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Показана возможность исчерпывающего ферментативного гидролиза полубеленой сульфатной лиственной целлюлозы (полуфабрика-
та целлюлозно-бумажного производства) при ее сверхвысоких концентрациях в реакционной смеси (до 300 г/л в пересчете на сухое 
вещество). Для гидролиза использованы российские коммерческие ферментные препараты; наилучшим из них оказался Агроксил 
Плюс, обладающий высокой активностью целлюлаз и эндоксиланазы. С помощью Агроксил Плюс (при его дозировке 20 мг белка/г 
субстрата) в присутствии вспомогательного ферментного препарата β-глюкозидазы (2 мг белка/г субстрата) при исходной концен-
трации полубеленой целлюлозы 300 г/л было получено 290 г/л сахаров (в том числе 210 г/л глюкозы, 30 г/л ксилозы). Благодаря 
методу дробного внесения субстрата удалось в два раза снизить дозировку Агроксил Плюс (10 мг белка/г субстрата при суммарной 
концентрации полубеленой целлюлозы 300 г/л) с сохранением высокого выхода продуктов гидролиза – 270 г/л сахаров (в том числе 
200 г/л глюкозы, 30 г/л ксилозы).

Ключевые слова: полубеленая сульфатная лиственная целлюлоза, ферментативный гидролиз, высокая концентрация субстрата, цел-
люлазы, Penicillium verruculosum.
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Введение

Возобновляемая растительная биомасса, главны-

ми компонентами которой являются целлюлоза, ге-

мицеллюлозы и лигнин, составляет основную часть 

органического материала на Земле и является прак-

тически неисчерпаемым источником сырья и энер-

гии [1]. Биокаталитическая конверсия растительной 

биомассы позволяет получить С6- и С5-сахара, ко-

торые являются сырьем для их последующей пере-

работки в коммерчески востребованные продукты: 

спирты (биотопливо), органические кислоты, ами-

нокислоты, диолы, фураны, сложные эфиры, алке-

ны, алканы, акрилаты, полимеры, смолы, кормовые 

продукты [2].

Получение сахаров из растительной биомассы 

осуществляется с помощью ферментативного гидро-

лиза под действием комплекса целлюлолитических 

ферментов, а также гемицеллюлаз (в первую очередь 

ксиланаз).

Для промышленной реализации процесса фер-

ментативного получения сахаров необходимо решить 

ряд проблем, одной из которых является поиск видов 

растительной биомассы, которые были бы доступны 

в необходимых количествах и обладали бы высокой 

реакционной способностью при ферментативном 

гидролизе [3]. Однако, следует отметить, что в изна-

чальном виде растительная биомасса малопригодна 

для ферментативной деструкции вследствие низкой 

реакционной способности. Это происходит в первую 

очередь из-за наличия в составе растительной био-

массы лигнина, который является главным защит-

ным средством для растения, препятствующим де-

струкции полисахаридов ферментами. Помимо этого, 

на лигнине происходит непродуктивная адсорбция 

ферментов [4]. Кроме того, факторы, которые способ-

ствуют устойчивости растительной биомассы к воз-

действию ферментов, включают нерастворимость по-

лисахаридов, их высокую кристалличность и степень 

полимеризации, а также ограниченную площадь по-

верхности, доступной для атаки ферментов [2]. 

Низкая реакционная способность растительной 

биомассы является очень существенным негативным 

фактором, препятствующим практическому вопло-

щению процессов ферментативного получения мо-

носахаридов. Для увеличения реакционной способ-

ности при ферментативном гидролизе необходима 

предварительная обработка растительной биомас-

сы, основными задачами которой является удаление 

лигнина, разрушение кристаллической структуры 

целлюлозных волокон, увеличение пористости и до-

ступной ферментам поверхности [5—10]. Существуют 

разные методы предобработки, основанные на ис-

пользовании различных принципов воздействия на 

растительную биомассу: механические, физические, 

химические, физико-химические, биологические 

[11—12]. Следует отметить, что ряд методов, рекомен-

дуемых для предобработки биомассы, применяется 

в целлюлозно-бумажной промышленности. Одним 

из них является сульфатная варка — эффективный 

и экономически приемлемый промышленный ме-

тод делигнификации древесины с целью получения 

технической целлюлозы для изготовления бумаги и 

картона. Термохимический процесс варки заключа-

ется в обработке древесной щепы водным раствором, 

содержащим гидроксид и сульфид натрия, — при 

производстве небеленой целлюлозы в процессе варки 

растворяется до 90—97 % лигнина древесины, т.е. лиг-

нин практически полностью удаляется [13]. Важным 

преимуществом этого метода предобработки является 

то, что он реализован в крупном масштабе, неорганиче-

ские химикаты, используемые для варки, регенериру-

ются, растворенные органические вещества и остаточ-

ный лигнин сжигаются для получения энергии, хорошо 

отлажена система очистки сточных вод. Применение 

сульфатной варки в качестве метода предобработки 

растительной биомассы позволит использовать обору-

дование и системы химической рекуперации, уже хоро-

шо разработанные в целлюлозно-бумажной промыш-

ленности, тем самым снижая капитальные затраты на 

предварительную обработку и обеспечивая дополни-

тельные преимущества для целлюлозных заводов [14]. 

В настоящее время существуют промышленные 

ферментные препараты целлюлаз (и гемицеллюлаз), 

продуцентами которых являются микроскопиче-

ские грибы родов Trichoderma, Penicillium, Humicola, 

Myceliophtora и др., которые способны эффектив-

но превращать различные виды предобработанной 

растительной биомассы в моносахариды [15]. В ряде 

публикаций приведены данные по биоконверсии 

различных видов древесной технической целлюло-

зы, а также ее полуфабрикатов и отходов до глюкозы 

с помощью разных препаратов целлюлаз и гемицел-

люлаз [16]. Авторы варьировали дозировку фермент-

ных препаратов, исходную концентрацию нераство-

римых целлюлозосодержащих субстратов, условия 

процесса и получали различную степень конверсии 

целлюлозного сырья в сахара [17—18]. Преимущества 

при масштабировании процессов биокаталитической 

конверсии растительной биомассы дает проведение 

ферментативного гидролиза субстратов при их вы-

сокой концентрации в реакционной смеси (более 150 
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г/л), что приводит к снижению капитальных затрат, 

эксплуатационных расходов, потребности в энергии 

и увеличению концентрации сахаров в реакцион-

ной смеси после окончания процесса [19]. При этом, 

как правило, для достижения приемлемой степени 

конверсии увеличение концентрации субстрата ком-

пенсируется повышением дозировки ферментов, что 

увеличивает себестоимость получаемых сахаров [20]. 

Помимо этого, существует ряд факторов, связанных 

с субстратом, в том числе недостаточно эффективное 

перемешивание реакционной смеси из-за высокой 

вязкости среды, ограничения по массо- и теплоо-

бмену, ингибирование ферментов компонентами 

субстрата или сахарами (продуктами). Все это сни-

жает эффективность процесса биокаталитической 

конверсии. Для нивелирования указанных проблем 

существует несколько подходов, заключающихся в 

оптимизации состава ферментного комплекса за счет 

включения туда гемицеллюлаз (в основном ксила-

наз) или пектиназ для деструкции различных ком-

понентов растительной биомассы [21—23], а также в 

использовании некаталитических белков (сапонина, 

альбумина) и ПАВов [24—25]. Подходящим спосо-

бом переработки растительной биомассы с высокой 

концентрацией в реакционной смеси является режим 

биокаталитической конверсии с подпиткой субстра-

том [21—22, 26—27]. Этот режим включает периоди-

ческое или непрерывное добавление субстрата, помо-

гает поддерживать его оптимальную концентрацию, 

снижает вязкость реакционной смеси и способствует 

интенсификации массо- и теплообмена. Такой под-

ход приводит к высокой эффективности процесса 

биоконверсии растительного сырья. 

Целью данной работы является изучение и оптими-

зация процесса биокаталитической конверсии полуфаб-

риката целлюлозно-бумажного производства — полубе-

леной сульфатной лиственной целлюлозы — с помощью 

отечественных коммерческих и лабораторных фермент-

ных препаратов. Исследования были направлены на до-

стижение максимального выхода моносахаридов.

Материалы и методы исследований
Материалы

Исследования проводили с промышленным об-

разцом полубеленой сульфатной целлюлозы, произ-

веденной в АО «Архангельский ЦБК» (Новодвинск), 

с исходной влажностью 87 %. Пробу высушивали при 

60 °С до значения влажности 5,6 %. В таком образце 

массовая доля целлюлозы составила 80 %, пенто-

занов — 10 %, лигнина — 3,6 %, экстрактивных ве-

ществ — 0,4 % и золы — 0,2 %. В пересчете на сухое 

вещество доля целлюлозы составила 85 %, пенто-

занов — 11 %. Анализ состава образца полубеленой 

целлюлозы проводили в лаборатории ООО «Техсер-

вис» по ГОСТ 16932—93 «Целлюлоза. Определение 

содержания сухого вещества»; ГОСТ 6840—78 «Ме-

тод определения содержания альфа—целлюлозы»; 

ГОСТ 10820—75 «Метод определения массовой доли 

пентозанов»; ГОСТ 11960—79 «Метод определения 

содержания лигнина»; ГОСТ 6841—77 «Метод опре-

деления содержания смол и жиров»; ГОСТ 18461—93 

«Метод определения содержания золы». 

Сырьем для выработки образца полубеленой 

целлюлозы служили лиственные породы древеси-

ны: смесь березы и осины в примерном соотношении 

50 : 50. Отбелка полубеленой сульфатной целлюлозы 

была проведена по схеме с применением обработки 

диоксидом хлора и щелочной экстракции с перокси-

дом водорода (До-Щ1П). 

В работе использовали коммерческие препара-

ты Агроцелл Плюс, Агроксил Премиум, Агроксил 

Плюс, произведенные на основе различных штам-

мов микроскопического гриба Penicillium verruculosum 

на предприятии ООО «Агрофермент». Кроме того, 

задействовали лабораторные ферментные препа-

раты, полученные с помощью штамма-продуцента 

P. verruculosum В537 (целлюлазы, ксиланазы) и штам-

ма-продуцента P. verruculosum F10 (целлобиазы, 
β-глюкозидаза). Штаммы P. verruculosum выращи-

вали в качалочных колбах Эрленмейера емкостью 

750 мл в 100 мл ферментационной среды следующе-

го состава, %: KH2PO4 — 1,5; (NH4)2SO4·7H2O — 0,5; 

MgSO4·7H2O — 0,03; CaCl2·2H2O — 0,03; глюкоза — 1,0; 

дрожжевой экстракт — 1,0; пшеничные отруби — 1,0; 

микрокристаллическая целлюлоза (МКЦ) — 40,0. 

После культивирования в течение 144 ч на качалке 

при 220 об/мин и 30 °С культуральную жидкость (КЖ) 

отделяли от мицелия центрифугированием в течение 

10 мин при 10700 g. Препараты B537 и F10 были полу-

чены путем лиофильного высушивания КЖ, проду-

цируемой штаммами P. verruculosum В1-537 (ΔniaD) и 

P. verruculosum F10 на лиофильной сушке Benchtop 6K 

ES (SP Scientific/Virtis, США). 

Определение активностей 
ферментных препаратов

За единицу активности принимали такое коли-

чество фермента, которое катализирует образование 

1 мкмоль продукта за 1 мин. 

Активности по отношению к полисахаридным 

субстратам — натриевой соли карбоксиметилцел-
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люлозы, МКЦ, ксилану бука (концентрация 5 г/л в 

реакционной смеси) определяли по начальным ско-

ростям образования восстанавливающих сахаров при 

рН 5,0 и 50 °С методом Шомоди-Нельсона [28].

Активности по отношению к п-нитрофенил-β-

D-глюкозиду (0,9 мМ в реакционной смеси) опреде-

ляли по скорости образования п-нитрофенола при 

рН 5,0 и 50 °С [28].

Содержание белка в ферментных препаратах опре-

деляли методом Лоури, используя бычий сывороточ-

ный альбумин в качестве стандарта. 

Электрофорез в 12 %-ном полиакриламидном ге-

ле с Na-додецилсульфатом проводили на приборе 

MiniProtein (Bio-Rad, США) согласно руководству к 

прибору. Содержание индивидуальных белков в фер-

ментных препаратах оценивалось методом денсито-

метрии.

Ферментативный гидролиз 

Ферментативный гидролиз полубеленой цел-

люлозы проводили при различной дозировке препа-

ратов Агроцелл Плюс, Агроксил Премиум, Агроксил 

Плюс, В537 по белку (5—20 мг белка/г сухого вещества 

субстрата). В реакционную смесь вносили дополни-

тельно 10 % препарата F10 (1 мг белка/г субстрата). 

Концентрация субстрата в реакционной смеси со-

ставляла 100—300 г/л в пересчете на сухое вещество.

Гидролиз проводили в течение 2—4 сут в пласти-

ковых баночках объемом 50 мл (объем реакционной 

смеси 20 мл) в термостатируемом шейкере Biosan 

TS-100 (Biosan, Латвия). Во всех случаях процесс гид-

ролиза осуществляли в присутствии 0,1 г/л антибио-

тика ампициллина (РУП «Белмедпрепараты», Респу-

блика Беларусь) в 0,1 М натрий-ацетатном буфере 

рН 5,0 при 50 °С. 

В ходе процесса отбирали аликвоты, в которых 

определяли концентрацию восстанавливающих са-

харов (методом Шомоди-Нельсона) и качественный 

и количественный состав моносахаридов с помощью 

ВЭЖХ-системы Agilent 1100 (Agilent, США) на колон-

ке Диасфер-110-Амин (5 мкм; 4,0 × 250 мм); в качестве 

элюента использовали смесь ацетонитрил-вода 75 : 25 

при скорости элюции 1 мл/мин, объем анализируе-

мого образца 10—100 мкл. 

Результаты и их обсуждение

Ферментативный гидролиз полисахаридов рас-

тительной биомассы происходит под действием ком-

плекса целлюлолитических ферментов, в состав 

которого входят экзо-1,4-β-глюканазы (целлобиогид-

ролазы, КФ 3.2.1.91), эндо-1,4-β-глюканазы (эндо-

глюканазы, КФ 3.2.1.4) и β-глюкозидазы (КФ 3.2.1.74). 

Целлобиогидролазы катализируют деструкцию кри-

сталлических участков целлюлозы последовательно, 

по процессивному механизму, отщепляя целлобиозу 

от концов полисахаридной цепи. Эндоглюканазы ка-

тализируют гидролиз аморфных участков целлюло-

зы, расщепляя по неупорядоченному механизму вну-

тренние 1,4-β-глюкозидные связи, снижая тем самым 

степень полимеризации субстрата и создавая новые 

сайты для действия целлобиогидролаз. β-Глюкози-

дазы гидролизуют целлобиозу и целлолигосахариды 

до конечного продукта — глюкозы. Кроме того, в гид-

ролизе полисахаридов растительной биомассы уча-

ствуют эндо-1,4-β-ксиланазы (ксиланазы, КФ 3.2.1.8) 

и другие гемицеллюлазы [2].

Активность и состав используемых 
ферментных препаратов

В качестве основных (целлюлолитических) пре-

паратов для гидролиза полубеленой целлюлозы бы-

ли использованы коммерческие продукты Агроцелл 

Плюс, Агроксил Премиум, Агроксил Плюс, а также 

лабораторный препарат В537, в качестве вспомога-

тельного (β-глюкозидазного) — ФП F10.

Для указанных выше ферментных препаратов бы-

ли измерены активности по отношению к ряду суб-

стратов (удельная активность препаратов приведена 

в табл. 1). Агроцелл Плюс обладал высокой активно-

стью по отношению к карбоксиметилцеллюлозе (эн-

доглюканазная активность), у Агроксил Премиум и 

В537 эта активность была ниже, у Агроксил Плюс и 

F10 — существенно ниже. 

Удельная активность по отношению к МКЦ (цел-

лобиогидролазная активность) была максимальна у 

препаратов В537 и Агроцелл Плюс, несколько ниже — 

у Агроксил Плюс и Агроксил Премиум. Препарат 

F10 имел минимальную активность по отношению 

к МКЦ. 

Препарат F10 обладал максимальной активно-

стью по отношению к п-нитрофенил-β-D-глюкозиду 

(β-глюкозидазная/целлобиазная активность), у дру-

гих препаратов эта активность была существенно 

меньше. 

Агроксил Плюс имел максимальную удельную 

ксиланазную активность, несколько ниже (в поряд-

ке убывания) она была у Агроксил Премиум и В537. 

Агроцелл Плюс и F10 имели низкую ксиланазную ак-

тивность. 

На рис. 1 представлены данные электрофореза 

для используемых в работе ферментных препаратов, 
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в табл. 2 — содержание индивидуальных ферментов, 

входящих в состав этих препаратов. Агроцелл Плюс 

характеризовался высоким содержанием эндоглюка-

назы 1, а также имел в своем составе эндоглюкана-

зу 2 и целлобиогидролазу 1. Агроксил Плюс имел 

высокое содержание ксиланазы и несколько мень-

шее — эндоглюканазы 2 и целлобиогидролазы 1; 

Агроксил Премиум — высокое содержание ксиланазы 

и эндоглюканазы 2; В537 — высокое содержание цел-

лобиогидролаз 1 и 2, а также некоторое количество 

эндоглюканазы 2. Все перечисленные ферментные 

препараты имели низкое содержание β-глюкозидазы 

(целлобиазы), которая, однако, имелась в большом 

количестве у препарата F10. Именно поэтому данный 

Рис. 1. Электрофорез используемых ферментных препаратов с указанием основных ферментов: 1 – В537, 2 – Агроцелл 
Плюс, 3 – Агроксил Премиум, 4 – Агроксил Плюс, 5 – F10. М-маркеры, указаны молекулярные массы стандартных белков, кДа

Таблица 1
Содержание белка и удельная активность по отношению к различным субстратам в ферментных препаратах

Ферментный 
препарат

Содержание белка, 
мг/г

Активность к субстрату, ед./мг белка

МКЦ
Карбоксиметил-

целлюлоза
Ксилан

п-нитрофенил-
β-D-глюкозид

Агроцелл Плюс 71±3 0,76±0,07 48±4 9,2±0,8 0,73±0,04

Агроксил Премиум 92±4 0,53±0,04 19±2 34±3 0,58±0,03

Агроксил Плюс 90±4 0,66±0,06 5,2±0,4 66±6 0,76±0,04

В537 950±30 0,86±0,08 13±1 20±2 1,8±0,1

F10 660±20 0,40±0,03 3,4±0,2 3,3±0,2 61±3

Таблица 2
Содержание индивидуальных ферментов в используемых препаратах

Фермент
Содержание ферментов, %

Агроцелл Плюс Агроксил Премиум Агроксил Плюс В537 F10

β-Глюкозидаза 1,4±0,1 1,0±0,1 1,5±0,1 3,1±0,2 75±7

Целлобиогидролаза 1 15±1 16±2 18±2 39±3 15±1

Целлобиогидролаза 2 8±1 6±1 7±1 19±2 3,0±0,2

Эндоглюканаза 1 32±3 0 0 0 0

Эндоглюканаза 2 18±2 28±2 2,0±0,1 2,1±0,1 4,2±0,2

Ксиланаза 0 32±2 40±4 0 0
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препарат был выбран в качестве вспомогательного 

при осуществлении ферментативного гидролиза по-

лубеленой целлюлозы — при всех применявшихся в 

работе дозировках основных ферментных препаратов 

в реакционную смесь вносили 10 % вспомогательного 

препарата F10 (для дозировки использовали нагрузку 

по белку ферментного препарата в расчете на 1 г сухо-

го вещества субстрата).

В целом данные, приведенные в табл. 1 и 2, хоро-

шо коррелируют: ферментные препараты, имеющие в 

своем составе значительное содержание эндоглюка-

наз, продемонстрировали высокую удельную актив-

ность по отношению к карбоксиметилцеллюлозе; зна-

чительное содержание целлобиогидролаз — высокую 

активность по МКЦ; значительное содержание кси-

ланазы — высокую ксиланазную активность; высокое 

содержание β-глюкозидазы — высокую активность по 

отношению к п-нитрофенил-β-D-глюкозиду.

Ферментативный гидролиз 
полубеленой целлюлозы

Ранее [29] нами было показано, что полубеленая 

целлюлоза обладает хорошей реакционной способ-

ностью к ферментативному гидролизу. При исполь-

зовании В537 в качестве основного ферментного 

препарата, F10 — в качестве вспомогательного, при 

дозировке 10 мг белка/г субстрата и исходной концен-

трации субстрата 100 г/л выход восстанавливающих 

сахаров через 48 ч гидролиза составил 58 г/л, глюко-

зы — 55 г/л (помимо глюкозы, в качестве продуктов 

наблюдали небольшое количество ксилозы). 

По нашим наблюдениям, морфологическое со-

стояние полубеленой целлюлозы позволяет при осу-

ществлении процесса ее биокаталитической кон-

версии использовать концентрацию субстрата в 

реакционной смеси существенно больше, чем 100 г/л. 

Для создания более высоких концентраций субстрата 

промышленная влажная полубеленая целлюлоза бы-

ла высушена при 60 °С до величины остаточной влаж-

ности менее 1 %. При этом сушка не повлияла на ре-

акционную способность субстрата: предварительный 

эксперимент показал одинаковый выход продуктов 

ферментативного гидролиза влажной и высушенной 

целлюлозы (100 г сухого вещества субстрата/л) в при-

сутствии ферментного препарата В537 (10 мг белка/г 

субстрата).

Ферментативный гидролиз полубеленой цел-

люлозы проводили при ее исходной концентрации в 

реакционной смеси 100, 150, 200, 250 или 300 г сухо-

го вещества субстрата/л. Дозировка основных фер-

ментных препаратов в реакционной смеси составила 

5, 10 или 20 мг белка/г субстрата, во всех случаях к 

основным препаратам добавляли вспомогательный 

препарат F10 (использовали его в дозировке по белку 

10 % от дозировки основного ферментного препара-

та). Процесс гидролиза осуществляли не более 4 сут. 

Каждые сутки оценивали состояние реакционной 

смеси и по возможности отбирали аликвоты, в кото-

рых в качестве продуктов гидролиза анализировали 

восстанавливающие сахара и моносахариды — глю-

козу и ксилозу. Как правило, резкое снижение вязко-

сти реакционной смеси наступало при степени кон-

версии субстрата 60—70 %. Полагали, что еще через 

24 ч гидролиза конверсия субстрата приближалась к 

максимальному значению — в табл. 3 представлены 

результаты определения концентрации продуктов в 

данный промежуток времени.

Наиболее активным был Агроксил Плюс: при до-

зировке 20 мг белка/г субстрата в его присутствии по-

сле 3—4 суток наблюдался исчерпывающий гидролиз 

полубеленой целлюлозы с высокой концентрацией 

200, 250 и 300 г/л с получением 210, 250 и 290 г/л саха-

ров (168, 200 и 210 г/л глюкозы), соответственно, а суб-

страт с концентрацией 100—150 г/л был успешно про-

гидролизован до моносахаридов всего за 2 сут. При 

дозировке этого же препарата 10 мг белка/г субстра-

та успешным был гидролиз полубеленой целлюлозы 

в диапазоне концентраций 100—150 г/л: после 3 сут 

гидролиза выход сахаров составил 108 и 166 г/л, глю-

козы — 89 и 130 г/л, соответственно. Попутно в реак-

ционной смеси накапливалась ксилоза в количестве 

10 % от исходной концентрации субстрата.

Менее активным был Агроксил Премиум: мак-

симальная концентрация полубеленой целлюлозы, 

при которой наблюдался исчерпывающий гидро-

лиз, составляла 250 г/л при дозировке препарата 

20 мг белка/г субстрата, выход сахаров и глюкозы по-

сле 4 сут составил 240 и 192 г/л, соответственно. Для 

Агроксил Премиум также характерно накопление 

ксилозы в ходе гидролиза (10 % от исходной концен-

трации субстрата).

Агроцелл Плюс и В537 показали сходные резуль-

таты: при дозировке 20 мг белка/г субстрата оба пре-

парата за 3—4 сут успешно гидролизовали полубе-

леную целлюлозу с концентрацией не более 150 г/л. 

Для обоих ферментных препаратов также характер-

но меньшее количество накапливаемой ксилозы по 

сравнению с Агроксил Премиум и Агроксил Плюс.

Таким образом, был выявлен наиболее активный 

к полубеленой целлюлозе ферментный препарат — Аг-

роксил Плюс, который при дозировке 20 мг белка/г 

субстрата за 4 сут обеспечивал исчерпывающий ги-
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дролиз субстрата при его исходной концентрации в 

реакционной смеси 300 г/л (концентрация препарата 

в реакционной смеси составляла 6 мг белка/мл реак-

ционной смеси).

Преимущество Агроксил Плюс перед другими 

препаратами, по-видимому, связано с наличием у не-

го высокой активности эндоксиланазы. В литературе 

описано положительное влияние вспомогательных 

ферментов (гемицеллюлаз) на степень конверсии суб-

стратов, и в том числе на выход глюкозы. Так, добав-

ление в реакционную смесь ксиланазы привело к ин-

тенсификации ферментативного гидролиза багассы 

под действием коммерческого препарата Cellic Ctec2 

на 50 % [21]. Авторами описывается получение 158 г/л 

сахаров из 200 г/л багассы в присутствии оптималь-

ной ферментной смеси.

В работе [20] описан эффективный гидролиз куку-

рузных початков с высокой концентрацией субстрата. 

Таблица 3
Результаты гидролиза полуцеллюлозы в присутствии ряда ферментных препаратов в разных дозировках 
при разной исходной концентрации субстрата (температура – 50 °C, рН – 5,0)

Ферментный 
препарат

Доза препарата, 
мг белка/г субстрата

Концентрация 
субстрата, 

г сухого вещества/л

Время 
гидролиза, 

сут

Концентрация продукта, г/л

восстанавливающие 
сахара

глюкоза ксилоза

Агроцелл 
Плюс

5 100 4 63±3 48±2 4,1±0,2

10
100 4 86±4 67±3 5,2±0,2

150 4 109±5 93±5 8,3±0,4

20

100 3 98±5 85±4 6,2±0,3

150 4 152±8 122±6 12,1±0,6

200 4 166±8 136±7 13,0±0,6

Агроксил 
Премиум

5 100 4 69±3 58±3 9,1±0,4

10
100 4 102±5 84±4 10,2±0,5

150 4 135±7 107±5 15,3±0,7

20

100 2 105±5 86±4 10,0±0,5

150 2 153±8 125±6 15,1±0,7

200 4 213±11 166±8 20±1

250 4 240±12 192±9 25±1

Агроксил 
Плюс

5
100 3 90±5 69±3 9,2±0,4

150 4 125±6 99±5 15,3±0,7

10

100 3 107±5 89±4 10,1±0,5

150 3 160±8 130±7 15,0±0,8

200 4 161±8 121±6 20±1

20

100 2 107±5 89±4 10,1±0,5

150 2 160±8 132±7 15,2±0,7

200 3 210±10 168±8 20±1

250 4 250±12 200±10 25±1

300 4 290±14 210±11 30±2

В537

5 100 4 61±3 46±2 3,3±0,2

10
100 4 96±5 85±4 7,2±0,4

150 4 104±5 90±5 9,1±0,5

20

100 3 99±5 86±4 8,0±0,4

150 4 149±7 124±6 12,1±0,6

200 4 163±8 133±6 14,2±0,7
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При этом для достижения приемлемой степени кон-

версии увеличение концентрации субстрата ком-

пенсировалось повышением дозировки ферментного 

препарата, что увеличивало себестоимость получае-

мых сахаров. Так, для высвобождения 200 г/л глюкозы 

из 45 % по сухому веществу кукурузных початков по-

надобилось 20 мг белка/г целлюлозы препарата Cellic 

Ctec2 (при содержании целлюлозы в сухом субстра-

те 37 %).

Для уменьшения количества затраченного фер-

ментного препарата был проведен гидролиз полубе-

леной целлюлозы с дробным внесением субстрата в 

реакционную смесь. В начале туда вводили 100 г су-

хого вещества/л полубеленой целлюлозы, а концен-

трация Агроксил Плюс составляла 3 мг белка/мл 

или 30 мг белка/г субстрата. После достижения 

степени конверсии субстрата не менее 95 % в реак-

ционную смесь вносили вторую порцию субстрата 

(также 100 г/л), а затем после достижения степе-

ни конверсии субстрата не менее 85 % — третью 

(100 г/л). Далее процесс биоконверсии продолжали 

до достижения исчерпывающего гидролиза суб-

страта. Таким образом, суммарная концентрация 

полубеленой целлюлозы в реакционной смеси со-

ставила 300 г/л, а концентрация ферментного пре-

парата — 3 мг белка/мл реакционной смеси или 

10 мг белка/г субстрата. 

Первая порция полубеленой целлюлозы полно-

стью была конвертирована в сахара за первые сутки 

гидролиза: концентрация восстанавливающих саха-

ров составила 107 г/л, глюкозы — 87 г/л (рис. 2). При 

повторном внесении субстрата процесс его конверсии 

также завершился примерно за сутки, концентрация 

сахаров и глюкозы составила 194 и 123 г/л, соответ-

ственно. Гидролиз третьей порции полубеленой цел-

люлозы протекал медленнее и занял 4 сут, финальная 

концентрация сахаров и глюкозы была 270 и 200 г/л, 

соответственно.

Широко описанное дробное внесение субстрата 

позволяет при желании сократить время гидролиза 

или количество затраченного фермента. Например, 

в результате гидролиза предобработанной багассы с 

периодической подпиткой (9 % + 9 %) при высокой 

дозировке Cellic Ctec2 (25 мг/г целлюлозы) 84,5 % цел-

люлозы конвертировалось в глюкозу за 24 ч [27]. Ав-

торы [22, 26], напротив, используя низкую дозировку 

препарата Cellic Ctec2 (3—10 FPU/г), эффективно про-

вели гидролиз багассы с начальной концентрацией 

субстрата 10—12 % и периодической подпиткой 6—

8 % (общая загрузка багассы составляла 30 %) с полу-

чением глюкозы 130—180 г/л после 5—7 сут.

В настоящей работе дробное внесение полубеле-

ной целлюлозы (10 % + 10 % + 10 %) позволило в два 

раза снизить количество затраченного ферментного 

препарата практически без потери в выходе продук-

тов (восстанавливающих сахаров и глюкозы) — 270 и 

200 г/л. Общее время гидролиза составило 6 сут.

Заключение

В работе использовалась полубеленая сульфат-

ная лиственная целлюлоза — субстрат, обладающий 

высокой реакционной способностью, который был 

получен в результате хорошо отлаженной (промыш-

ленной) процедуры предобработки растительной 

биомассы. Оптимальным для ее гидролиза оказал-

ся коммерческий ферментный препарат Агроксил 

Плюс, обладавший сбалансированным по составу 

комплексом целлюлаз и эндоксиланазы (при «уси-

лении» состава ферментного комплекса β-глюко-

зидазой). При относительно невысоких концентра-

циях в реакционной смеси (100—150 г/л) субстрат 

полностью конвертировался в сахара со 100 %-ном 

выходом за 2 суток (доля глюкозы в составе сахаров 

составляла около 80 %). При исходной концентра-

ции субстрата 300 г/л было получено 290 г/л саха-

ров (210 г/л глюкозы, 30 г/л ксилозы). При дробном 

внесении субстрата при суммарной концентрации 

полубеленой целлюлозы 300 г/л выход сахаров со-

ставил 270 г/л (200 г/л глюкозы, 30 г/л ксилозы), при 

этом удалось в два раза снизить дозировку фермент-

ного препарата. 

Рис. 2. Концентрация ксилозы (I), глюкозы (II) и восста-
навливающих сахаров (III) после исчерпывающего гидро-
лиза полубеленой целлюлозы в присутствии Агроксил 
Плюс при дозированном внесении субстрата (1–3). 
Суммарная концентрация полубеленой целлюлозы – 300 г 
сухого вещества/л, концентрация ферментного препара-
та – 3 мг белка/мл или 10 мг белка/г субстрата. Условия 
гидролиза: рН – 5,0; температура – 50 °С
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