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В последнее время процессы биоконверсии 
возобновляемого лигноцеллюлозного сырья в 
различные продукты (спирты, органические кис-
лоты, аминокислоты и др.) достигли промышлен-
ного масштаба [1, 2]. Главный компонент такого 
сырья – целлюлоза, ее содержание в исходном 
материале может достигать 40–50% и выше [3]. 
Стадия ферментативного гидролиза целлюлозы 
до глюкозы в этих процессах ключевая и наиболее 
трудоемкая. Для эффективного гидролиза целлю-
лозы необходимо наличие сбалансированного по 
составу целлюлазного комплекса, включающего 
эндоглюканазы (ЭГ) и целлобиогидролазы (ЦБГ), 
которые осуществляют расщепление полимерного 
субстрата до целлобиозы и других олигосахари-
дов, а также -глюкозидазы (БГ), катализирующие 
гидролиз олигосахаридов до глюкозы [4]. В насто-
ящее время поиск новых, более активных целлю-
лаз остается актуальной задачей. Ведутся также 
интенсивные разработки по увеличению удельной 
активности ферментов и улучшению других их 
свойств методами белковой инженерии [5–7]. Для 

оптимизации состава целлюлазного комплекса ча-
сто используют подходы, основанные на создании 
модельных смесей очищенных ферментов и те-
стировании их гидролитической способности по 
отношению к различным целлюлозосодержащим 
субстратам [7–9].

Мицелиальный гриб Penicillium verruculosum – 
эффективный продуцент высокоактивных целлю-
лаз, главными из которых являются ЦБГ I и ЦБГ 
II, принадлежащие соответственно к семействам 7 
и 6 гликозидгидролаз, а также ЭГ II (семейство 5) 
[10, 11]. Ранее с помощью сайт-направленного му-
тагенеза нами были получены мутантные формы 
этих целлюлаз, в которых один из остатков Asn, 
представляющий собой сайт N-гликозилирования 
соответствующего белка, был заменен на остаток 
Ala, в результате чего удельная активность целлю-
лаз заметно увеличилась [12–14]. 

Цель данной работы – сравнение гидролити-
ческой способности смесей на основе гомоген-
ных ЭГ II, ЦБГ I и ЦБГ II дикого типа со смесями 
мутантных форм этих ферментов при гидролизе 
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целлюлозосодержащих материалов, а также ис-
следование влияния температуры и концентрации 
субстратов на выход глюкозы.

Материалы и методы

Ферменты. Рекомбинантные ЦБГ I и ЦБГ II 
P. verruculosum дикого типа, а также их мутант-
ные формы (N45A и N219A соответственно) были 
получены и очищены, как описано в работах [12, 
14]. Получение и очистка рекомбинантной ЭГ II 
и ее мутантной формы N194A описаны в работе 
[13]. Гомогенная БГ из Aspergillus niger была полу-
чена, как описано в работе [15]. 

Ферментативный гидролиз целлюлозосодер-
жащих субстратов. В качестве субстратов ис-
пользовали микрокристаллическую целлюлозу 
(МКЦ, «Sigma», США) и измельченную осиновую 
древесину (измельчение проводили на лаборатор-
ной планетарной шаровой мельнице «АГО-2» в 
ОАО «ГосНИИсинтезбелок»). Гидролиз материа-
лов проводили в пробирках объемом 2 мл при 40–
60 ºС в 0,1 М Na-ацетатном буфере (pH 4,5) при 
постоянном перемешивании (1000 об/мин) на тер-
мостатируемом шейкере «TS-100» («Biosan», 
Латвия). Концентрация субстрата в реакцион-
ной смеси составляла 5 г/л по сухим веществам. 
В ряде экспериментов концентрацию субстрата 
варьировали в пределах 2,5–50 г/л. Во всех слу-
чаях дозировка смесей гомогенных целлюлаз 

составляла 10 мг общего белка (по Лоури) на 1 г 
субстрата (состав смесей для каждого субстрата 
был оптимизирован в предварительных экспери-
ментах и приведен в табл. 1). В целях предотвра-
щения ингибирования ферментов целлобиозой 
и полной конверсии олигосахаридов в глюкозу в 
реакционную смесь дополнительно вносили из-
быток β-глюкозидазы A. niger (0,015 мг/мл). Для 
предотвращения микробного заражения в реакци-
онную смесь добавляли 1 мМ азид натрия. Через 
определенные промежутки времени из реакцион-
ной смеси отбирали пробы объемом 0,1 мл, цен-
трифугировали 2 мин при 13 400 об/мин, а затем 
в супернатанте определяли концентрацию глю-
козы глюкозооксидазно-пероксидазным методом 
с использованием набора «Фотоглюкоза» (ООО 
«Импакт», Россия); при калибровке использовали 
D-глюкозу («Реахим», Россия). Все эксперименты 
проводили в трех повторностях.

Результаты и их обсуждение

Первоначально гидролиз МКЦ под действием 
композиции ферментов на основе гомогенных ЭГ 
II, ЦБГ I и ЦБГ II дикого типа и смеси мутантных 
форм этих целлюлаз такого же состава был осу-
ществлен при температуре 40 ºС. Смесь на основе 
мутантных форм ферментов обладала существен-
но более высокой гидролитической способностью, 
для нее выход глюкозы был выше по сравнению с 

Т а б л и ц а  1
Компонентный состав тройных смесей целлюлаз, использованных для гидролиза целлюлозных субстратов

Субстрат
Содержание, %

ЦБГ I ЦБГ II ЭГ II

МКЦ 40 40 20

Древесина осины 20 60 20

Т а б л и ц а  2
Выход глюкозы (%) для смесей мутантных форм целлюлаз относительно смесей исходных (диких) форм 

ферментов для разного времени гидролиза 

Субстрат
Выход глюкозы (%) при разном времени гидролиза

24 ч 48 ч 72 ч

МКЦ 138 ± 11 133 ± 11 131 ± 11

Древесина осины 111 ± 9 121 ± 10 127 ± 10
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исходными ферментами на 31–38% в зависимости 
от времени реакции (табл. 2).

При использовании композиции мутантных 
форм целлюлаз увеличение температуры гидро-
лиза с 40 до 50 ºС привело к возрастанию кон-
центрации глюкозы на 34–41% через 6–72 ч фер-
ментативной реакции (рис. 1, а). Дальнейшее 
повышение температуры до 60 ºС вызвало уве-

личение выхода глюкозы по сравнению с гидро-
лизом при 40 ºС только в первые 6 ч. Через 6 ч 
гидролиза выход глюкозы оказался на 7% выше, 
тогда как через 24 и 48 ч – соответственно на 
26 и 34% ниже по сравнению с процессом при 
40 ºС; после 48 ч гидролиз при 60 ºС практиче-
ски прекращался, что было вызвано, вероятно, 
термоинактивацией ферментов. Таким образом, 

Рис. 1. Влияние  температуры при концентрации субстрата 5 г/л (а) и концентрации суб-
страта при температуре 50 °С (б) на выход глюкозы при гидролизе МКЦ под действием 
смеси мутантных форм целлюлаз (табл. 1). Условия реакции: pH 4,5 (0,1 М Na-ацетатный 
буфер), дозировка ферментной смеси 10 мг белка на 1 г субстрата, дополнительно добав-
лена БГ из A. niger (0,015 мг/мл). Продолжительность ферментативной реакции, ч: 1 – 6, 

2 – 24, 3 –  48, 4 – 72
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Рис. 2. Влияние  температуры при концентрации субстрата 5 г/л (а) и концен-
трации субстрата при температуре 50 °С (б) на выход глюкозы при гидролизе 
измельченной осиновой древесины под действием смеси мутантных форм цел-
люлаз (табл. 1). Условия реакции: pH 4,5 (0,1 М Na-ацетатный буфер), дозировка 
ферментной смеси 10 мг белка на 1 г субстрата, дополнительно добавлена БГ из 
A. niger (0,015 мг/мл). Продолжительность ферментативной реакции, ч: 1 – 6,                  

2 – 24, 3 –  48, 4 – 72

наилучшей для проведения гидролиза МКЦ ока-
залась температура 50 ºС.

Для исследования зависимости эффективности 
гидролиза от концентрации субстрата был прове-
ден гидролиз МКЦ под действием смеси мутант-
ных форм целлюлаз при температуре 50 ºС; кон-
центрацию целлюлозы варьировали в диапазоне 

2,5–50 г/л, сохраняя при этом одинаковую до-
зировку ферментов на уровне 10 мг/г субстрата 
(рис. 1, б). Увеличение концентрации субстрата в 
10 раз (с 5 до 50 г/л) привело к возрастанию в 2,6 
раза концентрации глюкозы в реакционной среде 
через 72 ч гидролиза, однако степень конверсии 
целлюлозы уменьшилась при этом с 35 до 9%. 
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VERRUCULOSUM
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Cellulases are the major components of multienzyme systems that found applications in 
the processes of bioconversion of renewable lignocellulosic feedstocks to various useful 
products. A comparison of hydrolytic effi ciency of enzyme mixes based on recombinant 
wild-type endoglucanase II, cellobiohydrolases I and II from Penicillium verruculosum 
fungus (in the presence of Aspergillus niger β-glucosidase) with mixes of mutant forms of 
these enzymes in hydrolysis of cellulosic materials was carried out, and the infl uence of 
temperature and substrate concentration on the glucose yield was studied. The mutant 
cellulases represented proteins, in which N-linked glycans have partially been removed us-
ing site-directed mutagenesis. In hydrolysis of microcrystalline cellulose and milled aspen 
wood by mixes of mutant cellulases, the yields of glucose after 24–72 h of the enzymatic 
reaction were higher by 31–38% and 11–27%, respectively, relative to the compositions 
based on the wild-type enzymes. On variation of hydrolysis temperature in the range of 
40–60 ºС, using mutant enzyme compositions, the highest product concentrations were 
achieved at 50 ºС. Increasing the substrate concentration in the reaction system from 5 to 
50 g/l (while maintaining the enzyme dosage at the same level) led to a 2,6–2,8-fold increase 
in the glucose yield, accompanied by a decrease in the cellulose conversion degree.

Key words: Penicillium verruculosum, cellulase, endoglucanase, cellobiohydrolase, enzyme 
mutant forms, N-glycosylation.
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