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Аннотация
Лигноцеллюлоза – наиболее распространенный на земле 
биополимер. Гидролиз лигноцеллюлозы до сбраживае-
мых сахаров является предпосылкой для ее успешного 
использования в качестве субстрата для крупномасштаб-
ного производства промышленно значимой продукции с 
добавленной стоимостью. Ферментативный гидролиз лиг-
ноцеллюлозы осуществляется ферментами целлюлазами, 
гемицеллюлазами, лигниназами в синергизме или инди-
видуально. В обзоре описан ферментативный гидролиз 
целлюлозы, гемицеллюлозы и лигнина. Даны сведения о 
твердофазной и глубинной ферментациях микроорганиз-
мов, используемых для получения целлюлаз. Охарактери-
зованы методы повышения уровня продуцирования и ак-
тивности целлюлаз. Описано промышленное применение 
целлюлаз, в том числе для получения биоэтанола.

Abstract
Lignocellulose is the most abundant biopolymer on earth. 
The hydrolysis of lignocellulose to fermentable sugars is 
a prerequisite for its successful use as a substrate for the 
large-scale production of value-added industrial prod-
ucts. Enzymatic hydrolysis of lignocellulose is carried out 
by cellulases, hemicellulases, and ligninases in synergy or 
individually. The review describes the enzymatic hydroly-
sis of cellulose, hemicellulose, and lignin. Information on 
solid-phase and submerged microorganisms fermentation 
used to obtain cellulases was given. Methods for increasing 
the level of production and activity of cellulases were char-
acterized. The industrial application of cellulases, including 
for the production of bioethanol, was described.
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Введение
Биоконверсия возобновляемого растительного сырья 

в топливо, кормовые и пищевые продукты, полупродукты 
для химической и микробиологической промышленности 
рассматривается как одна из ключевых отраслей биотех-
нологии. Одно из направлений этой отрасли предусматри-
вает способы превращения непищевого сырья, представ-
ляющего собой, в основном, отходы целлюлозно-бумажной 
промышленности и сельского хозяйства, с помощью фер-
ментов и микроорганизмов для получения биоэтанола, 
углеводов и биологически активных веществ [1, 2]. 

В литературе описаны многочисленные методы фермен-
тативного гидролиза целлюлозы и целлюлозосодержащего 
сырья [3]. Большинство работ в этой области посвящено 
гидролизу целлюлозы до низкомолекулярных продуктов 
(глюкозы, целлобиозы). Для направленной деструкции цел-
люлозы перспективно совмещение химических и биохи-

мических методов. Предлагается на первом этапе такого 
комплексного подхода сначала получать порошковую цел-
люлозу (далее – ПЦ) путем химического воздействия на во-
локнистое сырье, а затем целенаправленно осуществлять 
ферментативную деструкцию этого материала [4].

Разработка новых ферментных препаратов (далее – 
ФП), включая технологию и строительство российских за-
водов по их производству, позволит стране обеспечить не-
зависимость от зарубежных поставщиков. Если в качестве 
катализаторов использовать промышленно доступные ФП, 
то при масштабировании биотехнологической стадии пре-
вращения унифицированной лигноцеллюлозы в растворы 
сбраживаемых сахаров (с необходимой и достаточной 
концентрацией) наилучший результат даст определение 
способов предварительной обработки быстровозобнов-
ляемого целлюлозосодержащего сырья (далее – ЦСС), а 
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также исследование зависимости выхода редуцирующих 
веществ (далее – РВ) при ферментолизе от начальной кон-
центрации субстрата [5].

Можно выделить три основные причины того, что 
процесс ферментативного гидролиза целлюлозы пока не 
удается перевести на промышленный уровень: высокая 
стоимость ферментных препаратов целлюлаз; отсутствие 
дешевого и эффективного крупномасштабного спосо-
ба предобработки целлюлозосодержащих материалов, в 
первую очередь древесины; отсутствие технологий био-
конверсии целлюлозы в асептических условиях, позволя-
ющих получать высокую производительность, сопостави-
мую с уровнем традиционной химической технологии [1, 2]. 

Целлюлазы занимают третье место среди самых важ-
ных промышленных ферментов мирового рынка (≈15 %) 
после амилазы (≈25 %) и протеазы (≈18 %). Целлюлазы 
используются в целлюлозно-бумажной, текстильной про-
мышленности, для получения биоэтанола, при обработке 
пищи, кормов и т.д. [6]. 

Цель обзора – обобщение современных знаний, касаю-
щихся биоконверсии лигноцеллюлозы и ферментативного 
гидролиза целлюлозы, с учетом имеющихся данных, полу-
ченных во второй половине XX – начале XXI в. 

Ферментативный гидролиз компонентов растительного 
сырья. Грибы, продуцирующие лигноцеллюлолитические 
ферменты, являются широко распространенными и вклю-
чают виды из аскомицетов (например, Trichoderma  reesei ), 
базидиомицетов, в том числе грибы белой гнили (напри-
мер, Phanerochaete chrysosporium) и грибы бурой гнили 
(например, Fomitopsis palustris) и, наконец, несколько 
анаэробных видов (например, Orpinomyces sp.), которые 
деградируют клетчатку в желудочно-кишечном тракте 
жвачных животных. Деградация биомассы грибами произ-
водится комплексными смесями целлюлаз, гемицеллюлаз 
и лигниназ, отражая сложный состав лигноцеллюлозных 
материалов. Целлюлазы и большинство гемицеллюлаз 
принадлежат к группе ферментов, известных как глико-
зидгидролазы (GH). К настоящему времени идентифици-
ровано более 2500 GH, сгруппированных в 115 семействах 
(www.cazy.org) [7].

Микроорганизмы имеют два типа внеклеточных фер-
ментативных систем: гидролитическая система продуци-
рует гидролазы и является ответственной за деградацию 
целлюлозы и гемицеллюлозы; и уникальная окислитель-
ная и внеклеточная лигнинолитическая система, деполи-
меризующая лигнин [6, 8]. 

Состав продуктов ферментативного гидролиза цел-
люлозы зависит от состава целлюлазного комплекса фер-
ментов и вида целлюлозосодержащего сырья [9]. 

Концентрация фермента в реакционной смеcи может 
снижаться в процессе гидролиза по следующим причинам: 
часть фермента прочно адсорбируется на негидролизуемой 
фракции целлюлозы; часть остается в растворе, содержа-
щем глюкозу; часть инактивируется в ходе гидролиза [10].

Для достижения высокой конверсии целлюлозы не-
обходимо иметь высокие концентрации ферментов, что 
увеличивает стоимость производства. Поэтому изучение 

микроорганизмов, образующих высокопродуктивные цел-
люлазы, является очень важным для развития экономич-
ных технологий производства [11]. 

Гидролиз целлюлозы. На ферментативный гидролиз 
влияют как структурные особенности целлюлозы, так и 
способ действия фермента. Из-за сложности целлюлозно-
го субстрата и целлюлазной системы механизм гидролиза 
целлюлозного субстрата до сих пор не полностью понят, 
хотя детальное знание некоторых аспектов структуры 
ферментов, молекулярных свойств ферментов и ультра-
структуры целлюлозы были получены в результате об-
ширных исследований в течение последних нескольких 
десятилетий [12]. 

Целлюлазы – это группа ферментов, которые в сово-
купности обладают способностью катализировать гидро-
лиз целлюлозы до глюкозы. Полученная глюкоза затем мо-
жет быть применена в качестве субстрата для получения 
многих продуктов брожения, включая этанол. Целлюлаза 
производится в промышленных масштабах с помощью 
процессов ферментации с использованием Trichoderma 
reesei, анаморфа гриба Hypocrea jecorina. Синтез грибной 
целлюлазы регулируется как индукцией, так и репрессией 
конечным продуктом – глюкозой. T. reesei Rut C30 является 
штаммом, известным своей более высокой устойчивостью 
к репрессии глюкозой. Считается, что олигосахариды, об-
разующиеся при гидролизе целлюлозы, играют важную 
роль в индукции природных целлюлаз [13, 14].

Продукцию целлюлазы можно положительно регули-
ровать, используя целлюлозу в составе среды, в то вре-
мя как целлюлаза отрицательно регулируется глюкозой 
и целлобиозой. На транскрипционном уровне продукция 
целлюлазы может быть повышена комплексами положи-
тельных регуляторных факторов xyr, Ace2 и HAP2/3/5, в то 
же время как она репрессируется негативным регуляторным 
фактором Cre1 и Ace1. Сообщалось, что улучшенные мутант-
ные штаммы продуцируют внеклеточно более 35 г/л белка, 
и почти весь секретируемый белок состоит из целлюлаз и 
гемицеллюлаз. Для эффективного гидролиза целлюлозы 
необходимы синергетические активности целлобиоги-
дролаз (CBHs), эндоглюканаз (EGs) и β-глюкозидаз. На-
против, гемицеллюлолитическая система состоит из более 
сложного набора ферментов, среди которых имеются две 
эндо-β-ксиланазы, β-маннаназа и ферменты, расщепля-
ющие боковые цепи. Продукция основных целлюлаз в 
Trichoderma регулируется на уровне транскрипции, в зави-
симости от имеющегося источника углерода, гены репрес-
сируются глюкозой и индуцируются в несколько тысяч раз 
целлюлозой или дисахаридом софорозой. Углерод-ката-
болитная репрессия генов целлюлазы была широко изу-
чена и показано, что репрессорный ген Cre1 Trichoderma 
опосредует репрессию глюкозой экспрессии целлюлазы. В 
различных условиях изучали экспрессию основных генов 
целлюлазы – cbh1, cbh2, egl1 и egl2. Анализ относительных 
уровней экспрессии различных генов целлюлазы на раз-
ных источниках углерода и индуцирующих соединениях 
указывает на то, что действуют несколько регуляторных 
механизмов, некоторые из которых могут быть общими для 
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генов, кодирующих целлюлазы и гемицеллюлазы. Тем не 
менее доступно достаточно мало информации по молеку-
лярному механизму, участвующему в активации генов цел-
люлазы [15]. 

Грибные целлюлазы (гидролиз β-1,4-гликозидных свя-
зей) в основном встречаются в нескольких семействах 
гликозилгидролаз (GH): 5, 6, 7, 8, 9, 12, 44, 45, 48, 61 и 74 
[16]. Грибные целлюлазы являются простыми и модульны-
ми ферментами с функционально различными модулями 
или доменами. Некоторые из них обладают двумя домена-
ми, каталитическим и углевод-связывающим, связанными 
через серин- и треонин-обогащенный полилинкер с ва-
рьирующими длиной и структурой цепи [6]. Углевод-свя-
зывающие модули различаются по размеру и богаты аро-
матическими и полярными аминокислотными остатками, 
которые иммобилизуют субстрат во время катализа. Ак-
тивный сайт каталитического домена может иметь тополо-
гическую форму туннеля, ключа или кармана, что позволя-
ет эффективно проводить гидролиз субстрата [17, 18]. 

Целлюлазные системы мезофильных грибов Trichoder-
ma reesei и Phanerochaete chrysosporium наиболее изу-
чены. Т. reesei обладает двумя генами, кодирующими эк-
зоглюканазу, восемью – для эндоглюканаз и семью – для 
глюкозидаз [6]. P. chrysosporium имеет несколько β-глю-
козидаз, тогда как только один изофермент был описан в T. 
reesei. Некоторые термофильные грибы могут деградиро-
вать целлюлозу быстрее, чем T. reesei [8]. Эффективными 
целлюлолитическими грибами также являются виды As-
pergillus, Penicillium, Chaetomium, Fusarium, Stachybotrys, 
Cladosporium, Alternaria, Acremonium, Ceratocystis, My-
rothecium, Humicola и др. Виды Aspergillus, Trichoderma, 
Penicillium и Sclerotium являются хорошими продуцентами 
целлюлаз и в основном рассматриваются для коммерче-
ских целей [6]. 

Среди аэробных целлюлолитических бактерий виды 
из родов Cellulomonas, Pseudomonas и Streptomyces наи-
более изучены. Приблизительно 5–10 % целлюлозы разла-
гается в природе при анаэробных условиях. Лучше всего 
охарактеризована целлюлазная система Clostridium ther-
mocellum, строго анаэробной грамположительной, спо-
рулирующей бактерии. В этой системе ферменты органи-
зованы в большие функциональные объекты, названные 
целлюлосомами [8]. 

Ферментативный гидролиз целлюлозы происходит 
в результате последовательно-параллельного действия 
нескольких ферментов, входящих в состав так называ-
емого целлюлазного комплекса [19]. Микроорганизмы, 
способные разлагать целлюлозу, продуцируют набор 
ферментов с различными специфичностями, работающих 
в синергизме. Целлюлазы гидролизуют β-1,4-гликозид-
ные связи целлюлозы. Традиционно они делятся на два 
класса, упоминаемые как эндоглюканазы и целлобио-
гидролазы. Эндоглюканазы (эндо-1,4-β-глюканазы, эн-
до-β-1,4-D-глюкан-4-глюканогидролазы, EGs, EC 3.2.1.4) 
могут гидролизовать внутренние связи (предпочтительно 
в аморфных областях целлюлозы), освобождая новые тер-
минальные концы. Целлобиогидролазы (экзоглюканазы, 

экзо-1,4-β-D-глюканазы, CBHs, EC 3.2.1.91) действуют на 
существующие или образованные эндоглюканазой концы 
цепи. Оба фермента могут деградировать аморфную цел-
люлозу, но за некоторыми исключениями. CBHs являются 
единственными ферментами, эффективно разлагающими 
кристаллическую целлюлозу. CBHs и EGs высвобождают 
молекулы целлобиозы. Для эффективного гидролиза цел-
люлозы также требуются β-глюкозидазы (β-D-глюкозид 
глюкангидролазы, ЕС 3.2.1.21), которые гидролизуют цел-
лобиозу, высвобождая две молекулы глюкозы [3, 6, 8].

Ферменты в культуральном супернатанте могут быть 
очищены классическими методами, включая осаждение, 
диализ и очистку на колонке. Для очистки целлюлазы при-
меняются различные типы колонок, наиболее популярной 
матрицей для гель-эксклюзионной хроматографии являет-
ся сефадекс [20].

Требуется определение оптимальной температуры и pH 
целлюлазы для эффективного использования в промыш-
ленности. Большинство грибных целлюлаз активны при 
температуре от 40 до 70 °С, по своей природе являясь аци-
дофильными [6]. 

Различные ионы металлов и химические соединения 
могут влиять на целлюлазную активность. Сообщалось, 
что ионы металлов Hg2+, Cu2+, Zn2+, Mg2+, Fe3+, Mn2+, Ag+, Mn2+, 
K+ незначительно или полностью ингибируют целлюлазу, в 
то время как ионы Ca2+, Na+ и Co2+ стимулируют или не вли-
яют на активность целлюлазы [21]. Некоторые химические 
вещества, этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА), 
додецилсульфат натрия (SDS), дициклогексилкарбодии-
мид, натрий азид, β-меркаптоэтанол, дитиотреитол, тритон 
Х-100, мочевина и др., могут увеличить, уменьшить или от-
менить активность ферментов [22]. 

Молекулярный вес целлюлаз, продуцируемых различ-
ными видами грибов, может варьировать от 12 до 126 кДа 
[23]. Грибная целлюлаза в природе может быть мономер-
ной или димерной [24, 25].

Стоимость производства и низкий выход целлюлазы 
являются основными ограничениями в экономике процес-
са, что препятствует их применению в промышленности. 
Поэтому открытие новых микробных видов или мутантных 
штаммов, секретирующих более высокие уровни целлюлаз, 
все еще актуальная область исследований, чтобы развить 
экономически конкурентоспособную стратегию биопроцес-
са, которую можно применять в больших масштабах [26]. 

Гидролиз гемицеллюлозы. Так же, как и целлюлазы, 
большинство гемицеллюлаз являются гликозидгидролаза-
ми (GHs), хотя некоторые гемицеллюлазы относятся к угле-
водным эстеразам (CEs), которые гидролизуют эфирные 
связи боковых групп ацетата или феруловой кислоты [27]. 

Гемицеллюлазы относятся к 20 разным семействам GH 
(1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 11, 26, 27, 36, 39, 43, 51, 52, 53, 54, 57, 62 и 
67), и все они, за исключением четырех (семейства 4, 8, 52 
и 57), были найдены в грибах [16]. Как и целлюлазы, аэроб-
ные грибы, такие как Trichoderma и Aspergillus, секрети-
руют широкий спектр гемицеллюлаз в высоких концентра-
циях, и они работают синергетически [27]. 
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Гемицеллюлазы классифицируют в соответствии с их 
действием на различные субстраты. Ксилан является ос-
новным углеводом, обнаруженным в гемицеллюлозе. Он 
гидролизуется действием эндо-1,4-β-ксиланазы и ксилан 
1,4-β-ксилозидазы. Первая образует олигосахариды; вто-
рая расщепляет олигосахариды до ксилозы. Кроме того, 
биодеградация гемицеллюлозы требует вспомогательных 
ферментов, таких как ксилан-эстеразы, эстеразы феру-
ловой и р-кумаровой кислот, α-1-арабинофуранозидаз 
и α-4-О-метилглюкуронозидаз, действующие синергиче-
ски для эффективного гидролиза ксиланов и маннанов 
древесины. В случае O-ацетил-4-O-метилглюкуронкси-
лана одной из самых распространенных гемицеллюлоз 
для деградации требуются четыре разных фермента: 
эндо-1,4-β-ксиланаза (эндоксиланаза), ацетилэстераза, 
α-глюкуронидаза и β-ксилозидаза. Деградация O-аце-
тилгалактоглюкоманнана начинается с разрыва полиме-
ра эндоманнаназами. Ацетилглюкоманнановые эстеразы 
удаляют ацетильные группы, и а-галактозидазы – остатки 
галактозы. Наконец, β-маннозидаза и β-гликозидаза рас-
щепляют генерируемые эндоманназами олигомеры с ß-1,4 
связями. Глюкоманнан-деградирующие ферменты были 
описаны реже, чем ксиланазы. Изучено несколько микроб-
ных маннаназ из грамположительных и грамотрицатель-
ных бактерий. Эндомананназы также были описаны в гри-
бах белой гнили и аскомицетах. Большинство изученных 
α-галактозидаз и ацетилглюкоманнановых эстераз описа-
ны из рода Aspergillus, в то время как наиболее изучены 
β-маннозидазы из грибов Polyporus sulfureus и A. niger. На 
сегодняшний день ни α-галактозидазы, ни β-маннозидазы 
не были выделены из грибов белой гнили [8].

Гидролиз лигнина. Базидиомицеты белой гнили, такие 
как Coriolus versicolor, Phanerochaete chrysosporium и 
Trametes versicolor, признаны наиболее эффективными из 
изученных лигнин-разрушающих микроорганизмов. К лигни-
назам относятся два лигнолитических семейства: фенолок-
сидазы (лакказы) и пероксидазы [лигнинпероксидаза (LiP) и 
марганец-зависимая пероксидаза (MnP)]. По-видимому, для 
проведения деградации лигнина эти ферменты действуют, 
используя низкомолекулярные посредники [8, 28].

Лигниназы расщепляют лигнин на соединения с низ-
кой молекулярной массой, далее ассимилируемые дру-
гими микроорганизмами. Лакказы (EC 1.10.3.2) являются 
медь-содержащими гликопротеинами, которые могут быть 
по своей природе мономерными, димерными или тетра-
мерными. Лакказы участвуют в деградации лигнина по-
средством окисления фенольных соединений с образова-
нием фенокси-радикалов и хинонов. Aspergillus nidulans, 
Phanerochaete chrysosporium, Lentinula edodes, Phellinus 
ribis, Pleurotus pulmonarius являются известными проду-
центами лакказ. Пероксидазы входят в семейство окси-
доредуктаз, катализирующих деполимеризацию лигнина 
с использованием H2O2. Лигнин-пероксидаза (ЕС 1.11.1.14), 
обладающая высоким окислительно-восстановительным 
потенциалом с низким оптимальным pH (рН~ 3), относится 
к гемовым белкам [29]. 

Лигнин-пероксидаза менее специфична для своих 
субстратов и окисляет широкий спектр фенольных, аро-
матических, нефенольных и органических субстратов. 
Напротив, марганец-пероксидазы (ЕС 1.11.1.13) используют 
Mn2+ в качестве донора электронов и окисляют фенольные 
структуры до феноксильных радикалов [30]. 

Окислительные механизмы деградации лигноцеллюло-
зы в высших грибах. Неферментативный механизм дегра-
дации лигноцеллюлозы в основном связан с окислением 
из-за образования свободных гидроксильных радикалов 
(•ОН). На самом деле многие грибы белой и бурой гнилей 
продуцируют перекись водорода (H2O2), которая вступает 
в реакцию Фентона, что приводит к образованию •ОН. Эти 
свободные радикалы атакуют полисахариды, а также лиг-
нин в клеточных стенках растений неспецифическим спо-
собом, обеспечивая частичное расщепление, что делает 
их более доступными для проникновения лигноцеллюло-
литических ферментов [7].

Твердофазная ферментация. Традиционный способ 
применения твердофазной ферментации (SSF) – это полу-
чение продуктов вторичного метаболизма (антибиотики, ал-
калоиды, гормоны роста и т.д.), ферментов и т.д. Основны-
ми факторами, оказывающими влияние на эффективность 
ТФФ, являются такие свойства субстрата, как размер ча-
стиц, их форма и пористость, а также массопередача, тем-
пература, уровень кислотности и влагосодержание среды. 
Влагосодержание – критический фактор процесса ТФФ, 
который имеет влияние на рост и биосинтез метаболитов. 
Оптимальный уровень влажности субстрата колеблется 
между 30 и 75 % [31]. В условиях процесса SSF температу-
ра, pH и влажность являются жизненно важными факто-
рами, влияющими на рост микроорганизмов и продукцию 
ими целлюлазы [6].

Ранее была показана принципиальная возможность 
получения в условиях ТФФ белково-углеводных кормовых 
добавок в рационы жвачных животных на основе кон-
версии опилок съедобными дереворазрушающими бази-
диомицетами Panus tigrinus, Pleurotus ostreatus, Coriolus 
hirsutus. При ТФФ вышеуказанных макромицетов на дре-
весных опилках отмечены самые высокие уровни активно-
сти целлюлаз по сравнению с активностью при поверхнос-
тном или глубинном культивировании этих грибов [32, 33].

SSF – одна из важных стратегий, используемых в про-
мышленности для увеличения производства различных 
ферментов. В последние годы SSF набирает больше инте-
реса в качестве подходящей стратегии для переработки 
богатых питательными веществами отходов, таких как 
лигноцеллюлозы. SSF облегчает не только возможности 
для биоконверсии агроотходов в продукты с добавлен-
ной стоимостью, но также она позволяет проводить эф-
фективную переработку лигноцеллюлозных материалов 
с меньшим расходом энергии [34]. Ранее считали, что 
SSF подходит только для ферментации пищи или пище-
вых продуктов; но дальнейшие исследования показали 
несколько преимуществ этой технологии; такие как высо-
кий выход фермента при низких затратах, использование 
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сельскохозяйственных отходов в качестве субстрата и бо-
лее широкий спектр дополнительных ферментативных ак-
тивностей, чем при глубинной ферментации (SmF). Таким 
образом, SSF является привлекательным способом для 
получения целлюлазы по экономическим причинам, из-за 
меньших капиталовложений и меньшей стоимости [6].

Глубинная ферментация. Глубинная ферментация 
(SmF) – наиболее часто используемая технология для 
крупномасштабного производства ферментов [3, 6]. Этот 
метод культивирования исходно был предложен и интен-
сивно применялся для получения пенициллина и других 
антибиотиков [35]. Легкость в управлении параметра-
ми процесса (рН, температура, концентрация субстрата, 
индуктор, состав среды и др.) и мониторинг делают SmF 
привлекательным способом культивирования продуцентов 
целлюлаз. Среди микроорганизмов для получения фер-
ментов, в том числе и целлюлаз, с помощью SmF использу-
ются как бактерии, так грибы, как, например, Aspergillus, 
Penicillium, Trichoderma и др. [3, 6].

Целлюлолитическая активность грибов может варьи-
ровать в зависимости от состава среды, а также от усло-
вий культивирования. Следовательно, выбор подходящих 
стратегий ферментации является ключевым фактором 
для принятия решения об эффективности гриба с точки 
зрения продукции целлюлазы. Чтобы получить лучшую 
производительность, в SmF используются различные син-
тетические или природные источники углерода. Например, 
изучали продукцию целлюлазы A. niger на предваритель-
но обработанных (щелочами) опилках, и максимальная 
целлюлазная активность наблюдалась при оптимизиро-
ванном условии, т.е. pH между 4 и 4,5, 120 об/мин, при 28 °C 
и пептоне в качестве источника азота. Точно так же иссле-
довали продуцирование целлюлазы штаммом Penicillium 
K-P в жидкой среде путем добавления различных источ-
ников углерода и азота при различных значениях pH и 
температуры; гриб показал максимальную целлюлазную 
активность в присутствии фруктозы, нитрата аммония 
(аммиачной селитры), рН 3.0 и +30 °С на пятый день. Про-
дукция целлюлаз изучена у A. niger в присутствии разных 
источников углерода и азота при различных значениях pH; 
и обнаружили, что максимальная продукция целлюлазы 
была на среде Чапека-Докса с добавлением 1 % карбокси-
метил целлюлозы (далее – КМЦ) или опилок при рН 5, т.е. 
продукция целлюлазы в основном наблюдается при кис-
лом рН и +20 ... +30 °С; в дополнение к способности грибов 
утилизировать источники углерода и азота, присутствую-
щими в жидкой среде [6].

Исследованы особенности продуцирования целлюлаз 
культурами Trichoderma viride штамм 44 и T. viride штамм 
13/10 в процессе их глубинного культивирования на сре-
де Чапека после длительного (25 лет) хранения штаммов 
в коллекции. Показано, что наиболее активным ростом в 
среде Чапека с лактозой и микрокристаллической цел-
люлозой (далее – МКЦ) обладает штамм 13/10, продуциру-
ющий больше целлюлаз по сравнению со штаммом 44. При 
росте на 3 %-ной лактозе и 1 %-ной МКЦ общая целлюлаз-

ная активность по осахариванию фильтровальной бумаги 
(далее – АФБ) штамма 13/10 составляет соответственно 
1.9–2.3 и 0.14–0.17 ед/мл. Ниже уровень АФБ у штамма 44. 
В процессе роста штаммов карбоксиметилцеллюлазная 
активность (КМЦ-аза) увеличивается, и наибольшая ак-
тивность фермента обнаруживается у штамма 13/10 как 
на 3 %-ной лактозе (7.2 ед/мл), так и на 1 %-ной МКЦ 
(6.5 ед/мл). КМЦ-азная активность штамма 44 при росте 
на обоих источниках углерода существенно ниже и не пре-
вышает 1.7 ед/мл при росте на 3 %-ной лактозе [3]. 

Исследованы особенности продуцирования КМЦ-азы 
двумя промышленными штаммами аскомицетного гриба 
Trichoderma viride: T. viride 44 (T. viride ВКПМ F-105) и T. viride 
13/10 (T. viride ВКПМ F-120), в процессе их роста в среде 
Чапека с разными источниками углерода и индукторами 
биосинтеза целлюлаз. Источниками углерода и индуктора-
ми служили лактоза (1 %), целлобиоза (1 %), карбоксиметил-
целлюлоза (КМЦ, 1 %), микрокристаллическая целлюлоза 
(МКЦ, 1 %), стебли серпухи (1 %), стебли кипрея (1 %). Также 
в составе среды Чапека использовали двухкомпонентный 
источник углерода: солодовые ростки (0.5 %) + овсяная 
мука (0.5 %). Наибольшая активность КМЦ-азы обнаружи-
вается при росте штамма 44 в среде с лактозой, через 14 
суток роста она составляет 2.5 ед/мл. При росте культуры с 
среде с тремя другими источниками углерода (целлобиоза, 
КМЦ, МКЦ) активность КМЦ-азы ниже 1 ед/мл. В среде с 
глюкозой КМЦ-азная активность в культуральных жидко-
стях не определяется. На всех испытанных растительных 
субстратах (серпуха, кипрей, солодовые ростки + овсяная 
мука) активность КМЦ-азы низкая и не превышает 1 ед/
мл. Наибольшая активность КМЦ-азы обнаруживается при 
росте штамма 13/10 в среде с лактозой, через 14 суток роста 
активность составляет 5.4 ед/мл. При росте штамма 13/10 в 
среде с тремя другими источниками углерода (целлобиоза, 
КМЦ, МКЦ) активность КМЦ-азы ниже 1 ед/мл. При культи-
вировании штамма 13/10 в среде с различными раститель-
ными субстратами высокий уровень КМЦ-азной активно-
сти обнаруживается в среде Чапека с двухкомпонентным 
источником углерода – солодовые ростки (0.5 %) + овсяная 
мука (0.5 %) и варьирует от 6.2 до 7.9 ед/мл. В среде Чапека 
с серпухой или кипреем активность КМЦ-азы низкая и не 
превышает 1 ед/мл [36].

Получение топливного этанола. Топливный биоэтанол 
получают из сахаристого сырья (сахарный тростник, са-
харная свекла); крахмалистого сырья (пшеница, кукуруза, 
рис, картофель); целлюлозного сырья (опилки, солома, 
макулатура, энергетическая древесина); водорослевого 
сырья (ламинария, фукус); отходов промышленности (ме-
ласса, сульфитные щелока). Сырьевая база зависит от ре-
гиона. Так, в Бразилии этанол производится из сахарного 
тростника, что обеспечивает наиболее низкую себесто-
имость, в США – из кукурузного крахмала, в Европе – из 
сахарной свеклы, картофельного и пшеничного крахмалов. 
По производству крахмалистого сырья (как и продукции 
сельскохозяйственного производства) лидерство США, 
очевидно, обусловлено в силу климатических условий. 
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Однако сырьевая база, способная многократно перекрыть 
потребности страны, не затрагивая сельскохозяйствен-
ных земель, есть фактически у каждого государства. При 
этом лигноцеллюлоза (отходы сельского хозяйства и пе-
реработки древесины) даже при самом высоком уровне 
развития технологий ее переработки будет иметь фунда-
ментальный недостаток – образование твердых отходов 
лигнина. Водоросли обладают огромной зольностью –
фактически вместо лигнина твердым отходом являются 
минеральные вещества. Да и технологии переработки этих 
субстратов весьма сложны, и крахмал с сахарным трост-
ником являются лидерами по количеству производимого 
биоэтанола [2].

Биоэтанол известен как наиболее широко используе-
мое биотопливо в транспортном секторе, и он имеет дли-
тельную историю в качестве альтернативного вида то-
плива. В 1984 г. Германия и Франция начали использовать 
биоэтанол в качестве топлива для двигателей внутреннего 
сгорания. Получение биоэтанола в Бразилии было начато с 
1925 г., Европе и США – с начала 1900-х гг. После Второй миро-
вой войны пользованием биоэтанолом пренебрегли из-за вы-
сокой стоимости его производства по сравнению с нефтяным 
топливом вплоть до нефтяного кризиса 1970-х гг. Интерес к 
биоэтанолу начал расти с 1980-х гг., и он стал считаться 
альтернативным топливом во многих странах. Глобальное 
производство этанола увеличилось с 13.12 млрд галлонов 
в 2007 г. до 25.68 млрд галлонов в 2015 г. с небольшим 
снижением в 2012 и 2013 гг. Соединенные Штаты Америки 
являются крупнейшим производителем этанола с объемом 
почти 15 млрд галлонов в 2015 г. Производство этанола 
Соединенными Штатами и Бразилией обеспечивает 85 % 
мирового производства [37]. 

Технология получения биоэтанола состоит из трех бло-
ков – гидролиз сырья (целлюлозы, крахмала), собственно 
сбраживание и ректификация. Производство топливного 
этанола отличается от производства питьевого этанола 
важной деталью – наличием еще одной стадии – обезво-
живания (абсолютирования) этанола. Получение абсолю-
тированного этанола является важнейшим и общим этапом 
производства – этиловый спирт при перегонке под атмос-
ферным давлением образует азеотропную смесь с водой, 
которая с бензином не смешивается. Кроме того, спирт гигро-
скопичен и чем больше в нем воды, тем лучше расслаивает-
ся смесь спирт – вода. Получается ситуация, при которой 
вначале из бензобака будет поступать один компонент 
топлива, а потом – второй. Для смешения с бензином необ-
ходим продукт с концентрацией этанола 99.5 % и более по 
объему. Наиболее технологически сложен процесс получе-
ния топливного этанола из гидролизатов древесины. Его 
можно реализовать только в крупном масштабе с исполь-
зованием металлоемкого, коррозионностойкого оборудо-
вания, работающего под давлением. С точки зрения энер-
гетической эффективности (отношение энергии, которую 
можно получить, сжигая имеющееся топливо, к энергии, 
потраченной на его производство) указанная технология 
наименее эффективна, поэтому основной тренд развития 

исследований в области целлюлозного этанола – техноло-
гии ферментативного гидролиза [2, 38].

Биоконверсия лигноцеллюлозы в ценные вещества, 
такие как этанол, более сложна, чем биоконверсия крах-
мала, и, следовательно, требует четырех этапов обра-
ботки, из которых первые три являются биологическими 
процессами, и четвертый – это, в первую очередь, процесс 
химической инженерии: 1) предварительная обработка, 
2) деполимеризация (осахаривание) целлюлозы и геми-
целлюлоз до растворимых мономерных сахаров (гексозы 
и пентозы) с помощью процесса гидролиза, 3) конверсия 
этих мономерных сахаров в ценные продукты, такие как 
этанол в процессе ферментации и 4) разделение и очистка 
продуктов [7].

Основной проблемой в конверсии биомассы в биоэта-
нол является достижение выходов, которые делают его 
конкурентоспособным по стоимости с ископаемыми вида-
ми топлива. Целлюлоза в растительной клеточной стенке 
не легко доступна для ферментативного гидролиза цел-
люлазами, так как присутствие лигнина и гемицеллюлоз 
на поверхности целлюлозы мешает доступу целлюлаз к 
субстрату. Таким образом, предварительная обработка 
лигноцеллюлозных материалов перед ферментативным 
гидролизом является обязательным условием, и она может 
быть проведена разными методами [39].

Методы предварительной обработки могут быть разде-
лены на три большие группы: химические (например, об-
работка кислотой или щелочью), физические/физико-хи-
мические (например, физическое измельчение шарами 
или физико-химический паровой взрыв) и биологическая 
предварительная обработка микроорганизмами [40]. 

После предварительной обработки целлюлоза и геми-
целлюлозы гидролизуются до растворимых мономерных 
сахаров (гексоз и пентоз) с использованием целлюлаз и 
гемицеллюлаз соответственно. Некоторые штаммы грибов, 
как, например, Trametes emersonii, T. аurantiacus, T. terres-
tris, Chaetomium thermophilum, Corynascus thermophilus и 
др. могут продуцировать термостабильные ферменты, ко-
торые являются стабильными и активными при повышен-
ных температурах (выше +60 °C), что значительно выше их 
оптимальной температуры роста (от +30 до +55 °C). Бла-
годаря многообещающей термостабильности и кислотной 
толерантности термофильных грибных ферментов, они 
имеют хороший потенциал для гидролиза лигноцеллюлоз-
ных отходов в промышленных масштабах [7]. 

В процессе ферментации продукты гидролиза, вклю-
чая мономерные гексозы (глюкоза, манноза и галактоза) 
и пентозы (ксилоза и арабиноза) будут сбраживаться до 
ценных продуктов, таких как этанол. Ферментация сбра-
живаемых сахаров в этанол осуществляется с помощью 
различных микроорганизмов, таких как Saccharomyces 
cerevisiae, Saccharomyces cerevisaiae var. ellipoideus, 
Scheffersomyces condition, Zymomonas mobilis, Pachysolen 
tannophilus, Candida brassicae, Candida glabrata, Candida 
shehate, Candida tropicalis, Pichia stipitis, Kluyveromyces 
marxianus, Mucor indicus и т. д. [41]. 
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Saccharomyces cerevisiae является наиболее часто и 
традиционно используемым микроорганизмом для сбра-
живания этанола из отходов на основе крахмала в про-
мышленных масштабах [42]. Однако S. cerevisiae не может 
эффективно использовать ксилозу или арабинозу в каче-
стве единственного источника углерода или сбраживать 
их до этанола. Чтобы сделать промышленную биокон-
версию лигноцеллюлозы более экономически целесоо-
бразной, необходимо выбрать микроорганизмы, способные 
ферментировать как глюкозу, так и ксилозу и арабинозу. 
Для этого создают рекомбинантные штаммы дрожжей S. 
cerevisiae, несущие также гены, ферментирующие ксилозу 
и арабинозу [43, 44]. 

Показано, что некоторые соединения приводят к по-
вышению продуктивности спиртового брожения: ненасы-
щенные жирные кислоты и стеролы, белки, аминокислоты, 
витамины и ионы металлов. Сложные среды, такие как сок 
топинамбура или комплексные добавки, такие как соевая 
мука и пептон, как было обнаружено, приводят к улучше-
нию спиртового брожения путем увеличения толерантно-
сти к этанолу у дрожжей. Вероятно, что добавки, такие как 
оризенин, альбумин и мицелий плесени коджи могут дей-
ствовать аналогичным образом [45].

Для оптимального роста и ферментации дрожжам тре-
буются микро- и миллимолярные концентрации различных 
неорганических катионов. Эти катионы могут либо воздей-
ствовать на ферментативную активность путем воздей-
ствия на каталитический центр, или в качестве активато-
ров или стабилизаторов, или они могут играть структурную 
роль путем защиты отрицательно заряженных мембранных 
фосфолипидов и фосфоманнанов клеточной стенки. Для 
нескольких видов рода Saccharomyces были определены 
оптимальные концентрации различных катионов [46].

Дополнение дрожжевых ферментаций 0.5 мМ Mg2+, ка-
тиона, который требуется для нуклеотидных кофакторов 
гликолитических ферментов, обеспечило продление экс-
поненциального роста и уменьшило снижение фермента-
тивной активности [47]. Клетки дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae, Saccharomyces bayanus и Kluyveromyces marx-
ianus, выращиваемые и инкубируемые в среде с оптималь-
ной концентрацией Ca2+ (0.75 мМ), демонстрируют более 
высокую толерантность к этанолу. Однако оптимизация 
концентрации Ca2+ (или любого другого иона) в сложных 
промышленных ферментационных средах может быть за-
труднена. На самом деле промышленные среды содержат 
ряд хелатирующих, секвестрирующих и адсорбирующих 
ингредиентов (аминокислоты, белки, органические кисло-
ты, полифенолы, полифосфаты и др.), снижающих концен-
трацию ионов [45].

В течение 1990-х гг. во многих лабораториях мира 
исследовали возможность получения этанола непосред-
ственно из лигноцеллюлозных материалов с использо-
ванием анаэробных термофильных микроорганизмов, из 
них бактерия Clostridium thermocellum является наиболее 
изученной. Большое преимущество использования этих 
бактерий в том, что они гидролизуют целлюлозу и в одно и 

то же время ферментируют полученные сахара непосред-
ственно в этиловый спирт. Целлюлосома C. thermocellum 
содержит различные типы гликозилгидролаз, включая 
целлюлазы и гемицеллюлазы, связанные с основным по-
липептидом, называемым скаффолдином, или CipA [8].

Заключение
Большой спрос на натуральные продукты повысил зна-

чение промышленных ферментов, среди них целлюлазы 
занимают одно из центральных мест. Основным узким ме-
стом в коммерциализации целлюлазы является недоста-
ток экономически целесообразных процессов биоконвер-
сии лигноцеллюлозы, и в соответствии со спросом работа 
над улучшением функционирования/катализа целлюлазы 
должна продолжаться. Поиск подходящих субстратов, 
микроорганизмов и ферментационных стратегий должен 
продолжаться так, чтобы достичь более высокой произ-
водительности, качества и экономической целесообраз-
ности процессов биоконверсии лигноцеллюлозы. Более 
того, дальнейшие исследования целлюлазы должны быть 
расширены с помощью генной/белковой инженерии для 
эффективной утилизации целлюлозной биомассы, способ-
ствуя появлению более эффективных методов и способов 
биоконверсии лигноцеллюлозных отходов. 
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