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Введение
Большие запасы растительной биомассы 

(~1 трлн т), а также их возобновляемость делают ее 

привлекательным сырьем для получения различ-

ных видов жидкого топлива и ряда других полез-

ных продуктов. Разнообразие биокатализаторов 

(ферментов) и их характеристик предоставляет ши-
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рокие возможности для эффективной переработки 

растительного сырья в сахара. Глюкоза, получае-

мая ферментативным путем из целлюлозы, может 

быть конвертирована с помощью микроорганизмов 

в этанол, бутанол, ацетон, органические и амино-

кислоты, полимеры и многие другие продукты мик-

робного синтеза [1—3].

В настоящее время мутантные или рекомби-

нантные штаммы грибов рода Trichoderma (T. reesei, 

T. viride, T. longibrachiatum) играют ведущую роль 

среди промышленных грибных продуцентов био-

катализаторов на основе целлюлаз и гемицеллю-

лаз [4—7]. Это объясняется, во-первых, их высокой 

секреторной способностью, а во-вторых — разно-

образием продуцируемых ферментов с различной 
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субстратной специфичностью. Поэтому неудиви-

тельно, что биокатализаторы (ферментные пре-

параты) целлюлаз на основе грибов Trichoderma 

выпускаются во многих странах ведущими произво-

дителями промышленных ферментов, в частности: 

«Novozymes» (Дания), «Genencor a Danisco Division» 

(США), «Iogen» (Канада), «PrimAlko» (Финляндия), 

«Röhm Gmbh» (Германия), «EnMex» (Мексика), 

«Meiji Seika Kaisha Ltd.» и «Shin Nihon Chemical Co.» 

(Япония) и др. При этом поиск новых продуцентов 

ферментов, предназначенных для гидролиза расти-

тельного сырья, а также увеличение общей актив-

ности и сбалансированности по компонентному 

составу уже известных ферментных комплексов по-

прежнему являются актуальными задачами совре-

менной биотехнологии.

По последним литературным данным, штаммы 

грибов рода Penicillium, Acremonium, Chrysosporium, 

Chaetomium и Humicola могут стать достойной альтер-

нативой штаммам рода Trichoderma, поскольку по 

наиболее важным биотехнологическим критериям 

не уступают, а иногда и превосходят лучшие из из-

вестных штаммов Trichoderma [8—12].

В данной работе мы провели сравнение актив-

ности по отношению к различным субстратам и 

гидролитической способности по отношению к 

различным видам целлюлозосодержащего сырья 

(ЦСС) коммерческих биокатализаторов, продуци-

руемых грибами рода Trichoderma, и лабораторного 

биокатализатора, полученного с помощью гриба 

P. verruculosum в качестве продуцента.

Материалы и методы исследования
Биокатализаторы, называемые далее 
ферментными препаратами

Среди ферментных препаратов, полученных 

на основе штаммов Trichoderma и обладающих на-

ибольшей гидролитической способностью, были 

выбраны коммерческие продукты: Cellic CTec1, Cel-

lic CTec2 («Novozymes», Дания), Accelerase 1000, Ac-

celerase 1500, Accelerase XY, Accelerase DUET («Ge-

nencor а Danisco Division», США). В качестве аль-

тернативных были использованы лабораторные 

ферментные препараты, полученные с помощью 

штаммов P. verruculosum В151 и F10 (предоставлен-

ных ИБФМ РАН, г. Пущино Московской обл.), 

которые представляли собой лиофильно высу-

шенные ультраконцентраты культуральных жид-

костей.

Субстраты
В качестве субстратов для определения фермен-

тативной активности препаратов были использо-

ваны натриевая соль карбоксиметилцеллюлозы 

(КМЦ) средней вязкости, глюкуроноксилан из бе-

резы (ксилан), п-НФ-β-D-глюкопиранозид (пНФГ), 

п-НФ-β-D-ксилопиранозид (пНФК) производства 

фирмы «Sigma» (США); бумага хроматографичес-

кая № 1 (ФБ) производства фирмы «Whatman» (Ве-

ликобритания); целлобиоза фирмы «Меrck» (Гер-

мания); микрокристаллическая целлюлоза (МКЦ) 

производства ООО «МК-Центр» (г. Дзержинск Ни-

жегородской обл.), измельченная в лабораторной 

планетарной шаровой мельнице АГО-2.

Определение ферментативных активностей 
препаратов

Активности ферментных препаратов по отноше-

нию к полисахаридным субстратам (КМЦ, ксилан, 

МКЦ) рассчитывали по начальным скоростям об-

разования восстанавливающих сахаров (ВС), оп-

ределяемых методом Шомоди-Нельсона [13]. За еди-

ницу активности принимали такое количество фер-

мента, которое приводит к образованию 1 мкмоль 

ВС в минуту при концентрации субстрата 5 мг/мл. 

Активности ферментных препаратов по ФБ опреде-

ляли стандартным методом [14], используя бумагу 

хроматографическую № 1 и динитросалициловый 

метод анализа ВС. Активность по пНФГ и пНФК 

определяли, измеряя начальную скорость обра-

зования п-нитрофенола. За единицу активности 

принимали количество фермента, необходимое для 

образования 1 мкмоль п-нитрофенола в минуту при 

концентрации субстрата 1 ммоль/л. Полученные 

активности относили, в зависимости от агрегатного 

состояния ферментного препарата, к его массе или 

объему (общая активность) либо к массе белка фер-

ментного препарата (удельная активность). Концен-

трацию белка ферментных препаратов определяли 

по методу Лоури [15], используя бычий сывороточ-

ный альбумин в качестве стандарта.

Растительное целлюлозосодержащее сырье
Для изучения гидролитической способности рас-

сматриваемых ферментных препаратов нами были 

выбраны следующие виды ЦСС: предобработанные 

паровым взрывом в кислой среде кукурузные стебли 

и багасса («DNL», Голландия), измельченная древе-

сина сосны и осины (ОАО «Восточно-Сибирский 

комбинат биотехнологий», Россия) и МКЦ.
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Методика эксперимента

Ферментативный гидролиз ЦСС проводили в тер-

мостатируемых при 50 °С микропробирках объемом 

2 мл, помещенных в термошейкер (с частотой ко-

лебаний 250 мин–1). В микропробирку вносили 

навеску ЦСС, рассчитанное количество 0,1 М Na-

ацетатного буфера (рН = 5,0) и 250 мкл раствора, 

содержащего необходимое количество ферментного 

препарата. Общий объем реакционной смеси состав-

лял 1,5 мл, а концентрация субстрата — 100 мг/мл 

(в пересчете на сухое вещество). Дозировки сравни-

ваемых ферментных препаратов составляли 2, 5 и 

10 мг белка на 1 г субстрата. В случае использова-

ния ферментного препарата P. verruculosum B151 в 

реакционную смесь также дополнительно вносили 

содержащий β-глюкозидазу препарат P. verruculosum 

F10 так, чтобы концентрация белка F10 в реакцион-

ной среде составляла 0,88 мг на 1 г сухого вещест-

ва субстрата (что эквивалентно дополнительному 

внесению 40 ед β-глюкозидазной активности на 1 г 

сухого вещества субстрата). Затем через 3, 24 и 48 ч 

гидролиза из реакционной смеси отбирали про-

бы (по 150 мкл), центрифугировали (10 000 об/мин, 

3 мин) и измеряли содержание восстанавливающих 

сахаров (ВС) методом Шомоди-Нельсона [13].

Результаты и их обсуждение

Одним из важных критериев для сравнения 

эффективности ферментных препаратов, предна-

значенных для биодеградации ЦСС, выступает их 

удельная активность по ряду специфических суб-

стратов — растворимых и нерастворимых поли-

сахаридов (МКЦ, КМЦ, ксилан), синтетических 

субстратов (пНФГ, пНФК) и олигосахаридов (цел-

лобиоза). Значения активности рассматриваемых 

препаратов определены по начальным скоростям 

гидролиза соответствующих субстратов и приведе-

ны в табл. 1.

Полученные данные позволяют для каждого 

ферментного препарата характеризовать отдельные 

компоненты ферментного комплекса, эффектив-

ность действия и сбалансированность состава кото-

рых в значительной мере определяют эффективность 

его использования при гидролизе многокомпонен-

тного субстрата, которым является растительная 

биомасса.

Активность по ФБ рассматриваемых препаратов, 

характеризующая их общую активность по отно-

шению к нерастворимой целлюлозе [14], в среднем 

составляла 0,6—1,2 ед/мг белка, при этом коммер-

ческий препарат Accelerase 1000 характеризовался 

повышенной (1,7 ед/мг), а Accelerase XY — крайне 

малой активностью по ФБ.

Активность по МКЦ иллюстрирует способность 

ферментных препаратов гидролизовать высоко-

упорядоченные кристаллические зоны целлюло-

зы (кристаллиты). Отметим, что высокая степень 

кристалличности является одной из главных при-

чин инертности целлюлозы по отношению к раз-

личным типам биологического воздействия, в том 

числе к ферментативному гидролизу, и разруше-

ние высокоупорядоченных кристаллических зон 

является необходимым условием успешной фер-

ментативной деградации целлюлозы. На частич-

ное предварительное разрушение кристаллической 

структуры целлюлозы направлены различные про-

цессы предварительной обработки (предобработ-

ки) целлюлозосодержащего сырья при реализации 

процессов его биоконверсии. В настоящее время 

считается, что среди целлюлаз способностью гид-

ролизовать кристаллическую целлюлозу обладают в 

основном целлобиогидролазы, хотя известны также 

некоторые эндоглюканазы, проявляющие подоб-

ную активность [16—18]. Препараты Cellic CTec1 

и Cellic CTec2 обладали одинаковой активностью 

по МКЦ (0,3 ед/мг белка); препараты Accelerase 1500 

и Accelerase DUET, а также P. verruculosum B151 ха-

рактеризовались активностью 0,7—0,8 ед/мг бел-

ка; при этом Accelerase XY соответствовал низкий 

уровень активности по МКЦ (0,1 ед/мг белка), а 

Accelerase 1000 — наиболее высокий (1,2 ед/мг белка) 

по сравнению с остальными препаратами.

Активность препаратов по КМЦ демонстрирует 

их способность гидролизовать менее упорядочен-

ные, аморфные зоны целлюлозы [19, 20]. Гидролиз 

этих областей субстрата осуществляется главным 

образом эндоглюканазами, которые гидролизуют 

внутренние β-1,4-глюкозидные связи, удаленные 

от концов полимерной цепи целлюлозы, с образо-

ванием фрагментов цепи полимерного субстрата и 

целлоолигосахаридов, что сопровождается сущес-

твенным уменьшением степени полимеризации 

субстрата и, как следствие, снижением его вязкос-

ти (это особенно важно на первых стадиях процес-

са ферментативной конверсии ЦСС). Уменьше-

ние вязкости реакционной смеси является весьма 

существенным при промышленной реализации 

процессов ферментативного гидролиза, посколь-
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Таблица 1
Общие и удельные активности биокатализаторов (ферментных препаратов), полученных с помощью 
грибов рода Trichoderma и Penicillium в качестве продуцентов (pH = 5,0)

Препарат

Общая активность, ед/мл (Trichoderma) или ед/г 
(P. verruculosum), по отношению к субстратам

Удельная активность, ед/мг белка, 
по отношению к субстратам

ФБ
50 °С

МКЦ
40 °С

КМЦ
50 °С

пНФГ
40 °С

Целло-
биоза
40 °С

Ксилан
50 °С

пНФК
40 °С

ФБ
50 °С

МКЦ
40 °С

КМЦ
50 °С

пНФГ
40 °С

Целло-
биоза
40 °С

Ксилан
50 °С

пНФК
40 °С

Accelerase 1000 151 108 1066 310 234 210 <1 1,7 1,2 12,3 3,6 2,7 2,4 <0,01

Accelerase 1500 117 74 1011 363 223 166 <1 1,2 0,8 10,5 3,8 2,3 1,7 <0,01

Accelerase XY 2 3,5 52,5 38 23 6012 22 <0,1 0,1 0,8 0,6 0,4 92,5 0,3

Accelerase DUET 127 94 909 355 253 1610 146 1,1 0,8 7,9 3,1 2,2 14,0 1,3

Cellic CTec1 122 50 1956 506 426 276 <1 0,7 0,3 10,9 2,8 2,4 1,5 <0,01

Cellic CTec2 135 75 3760 1326 960 6796 <1 0,6 0,3 15,6 5,5 4,0 28,2 <0,01

P. verruculosum B151 
(#3.147.2)

760 578 15 116 1404 603 25 028 3 0,9 0,7 18,3 1,7 0,7 30,3 <0,01

P. verruculosum F10 
(#3.201.2)

147 853 4573 35 263 46 663 620 <1 0,2 1,1 5,9 45,5 60,2 0,8 <0,01

ку повышенная вязкость может приводить к зна-

чительному снижению эффективности некоторых 

производственных стадий (например, вследствие 

снижения скоростей теплообмена, перемешивания, 

массообмена и т.д.). Рассматриваемые коммерчес-

кие ферментные препараты в среднем характеризо-

вались активностью по КМЦ — 8—12 ед/мг белка, 

при этом Accelerase XY соответствовал низкий уро-

вень активности (0,8 ед/мг белка), а лабораторному 

образцу P. verruculosum B151 — наиболее высокий 

(18,3 ед/мг белка) по сравнению с остальными пре-

паратами.

Активность по пНФГ и целлобиозе характеризует 

способность препаратов конвертировать образую-

щиеся в ходе гидролиза целлобиозу и целлоолигоса-

хариды (растворимые промежуточные продукты) в 

глюкозу [21, 22]. Это свойство является значимым не 

только для получения глюкозы как конечного про-

дукта, но и для общего увеличения эффективности 

процесса ферментативной конверсии ЦСС эндо-

глюканазами и целлобиогидролазами, поскольку 

целлоолигосахариды и целлобиоза ингибируют эти 

ферменты [23, 24]. Глюкоза же оказывает ингибиру-

ющее влияние на эндоглюканазы и целлобиогид-

ролазы в значительно меньшей степени, чем цел-

лоолигосахариды, что обеспечивает кооперативное 

действие ферментов целлюлазного комплекса и, как 

следствие, более полную деструкцию ЦСС. В целом 

значения активностей рассматриваемых препаратов 

по пНФГ и целлобиозе для каждого из них являлись 

величинами одного порядка, которые отличались 

друг от друга незначительно и находились в пределах 

2—4 ед/мг белка. При этом Cellic CTec2 характери-

зовался повышенной активностью по отношению к 

пНФГ и целлобиозе (5,5 и 4,0 ед/мг белка, соответс-

твенно), а Accelerase XY — пониженной (0,6 и 0,4 ед/мг 

белка, соответственно). Следует также отметить 

очень высокий уровень активности лабораторно-

го препарата P. verruculosum F10 по этим субстратам 

(45,5 и 60,2 ед/мг белка, соответственно), что неуди-

вительно, поскольку основной составляющей этого 

препарата является фермент β-глюкозидаза.

Ксилан является основным гемицеллюлозным 

компонентом клеточной стенки растений и вторым 

по распространенности природным полисахаридом 

после целлюлозы. Поэтому ферментные препара-

ты, предназначенные для гидролиза растительного 

сырья, помимо целлюлаз, содержат также гемицел-

люлазы, в основном представленные ксиланазами. 

Эффективность конверсии растительного сырья 

ферментными препаратами в значительной степе-

ни определяется их способностью гидролизовать 
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ксилозосодержащие полисахариды, окружающие 

в качестве «шубы» целлюлозную матрицу и пре-

пятствующие действию на нее целлюлолитичес-

ких ферментов [25, 26]. Рассматриваемые фермент-

ные препараты продемонстрировали разный уро-

вень ксиланазной активности — от 2 ед/мг бел-

ка (Accelerase 1000, Accelerase 1500, Cellic CTec1) до 

30 ед/мг белка (Cellic CTec2, P. verruculosum B151). 

Следует также отметить очень высокий уровень 

ксиланазной активности Accelerase XY (92,5 ед/мг 

белка) — этот препарат является, по существу, кси-

ланазой.

Активность препаратов по пНФК характеризу-

ет их способность конвертировать образующиеся в 

ходе гидролиза ксилоолигосахариды в ксилозу, что 

важно для эффективного действия большинства 

ксиланаз, ингибируемых этими промежуточными 

продуктами гидролиза ксиланов. Наибольшей ак-

тивностью по пНФК характеризовались препараты 

Accelerase DUET (1,3 ед/мг белка) и Accelerase XY 

(0,3 ед/мг белка), активность же остальных исследу-

емых препаратов по этому субстрату оказалась не-

значительной.

Таким образом, в целом значения удельной ак-

тивности лабораторного препарата P. verruculosum 

B151 по отношению к использованным субстратам, 

характеризующие эффективность отдельных ком-

понентов полиферментных систем, предназначен-

ных для гидролиза растительного сырья, сравнимы 

с аналогичными активностями коммерческих пре-

паратов Trichoderma.

Однако, как уже было отмечено выше, указан-

ные значения активности были определены нами по 

начальным скоростям гидролиза соответствующих 

субстратов, и их сопоставление не является доста-

точным для сравнения гидролитической активнос-

ти препаратов, поскольку в ходе длительного гид-

ролиза ЦСС существенное значение приобретают 

процессы инактивации ферментов, ингибирования 

их лигнином (за счет непродуктивной адсорбции 

на нем ферментов), а также ингибирования фер-

ментов продуктами реакции. Поэтому нами были 

проведены соответствующие испытания исследу-

емых ферментных препаратов в ходе длительного 

(исчерпывающего) гидролиза ЦСС. Выбор опреде-

ленных видов ЦСС для этих целей был обусловлен 

следующим. Кукуруза и сахарный тростник, стебли 

которого после извлечения сока называют багассой, 

являются традиционными энергетическими куль-

турами, которые выращиваются в промышленных 

масштабах в Бразилии, США, а также в Юго-Вос-

точной Азии для производства биотоплива второго 

поколения (целлюлозного биоэтанола). Древеси-

на хвойных и лиственных пород, представленных 

в нашем исследовании сосной и осиной, является 

основным крупнотоннажным отходом лесосечного 

производства, а также широкого круга деревообра-

батывающих производств различного профиля, ха-

рактерных для России, Европы и Канады. Выбран-

ные субстраты отличались по составу, в том числе 

по содержанию целлюлозы и гемицеллюлоз (ксила-

нов), а также по содержанию лигнина. Содержание 

ксиланов уменьшалось в ряду: кукурузные стебли, 

багасса, древесина осины, древесина сосны. МКЦ 

мы использовали в качестве модельного субстрата, 

который не содержит гемицеллюлоз и лигнина, что 

позволяет оценить эффективность действия целлю-

лазных ферментных препаратов в «идеализирован-

ных» условиях.

Важной характеристикой целлюлолитических 

ферментных препаратов для их промышленного 

применения является зависимость выхода про-

дуктов длительного гидролиза (ВС или глюкозы) 

от используемой дозировки препарата (чаще всего 

ее выражают в мг белка ферментного препарата, 

приходящегося на 1 г сухого вещества субстрата). 

Такая зависимость получила название «дозной за-

висимости», которая показывает, какое количество 

белка ферментного препарата должно приходиться 

на единицу массы сухого вещества субстрата для 

получения требуемой концентрации ВС (или глю-

козы) по завершении процесса гидролиза. Дозная 

зависимость определяет экономическую эффек-

тивность применения того или иного ферментного 

препарата, поскольку выгоднее использовать тот 

из них, который обеспечивает бóльший выход про-

дуктов гидролиза при равной дозе. Кроме этого, 

данные, полученные по результатам дозной зави-

симости, позволяют оценить предельную степень 

конверсии определенного вида ЦСС и показывают 

максимально достижимый выход продуктов гид-

ролиза, который при последующем возрастании 

дозировки ферментного препарата существенно не 

увеличивается.

Нами были получены дозные зависимости ис-

следуемых ферментных препаратов для выбран-

ных видов ЦСС при дозировке 2, 5, 10 мг белка 

препарата на 1 г сухого ЦСС. Поскольку препарат 

P. verruculosum В151 обладал пониженной β-глюкози-

дазной активностью (см. табл. 1), в этих эксперимен-
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тах был использован комбинированный препарат 

P. verruculosum В151 + P. verruculosum F10, получен-

ный посредством добавления β-глюкозидазного 

препарата F10 к препарату В151 в таких количествах, 

чтобы концентрация белка F10 в реакционной среде 

составляла 0,88 мг на 1 г сухого вещества ЦСС (что 

эквивалентно дополнительному внесению 40 ед 

β-глюкозидазной активности на 1 г сухого вещест-

ва ЦСС), независимо от дозировки белка препарата 

P. verruculosum В151 (2, 5, 10 мг белка препарата на 1 г 

сухого вещества субстрата). Полученные результаты 

длительного (исчерпывающего) гидролиза ЦСС для 

различных дозировок ферментных препаратов в ви-

де выходов ВС приведены в табл. 2.

В соответствии с полученными ранее данными 

(см. табл. 1), препарат Accelerase 1000 обладал на-

ибольшими среди исследованных биокатализаторов 

активностями по ФБ и МКЦ, а также относительно 

высокими активностями по КМЦ и пНФГ. Препарат 

Accelerase 1500 в целом характеризовался понижен-

ными по сравнению с препаратом Accelerase 1000 

значениями активностей по всем этим субстратам. 

Величины ксиланазной и β-ксилозидазной актив-

ностей препарата Accelerase DUET существенно 

превышали значения соответствующих активнос-

тей препарата Accelerase 1500. Несмотря на выяв-

ленные различия активностей препаратов Accelera-

se 1000, Accelerase 1500 и Accelerase DUET, получен-

ные экспериментальные данные по осахариванию 

ЦСС свидетельствуют о том, что эти ферментные 

препараты обладали примерно одинаковой эффек-

тивностью гидролиза предобработанных кукуруз-

ных стеблей, предобработанной багассы, измельчен-

ной древесины сосны и осины по выходу ВС. Эф-

фективность действия этих биокатализаторов может 

быть принята в нашем сравнении за «средний уро-

вень». Следует отметить, что Accelerase DUET был 

более эффективен, чем Accelerase 1000 и Accelera-

se 1500, для гидролиза предобработанной багассы и 

измельченной древесины осины при максимальной 

дозировке ферментных препаратов (10 мг белка пре-

парата на 1 г сухого вещества субстрата). Accelera-

se XY, представляющий собой, по существу, ксила-

назу, оказался наименее эффективным среди иссле-

дуемых препаратов для гидролиза предобработан-

ных кукурузных стеблей, измельченной древесины 

сосны, осины и МКЦ, однако проявил себя конку-

рентоспособным при гидролизе предобработанной 

багассы.

Препаратам Cellic CTec1 и Cellic CTec2 соответст-

вовали примерно равные значения активностей по 

ФБ и МКЦ, которые оказались меньше, чем соот-

Таблица 2
Выходы восстанавливающих сахаров в результате гидролиза* ЦСС биокатализаторами (ферментными 
препаратами), полученными с помощью грибов рода Trichoderma и Penicillium

Препарат

Выходы ВС, мг/мл, при концентрациях, мг белка препарата на 1 г сухого вещества субстрата

Предобработанные паровым взрывом Измельченная древесина
МКЦ

Кукурузные стебли Багасса Сосна Осина

2 5 10 2 5 10 2 5 10 2 5 10 2 5 10

Accelerase 1000 37,8 38,0 38,5 19,6 25,8 40,0 22,4 25,3 30,6 21,5 34,3 41,3 26,0 52,2 76,8

Accelerase 1500 33,9 36,5 38,9 17,6 24,4 34,6 19,9 24,5 29,1 19,3 35,2 40,9 27,0 50,6 77,3

Accelerase XY 18,2 18,3 18,3 18,7 19,5 32,8 3,6 4,9 8,6 11,8 13,9 17,3 2,9 4,8 5,8

Accelerase DUET 34,3 34,8 36,9 20,3 31,7 43,0 20,4 24,5 29,5 25,9 41,5 49,6 25,3 53,5 75,6

Cellic CTec1 23,3 26,3 26,3 12,0 21,8 32,0 12,1 14,7 22,6 9,2 18,9 23,0 16,2 30,2 60,8

Cellic CTec2 48,8 53,2 54,4 28,5 37,0 50,5 24,5 29,2 31,6 27,6 40,7 48,4 35,5 73,7 84,4

P. verruculosum 
B151 + F10 48,1 51,0 52,2 32,2 34,5 48,6 27,3 29,0 32,4 29,8 44,9 52,3 32,5 58,0 75,1

* Условия проведения гидролиза: температура – 50 °С; рН – 5,0; время – 48 ч; концентрация ЦСС – 100 мг/мл 
   по сухому веществу



74 Катализ в промышленности, № 6, 2012

Биокатализ

ветствующие значения для препаратов Accelera-

se 1000, Accelerase 1500 и Accelerase DUET. При этом 

Cellic CTec2 характеризовался увеличенными по 

сравнению с Cellic CTec1, а также Accelerase 1000, 

Accelerase 1500 и Accelerase DUET активностями 

по отношению к КМЦ, пНФГ и целлобиозе. Поми-

мо этого, Cellic CTec2 обладал также высокой кси-

ланазной активностью. Такое выгодное отличие 

Cellic CTec2 от Cellic CTec1 и других исследуемых 

коммерческих препаратов, выявленное в сопостав-

лении их активностей по начальным скоростям 

гидролиза, проявлялось и в длительном гидроли-

зе ЦСС. Cellic CTec2 оказался наиболее эффектив-

ным для гидролиза предобработанных кукурузных 

стеблей, предобработанной багассы, измельченной 

древесины сосны и МКЦ. При гидролизе предобра-

ботанных кукурузных стеблей, например, препарат 

Cellic CTec2 в концентрации 2 мг белка препарата на 

1 г сухого вещества субстрата обеспечивал бóльший 

выход ВС, чем все остальные коммерческие биока-

тализаторы в концентрации 10 мг белка препарата 

на 1 г сухого вещества субстрата. Cellic CTec2, од-

нако, оказался немного менее эффективным, чем 

препарат Accelerase DUET при гидролизе измель-

ченной древесины осины. Суммарная эффектив-

ность препарата Cellic CTec1 в длительном гидроли-

зе ЦСС оказалась ниже эффективностей препаратов 

Accelerase 1000, Accelerase 1500 и Accelerase DUET, 

несмотря на сопоставимые величины основных ак-

тивностей, соответствующих этим препаратам (см. 

табл. 1). Таким образом, среди исследуемых коммер-

ческих препаратов Cellic CTec2 является наиболее 

эффективным для гидролиза ЦСС.

Согласно данным, приведенным в табл. 1, ла-

бораторный препарат P. verruculosum B151 обладал 

увеличенными по сравнению с коммерческим био-

катализатором Cellic CTec2 активностями по ФБ, 

МКЦ, КМЦ и ксилану. При этом β-глюкозидазная 

активность P. verruculosum B151 понижена, поэто-

му в экспериментах по гидролизу был использован 

комбинированный препарат P. verruculosum В151 + 

+ P. verruculosum F10, полученный посредством добав-

ления β-глюкозидазного препарата F10 к препарату 

В151. Он превзошел по эффективности Cellic CTec2 

при длительном гидролизе измельченной древесины 

сосны и осины; при гидролизе предобработанных 

кукурузных стеблей и багассы эффективность B151 +

+ F10 оказалась немного ниже эффективности Cellic 

CTec2, но тем не менее выше эффективности осталь-

ных исследуемых коммерческих препаратов.

Отметим также, что возрастание глубины гид-

ролиза предобработанных кукурузных стеблей 

(после 48 ч) с увеличением дозировки наиболее эф-

фективных ферментных препаратов (Cellic CTec2 и 

B151 + F10) оказалось весьма несущественным, что 

свидетельствует о достижении предельной степени 

ферментативной конверсии этого субстрата и о его 

высокой реакционной способности (и высокой эф-

фективности процесса предварительной обработ-

ки этого вида ЦСС). Предобработанная багасса и 

измельченная древесина осины характеризовались 

бóльшим приростом выхода ВС, чем измельченная 

древесина сосны, при увеличении дозировки фер-

ментных препаратов, что объясняется повышенным 

содержанием лигнина в древесине сосны по сравне-

нию с другими рассматриваемыми субстратами.

Максимальные величины прироста ВС, которые 

также позволяют характеризовать и сравнивать эф-

фективности исследуемых ферментных препаратов, 

удобно проанализировать по результатам осахари-

вания модельного субстрата МКЦ. Как и следова-

ло ожидать, глубина гидролиза МКЦ с помощью 

всех ферментных препаратов, кроме Accelerase XY, 

оказалась значительно выше обеспечиваемой ими 

наибольшей глубины гидролиза различных видов 

ЦСС. При этом максимальное возрастание выхода 

ВС, приходящееся на единицу массы затраченно-

го ферментного препарата, соответствовало Cellic 

CTec2 и P. verruculosum B151 + F10, продемонстриро-

вавшим наибольшую эффективность при гидроли-

зе различных видов ЦСС.

Заключение

Эффективность действия биокатализатора (фер-

ментного препарата), осуществляющего конверсию 

растительного сырья, является его важнейшей ха-

рактеристикой и определяет целесообразность его 

применения в биотехнологии и получаемую при 

этом экономическую выгоду. Эта характеристика, 

в свою очередь, обобщает такие важные свойства 

препарата, как удельные активности по ряду спе-

цифических субстратов и предельные степени кон-

версии растительного сырья в ходе длительного 

гидролиза.

Проведенное нами по данным критериям срав-

нительное исследование коммерческих биоката-

лизаторов (ферментных препаратов) Trichoderma, 

производимых ведущими биотехнологическими ком-

паниями «Novozymes» (Cellic CTec1, Cellic CTec2) 
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и «Genencor a Danisco Division» (Accelerase 1000, 

Accelerase 1500, Accelerase XY, Accelerase DUET), а 

также лабораторного биокатализатора P. verruculosum 

свидетельствует о том, что он не уступает коммер-

ческим препаратам Trichoderma или превосходит их 

по гидролитической активности в процессах осаха-

ривания различных видов целлюлозосодержащего 

сырья. Это позволяет утверждать, что биокатали-

заторы (ферментные препараты), полученные на 

основе штаммов-продуцентов P. verruculosum, явля-

ются конкурентоспособными при масштабирова-

нии биотехнологических процессов биоконверсии 

возобновляемого растительного сырья.

Данная работа была выполнена 

при частичной финансовой поддержке ФЦП «Научные 

и научно-педагогические кадры инновационной России» 

(2009–2013 гг.) и ГК № 16.522.12.2003 ФЦП «Исследования 

и разработки по приоритетным направлениям развития 

научно-технологического комплекса России 

на 2007–2012 гг.»
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