
12

ISSN 0234-2758   Биотехнология  2019   Т. 35   № 6   С. 12–20

В современном мире производство кормовых 
ферментов – одна из отраслей биотехнологии. 
Ферменты являются эффективными катализато-
рами многих химических реакций, протекающих 
в пищеварительной системе сельскохозяйствен-
ных животных и обеспечивающих их здоровье и 
продуктивность.

Необходимость применения ферментов в кор-
мопроизводстве связана с их способностью улуч-
шать питательность кормов. Использование более 
дешевого альтернативного сырья расширяет ра-
цион, снижает расходы и ведет к повышению рен-
табельности животноводческих хозяйств. Однако 
корма на основе более дешевого сырья содержат в 
большем количестве антипитательных факторов: 
некрахмалистых полисахаридов (НПС) и фитино-
вой кислоты (табл. 1).

Процентный состав универсальной кормовой 
смеси (подходит для крупного рогатого скота, 
свиней, гусей и уток) примерно такой: 8% пше-
ницы, 42% ячменя, 30% кукурузы и 20% овса. 
 Введение ферментов в состав корма повышает 
его питательность, что ведет к сокращению рас-
ходов на единицу продукции и повышению рен-
табельности животноводческих хозяйств (в сред-
нем экономический эффект составляет 5–20 $ на 
1 т комбикорма). Однако следует учитывать, что 
экономический эффект от применения фермент-
ного препарата (ФП) на 1 т комбикорма должен 
быть выше себестоимости ФП. Именно поэто-
му перед производителями кормовых фермен-
тов стоит задача снижения себестоимости ФП 
и повышения их эффективности для различ ных 
субстратов.
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В последние годы конкуренцию мицелиальным грибам в области производства кормовых 
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системах, чем в мицелиальных грибах. В результате использования дрожжевых рекомбинантных 
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базы. Наиболее привлекательным объектом для создания штаммов-продуцентов рекомбинантных 
белков являются метилотрофные дрожжи Pichia pastoris. 
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Себестоимость ФП, в первую очередь, опре-
деляется съемом фермента (в единицах активно-
сти) с единицы культуральной жидкости (КЖ). 
В связи с тем, что масса продуцируемых фермен-
тов, секретируемых клетками микроорганизмов, 
объективно ограничена (80–100 г/л для мицели-
альных грибов, 20–30 г/л для дрожжей), наиболь-
шим резервом для повышения съема фермента 
является удельная активность экспрессируемых 
ферментов (число единиц активности на единицу 
массы фермента). Следовательно, для снижения 
себестоимости ФП необходимо получать фермен-
ты с высокой удельной активностью.

Основное требование, предъявляемое к кор-
мовым ФП, – сбалансированный состав целевых 
ферментов с максимальной удельной активностью 
(при заданных значениях температуры и рН), по-
добранный исходя из кормовой базы, причем с ми-
нимальным содержанием балластных ферментов.

Фитаза, ксиланаза и β-глюканаза – основные 
ферменты в кормовой отрасли

Ферменты, наиболее часто применяемые для 
составления рационов, – это фитаза, ксиланаза и 
β-глюканаза. Именно они занимают более 90% 
общего объема кормовых ферментов. Такое доми-
нирование связано с доказанной эффективностью 
и экономической целесообразностью их исполь-
зования в кормлении сельскохозяйственных жи-
вотных и птицы. 

Эндо-1,3(4)-β-глюканаза (EC 3.2.1.6) катали-
зирует гидролиз внутренних связей 1→3 или 1→4 
в β-D-глюканах, в которых остаток глюкозы с вос-
станавливающей группой, участвующей в гидро-
лизуемой связи, несет заместитель при С-3. Эн-
до-1,4-β-ксиланаза (ЕС 3.2.1.8) катализирует не-
упорядоченный гидролиз гликозидных связей 

между остатками D-ксилозы в основной цепи 
ксилана с образованием смеси ксилоолигосаха-
ридов. Фитаза (EC 3.1.3.8) катализирует гидро-
лиз фитиновой кислоты (или ее солей – фитатов) 
с высвобождением инозитола и остатков фосфор-
ной кислоты.

На российском рынке кормовых ферментов 
широко представлена продукция ведущих миро-
вых производителей, среди которых доминиру-
ют такие компании как Huvepharma, BASF, DSM/
Novozymes, Adisseo, Alltech, Royal OY, DuPont 
(Da nisco) и Whan Sunhy Biology. Значительный 
вклад в отрасль ферментного производства в Рос-
сии вносят такие предприятия, как «ПО Сиббио-
фарм», «АгроСистема» и «Агрофермент». 

Анализ российского рынка ферментных кор-
мовых препаратов аналитической компанией 
«Aber cade» показал, что объем использования 
комбикормов, в состав которых включены ФП, в 
птицеводстве и свиноводстве составляет ~ 50%. 
Объем потребления кормовых ферментов на 1 т 
комбикорма оценивают как в единицах активности 
(ед), так и в объеме вносимых ФП. Расходы ФП на 
1 т комбикорма обычно составляют: 106 ед. фита-
зы, 2 ∙106 ед. ксиланазы, 0,3 ∙106 ед. β-глюканазы.

Одной из ключевых проблем отрасли про-
изводства кормовых ферментов в России явля-
ется очень высокая импортозависимость. Так, 
по данным экспертов, доля зарубежной продук-
ции на российском рынке приближается к 90%. 
По данным аналитической компании «VVS» за 
2017 год объем ферментов, импортируемых в РФ 
для кормления животных, составил 4580,65 т на 
сумму 41,47 млн. долл. Основной объем импор-
та ФП приходится на компании: «Biovet» («Huve-
pharma») – 775,9 т препаратов линейки Хостазим; 
«DSM/Novozymes» – 664,7 т препаратов линейки 

Та бл и ц а  1
Содержание (%) некрахмалистых полисахаридов и фитиновой кислоты в основных  
компонентах комбикормов [1–2]
The content of non-starchy polysaccharides and phytic acid in the basic components of animal feed

Компонент
Некрахмалистые полисахариды

Фитиновая кислотаарабиноксиланы β-глюканы
Пшеница 5,5–9,5 0,2–1,5 0,21–0,27
Ячмень 5,7–7,0 1,5–10,7 0,21
Кукуруза 4,0–4,9 0,1–2,0 0,18–1,5
Овес 13,6 2,5 0,19–0,20
Рожь 8,7 2,2–2,8 0,19
Соя 0,8–3,6 0,3–2,3 0,5–1,8
Подсолнечный жмых 11,0 5,8 1,5–4,5
Пшеничные отруби 21,0–26,0 1,9–2,4 1,5–5,5
Соевый шрот 4,0 0,9–6,7 0,5–3,5
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Ронозим и Роксазим; «BASF» – 492,7 т препаратов 
линейки Натугрейн и Натуфос; «Finnfeeds OY» – 
485 т препаратов линейки Акстра и Авизим; «All-
tech» – 266,8 т препаратов линейки Оллзайм.

В свете российской политики повышения про-
довольственной безопасности развитие отече-
ственной ферментной промышленности является 
крайне актуальной задачей.

Традиционные продуценты – мицелиальные 
грибы

Используемые в промышленности штам-
мы-продуценты ксиланаз и β-глюканаз в основ-
ном принадлежат к микроскопическим грибам ро-
дов Aspergillus, Humicola, Penicillium и Trichoderma 
 [3–6]. До недавнего времени в производстве препа-
ратов фитазы также использовали грибные штам-
мы, принадлежащих к роду Aspergillus [7]. Это об-
стоятельство можно объяснить способностью гриб-
ных продуцентов секретировать целевой продукт в 
среду культивирования в больших количествах и 
с хорошей воспроизводимостью параметров фер-
ментации. На основе нерекомбинантных штаммов, 
продуктивность которых была усилена путем нена-
правленного мутагенеза  [8–10], позднее появились 
грибные промышленные продуценты для различ-
ных ФП, таких как Оллзайм РТ, BG и SSF (Alltech 
Inc., Великобритания), Хостазим Х 500 (Biovet, 
Болгария), Натугрейн и Натуфос (BASF, Германия), 
Ронозим VP (СТ) (Novozymes, Дания) и NP (Novo-
zymes), Авизим 1202 (Danisco, Дания), Ровабио® 
Эксель АР (Adisseo, Франция). Преимуществен-
ное использование в промышленности именно не-
рекомбинантных грибных штаммов объяснялось 
тем, что в них эффективно экспрессируются только 
ферменты из родственных видов.

Помимо очевидных достоинств, грибные про-
дуценты имеют существенные недостатки: секре-
тирование целого ряда дополнительных «балласт-
ных» ферментов (пектиназ, протеаз, целлюлаз и 
др.); трудность балансировки соотношения фер-
ментов в мультиэнзимных кормовых добавках для 
различных вариантов комбикормов; относитель-
но низкие уровни специфической активности – 
около 100–120 ед/мг белка [11]; проблемы с эф-
фективностью экспрессии гетерологичных генов.

Появление рекомбинантных грибных проду-
центов, содержащих гены из родственных видов, 
позволило повысить удельную активность экс-
прессируемого фермента. Примерами ФП, по-
лученными на подобных штаммах-продуцен-
тах, могут служить Ронозим WX и Ронозим NP 
(DSM, Нидерланды) [12, 13], Натугрейн Wheat TS 
(BASF, Германия) [14] и Xylanase G/L (Danisco, 
Дания) [15].

В природе известны микроорганизмы, секре-
тирующие ферменты с более высокой удельной 
активностью, чем таковые в грибных продуцен-
тах. В табл. 2 [16] и табл. 3 [17–26] приведены дан-
ные по удельной активности и свойствам фитаз и 
ксиланаз из различных микроорганизмов. На при-
мере фитазы видно, что, с точки зрения удельной 
активности, наиболее привлекательны бактери-
альные фитазы семейства кислых гистидиновых 
фосфатаз. Как уже было отмечено, грибные штам-
мы малопригодны для экспрессии ферментов из 
таксономически далеких организмов, поэтому вы-
бор системы для эффективной экспрессии генов 
ферментов с высокой активностью – важнейшая 
задача, которую необходимо учитывать при созда-
нии высокопродуктивного штамма.

Производители ФП по-разному решают эту 
задачу. В компании AB Vista (Великобритания) 
экспрессировали модифицированный вариант 
фитазы Escherichia coli в штамме гриба Tricho-
derma reesei [27] и выпустили серию препаратов 
Квантум блю. В 2015 г. была представлена но-
вая разработка концерна DuPont (США) Акстра™ 
PHY ‒ продукт на основе фитазы Buttiauxella spp. 
[28, 29], также продуцируемой T. reesei. 

Однако проблема секретирования ряда «бал-
ластных» ферментов в этом случае остается нере-
шенной. Для производителей комбикормов важно 
иметь сбалансированный состав целевых фермен-
тов с высокой активностью, который подбирают, 
исходя из кормовой базы и минимального содержа-
ния балластных ферментов. В связи с этим остается 
актуальной задача получения высокопродуктивных 
продуцентов моноферментов, способных эффектив-
но экспрессировать гетерологичные гены фермен-
тов, обладающих высокой удельной активностью.

Метилотрофные дрожжи как продуценты 
кормовых ферментов 

Дрожжи Pichia pastoris способны накапливать 
рекомбинантный белок в среде культивирования в 
концентрации около 12 г/л [30], при этом примесь 
собственных секретируемых белков оказывает-
ся весьма незначительной. В литературе имеются 
сведения об эффективной экспрессии в P. pasto-
ris генов из различных организмов – от бактерий 
до млекопитающих [31–34]. Использование этой 
экспрессионной системы позволяет проводить 
широкомасштабный поиск гетерологичных фер-
ментов с высокой удельной активностью и необ-
ходимыми технологическими характеристиками. 

Многим исследователям удалось получить в 
дрожжах P. рastoris эффективную экспрессию ге-
нов ксиланаз, фитаз и β-глюканаз из различных 
источников [35–48] (табл. 4). На основании этих 
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данных, можно заключить, при экспрессии целе-
вого гена под контролем сильного индуцибель-
ного промотора AOX1 можно наработать белко-
вый продукт за небольшой промежуток времени. 
 Кроме того, делеция гена aox1 в клетках P. pasto-
ris позволяет существенно увеличить продукцию 
целевого белка [49]. 

Для улучшения экспрессии гетерологичных 
белков в Pichia pastoris используют следующие 
подходы:

– получение синтетических последовательно-
стей генов, кодирующих целевой фермент, с опти-
мизированным составом кодонов [50];

– увеличение копийности гена, кодирующего 
целевой фермент, в хромосоме штамма-хозяина с 
помощью системы Cre-lox [51];

– интеграция в хромосому P. pastoris экспрес-
сионных кассет, содержащих гены системы UPR 
(unfolded protein response), ответа клетки на не-
свернутый белок [52].

Та бл и ц а  2
Сравнение микробных фитаз из различных источников
Comparison of microbial phytases from different sources

Продуцент Фитазная активность при 37 ℃, ед/мг pH* Т, ℃*
Грибы

Aspergillus fumigatus 6,0 23‒28 5,0‒6,0 60
Aspergillus oryzae 11 5,5 50
Aspergillus terreus 142‒196 5,0‒5,5 70
Aspergillus niger 5,5 50‒103 2,2 55–58
Thermomyces lanuginosus 110 6,0 65
Peniphora lycii 1080 5,5 58

Дрожжи
Candida krusei 1210 4,6 40
Cladosporium 909 3,5 40

Бактерии
Escherichia coli 811‒1800 4,5 55‒60
Klebsiella terrigena 205 5,0 58
Bacillus subtilis 9‒15 6,5‒7,5 55‒60
Bacillus amyloliquefaciens 20 7,0‒8,0 70
Citrobacter braakii 3457 4,0 50
Pseudomonas syringae 769 5,5 40

*Здесь и далее указаны оптимальные значения температуры и рН.
*Here in after, the optimum temperature and pH are indicated. 

Та бл и ц а  3
Сравнение микробных ксиланаз из различных источников
Comparison of microbial xylanases from different sources

Продуцент Ксиланазная  
активность, ед/мг рН Т, ℃ Литературный  

источник
Aspergillus aculeatus 30 4,5 40 [17]
Trichoderma reesei 1300 4,0–5,5 40–45 [18]
Trichoderma viride 230 5,0 53 [4]
Thermomyces lanuginosus 552 6–6,5 70 [19]
Trichoderma longibrachiatum 100 5,0–6,0 45 [4]
Bacillus subtilis 1200 6,8–7,0 40 [20]
Neocallimastix patriciarum 900 6,0 50 [21]
Bacillus brevis 4380 7,0 55 [22]
Bacillus pumilus SV-205 7382 6,0 60 [23]
Paenibacillus sp. NF1 3081 6,0 60 [24]
Paenibacillus macerans IIPSP3 4170 4,5 60 [25]
Providencia sp. strain XI 36,3 9,0 60 [26]
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С использованием индуцибельной экспрес-
сионной системы дрожжей P. pastoris создан ряд 
ФП: Хостазим Р и ОптиФос® (Huvepharma, Бол-
гария), Кингфос, Мегаксилан, Мегафос и Ме-
гаклюкан производства Weifang KDN Biotech  
Co. (Китай).

В табл. 5 приведены данные по стоимости 
наиболее распространенных ФП в расчете на 1 т 
комбикорма. Как видно, ФП, полученные на нере-
комбинантных штаммах грибов, имеют более вы-
сокую стоимость дозировки, чем ФП, полученные 
на экспрессионной системе P. pastoris. Таким об-
разом, эффективная экспрессия в P. pastoris гете-
рологичных генов, кодирующих ферменты с вы-
сокой удельной активностью, позволила произво-
дителям существенно снизить себестоимость ФП. 

Еще одно преимущество P. pastoris перед 
грибными продуцентами состоит в том, что тех-
нология культивирования штаммов P. pastoris во 
многом универсальна, и производственные мощ-
ности, рассчитанные на получение одного реком-
бинантного фермента, также могут быть исполь-
зованы для получения других ферментов. Это по-
зволяет производителю гибко реагировать на 
изменения спроса, регулируя ассортимент в поль-
зу тех или иных ферментов без дополнительных 
капиталовложений.

Одним из главных компонентов при разра-
ботке технологий по созданию современных фер-
ментных препаратов являются промышленные 
рекомбинантные продуценты нового поколения, 
синтезирующие ферменты с необходимыми свой-
ствами и в количествах, обеспечивающих конку-
рентоспособность производства. 

В мицелиальных грибах, используемых в ка-
честве штаммов-продуцентов кормовых фер-
ментов, содержание целевого белка в КЖ дости-
гает 80‒100 г/л, тогда как в дрожжах – только 
20‒25 г/л. Однако относительно низкая удельная 
активность ферментов, ограниченное разнообра-
зие экспрессируемых гетерологичных генов, син-
тез дополнительных «балластных» ферментов 
и наличие спор ‒ все эти недостатки приводят к 
снижению интереса к мицелиальным грибам как 
продуцентам кормовых ферментов.

Все большее внимание исследователей и 
производителей ФП фокусируется на мети-
лотрофных дрожжах Pichia pastoris. Эти клет-
ки эффективно экспрессируют гетерологичные 
гены, кодирующие ферменты с высокой удель-
ной активностью. Для них разработана удоб-
ная индуцибельная система экспрессии под 
контролем промотора AOX1. Возможен синтез 
моноферментов. 

Та бл и ц а  4

Уровни экспрессии ферментов в Pichia pastoris под контролем метанол-индуцибельного промотора AOX1
Expression levels of enzymes under the AOX1 methanol-inducible promoter in Pichia pastoris

Источник гена Уровень экспрессии, 
ед/мл

Удельная активность, 
ед/мг

Литературный 
источник

Фитаза
Citrobacter freundii 193 2072 [35]
Peniophora lycii 10540 864 [36]
Citrobacter amalonaticus 15000 3548 [37]

Эндо-1,4-β-ксиланаза
Aspergillus niger IA-001 10035 1916 [38]
Aspergillus usamii 33500 – [39]
Trichoderma reesei 261 746 [40]
Thermomyces lanuginosus 156-360 – [41]
Rhodothermus marinus 3130 – [42]
Bacillus licheniformis 163,5 122,9 [43]
Bacillus pumilus HBP8 644 – [44]

Эндо-1,3(4)-β-глюканаза
Paecilomyces thermophila 61754 – [45]
Bispora sp. 1000 4040 [46] 
Humicola insolens 44,5 693 [47]
Coprinopsis cinerea  9,27 118,8 [48]
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Та бл и ц а  5
Ферментные препараты, содержащие ксиланазу, фитазу или β-глюканазу,  
представленные на российском рынке
Available enzymatic products containing xylanase, phytase or β-glucanase on the Russian market

Препарат Фирма, страна-
производитель Состав Донор

 гена Продуцент Стоимость до-
зировки, руб.

Грибные нерекомбинантные штаммы-продуценты

Оллзайм РТ Alltech Inc., 
Великобритания

Эндо-1,4-β-
ксиланаза (600)

– Trichoderma 
longibrachiatum

284

Ронозим VP (СТ) Novozymes, Дания β-глюканаза (50) – Aspergillus
aculeatus

237

Оллзайм BG Alltech Inc., 
Великобритания

β-глюканаза 
(300)

– T. viride CBS 
517.94

270

Авизим 1202 Danisco, 
Великобритания

β-глюканаза 
(200) и др.

– T. longibra- 
chiatum

204

Ровабио® Эксель 
АР

Adisseo, Франция β-глюканаза 
(2000) и др.

– Penicillium
funiculosum

135

Натуфос 5000 G BASF, Германия Фитаза (5000) – A. niger NPH54 106
Оллзайм SSF Alltech, Inc., США Фитаза (300) – A. niger 218

Хостазим Х 50 Biovet AD, 
Болгария

Эндо-1,4-β -кси-
ланаза (30000)

– T. reesei 108

Рекомбинантные грибные штаммы-продуценты
Ронозим NP (СТ) Novozymes, Дания Фитаза (10000) Peniophora lycii A. oryzae 90

Натугрейн  TS BASF, Германия Эндо-1,4-β-кси-
ланаза (950) и др.

Trichoderma 
reesei

A. niger CBS 
109.713

55

Ронозим ХайФос Novozymes, Дания Фитаза (10000) Talaromyces 
emersonii

A. oryzae 50

Акстра™ PHY 
10000 TPT2

Finnfeeds OY, 
Финляндия

Фитаза (10000) Citrobacter 
braakii

T. reesei 65

Квантум Блю 5G ROAL OY, 
Финляндия

Фитаза (5000) Escherichia coli T. reesei CBS 
126897

48

Ронозим WX Novozymes, Дания Эндо-1,4- β-кси-
ланаза (1000)

Thermomyces 
lanuginosus

A. oryzae DSM 
10287

76

Рекомбинантные штаммы-продуценты Pichia pastoris
Кингфос Weifang KDN Bio-

tech Co., Китай
Фитаза (5000) E. coli P. pastoris 18,5

ОптиФос® 16000 
PF

Biovet AD, 
Болгария

Фитаза (16000) То же P. pastoris DSM 
23036

16,5

Мегаглюкан НС 
20 000 TC

Weifang KDN 
Biotech Co., Китай

β-глюканаза 
(50000)

– P. pastoris 23,8

Мегаксилан НС Weifang KDN Bio-
tech Co., Китай

Эндо-1,4-β-кси- 
ланаза (200000)

– То же 27,4

Мегафос НС Weifang KDN Bio-
tech Co., Китай

Фитаза (10000) – » » 20,2

Примечание: в скобках указана актив ность, ед/г; стоимость дозировки указана на 1 т комбикорма, исходя из цены на ФП; цены 
актуальны на III квартал 2019 г. (https://agroserver.ru; http://www.tandem-industry.ru). «–» – нет данных.

Note: activity (units/g) is indicated in parentheses; dosage cost is indicated for 1 tonne of feed, based on the price of enzymatic product; 
prices are valid for the III quarter  of 2019 (https://agroserver.ru; http://www.tandem-industry.ru). «–» – no data available.
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Использование дрожжевых продуцентов ре-
комбинантных белков позволяет существенно 
снизить стоимость дозировки ФП за счет высо-
кой удельной активности экспрессируемых фер-
ментов, а оптимизация экспрессионной системы 
P. pastoris ‒ получить высокопродуктивные штам-
мы и тем самым снизить себестоимость синтези-
руемых в них ФП.
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Abstract–In recent years, mycelial fungi have faced competition from recombinant yeast producers in the 
production of feed enzymes. An intensive study on genetic diversity identified yeast genes encoding feed 
enzymes the specific activity of which is much higher than that in mycelial fungi. In addition, these genes 
were expressed in yeast much more efficiently than in mycelial fungi. The use of yeast recombinant producers 
allowed expanding the production of a line of industrial enzymes with a significant reduction in their cost. 
The advantages of yeast producers of recombinant enzymes include the possibility of obtain monoenzymes 
that are part of various enzyme complexes used for different purposes. Pichia pastoris methylotrophic yeast 
is the most attractive subject for the creation of recombinant protein-producing strains.
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