболенск»). По уточненной 

классификации этот штамм относится к виду T. asperellum 

Samuels et al. (в Коллекции Лаборатории ботаники и систе-

матики, Белтсвиль, ему присвоен индекс GLS 03-35) [2, 4].

Оценку фосфатрастворяющих свойств штамма №16 

T. asperellum проводили по накоплению фосфата в растворе 

при культивировании гриба в жидкой среде, содержащей 

нерастворимый фосфат, в качестве которого использовали 

различные фосфатные руды.

Для определения фосфатрастворяющей активности в 

жидкой среде культуру гриба вносили в стерильную мине-

ральную среду следующего состава (г/л): глюкоза – 20,0; 

аммоний хлористый – 1,6; MgSO4•7Н2О – 0,2; фосфатная 

руда с содержанием Р2О5 2,5 г, соответствующим содержа-

нию Р2О5 в Са3(РО4)2, который использовался в качестве 

модельного нерастворимого фосфата [6, 7]; микроэлемен-

ты – 20 мл/л. Состав раствора микроэлементов, %: сульфат 

железа (FeSO4•7H2O) – 0,01; сульфат меди (CuSO4•5H2O) – 

0,1; сульфат марганца (MnSO4•2H2O) – 0,01. Посевная доза 

во всех случаях составляла 0,5 мл жидкой культуры гриба, 

выращенной во встряхиваемой колбе [4]. Инкубирование 

вели в колбах вместимостью 750 мл с объемом среды 

100 мл на качалке IRC-1U (Kuhner, Швейцария) при скорости 

вращения 160–180 об./мин при температуре 28°С в течение 

6 суток, отбирая пробы объемом 1,5–2 мл для измерений рН 

и содержания фосфатов. рН измеряли на рН-метре 

ThermOrion 710 (Thermo Fisher Scientific, США).

Перед определением количества фосфора в растворе пробу 

центрифугировали на микрофуге Minispin (Eppendorf, Германия) 

в течение 5 мин при 10000 об./мин. В полученном супернатанте 

количество растворенного фосфора определяли с помощью 

одностадийного метода по интенсивности окраски его молиб-

денового комплекса с твином 80 при длине волны 350 нм [14]. 

Измерение фосфора в растворе проводили в трех повторно-

стях на спектрофотометре UNICO 2800 (United Products & 

Instruments, США). Каждый опыт повторяли дважды.

Определение метаболитов, обусловливающих фосфатра-

створяющую активность штамма №16 T. asperellum, проводи-

ли методом газовой хроматографии. Для газохроматографи-

ческого определения глюкозы и образующихся из нее метабо-

литов к супернатанту культуральной жидкости (КЖ), приготов-

ленному так же, как для определения растворенного фосфора, 

прибавляли 10% (по объему) 0,3М раствора оксалата натрия. 

После удаления осадка оксалата кальция центрифугировани-

ем к аликвоте супернатанта, отвечающей приблизительно 

200–500 мкг исходной глюкозы, прибавляли 250 мкг маннита 

(внутренний стандарт) в виде 0,25%-го водного раствора. 

Затем пробу высушивали в вакууме, и остаток силанизирова-

ли смесью 150 мкл сухого пиридина и 150 мкл бис(триметил-

силил)трифторацетамида, содержащего 2% триметилхлорси-

лана. Хроматографирование пертриметилсилильных эфиров 

определяемых веществ проводили на хроматографе НР5890 

(Hewlett-Packard, США) при использовании колонки с полиди-

метилсилоксановой фазой SРВ-1 и пламенно-ионизационного 

детектора. Метод ввода пробы – с делением потока газа-носи-

теля. Температурная программа – от 100°С (1 мин) до 290°С со 

скоростью 10°С/мин. 

В работе использовали фосфатсодержащие руды различ-

ного состава и структуры из коллекции отдела биологиче-

ских технологий ГНЦ ПМБ [9] (табл. 1). Для изучения био-

доступности разных групп фосфатного сырья отбирали по 

1–2 вида схожих по составу руд из определенных групп 

сырья. Из образцов всех исследованных руд на ситах выде-

ляли фракции от 40 до 100 мкм и использовали в дозах, эк-

вивалентных по фосфору стандартной дозе ТКФ при иссле-

дованиях в жидкой среде, составлявшей 9,0 г/л.

Результаты и обсуждение

Для изучения отобрали руды месторождений, активно 

разрабатываемых в настоящий момент или представляю-
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Таблица 1. Характеристика образцов рудного фосфатного сырья
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щих интерес в перспективе для промышленной разработки. 

Исследовали доступность 9 образцов фосфатных руд раз-

личной структуры и генезиса: желваковые, ракушечные, 

фосфориты морского генезиса – шельфовые, фосфориты 

континентальные остаточно-метасоматические и апатиты 

[15]. В Российской Федерации (РФ) главные фосфорные 

ресурсы представляют желваковые фосфориты и апатиты, 

составляющие соответственно 19,7 и 70,6% от всех запасов 

фосфора в РФ [15]. Основные характеристики использовав-

шихся руд и их состав представлены в табл. 1. 

Результаты по динамике высвобождения фосфора из руд 

под действием штамма №16 T. asperellum представлены на 

рис. 1. Для удобства восприятия данные разнесены на две 

условные группы – более и менее реакционно способные 

типы рудного сырья. 

Как следует из рис. 1, фосфатные руды по доступности 

для штамма №16 T. asperellum различаются более чем в 

100 раз, и динамика высвобождения фосфора индивидуаль-

на практически для каждой руды. Так, быстрее остальных 

растворялись океанические шельфовые фосфориты (№№ 

3, 4), но намибийский (№4) растворялся в полтора раза бы-

стрее и конечное значение растворенного фосфора для него 

более чем в 2 раза выше, чем для фосфоритов со дна 

Японского моря (№3). Желваковая егорьевская руда (№6) 

заметно растворялась только в первые сутки, затем процесс 

стабилизировался, а вятская желваковая руда растворялась 

в течение 3 суток, однако к 6-м суткам количество фосфора 

в растворе упало более чем вдвое. Медленно, но в течение 

всего срока наблюдения растворялись ракушечный кинги-

сеппский фосфорит (№8) и ковдорский апатит (№1). 

Последний факт особенно замечателен, поскольку апатиты 

являются более концентрированным и более распростра-

ненным в РФ фосфорсодержащим сырьем, чем фосфориты. 

По своей доступности для штамма №16 T. asperellum за-

метно выделялись океанические фосфориты, особенно на-

мибийский, который за 6 суток перевел в растворимое со-

стояние более 18% фосфора от значения, полученного для 

модельного ТКФ [7]. Наименее доступным оказался ново-

полтавский апатит (№2). Он практически не растворялся под 

действием гриба и, более того, вызывал гибель культуры.

Различие в доступности фосфорсодержащих руд, по-

видимому, прежде всего обусловлено их структурой. 

Практически полностью аморфными по структуре являются 

океанические шельфовые фосфориты, поэтому они и легче 

всех растворялись, что соответствует данным для других 

микроорганизмов [9]. Ракушечные и желваковые фосфори-

ты включают формирования частично аморфной структуры, 

что также облегчает их растворение. Апатитовые руды пред-

ставляют собой в основном кристаллические образования 

вулканического генезиса и с точки зрения структуры явля-

ются наименее растворимыми. Очевидно, что различие в 

растворимости ковдорского (№1) и новополтавского (№2) 

апатитов обусловлено их элементным составом: в послед-

нем, например, в 2,5 раза больше фтора (табл. 1). 

Как было показано нами ранее [7], T. asperellum значи-

тельно лучше растворяет модельное сырье – ТКФ, содержа-

щее такое же количество фосфора, что и исследованные 

руды, и концентрация фосфора в растворе при аналогичных 

Таблица 2. Продукция кислот (ГК и КГК) из глюкозы под действием T. аsperellum, определенная по данным газовой хроматогра-

фии (ГХ) и рассчитанная по содержанию мобилизованного фосфора при растворении руд

№ руды Максимальная концентрация ГК 
по данным ГХ, г/л

Максимальная концентрация КГК 
по данным ГХ, г/л

Максимальная суммарная 
концентрация кислот по данным 

ГХ, г/л

Концентрация кислот, 
рассчитанная по растворенному 

фосфору, г/л

1 0,3 0,1 0,4 0,215

2 4,8 1,3 6,1 0

3 0,07 0,05 0,12 0,500

4 2,0 1,5 3,5 1,408

5 0,9 0,2 1,1 0,090

6 0,1 0,02 0,12 0,210

7 1,0 0,8 1,8 0,097

8 0,1 0,1 0,2 0,026

9 0 0 0 0,315
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Рис. 1. Высвобождение фосфора в растворимое состояние из различных руд под действием штамма №16 T. asperellum (номера 

руд соответствуют табл. 1).
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виях достигала 590 мкг/мл. Как следует из рис. 1, такого 

уровня мобилизации фосфора при растворении рудного 

сырья не было достигнуто ни в одном случае за весь период 

наблюдения (6 суток).

Изменения рН, наблюдавшиеся в процессах высвобожде-

ния фосфора из различных руд под действием T. asperellum 

шт. №16, не были так значительны, как изменения концен-

траций перешедшего в раствор фосфора, и в основном но-

сили схожий характер (рис. 2): закисление в первые 

1–3 суток до рН 3,5–5,0 и к 6-м суткам – стабилизация. 

Отклонения наблюдали в трех случаях. Для вятской жел-

ваковой руды (№5) после закисления в течение первых трех 

суток происходило заметное повышение рН к 6-м суткам, 

что коррелировало с падением содержания фосфора в рас-

творе для этой руды (рис. 1б). Для намибийского (№4) и 

континентального остаточного метасоматического озерско-

го (№9) фосфоритов снижение рН наблюдали в течение 

всего периода наблюдения. Для варианта №9 также наблю-

дали прямую корреляцию изменения рН с растворением 

фосфора в течение всего опыта.

Сопоставление динамики высвобождения фосфора в 

раствор из руд и изменения рН (рис. 1, 2) позволяет сделать 

вывод, что высвобождение фосфора из руд, как и из ТКФ, 

определяется образованием кислых продуктов.

Из литературы известно, что основным механизмом, с по-

мощью которого микроорганизмы переводят в раствор фос-

фаты, является образование различных органических кис-

лот из углеводного субстрата [16–18]. Наиболее распростра-

ненным процессом как для бактерий, так и для грибов явля-

ется образование глюконовой и кетоглюконовой кислот из 

глюкозы с помощью фермента глюкозодегидрогеназы [19]. 

Некоторые бактерии почти стехиометрически окисляют глю-

козу последовательно до соответствующих кислот [20–22] 

по уравнениям

2C6H12O6 + О2 = 2C5H11О5СOОН, (1)

2C5H11О5СOОН + О2 = 2C5H11О6СOОН. (2)

Образовавшиеся кислоты (глюконовая и кетоглюконовая) 

обусловливают растворение минерального фосфата по 

уравнениям

4C5H11О5СOОН + Ca3(PO4)2 = 2Ca(C5H11О5СOО)2 + Ca(H2PO4)2

или 
4 C5H11О6СOОН + Ca3(PO4)2 = 2Ca(C5H11О6СOО)2 + Ca(H2PO4)2

(3)

(4)

Для изучения механизма растворения руд под действием 

штамма №16 T. asperellum исследовали основные метабо-

литы, образующиеся в ходе процесса.

Как показал газохроматографический анализ, при рас-

творении руд основными метаболитами, осуществлявшими 

мобилизацию фосфора, в отличие от растворения ТКФ [7], 

являлись глюконовая и кетоглюконовая кислоты (рис. 3). 

Однако определяющую роль в процессе растворения фос-

фатов, очевидно, играли структура и состав руды, а не коли-

чество продуцируемых микроорганизмом кислот. В качестве 

иллюстрации последнего утверждения на рис. 3 представле-

на динамика изменения концентраций кислот при высвобож-

дении фосфора из двух руд, наиболее и наименее активно 

растворявшихся под действием T. аsperellum – новополтав-
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Рис. 2. Изменение рН при высвобождении фосфора в растворимое состояние из различных руд под действием штамма №16 

T. asperellum (номера руд соответствуют табл. 1).

Рис. 3. Изменение концентраций глюкозы (Г), глюконовой (ГК) и кетоглюконовой (КГК) кислот при высвобождении фосфора под 

действием T. аsperellum из новополтавского апатита (а) и намибийского шельфового фосфорита (б).
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ского апатита (№2 на рис. 1б) и намибийского шельфового 

фосфорита (№4 на рис. 1а). 

Как видно из рис. 3, в присутствии новополтавского апа-

тита, практически не растворявшегося под действием 

T. аsperellum (рис. 1б), в растворе находилось значительно 

больше кислот, чем в присутствии наиболее активно раство-

рявшегося океанического фосфорита с шельфа Намибии 

(рис. 1а), хотя величины рН для обоих видов руд различа-

лись мало (рис. 2). Для остальных руд, кроме №9, изменение 

концентраций глюкозы, глюконовой и кетоглюконовой кис-

лот под действием T. аsperellum имело вид, сходный по ха-

рактеру изменений с динамикой растворения намибийского 

шельфового фосфорита на рис. 3б.

В табл. 2 приведены данные по максимальной продукции 

кислот для каждого вида руды, определенные методом газо-

вой хроматографии, а также рассчитанные по уравнениям 

(3) и (4), исходя из количества фосфора, перешедшего в 

раствор. Как видно из табл. 2, ни для одной руды не наблю-

дали равенства концентрации суммы глюконовых кислот, 

обнаруженных в растворе и рассчитанных по растворенному 

фосфору в соответствии с уравнениями (3) и (4). Такое ра-

венство фиксировали ранее при изучении высвобождения 

фосфора из нерастворимого сырья под действием бакте-

рий, осуществляющих самый эффективный механизм [8, 

22]. Однако для штамма №16 T. аsperellum для шести руд 

(№№ 1, 2, 4, 5, 7, 8) наблюдали избыток кислот примерно от 

2 до 20 раз, а для двух руд (№№ 3, 6) – недостаток кислот от 

2 до 5 раз. В случае озерской руды (№9) глюконовые кисло-

ты вообще не обнаружили. Кроме того, при самом эффек-

тивном механизме вся глюкоза в среде переходит в кисло-

ты, а в присутствии штамма №16 T. аsperellum в кислоты 

превращалось <30% исходной глюкозы. Тем не менее оче-

видно, что в присутствии штамма №16 T. аsperellum при 

растворении руд глюконовые кислоты играли существенную 

роль.

Очевидно, что ферментные системы, осуществляющие 

прямое окисление глюкозы в кислоты, активируются в при-

сутствии руд определенного состава и структуры. Однако 

этот процесс сложен и трудно предсказуем, поскольку среди 

руд, способствующих продукции кислот, есть и наиболее, и 

наименее растворимые под действием штамма №16 

T. аsperellum.

Хотя в настоящее время образование органических кис-

лот признано в качестве основного механизма мобилизации 

фосфатов из минеральных источников под действием ми-

кроорганизмов, в большинстве случаев не наблюдается 

полного соответствия растворенного фосфора содержанию 

образовавшихся органических кислот [16–18]. Для объясне-

ния этого несоответствия было выдвинуто предположение, 

что при недостатке или даже в отсутствии продукции орга-

нических кислот высвобождение фосфора может быть об-

условлено выбросом протонов, сопровождающим дыхание 

или ассимиляцию NH4+ [23, 24]. В нашем исследовании в 

трех случаях наблюдался недостаток суммы глюконовых 

кислот для мобилизации обнаруживаемого в растворе фос-

фора (для руд №№ 3, 6 и 9 в табл. 2). При этом в растворе 

присутствовало не более 40 мкг/мл, или 1,29 мМоль/л фос-

фора (рис. 1а). Поглощение даже десятой части имеющего-

ся в среде аммония уже могло дать более чем достаточное 

количество протонов (3 мМоль/л) для мобилизации обнару-

живаемого количества фосфора. Таким образом, получен-

ные данные подтверждают известный по литературным ис-

точникам факт, что в присутствии различных руд могут реа-

лизовываться различные механизмы высвобождения фос-

фатов для одного и того же микроорганизма [13].

 Другие виды грибов рода Trichoderma, как и все микро-

организмы, также менее активны при растворении фосфат-

ных руд по сравнению с растворением ТКФ. Так, в присут-

ствии T. viridae (NFCCI 1999) из руды (месторождение и со-

став в работе не указаны) переходило в раствор на 40% 

меньше фосфора, чем из ТКФ [25]. В присутствии T. isridae 

и T. harzianum из нигерийской руды, состав которой также 

не указан, высвобождалось соответственно в 2 и в 40 раз 

меньше фосфора, чем из ТКФ [26]. Состав органических 

кислот был изучен только для T. isridae в присутствии одной 

руды. При этом наблюдали избыток кислот по отношению к 

растворенному фосфору, однако при растворении руды из-

менялся их качественный и количественный состав: не обна-

руживались глутаровая и яблочная кислоты, но появлялась 

лимонная [26].

Максимальные значения концентраций растворенного 

фосфора для рудного сырья под действием штамма 

T. аsperellum №16 составляли 0,2–107 мкг/мл (рис. 1). Для 

сравнения, в сходных условиях наиболее активные из из-

вестных в мировой практике бактериальные штаммы при 

растворении руд высвобождали фосфора >500 мкг/мл [9, 

22]. Таким образом, штамм T. аsperellum №16 проявлял 

более низкие фосфатрастворяющие свойства, чем наибо-

лее активные из известных до сих пор микроорганизмов. В 

то же время по сравнению с другими грибами рода 

Trichoderma исследуемый штамм №16 T. аsperellum прояв-

ляет довольно высокую фосфатрастворяющую активность 

при сходных условиях. 

Наиболее важным в проведенных исследованиях являет-

ся доказательство возможности высвобождения раствори-

мого фосфора под действием штамма №16 T. аsperellum из 

всех типов исследованных руд (океанические шельфовые, 

желваковые, апатитовые, ракушечные, остаточные метасо-

матические). Хотя в использовавшихся лабораторных усло-

виях все исследованные руды были существенно слабее 

подвержены воздействию штамма №16 T. аsperellum, чем 

ТКФ, следует отметить, что лабораторное определение до-

ступности фосфорных руд воздействию микроорганизмов 

значительно отличается от процессов, происходящих в при-

родных условиях. В природе существенно ниже аэрация, а 

также, как правило, ниже концентрация питательных ве-

ществ. Поэтому все процессы происходят значительно мед-

леннее, чем в лаборатории. Однако in situ, при постоянном 

восполнении питательных веществ и поддержании условий 

размножения микроорганизмов, высвобождение фосфатов 

из минерального сырья под воздействием микроорганизмов 

может происходить весьма длительное время. Многочислен-

ные литературные данные показали, что внесенные в почву 

фосфоритные руды полностью растворялись в течение не-

скольких лет [27]. Поэтому применение штамма №16 

T. аsperellum совместно с доступными рудами может быть 

перспективно для создания биофосфорного удобрения и, 

тем самым, улучшения фосфорного питания растений. 
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