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В  обзоре приведены данные по  получению с  помощью системы экспрессии низших грибов 
Penicillium verruculosum высокоактивных рекомбинантных штаммов — продуцентов широкого 
круга ферментов, используемых в  различных областях промышленности и  сельского 
хозяйства: эндоглюканаз, β-глюканаз, ксиланаз, маннаназ, фитаз, α-галактозидаз, пектинлиаз, 
полигалактуроназ, декстраназ, экзоинулиназ, хитиназ. Реципиентный штамм P. verruculosum В1-
537 (ΔniaD) характеризуется высокой секреторной способностью (до 60 г/л внеклеточного белка 
в культуральной жидкости), а рекомбинантные штаммы-продуценты — высокой продуктивностью 
целевых ферментов; полученные с их помощью ферментные препараты содержат, как правило, 
30‒70% целевых рекомбинантных ферментов (в некоторых случаях — до 80%) от общего пула 
белка. Система экспрессии P. verruculosum позволяет легко трансформировать экспрессионные 
конструкции, содержащие целевые гетерологичные или гомологичные гены, функционально 
связанные с  промотором и  терминатором «сильного» индуцибельного промотора гена 
целлобиогидролазы-1 (cbh1), причем генетическую трансформацию реципиентного штамма можно 
осуществлять одновременно несколькими векторными конструкциями. Встраивание целевых 
генов в  хромосому реципиентного штамма  — процесс интегративный; при этом кодируемые 
ими «чужеродные» рекомбинантные белки не подвержены протеолизу. Технология первичного 
отбора позитивных трансформантов на  агаризованных средах, а  также вторичного отбора при 
их культивировании в качалочных колбах и ферментерах проста и надежна в использовании — 
в том числе благодаря стандартизированным параметрам: состава питательной среды и условий 
культивирования рекомбинантных штаммов-продуцентов различных целевых ферментов. Затраты 
времени на  получение продуцента целевого фермента  — от  постановки задачи до  получения 
рекомбинантного штамма-продуцента — составляют от 3 до 6 месяцев. Важно подчеркнуть, что 
рекомбинантные штаммы P. verruculosum как продуценты различных целевых ферментов успешно 
используются в промышленном производстве.

Ключевые слова: экспрессионная система, клонирование, промышленные ферменты, кормовые 
добавки, Penicillium verruculosum
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Ферменты находят широкое применение 
в  различных отраслях промышленности и  сель-
ского хозяйства: для отбеливания и роспуска цел-
люлозы, обработки тканей и  текстильных изде-
лий, в  спиртовой промышленности, виноделии, 
пивоварении, в  производстве, осветлении и  ста-
билизации соков, при получении глюкозно-фрук-
тозных сиропов, улучшении качества хлебобулоч-
ных изделий, в  качестве кормовых добавок, при 
утилизации и переработке различных отходов.

Источником технических ферментов служат 
животные, растения и  микроорганизмы различ-
ных таксономических групп  — как прокариоты 
(грамотрицательные и грамположительные бакте-
рии), так и эукариоты (дрожжи, грибы) [1]. К пре-
имуществам микроорганизмов как продуцентов 
ферментов относится короткий цикл роста, отно-
сительно простой состав питательной среды, спо-
собность к  биосинтезу как одного (преобладаю-
щего) фермента, так и мультиферментных систем, 
а  также генетическая стабильность. Микроско-
пические грибы считаются наиболее перспектив-
ным источником технических ферментов — сре-
ди них можно найти продуценты практически 
всех необходимых для использования в промыш-
ленности или сельском хозяйстве.

Для реализации экономически оправданно-
го производства ферментов важно иметь гри-
бы-продуценты с высокой секреторной способ-
ностью. Для увеличения их  продуктивности 
обычно применяют два основных подхода. Пер-
вый заключается в  использовании различных 
видов мутагенеза и селекции (обычно проводят 
ряд последовательных стадий мутагенеза  [2]). 
Второй основан на  использовании методов ге-
нетической инженерии, которые позволяют бы-
стро и  эффективно модифицировать исходные 
высокоактивные штаммы-продуценты с  целью 
получения целевых ферментов или ферментных 
комплексов. Манипуляции с ДНК клетки-хозяи-
на или внесение в ДНК этой клетки экзогенного 
генетического материала дают возможность це-
ленаправленно изменять как сами штаммы-про-
дуценты, так и  свойства белков «интереса»  — 
например, увеличивать их стабильность и фер-
ментативную активность.

В  последние десятилетия был создан ряд 
грибных экспрессионных систем «хозяин-вектор» 
с высоким уровнем секреторной активности, что 
позволяет проводить биосинтез целевых фермен-
тов или целых ферментных систем. Для этого ис-
пользуют грибы родов Aspergillus [3, 4], Hypocrea 
(ранее Trichodrema) [5, 6], Humicola insolens [7, 8], 
Myceliophtora thermophyla (ранее Chrysosporium 
lucknowense) [9] и Penicillium canescens [10].

С  помощью ряда последовательных ша-
гов неупорядоченного мутагенеза с  последую-
щей селекцией из  дикого штамма Penicillium 
verruculosum WA30  нами был получен высо-
копродуктивный штамм P. verruculosum В221-
151  [11], из  которого далее, также путем му-
тагенеза, получили реципиентный штамм P. 
verruculosum В1-537 (ΔniaD), сохранивший вы-
сокую секреторную способность предшествен-
ника (до  50‒60  г/л  внеклеточного белка). Этот 
штамм является ауксотрофом с дефектом в гене 
niaD, кодирующем нитратредуктазу, принимаю-
щую участие в  ассимиляции нитратного азота, 
что используется в качестве селекционного при-
знака при скрининге рекомбинантных штаммов.

Важной особенностью реципиентного штам-
ма P. verruculosum В1-537 (ΔniaD) является то, 
что он продуцирует комплекс внеклеточных цел-
люлаз, которые по своей гидролитической актив-
ности превосходят аналоги, получаемые при ис-
пользовании штаммов рода Hypocrea, в том числе 
те, которые применяются в  промышленном про-
изводстве ферментов  [12]. Кроме того, в  резуль-
тате мутагенеза у штамма P. verruculosum В1-537 
(ΔniaD) снижена глюкозная катаболитная репрес-
сия, что дает возможность культивировать его 
в питательной среде, содержащей глюкозу, а так-
же в режиме, предусматривающем подпитку глю-
козой. Биосинтез целлюлаз этого штамма индуци-
руется целлюлозой и целлоолигосахаридами.

Генетическая конструкция для обеспечения 
экспрессии целевых гомологичных и гетероло-
гичных генов в клетках реципиентного штамма 
гриба P. verruculosum В1-537 (ΔniaD), исполь-
зуемого в качестве хозяина, содержит целевую 
кодирующую последовательность, функцио-
нально связанную с регуляторными элементами 
гена cbh1, ответственного за  синтез целлобио-
гидролазы-1 (ЦБГ1),  — мажорного фермента, 
продуцируемого P. verruculosum. Эти элемен-
ты представляют собой промотор и терминатор 
гена cbh1, а сигнальный пептид зависит от вы-
бора целевого белка [13].

В  представленном обзоре проанализирована 
возможность использования экспрессионной си-
стемы P. verruculosum для получения промыш-
ленно важных ферментов.

Способ получения целевых ферментов (фер-
ментных препаратов, ФП) складывается из ниже-
перечисленных этапов.

Этап 1. Конструирование экспрессионной плаз-
миды для трансформации клеток P.  verruculosum 
В1-537 (ΔniaD), в  которой ген целевого фермента 
сопряжен с регуляторными последовательностями 
(промотор и терминатор) гена cbh1.
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Этап 2. Генетическая трансформация экс-
прессионной плазмидой с  включенным целевым 
геном (или фрагментом ДНК в линейной форме) 
реципиентного штамма P. verruculosum В1-537 
(ΔniaD) в  условиях котрансформации с  плазми-
дой (или фрагментом ДНК в  линейной форме), 
несущей последовательность niaD гена, как мар-
кера селекции; осуществление отбора трансфор-
мантов, секретирующих в  культуральную жид-
кость (КЖ) целевой фермент, детектируемый 
по его активности. Проведение ферментаций ото-
бранных трансформантов в  качалочных колбах 
и  выбор наиболее продуктивного варианта(ов) 
штамма-продуцента.

Этап 3. Проведение процесса фермента-
ции отобранного наиболее активного вариан-
та(ов) штамма-продуцента в  ферментерах, полу-
чение ФП, обладающего активностью целевого 
фермента (или целевых ферментов); исследова-
ние свойств ФП (активность по отношению к раз-
личным субстратам, зависимость активности 
от рН и температуры, стабильность в различных 
условиях), определение качественного и  количе-
ственного состава ФП  с  помощью методов вы-
сокоэффективного белкового фракционирования 
(анионообменная хроматографии с последующей 
гидрофобной хроматографией); выделение целе-
вого рекомбинантного фермента (ферментов) в го-
могенном состоянии и изучение их свойств; про-
ведение испытаний рекомбинантного ФП  и  це-
левого рекомбинантного фермента (ферментов), 
направленных на исследование возможности при-
менения в  соответствующих областях промыш-
ленности и сельского хозяйства.

Состав питательной среды и  условия куль-
тивирования в  колбах и  ферментерах для разных 
рекомбинантных штаммов  — продуцентов раз-
личных целевых ферментов  — остаются неиз-
менными и не отличаются от таковых для реципи-
ентного штамма. В качестве основных компонентов 

в  питательную среду входят микрокристалличе-
ская целлюлоза (МКЦ) и глюкоза, в качестве источ-
ника азота используют соевую муку или мочевину. 
Условия проведения процесса ферментации в фер-
ментерах стандартизированы с  точки зрения тре-
бований по аэрации, рН, температуре и/или уров-
ню пенообразования. Эти особенности позволяют 
быстро осуществить наработку значительных ко-
личеств опытных партий рекомбинантных ФП для 
изучения их  свойств и  прикладных испытаний, 
а  также выделения значительного количества це-
левых рекомбинантных ферментов в  гомогенном 
виде для исследования их  свойств. Рекомбинант-
ные внеклеточные целевые белки не подвержены 
протеолизу. Получаемые рекомбинантные штаммы 
стабильны и  дают идентичные результаты по  ак-
тивности целевых ферментов в КЖ при многократ-
ных пересевах на агаризованную среду.

Ниже приведены примеры использования реци-
пиентного штамма P. verruculosum В1-537 (ΔniaD) 
для получения промышленно важных ферментов.

Кормовые добавки
Нами, как это будет показано ниже, были по-

лучены  [14‒16] рекомбинантные штаммы P. 
verruculosum — продуценты ферментов, разруша-
ющих некрахмальные полисахариды (НПС) зерна 
злаковых культур, широко используемых для про-
изводства кормов в  животноводстве и  птицевод-
стве (пшеница, рожь, овес, ячмень)  [17]. Помимо 
питательных веществ (крахмал, белки) зерно зла-
ковых содержат целлюлозу, β-глюканы и ксиланы 
(пентозаны), что становится причиной неполного 
усвоения кормов [18]. Содержание НПС в кормо-
вом сырье варьирует в довольно широких пределах 
и может достигать 13‒15% его массы (табл. 1) [19].

Отрицательное воздействие НПС на  усвое-
ние кормов обусловлено их  набуханием и  обра-
зованием гелеобразных субстанций, которые за-
трудняют доступ пищеварительных ферментов 

Та бл и ц а  1
Содержание некрахмальных полисахаридов в кормовом сырье
Content of non-starch polysaccharides in feed stocks

Вид сырья
Некрахмальные полисахариды, %

Целлюлоза β-глюканы Ксиланы Общее содержание
Пшеница 2,0‒3,0 0,8‒1,5 6,0‒9,5 7,5‒11,2

Рожь 2,1‒2,5 0,5‒2,5 7,6‒9,0 11,0‒13,0
Ячмень 3,9‒9,0 4,3‒10,0 5,5‒7,0 13,0‒16,5

Овес 8,0‒12,3 3,0‒6,6 5,5‒6,9 15,0‒25,0

Примечание: данные представлены в процентах (%) в пересчете на сухое вещество. Данные взяты из работы [19].
Note: data are presented as percent (%) calculated on dry matter [19].
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к питательным веществам и массообмен в кишеч-
нике. На НПС происходит сорбция макро- и микро-
элементов, которые затем выводятся из организма 
животных  [20‒22]. Моногастричные животные, 
а  также птицы не  имеют собственных фермен-
тов, способных эффективно расщеплять НПС, по-
этому в кормопроизводстве в качестве добавок ис-
пользуют ФП, в состав которых входят целлюлазы, 
β-глюканазы и  ксиланазы. Это позволяет снизить 
вязкость содержимого кишечника и  повысить 
усвояемость питательных веществ за счет фермен-
тативного расщепления НПС [23, 24].

В  качестве ферментов, гидролизующих НПС, 
мы  выбрали эндо-β-1,4-глюканазу-1 (ЭГ1, GH7, 
57  кДа, pI  4,6) Hypcorea jecorina, гомологичную 
эндо-β-1,4-глюканазу-2 (ЭГ2, GH5, 40 кДа, pI 4,5) 
и эндо-β-1,4-ксиланазу Е (КСИЛЕ, GH10, 39 кДа, 
pI  5,4) Penicillium canescens. ЭГ1  характеризует-
ся высокой ферментативной активностью по  от-
ношению целлюлозе, β-глюкану, ксилану и ксило-
глюкану, ЭГ2  — к  целлюлозе и  β-глюкану, КСИ-
ЛЕ — по отношению к ксиланам, причем белковые 
ингибиторы ксиланаз из  злаков (типа TAXI, XIP 
и другие) не влияют на активность КСИЛЕ. Эти три 
фермента обладают высокой термостабильностью, 
что важно для сохранения их активности при гра-
нулировании комбикормов — необходимой стадии 
современного кормопроизводства (облегчает корм-
ление, снижает потери корма, приводит к уничто-
жению вредных микроорганизмов  [25, 26]), кото-
рую проводят при повышенной температуре.

В  результате одновременной трансформа-
ции реципиентного штамма плазмидами, несу-
щими гены egl1  и  egl2, получили штамм-проду-
цент ЭГ1 и ЭГ2 (P. verruculosuum-ЭГ1-ЭГ2) [14]. 

При его культивировании в  лабораторных фер-
ментерах выход ферментов достигает 1 800  еди-
ниц эндо-β-1,4-глюканазной активности 
в  1  мл  КЖ. При трансформации плазмидой, не-
сущей ген xylE, получили штамм-продуцент 
КСИЛЕ (P.  verruculosum-КСИЛЕ), который экс-
прессирует не  менее 3  500  единиц ксиланазы 
в 1 мл КЖ лабораторных ферментеров. Одновре-
менная трансформация реципиентного штамма 
плазмидами, несущими гены egl2  и  xylE, приве-
ла к созданию штамма-продуцент ЭГ2 и КСИЛЕ 
(P. verruculosum-ЭГ2-КСИЛЕ), который секрети-
рует в  КЖ  до  1 200  ед/мл  эндо-β-1,4-глюканазы 
и 3 500 ед/мл ксиланазы. Отметим, что указанный 
уровень ферментативной активности в  КЖ  был 
достигнут после оптимизации состава питатель-
ной среды и  условий культивирования рекомби-
нантных штаммов в ферментерах [15].

Активность ФП, полученных в результате куль-
тивирования в  лабораторных ферментерах соот-
ветствующих рекомбинантных штаммов, по  от-
ношению к  различным субстратам приведена 
в табл. 2 [16]. Удельная эндо-β-1,4-глюканазная ак-
тивность (при использовании в  качестве субстра-
та карбоксиметилцеллюлозы, КМЦ) ФП  ЭГ1-ЭГ2 
и ЭГ2-КСИЛЕ была в 4,6 и 1,8 раз выше, чем для 
контрольного ФП В1-537, полученного из реципи-
ентного штамма P. verruculosum B1-537 (ΔniaD). 
Удельная ксиланазная активность ФП  КСИЛЕ 
и ЭГ2-КСИЛЕ выросла по отношению к контроль-
ному ФП в 4,1 и 2,8 раза. Отметим, что общая актив-
ность рекомбинантных ФП ЭГ1-ЭГ2, ЭГ2-КСИЛЕ 
и КСИЛЕ по отношению к МКЦ (отражающая уро-
вень целлобиогидролазной активности) уменьши-
лась в 3,8, 2,1 и 2,8 раза соответственно.

Та бл и ц а  2
Удельная активность лабораторных ферментных препаратов на различных субстратах
Specific activity of laboratory enzyme preparations toward to various substrates

Ферментный препарат
Субстраты, ед/мг белка*

КМЦ Ксилан МКЦ
В1-537, получен из штамма-реципиента В1-537 18,3±0,2 13,1±0,3 0,60±0,01

ЭГ1-ЭГ2, получен из штамма P. verruculosum-ЭГ1-ЭГ2 83,0±0,9 10,1±0,2 0,16±0,01
ЭГ2-КСИЛЕ, получен из штамма P. verruculosum-ЭГ2-КСИЛЕ 32,9±0,5 36,8±0,8 0,29±0,01

КСИЛЕ, получен из штамма P. verruculosum-КСИЛЕ 4,9±0,2 54,4±0,9 0,21±0,01

*Примечание: здесь и далее активности ферментных препаратов приведены в международных единицах; за 1 единицу активно-
сти принимают начальную скорость гидролиза субстрата, равную 1 мкмоль восстанавливающих сахаров (в глюкозном эквива-
ленте), образующихся за 1 мин при 50 oC и pH 5,0 (0,05 M Na-ацетатный буфер). Восстанавливающие сахара определяли методом 
Шомоди−Нельсона [24, 25]. Данные, характеризующие удельную активность по разным субстратам, взяты из нашей работы [16].
*Note: hereinafter, the activities of enzyme preparations are given in international units; one activity unit is defined as the initial rate 
of hydrolysis of the substrate, equal to 1 micromole of reducing sugars (in glucose equivalent), released in 1 min at 50 °C and pH 5.0 
(0.05 M Na-acetate buffer). Reducing sugars are determined by the Shomogy-Nelson method [24, 25]. The data characterizing the 
specific activity for different substrates were taken from our work [16].
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Компонентный состав сухих ФП  приведен 
в табл. 3. Образец ФП, полученный с помощью ре-
ципиентного штамма, содержал значительное ко-
личество экзодеполимераз ЦБГ1  и Ц БГ2  — 60% 
от  общего белка ФП. Эти ферменты важны для 
осуществления глубокой деструкции целлюло-
зы до растворимых сахаров, однако не играют за-
метной роли с  точки зрения кормового примене-
ния, так как не  приводят к  заметному уменьше-
нию вязкости НПС  [25, 26]. В  рекомбинантных 
ФП  содержание эндодеполимераз, разрушаю-
щих НПС (эндо-β-1,4-глюканаз и  эндо-β-1,4-кси-
ланазы), существенно увеличилось  — общее со-
держание ЭГ  в  ФП  ЭГ1-ЭГ2  выросло до  78%, 
в  ЭГ2-КСИЛЕ  — до  21% (общее содержание 
ЭГ  в  контрольном ФП  составляло 12%). Содер-
жание КСИЛЕ в  ФП  ЭГ2-КСИЛЕ и  КСИЛЕ уве-
личилось до 42 и 32% соответственно (по сравне-
нию с 3% в контрольном ФП). Содержание эндо-
деполимераз в  рекомбинантных ФП  увеличилось, 
однако содержание ЦБГ1  при этом уменьшилось 
(до 8‒26%) [27]. В целом, изменение состава ФП хо-
рошо коррелирует с изменением их специфической 
активности: увеличение содержания ЭГ  приводи-
ло к  повышению удельной КМЦазной активно-
сти, увеличение содержания КСИЛЕ — к повыше-
нию удельной ксиланазной активности, а уменьше-
ние содержания целлобиогидролаз — к снижению 
удельной активности по отношению к МКЦ.

Новые ФП  проявляют эндоглюканазную 
и  ксиланазную активность в  широком диапазоне 
рН и температуры, в том числе при физиологическом 
значении этих параметров (рН 3 и 7 и 37‒38 °С), ха-
рактеризуются высокой стабильностью эндодепо-
лимераз при воздействии пищеварительных про-
теаз (пепсина и  трипсина), а  также их  высокой 
стабильностью в условиях гранулирования комби-
кормов (80 °С). Важно, что белковые ингибиторы 
ксиланаз из злаков не влияют на ферментативную 
активность ксиланазы новых ФП [16, 25].

Опытные партии ФП, полученных с помощью 
штаммов-продуцентов ЭГ1  и  ЭГ2 («Агроцелл 
Плюс», Свидетельство о  Государственной реги-
страции кормовой добавки для животных ПВР-
2-22.19/03489 от 27.06.2019), КСИЛЕ («Агроксил 
Плюс», Свидетельство о  Государственной реги-
страции кормовой добавки для животных ПВР-2-
9.19/03465 от 26.03.2019) и ЭГ2 и КСИЛЕ («Агрок-
сил Премиум», Свидетельство о  Государствен-
ной регистрации кормовой добавки для животных 
ПВР-2-22.19/03490 от 27.06.2019) выпускают в на-
стоящее время на заводе по производству фермен-
тов «Агрофермент» (Россия) и  применяют для 
кормления цыплят-бройлеров и поросят [28, 29].

К  ферментам, способным гидролизовать 
различные β-глюканы, помимо эндо-β-1,4-глю-
каназ (КФ  3.2.1.4), относятся эндо-β1,3-глю-
каназы (ламинариназы, ЛАМ, К.Ф.3.2.1.39). 
Эндо-β1,4-глюканазы гидролизуют β-1,4/β-
1,3-глюканы злаков по  β-1,4-глюкозидным свя-
зям, тогда как ЛАМ расщепляют β-глюканы 
по  β-1,3-глюкозидным связям. Таким образом, 
создание штаммов, способных к продукции как 
эндо-β1,4-, так и  эндо-β1,3-глюканаз позволя-
ет получить ФП, способные к максимально эф-
фективной деструкции β-глюканов различно-
го состава, входящих в  состав НПС. Ранее при 
одновременной трансформации реципиентного 
штамма P. verruculosum В1-537 (ΔniaD) плазми-
дами, несущими гены гомологичной ЭГ2 и ЛАМ 
(GH16, 31 кДа, pI 4,1) M. thermophila нами был 
получен рекомбинантный продуцент, секретиру-
ющий эти оба фермента  [30]. При культивиро-
вании в лабораторных ферментерах полученно-
го штамма P. verruculosum-ЭГ2-ЛАМ в КЖ об-
разуется до  850  ед/мл  эндо-β1,4-глюканазной 
(КМЦазной) и  около 250  ед./мл  эндо-β1,3-глю-
каназной (ламинариназной) активности. Этот 
штамм характеризуется высоким уровнем экс-
прессии генов целевых ферментов — содержание 

Та бл и ц а  3
Компонентный состав лабораторных ферментных препаратов
Component composition of laboratory enzyme preparations

Ферментный препарат
Содержание ферментов, % от общего белка

ЦБГ ЭГ1 ЭГ2 КСИЛЕ Другие белки
P. verruculosum В1-537 (контроль) 60 12* 3 25

ЭГ1-ЭГ2 8 51 17 — 24
ЭГ2-КСИЛЕ 23 — 21 32 24

КСИЛЕ 26 — 2 42 30

*Примечание: указано общее содержание ЭГ. Данные взяты из нашей работы [16].
*Note: the total content of EG is indicated. Data are from our publication [16].
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ЭГ2 и ЛАМ в составе ФП, полученных при его 
использовании, составляет примерно 20  и  40% 
от общего пула белка.

Данные, характеризующие субстратную 
специфичность гомогенных рекомбинантных 
ЭГ2 и ЛАМ (значения удельных активностей этих 
ферментов по отношению к различным субстра-
там) приведены в  табл. 4  [30]. Рекомбинантная 
ЭГ2  обладает одинаковой активностью по  отно-
шению к КМЦ и β-глюкану ячменя (что было ха-
рактерно и для фермента дикого типа [30]) и, кро-
ме того, проявляет высокую гидролитическую 
активность к лихенану. Рекомбинантная ЛАМ эф-
фективно расщепляет β-глюкан, ламинарин, лихе-
нан и курдлан, но не КМЦ. Следует отметить, что 
оба фермента не активны по отношению к ксила-
ну, МКЦ и п-нитрофенил-β-D-глюкозиду (пНФГ).

Отметим, что при исчерпывающем гидролизе 
β-глюкана и ламинарина под действием ЭГ2 или 
ЛАМ образуется ряд олигосахаридов со степенью 
полимеризации до 10. Следовательно, эти фермен-
ты можно использовать для получения глюкан- 
олигосахаридов в производстве пребиотиков [31].

Фитаты (соли D-мио-инозитол-1,2,3.4,5,6-гек-
сакисфосфорной кислоты) являются запасным 
соединением фосфора в  семенах высших рас-
тений. Содержание фитина в  зерне колеблет-
ся от  0,4  до  3,2%; фосфор фитина составля-
ет 60‒88% от  общего содержания фосфора зер-
на [32]. Из-за очень низкой фитазной активности 
в пищеварительном тракте животных и птиц эта 
форма фосфора является недоступной для мо-
ногастричных животных. В  результате основ-
ная часть фосфора (50‒70%), входящего в состав 
кормов растительного происхождения, не  усва-
ивается организмом животных. Кроме того, фи-
тиновая кислота связывается с ионами Ca2+, Zn2+, 
Cu2+, Mg2+, Fe2+, Fe3+, с белками, крахмалом и ли-
пидами, образуя малорастворимые соединения, 

что значительно снижает питательную ценность 
кормов. Фитаза (мио-инозитолгексакисфос-
фат-3(6)-фосфогидролаза, КФ  3.1.3.8  и  3.1.3.26) 
гидролизует фитаты до  неорганического фосфа-
та и мио-инозитола и широко используется в ка-
честве кормовой добавки для повышения пище-
вой ценности кормов [33].

Нами получен штамм P. verruculosum 
ФИТА  — продуцент гетерологичной фитазы 
А Aspergillus niger (фитаза-3, 63 кДа, pI 4,2), ко-
торый при культивировании в лабораторных фер-
ментерах, а  также в  промышленных ферменте-
рах завода «Агрофермент», эффективно экспрес-
сировал и секретировал в КЖ фитазу А, позволяя 
получать высокие уровни фитазной активности 
в  КЖ  (несколько тысяч ед/мл). Содержание фи-
тазы в  ФП  ФИТА составляло 40‒50% от  обще-
го белка. Фитаза А  проявляет активность в  ши-
роких диапазонах рН  (от  2  до  7) и  температуры 
(25‒75 °С), оптимальные значения рН составляют 
4,0‒5,5, температуры — 50‒55 °С. Фермент харак-
теризуется относительно высокой термостабиль-
ностью и  сохраняет 50% активности после про-
гревания при температуре 80 °С в течение 5 мин 
(неопубликованные данные).

Раффиноза и стахиоза, присутствующие в сое 
и других бобовых, используемых в качестве ком-
понентов кормов животных и  птицы, практиче-
ски не  усваиваются организмом животных (соя 
содержит до  6% галактоолигосахаридов). Га-
лактоолигосахариды сбраживаются микрофло-
рой кишечника, что приводит к  образованию 
газов и  диарее. Решить эти проблемы позво-
ляет использование ФП, содержащих α-галак-
тозидазу  [34]. α-Галактозидаза (КФ  3.2.1.22) ка-
тализируют гидролиз концевых невосстанавли-
вающих α-D-галактозидных связей природных 
галактоолигосахаридов, галактоманнанов, галак-
толипидов, а  также синтетических субстратов. 

Та бл и ц а  4
Удельная активность гомогенных рекомбинантных ЭГ и ЛАМ по отношению к различным субстратам
Specific activity of homogeneous recombinant EG and LAM towards different substrates

Субстрат
Ферменты, ед/мг*

ЭГ2 ЛАМ
β-глюкан ячменя 75±2 54,0±0,4

КМЦ 76±1 0
Ламинарин 0 15,2±0,4

Лихенан 94±3 56±1
Курдлан 0 5,3±0,2

*Примечание: реакцию проводили при 50 ⁰С, рН 5,0. Данные взяты из нашей работы [30].
*Note: reaction was carried out at 50 ⁰С and pH 5.0. Data are from our publication [30].
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Наибольший практический интерес представля-
ют α-галактозидазы, способные эффективно ги-
дролизовать галактоолигосахариды. Это обу-
словлено тем, что именно раффинозу и стахиозу 
необходимо удалять из соевых продуктов, чтобы 
увеличить их питательную ценность.

В  результате трансформации реципиентного 
штамма P. verruculosum B1-537 (ΔniaD) плазмидой, 
содержащей гетерологичный ген aglC α-галакто-
зидазы С  (АГЛС, GH36, 80  кДа, pI  4,8) A. niger, 
нами был создан высокоактивный штамм-проду-
цент α-галактозидазы С P. verruculosum-АГЛС (не-
опубликованные данные). При культивировании 
в лабораторных ферментерах этот штамм секрети-
ровал в 1 мл КЖ около 28 000 единиц α-галактози-
дазной активности (в качестве субстрата исполь-
зовали п-нитрофенил-α-D-галактопиранозид). Су-
хой ФП, полученный с  использованием штамма 
P. verruculosum-АГЛС, обладал α-галактозидазной 
активностью, равной нескольким миллионам ед/г, 
и  содержал 39‒40% АГЛС от  общего пула белка 
(при содержании ЦБГ1 13‒15%).

АГЛС эффективно гидролизовал раффинозу, 
стахиозу и  п-нитрофенил-α-D-галактопиранозид 
(соотношение активностей по этим субстратам со-
ставило 0,20:0,23:1,00), но не расщеплял галактозо-
содержащие полисахариды: галактоманнан, галак-
тан, арабиногалактан (неопубликованные данные).

Целлюлозно-бумажная промышленность
В  научной литературе широко обсуждается 

ферментативная модификация целлюлозных воло-
кон для регулирования вязкости целлюлозы, уско-
рения процесса размола технической целлюло-
зы и  улучшения ее  бумагообразующих свойств 
(см. обзор  [35]). Однако чрезмерное воздействие 
целлюлаз на  целлюлозное волокно может приве-
сти к снижению его прочности и связующей спо-
собности, что приводит к  уменьшению прочно-
сти бумаги [36‒38]. Традиционные коммерческие 
целлюлазные ФП  имеют высокое содержание 
целлобиогидролаз (60% и  выше от  общего пула 
белка  [14]), агрессивных по  отношению к  цел-
люлозному волокну и приводящих к его разруше-
нию. Основное позитивное влияние на целлюлоз-
ные волокна в процессе изготовления бумаги ока-
зывают эндоглюканазы [36, 38, 39]. В связи с этим 
логично использовать для обработки волокна, 
обогащенные эндоглюканазами ФП  с  уменьшен-
ным содержанием целлобиогидролаз. Для этой 
цели нами была выбрана ЭГ2, использованная 
выше для деструкции НПС. В  результате транс-
формации реципиентного штамма P. verruculosum 
B1-537 (ΔniaD) плазмидой, содержащей го-
мологичный ген egl2, создан высокоактивный 

штамм-продуцент P. verruculosum-ЭГ2, который 
при культивировании в  лабораторных ферменте-
рах секретировал в  1  мл  КЖ  1 900‒2 000  единиц 
КМЦазной активности [40].

Сообщалось, что ФП, полученный с использо-
ванием этого штамма (содержит около 60% ЭГ2), 
успешно применяется для биокаталитической мо-
дификации беленой сульфатной целлюлозы, пред-
назначенной для производства бумаги  [40]. По-
лученные с  помощью электронной микроскопии 
микрофотографии обработанных ФП  ЭГ2  цел-
люлозных волокон свидетельствуют о том, что ос-
новной эффект, вызываемый каталитическим дей-
ствием ЭГ2, заключается в  гидролитической де-
струкции поверхностных слоев целлюлозных 
волокон  [40]. Волокна целлюлозы, обработанных 
ФП ЭГ2, по сравнению с контролем (ФП, получен-
ный на  основе реципиентного штамма) обладают 
более развитой наружной поверхностью, в большей 
степени фибриллированы, характеризуются более 
высокой эрозией структуры волокон. Это приво-
дит к усилению гидратации волокон, что улучшает 
способность целлюлозы к размолу, а также увели-
чивает показатели прочности бумаги по сравнению 
с полученной из исходной целлюлозы.

Таким образом, ФП, обогащенный ЭГ2, отли-
чается высокой специфичностью биокаталическо-
го действия на волокно целлюлозы, что проявля-
ется в улучшении ее бумагообразующих свойств.

Нефтедобыча
Для интенсификации добычи нефти и природ-

ного газа используют технологии гидроразрыва 
пласта (ГРП), в которых используют водные рас-
творы веществ, обладающих высокой вязкостью. 
Это природные полисахариды, в том числе галак-
томаннан (гуаровая камедь). Следует учесть, что 
вязкость бурового раствора непосредственно по-
сле реализации его функции и завершения опера-
ции ГРП должна быть уменьшена in  situ в ство-
ле скважины. Это означает, что галактоманнан 
необходимо расщепить до  низкомолекулярных 
сахаров, для чего в настоящее время применяют 
сильные окислители и  другие агрессивные ком-
поненты, которые оказывают негативное влияние 
на окружающую среду при попадании в открытые 
водоемы, грунтовые воды и отвалы на поверхно-
сти в  районе скважин. Чтобы обеспечить безо-
пасную для природы эксплуатацию скважин, для 
деструкции галактоманнана целесообразно при-
менять обработку эндодеполимеразами, умень-
шающими его вязкость [41].

Нами получен штамм P. verruculosum-
МАН  [42]  — продуцент гетерологичной эн-
до-β-1,4-маннаназы H. jecorina (КФ 3.2.1.78, GH5, 
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50  кДа, pI  4,5). При его культивировании в  лабо-
раторных ферментерах в  1  мл  КЖ  содержится 
1 200‒1 300 единиц маннаназной активности. Со-
держание МАН в ФП составляет около 60% от об-
щего пула белка  [42]. Этот фермент обладал ман-
нан-эндодеполимеразной активностью, приводя-
щей к  потере вязкости растворов субстрата, а  его 
действие на  галактоманнан сопровождалось обра-
зованием олигосахаридов. Гидролитическую ак-
тивность МАН регистрировали в  широком диа-
пазоне рН  (от 3 до 9,5) и  температуры (20‒90 °С) 
с оптимумом при рН 4,5‒7,5 и 60‒75 °С. Опытные 
партии ФП, полученных с использованием штамма 
P. verruculosum-МАН, уже прошли испытания как 
эффективные деструкторы галактоманнана в соста-
ве жидкостей для ГРП (неопубликованные данные).

Пищевая промышленность
Ферменты находят широкое применение в пи-

щевой промышленности, в  частности для произ-
водства соков и  вин. Профильные предприятия 
стремятся к быстрой переработке больших объемов 
фруктов и ягод, расширяя при этом сырьевую базу 
и пытаясь снизить затраты на производство соков 
с сохранением их качества, основными критериями 
которого являются органолептические показатели, 
а также высокий уровень экстрактивных веществ, 
что обеспечивает пищевую ценность соков  [43]. 
Достоинства готовых соков заключаются в их при-
влекательном внешнем виде, прозрачности, устой-
чивости при хранении, возможности их концентри-
рования без опасения желирования продукта.

Высокое содержание пектиновых ве-
ществ в  растительных клеточных стенках 
плодово-ягодных культур часто приводит к  за-
трудненности сокоотдачи. Так, при прессова-
нии винограда (содержание пектиновых веществ 
от 0,25 до 1%) можно получить 75% сусла от мас-
сы используемого сырья, а при отжиме слив (со-
держание пектиновых веществ от 3,5 до 8%) в тех 
же  условиях содержание извлекаемого сусла 
не  превышает 30%  [44, 45]. В  табл. 5  представ-
лено содержание пектиновых веществ в  плодах 

и ягодах, наиболее подверженных затрудненному 
прессованию и фильтрации при их обработке [44].

Для предобработки плодово-ягодного сырья 
используют различные методы: механическое воз-
действие, нагревание, вибрация и ультразвук, вре-
менное замораживание свежих плодов и ягод. Эти 
технологические приемы в определенной степени 
способствуют разрушению растительных клеточ-
ных стенок и позволяют получить больше сусла, 
но  связаны с  достаточно высокими энергетиче-
скими затратами или снижением качества конеч-
ного продукта [46]. В настоящее время наиболее 
перспективным направлением считается обработ-
ка плодово-ягодного сырья ферментами, позволя-
ющими максимально эффективно решить задачи 
интенсификации технологических процессов.

Коммерческие ФП, используемые для обра-
ботки пектинсодержащих материалов, в  пода-
вляющем большинстве случаев содержат высо-
кий процент пектолитических ферментов, но об-
ладают невысокой активностью по  отношению 
к целлюлозе и гемицеллюлозам. Другие коммер-
ческие ФП, предназначенные, например, для эф-
фективной биоконверсии растительного сырья, 
имеют высокую целлюллозолитическую и  геми-
целлюлозолитическую активность, но  низкий 
уровень пектолитической активности  [47]. Реци-
пиентный штамм P. verruculsum B1-537 (ΔniaD) 
секретирует комплекс целлюлаз, способных эф-
фективно гидролизовать целлюлозу, а также про-
являет ксиланазную активность, хотя в  экспрес-
сируемых им  ферментах нет расщепляющих 
пектины. На базе этого штамма мы создали проду-
центы пектиназ: пектинлиазы (ПЕЛ, КФ 4.2.2.10, 
GH1, 38  кДа, pI  6,7) Penicillium canescens и  эн-
до-1,4-α-полигалактуроназы (ПГ, КФ  3.2.1.15, 
GH67, 39 кДа, pI 5,1) Aspregillus niger, — а так-
же целлюлаз и ксиланаз для получения ФП, пред-
назначенных для гидролиза природных пектин-, 
целлюлозо- и  гемицеллюлозосодержащих суб-
стратов [48]. Реципиентный штамм трансформи-
ровали плазмидой, содержащей ген enpg, а также 
одновременно двумя плазмидами, содержащими 

Та бл и ц а  5
Содержание пектинов в плодово-ягодном сырье [44]
The content of pectins in fruit and berry raw materials [44]

Плодово-ягодное сырье Содержание пектинов, % Выход сока, %
Клубника 0,6‒0,9 40‒45

Калина 0,6‒0,76 50‒60
Шиповник, боярышник 2,0‒3,5 55‒60

Слива 3,5‒8,0 15‒30
Виноград 0,25‒1,0 70‒75
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гены pelА и enpg. В  результате сконструировали 
рекомбинантные штаммы P. verruculosum-ПГ  — 
продуцент ПГ  ‒ и  P. verruculosum-ПГ-ПЕЛ  — 
продуцент ПГ  и  ПЕЛ. При их  культивировании 
получили лабораторные ФП, активность которых 
по отношению к различным субстратам приведе-
на в табл. 6, а их состав — в табл. 7.

ФП, полученный с  помощью реципиент-
ного штамма P. verruculosum B1-537 (ΔniaD), 
практически не  проявлял ни  полигалактуроназ-
ной, ни  пектинлиазной активности, в  то  время 
как в  рекомбинантных ФП  их  регистрировали 
(табл. 6). Так, высокая пектинлиазная активность 
выявлена для ФП ПГ-ПЕЛ, а высокая полигалак-
туроназная  — для ФП  ПГ  и  ФП  ПГ-ПЕЛ. Цел-
лобиогидролазная активность новых ФП  (по  от-
ношению к  МКЦ) по  сравнению с  таковой для 
ФП из реципиентного штамма заметно снизилась, 
хотя оставалась на детектируемом уровне. Эндо-
глюканазная (по КМЦ) и ксиланазная активности 
в  рекомбинантных ФП  снизились по  сравнению 
с ФП из реципиентного штамма, но также сохра-
нялись на заметном уровне.

Содержание полигалактуроназы в  ФП  ПГ 
и ПГ-ПЕЛ составляло 4‒5% от общего пула бел-
ка, а  пектинлиазы в  ФП  ПГ-ПЕЛ было значи-
тельно выше  — 23% (табл. 7). Общее содержа-
ние ЦБГ в  рекомбинантных ФП  снизилось при-
мерно в 2 раза по сравнению с ФП, полученным 
из реципиентного штамма, что согласуется с по-
нижением удельной активности рекомбинантных 
ФП  по  отношению МКЦ (табл. 6). Кроме того, 
в ФП ПГ и ПГ-ПЕЛ наблюдали снижение содер-
жания ЭГ  и  ксиланазы, что также согласуется 
с понижением их удельных активностей по отно-
шению к соответствующим субстратам.

Оптимальный уровень активности ПЕЛ ре-
гистрировали при 45‒57 °С  и  рН  в  диапазо-
не 4,3‒6,4; для ПГ — 39‒50 °С и рН в интервале 
3,6‒4,7. Следует отметить, что оптимальные зна-
чения температуры и рН, как для ПЕЛ, так и для 
ПГ, находятся в диапазоне, характерном для гриб-
ных пектинлиаз и эндополигалактуроназ [49, 50].

Полученные рекомбинантные пектолити-
ческие (мультиферментные) ФП  были исполь-
зованы для получения соков высокого качества 

Та бл и ц а  6
Гидролитическая активность содержащих пектиназы ферментных препаратов на разных субстратах
Hydrolytic activity of  pectinase-containing enzyme preparations towards different substrates

Субстрат
Ферментативная активность, ед/мг

ФП
P. verruculosum В1-537

ФП
P. verruculosum-ПГ

ФП
P. verruculosum-ПГ-ПЕЛ

ПГК 52±1 16 300±200 17 300±200
Пектин цитрусовый 0 0 800±20

МКЦ 110±2 47±1 45±2
КМЦ 6 700±40 1 515±5 1 085

Ксилан березовый 7 000±100 2 070±20 2 315

Примечание: ПГК — полигалактуроновая кислота. Данные взяты из нашей работы [48].
Note: PGA — polygalacturonic acid. Data are from our publication [48].

Та бл и ц а  7
Содержание целевых рекомбинантных белков в различных ферментных препаратах
Content of target recombinant proteins in various enzyme preparations

Штамм, из которого 
получен ФП

Содержание целевого фермента, % от общего белка
ПГ ПЕЛ ИНУ ДЕК ЦБГ ЭГ КСИЛ Другие

P. verruculosum В1-537 — — — — 60 12 3 25
P. verruculosum-ПГ 4 0 — — 55 18 1 22
P. verruculosum-ПГ-ПЕЛ 5 23 — — 27 12 1 32
P. verruculosum-ИНУ — — 34 — 43 7 3 13
P. verruculosum-ДЕК — — — 30 30 8 2 30

Примечание: ПГ  — полигалактуроназа, ПЕЛ  — пектинлиаза, ИНУ  — экзоинулиназа, ДЕК  — декстраназа. Данные взяты 
из нашей работы [48].
Note: PG — polygalacturonase, PEL — pectin lyase, INU — exoinulinase, DEX — dextranase. Data are from our publication [48].
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из различных видов плодово-ягодного сырья (ка-
лины, шиповника, боярышника, клубники)  [51]. 
Наилучшие результаты показаны для ФП, в  со-
став которого входил фермент ПЕЛ: выход сусла 
из  калины возрос на  60‒70%, из  садовой клуб-
ники — на 200‒300%, из шиповника — на 50%, 
из боярышника — на 20‒30% по сравнению с вы-
ходом сусла из контрольных образцов, обработка 
которых ферментами не проводилась.

Применение ПЕЛ-содержащего ФП  позволи-
ло увеличить содержание аскорбиновой кисло-
ты и полифенольных веществ в соке шиповника 
и  боярышника, а  также повысить антиоксидант-
ную активность сока. Для шиповника наблюдали 
увеличение содержания сухих веществ в среднем 
в 1,7 раза, полифенольных соединений в 1,5 раза, 
антиоксидантной емкости в  1,7  раза по  сравне-
нию с контрольными образцами; для боярышни-
ка содержание сухих веществ возросло в 1,2 раза, 
аскорбиновой кислоты — в 3,8 раза, полифеноль-
ных соединений  — в  1,2  раза, антиоксидантная 
емкость повысилась в 4,3 раза [51].

Полученные результаты свидетельствуют 
о  высокой эффективности использования но-
вых ФП, в  состав которых входят пектолитиче-
ские, целлюлолитические и гемицеллюлолитиче-
ские ферменты, в технологии производства соков 
из различных видов плодово-ягодного сырья.

Новые ФП были также использованы для из-
готовления в  лабораторных условиях плодовых 
вин (из  рябины, черной смородины и  сливы), 
в технологию которых была включена стадия ма-
церации под действием ферментов [52, 53]. При-
менение новых ФП  позволило более полно рас-
крыть свойства, присущие различному плодово-
му сырью. Кроме того, удалось увеличить выход 
продукта из плодовой мезги и получить легко ос-
ветляемые вина с  меньшим содержанием лету-
чих кислот и повышенной интенсивностью окра-
ски. В ферментированном сусле было зафиксиро-
вано меньшее содержание взвесей по сравнению 
с контрольными образцами (без фермента), опыт-
ные образцы сусла отличались меньшей вязко-
стью. Ферментативная обработка мезги позволи-
ла улучшить органолептические характеристи-
ки плодовых вин — они были более ароматными 
и  с  более насыщенным вкусом по  сравнению 
с контрольными образцами [53, 54].

В исследованиях по токсикологическим и ал-
лергизующим свойствам неочищенных рекомби-
нантных пектолитических ФП  выявлено отсут-
ствие охратоксина А и наличие афлатоксина [55]. 
От  примеси последнего ФП  очищали ультра-
фильтрацией на патронах Vivaspin 500 (мембрана 
PES 5 000; Sartorius GmbH, ФРГ) и подтверждали 

отсутствие микотоксинов методом иммунофер-
ментного анализа. Следует отметить, что в образ-
це коммерческого ФП «Колор» (2045), использо-
ванного в  качестве контроля, были обнаружены 
микотоксины, что не  соответствует требовани-
ям Технического Регламента Таможенного Сою-
за ТР ТС 029/2012 «Требования безопасности пи-
щевых добавок, ароматизаторов и  технологиче-
ских вспомогательных средств» (http://docs.cntd.
ru/document/902359401).

Токсичность ФП определяли как 50%-ную ле-
тальную дозу для крыс; этот показатель оказал-
ся выше 5 г/кг массы животного, ФП не оказывал 
негативного влияния на эпителий тонкого кишеч-
ника и компонентный состав крови крыс по срав-
нению с контрольными группами животных. Ал-
лергизующие свойства ФП  анализировали так-
же на  крысиной модели при внутрижелудочном 
введении пектолитических ФП в течение 42 сут. 
У  животных не  выявили признаков аллергиче-
ских реакций [55].

Переработка сельскохозяйственных растений 
с  целью получения разнообразных продуктов, 
в  частности физиологически ценных полимеров 
(инулин и  другие)  — одно из  важных направле-
ний этой отрасли. В этом отношении особого вни-
мания заслуживает многолетнее растение топи-
намбур (Heliantnus tuberosus), которое благодаря 
уникальному составу биополимеров становится 
популярнейшей сырьевой культурой в  пищевой 
промышленности не  только России, но  других 
стран. Топинамбур мало подвержен болезням, 
требует минимального ухода, не  боится засухи 
и холода, а  также может произрастать практиче-
ски на любых почвах [56].

Весьма ценным компонентом клубней и  сте-
блей топинамбура, представляющим интерес для 
биотехнологии, является полисахарид инулин 
(β-2,1-полифруктан), у  которого на  невосстанав-
ливающем конце полимерной молекулы находит-
ся остаток глюкопиранозы. Содержание инули-
на в клубнях топинамбура достигает 80% по су-
хому веществу [57]. Источниками инулина могут 
служить также цикорий, агава, артишок, девясил, 
якон и  другие цветковые растения. Инулин яв-
ляется сырьем для производства широкого круга 
биотехнологически важных продуктов, таких как 
кристаллическая фруктоза, фруктозный сироп, 
фруктоолигосахариды, лимонная, молочная и фу-
маровая кислоты, а также биотопливо (биоэтанол, 
биобутанол) [58].

Важнейший этап переработки инулина в  по-
лезные продукты — гидролитическая конвертация 
в моносахариды (фруктозу и глюкозу) под действи-
ем экзоинулиназы (фруктан-β-(2,1)-фруктозидаза, 
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КФ  3.2.1.80), гидролизующей по  процессивному 
механизму концевые β-2,1-фруктозидные связи 
инулина и сахарозы [59].

Ранее в  результате трансформации реципи-
ентного штамма P. verruculosum B1-537 (ΔniaD) 
плазмидой, содержащей гетерологичный ген эк-
зоинулиназы-1 (inu1) Aspergillus awamori (ИНУ, 
GH32, 60  кДа, pI  4,3), нами был создан высоко-
активный штамм-продуцент экзоинулиназы P. 
verruculosum-ИНУ  [60]. При культивировании 
в лабораторных ферментерах активность экзоину-
линазы превышала 2 500 ед/мл КЖ. В сухом ФП, 
полученном с использованием этого штамма, ину-
линазная активность составила 38 700  ед/г  (са-
харазная активность была идентичной), а  содер-
жание рекомбинантной экзоинулиназы  — 34% 
от общего белка (табл. 7).

Гомогенная экзоинулиназа была наиболее ак-
тивна по отношению к инулинам агавы, а к ину-
линам артишока и топинамбура (молекулы с ма-
лоразветвленной структурой) ее активность была 
соответственно в  3  и  4  раза ниже (табл. 8). Эк-
зоинулиназа гидролизует и  олигосахариды, со-
держащие остаток фруктозы на  невосстанав-
ливающем конце. Ферментативная активность 
экзоинулиназы снижалась при увеличении сте-
пени полимеризации олигосахарида (в  ряду 
раффиноза→стахиоза) [61].

Возможности практического применение 
ФП  экзоинулиназы можно продемонстрировать 
на  примере получения глюкозы и  фруктозы при 
гидролизе клубней топинамбура [61]. Измельчен-
ные на лабораторной мельнице клубни топинамбу-
ра в  концентрации 100  г/л  (в  расчете на  сухое 

вещество) инкубировали с ФП ИНУ (0,5 ед/г сухо-
го субстрата) при рН около 6 (водопроводная вода) 
и  50 °С  в  течение 3  ч. Полный гидролизат был 
представлен фруктозой и  глюкозой в  соотноше-
нии примерно 3:1. Отметим, что инкубация того 
же препарата корней топинамбура с ФП, получен-
ным с  использованием реципиентного штамма, 
не приводила к образованию фруктозы и глюкозы.

Декстраназa (α1,6-D-глюкан-6-глюканогидро-
лаза, КФ 3.2.1.11) — фермент, катализирующий ги-
дролиз α1,6-гликозидных связей декстранов. Ос-
новными продуктами реакции ферментативного 
гидролиза декстранов являются изомальтотриоза, 
изомальтоза и глюкоза. Декстраназа находит при-
менение в пищевой промышленности для синтеза 
изомальтоолигосахаридов, принадлежащих к груп-
пе пребиотиков. Одним из  наиболее перспектив-
ных направлений использования декстраназ счи-
тается сахарное производство  — для деполиме-
ризации декстранов, продуцируемых бактерией 
Leuconostoc sp. на поверхности производственного 
сырья (свекла, сахарный тростник). Помимо пище-
вой промышленности декстраназа нашла примене-
ние в медицинской отрасли, в том числе для полу-
чения кровезаменителей, а также в процессах раз-
ложения бактериальных декстрановых отложений 
(пленок) на зубной эмали [62].

На базе реципиентного штамма P. verruculsum 
B1-537 (ΔniaD) создан высокоактивный 
штамм-продуцент гетерологичной декстрана-
зы А  (ДЕК, GH49, 60  кДа, pI  4,55) Penicillium 
funiculosum  [63]. При культивировании в  лабо-
раторных ферментерах штамм P. verruculosum-
ДЕК секретировал в 1 мл КЖ более 27 000 единиц 
декстраназной активности. В пересчете на сухой 
вес декстраназная активность ФП  ДЕК состави-
ла 430 000 ед/г при содержании рекомбинантной 
декстраназы ~30% от общего белка (табл. 7).

Рекомбинантная декстраназа выделена в  го-
могенном виде  [63], а  ее  субстратная специфич-
ность к ряду различных природных и синтетиче-
ских углеводов представлена в табл. 9. Показано, 
что фермент эффективно гидролизует декстраны 
разной молекулярной массы, хотя несколько луч-
ше низкомолекулярный. Интересно, что фермент 
гидролизовал и  не  растворимые в  воде попереч-
носшитые декстраны  — Сефадексы G50‒G200, 
но не G25 (скорее всего, мелкие поры препятству-
ют проникновению фермента внутрь носителя).

На  ранних стадиях ферментативной реак-
ции (10 мин) при минимальных дозировках фер-
мента (2,5 ед/мл реакционной смеси) основными 
продуктами гидролиза декстрана были изомаль-
тоолигосахариды со  степенью полимеризации 
2‒16. При увеличении концентрации декстраназы 

Та бл и ц а  8
Удельная активнось экзоинулиназы на разных 
субстратах
Specific activity of exoinulinase towards different 
substrates

Источник инулина Удельная активность, 
ед/мг

Агава 325
Цикорий 90
Артишок 10
Георгин 70
Топинамбур 80
Сахароза (Glc-Fru) 80
Раффиноза (Gal-Glc-Fru) 495
Стахиоза (Gal2-Glc-Fru) 180

Примечание: данные взяты из нашей работы [61].
Note: data are from our publication [61].
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(5‒10 ед/мл) выход изомальтозы и изомальтооли-
госахаридов резко увеличивался. При исчерпыва-
ющем гидролизе (24‒48 ч) изомальтоза и глюко-
за превалировали в продуктах реакции, в то вре-
мя как изомальтоолигосахариды детектировали 
в следовых количествах. Таким образом, варьируя 
дозировку фермента и время реакции, из декстра-
на можно получать либо изомальтоолигосахари-
ды, либо изомальтозу  — продукты с  пребиоти-
ческими свойствами, которые могут найти при-
менение в  фармацевтической и/или в  пищевой 
промышленности [63].

Охрана окружающей среды
Как уже отмечалось, мицелиальные грибы за-

нимают лидирующую позицию в качестве объек-
тов биотехнологического производства благодаря 
высокой продуктивности при глубинном культи-
вировании на дешевых производственных средах 
и способности к синтезу широкого круга метабо-
литов, таких как ферменты, антибиотики, витами-
ны и органические кислоты. В качестве промыш-
ленных продуцентов наиболее часто использу-
ют грибы родов Aspergillus, Penicillum и Hipocrea. 
В процессе ферментации в качестве отхода образу-
ется большое количество грибного мицелия — на-
пример, в результате производства лимонной кис-
лоты на основе штамма A. niger в мире образуется 
до 0,34 млн т мицелия в год [64]. Лишь небольшой 
процент бимассы мицелия идет на корм скоту, что 
обусловлено ограниченной питательной ценно-
стью продукта и  связано с  тем, что клетки гри-
бов имеют прочную клеточную стенку, не доступ-
ную для действия пищеварительных ферментов. 

Грибная биомасса не подлежит длительному хра-
нению и  является источником загрязнения окру-
жающей среды; наиболее распространенным спо-
собом ее утилизации является сжигание [64, 65].

Клеточная стенка мицелиальных грибов со-
стоят из  гликопротеинов и  полисахаридов, глав-
ным образом глюканов и  хитина  [66]. Глюка-
ны являются основным структурным полиса-
харидом клеточной стенки (примерно 50‒60% 
по сухой массе). От 65 до 90% глюканов прихо-
дится на  долю β1,3-глюкана, к  которому кова-
лентно присоединены другие компоненты клеточ-
ной стенки. В разных грибах обнаружены также 
β1,6-глюкан, смесь β1,3/β1,4-глюканов, а  также 
α1,3- и α1,4-глюканы [66, 67].

Хитин, линейный полимер β1,4-N-аце-
тил-D-глюкозамина, также относится к структур-
но важным компонентам клеточной стенки гри-
бов. Полимерные молекулы хитина соединены 
между собой множественными водородными свя-
зями, которые образуют микрофибрилы высокой 
степени кристалличности и  высокой прочности. 
Хитин вместе с глюканами формирует скелет кле-
точной стенки [67].

В  клеточных стенках мицелиальных грибов 
в той или иной форме содержатся также полиме-
ры β-D-маннозы (маннаны, галактоманнаны, кси-
ломаннаны и глюкурономаннаны). Например у A. 
fumigatus галактоманан является важнейшим ком-
понентом клеточной стенки и связан ковалентно 
с  глюканами  [66]. Cоотношение хитина, глюка-
нов и маннанов может меняться для разных родов 
и видов грибов, а также зависеть от состава среды 
культивирования [67].

Та бл и ц а  9
Удельная активность гомогенной рекомбинантной декстраназы А по отношению к различным субстратам
Specific activity of homogeneous recombinant dextranase A towards various substrates

Источник декстрана Тип связи Удельная активность*, ед./мг
Декстран 20 кДа α1,6 1 340±50
Декстран 70 кДа α1,6 1 210±40
Декстран 500 кДа α1,6 1 030±35
Инулин топинамбура β2,1 0
Крахмал картофельный α1,4 0
Сахароза α1,2 0
Сефадекс G25 α1,6 0
Сефадекс G50 α1,6 40±3
Сефадекс G75 α1,6 40±3
Сефадекс G150 α1,6 505±25
Сефадекс G200 α1,6 778±28

Примечание: данные взяты из нашей работы [63].
Note: data are from our publication [63].
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Хитин-глюкановый комплекс мицелиальных 
грибов имеет большой потенциал для применения 
в медицине, пищевой и косметической промыш-
ленности, может быть использован в  качестве 
сорбента, из него могут быть получены водорас-
творимые олигосахариды, обладающие иммуно-
стимулирующими свойствами и  антимикробной 
активностью [68‒70]. Существующие физико-хи-
мические методы выделения хитин-глюканового 
комплекса из мицелия обладают определенными 
недостатками — в этом трудоемком процессе ис-
пользуются концентрированные кислоты и щело-
чи, что приводит к потере полезных свойств про-
дукта и высокой себестоимости [70].

Весьма перспективным с нашей точки зрения 
представляется способ ферментативной деструк-
ции полисахаридов клеточной стенки мицелиаль-
ных грибов, который позволяет осуществить эко-
логически и экономически оправданный процесс 
переработки биомассы грибного мицелия как от-
хода микробиологической промышленности с по-
лучением биологически ценных компонентов 
в легкоусвояемой форме.

На  основе реципиентного штамма P. 
verruculsum B1-537 (ΔniaD) нами созданы высоко-
активные штаммы-продуценты ферментов, разру-
шающих полисахариды клеточной стенки мицели-
альных грибов. Это штамм P. verruculsum-ХИТ — 
продуцент эндо-β1,4-хитиназы Myceliophtora 
thermopila (КФ  3.2.1.14, GH18, 46  кДа), а  также 
штаммы-продуценты эндо-β-1,3-глюканазы (ла-
минариназы) и  эндо-β1,4-маннаназы (информа-
ция о  получении индивидуальных продуцентов 
и свойствах последних двух ферментов приведена 
выше). Cодержание ХИТ в ФП, полученном в ла-
бораторном ферментере, составляет 30% от обще-
го белка; выше отмечалось, что содержание ЛАМ 
и МАН в соответствующих лабораторных ФП со-
ставило 40 и 60% соответственно. Активность со-
ответствующих ФП по отношению к различным 
субстратам приведена в табл. 10.

Для ферментативной деструкции клеточной 
стенки микроскопических грибов использовали 

индивидуальные ФП ХИТ, ЛАМ и МАН, прояв-
ляющие активность по отношению к различным 
полисахаридам, входящих в  состав клеточной 
стенки грибов, а также смеси этих ФП. Для про-
ведения деструкции биомассы грибов использо-
вали 10 мг белка ФП на 1 г сырой биомассы [71].

На  рис.  1  приведены данные, характеризу-
ющие остаточной объем осадка биомассы гри-
бов P. verruculosum и A. awamori после 24 ч об-
работки различными ФП. Объем биомассы ми-
целия P. verruculosum под действием ФП  ЛАМ 
уменьшился в 1,8 раз по сравнению с образцом 
без добавления ФП, обработка мицелия этого 
гриба ФП Х ИТ не  приводила к  существенному 
уменьшению объема биомассы. Напротив, в слу-
чае гриба A. awamori обработка ФП Х ИТ при-
водила к 2,7-кратному уменьшению объема био-
массы мицелия, тогда как обработка ФП  ЛАМ 
была менее эффективной. Это свидетельствует 
о том, что преобладающим компонентом клеточ-
ной стенки P. verruculosum является 1,3-глюкан, 
а в случае A. awamori — хитин.

Использование смесевого ФП ЛАМ+ХИТ, об-
ладающего как эндо-β1,3-глюканазной, так и эн-
до-β1,4-хитиназной активностью, для деструкции 
мицелия обоих штаммов привело к уменьшению 
остаточного объема их  осадков приблизитель-
но в  2  раза. Препарат МАН не  оказывал значи-
тельного влияния на  изменение объема осадка 
при гидролизе мицелия обоих грибов. Однако 
использование смесевого ФП  ЛАМ+ХИТ+МАН 
позволило дополнительной снизить объем осад-
ка мицелия до 47% для P. verruculosum и до 30% 
для A. awamori. Контрольный ФП, полученный 
с использованием реципентного штамма B1-537 
(ΔniaD), обладает целлюлолитической активно-
стью, но это никак не влияло на объем биомассы 
мицелия обоих штаммов.

Данные, полученные с  помощью анализа 
остаточного объема осадака мицелия, подтверж-
дены результататами микроскопии, представлен-
ными на  рис.  2  [71]. Как видно, наиболее пол-
ная деструкция клеточных стенок обеих культур 

Та бл и ц а  1 0
Гидролитическая активность ферментных препаратов по отношению к различным полисахаридам, вхо-
дящим в состав клеточной стенки грибов
Hydrolytic activity of enzyme preparations towards various polysaccharides of the fungi cell wall

Источник 
полисахарида

Ферментативная активность ферментных препаратов, ед/г
МАН ЛАМ ХИТ ЛАМ+ХИТ ЛАМ+ХИТ+МАН

Ламинарин — 12 000±600 — 6 080±130 6 080±130
Галактоманнан 9 760±250 — — —

Хитин краба — — 147±10 75±7
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достигалась при одновременном использовании 
трех ферментов: ЛАМ+ХИТ+МАН.

На  основании приведенных данных мож-
но говорить о  перспективности использования 
ФП, содержащих ферменты, гидролизующие 
полисахариды клеточной стенки мицелиальных 
грибов, для биоконверсии отходов микробиоло-
гической промышленности. Очевидно, что для 
получения наиболее эффективного деструкто-
ра клеточных стенок мицелиальных грибов тре-
буется препарат, содержащий в  своем соста-
ве эндо-β-1,3-глюканазну, эндо-β1,4-хитиназу 
и эндо-β-1,4-маннаназу.

В  заключение можно отметить следую-
щее. Особенностью реципиентного штамма P. 
verruculosum В1-537 (ΔniaD) является собствен-
ный базовый комплекс внеклеточных целлюлаз 
(состоящий преимущественно из  целлобиоги-
дролаз и  эндоглюканаз). Реципиентный штамм 
P. verruculosum обладает высокой секреторной 
способностью (до  60  г/л  внеклеточного белка). 
Штамм является ауксотрофом с дефектом в гене 
niaD, кодирующем нитратредуктазу, что исполь-
зуется в  качестве селекционного признака при 

скрининге рекомбинантных штаммов. У  реци-
пиентного штамма снижена глюкозная катабо-
литная репрессия, что дает возможность куль-
тивировать его, используя глюкозу в составе пи-
тательной среды, а также в режиме с подпиткой 
глюкозой; биосинтез ферментов этого штамма 
индуцируется целлюлозой.

Экспрессионная система на  базе гриба P. 
verruculosum позволяет эффективно использо-
вать векторы, представляющие собой плазмиды 
или линейные молекулы ДНК, содержащие це-
левые гетерологичные или гомологичные гены, 
функционально связанные с промотором и тер-
минатором «сильного» промотора гена cbh1, 
индуцируемого целлюлозой; причем генетиче-
скую трансформацию реципиентного штамма 
можно осуществлять одновременно несколь-
кими векторными конструкциями. Как отме-
чалось, рекомбинантные штаммы-продуценты 
отличаются высокой продуктивностью целе-
вых ферментов, а  полученные с  их  помощью 
ФП  могут содержать до  70% целевых фермен-
тов (как правило, 30‒60%) от  общего пула се-
кретируемого внеклеточного белка.
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Рис. 1. Остаточный объем осадка мицелия по-
сле 24-часовой обработки биомассы штам-
мов P. verruculosum и A. awamori ферментны-
ми препаратами: 1  — контроль без ФП, 2  — 
ЛАМ, 3 — ХИТ, 4 — МАН, 5 — ЛАМ+ХИТ, 
6  — ЛАМ+ХИТ+МАН, 7  — ФП  из  реципи-
ентного штамма B1-537 (ΔniaD). Рисунок взят 
из работы [71].

Fig. 1. Residual volume of  mycelium sediment 
after the 24-h  treatment of  P. verruculosum 
and A. awamori biomass with various enzyme 
preparations: 1 — control without AF, 2 — LAM, 
3  — HIT, 4  — MAN, 5  — LAM+HIT, 6  — 
LAM+HIT+MAN, 7  — recipient B1-537  strain 
(ΔniaD). The data are from our publication [71].
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Рис. 2. Мицелий штаммов P. verruculosum (а) и A. awamori (b) после 24-часовой обработки ферментными препарата-
ми: 1 — контроль без ФП, 2 — ЛАМ, 3 — ХИТ, 4 — МАН, 5 — ЛАМ+ХИТ, 6 — ЛАМ+ХИТ+МАН, 7 — реципиентный 
штамм B1-537 (ΔniaD). Изображения получены на микроскопе Nikon Eclipse Ci. Приведены данные из нашей работы [71].

Fig. 2. Mycelium of  P. verruculosum (a) and A. awamori (b) strains after 24  hours of  treatment with enzyme 
preparations: 1 — control (without enzymes), 2 — LAM, 3 — HIT, 4 — MAN, 5 — LAM+HIT, 6 — LAM+HIT+MAN, 
7 — recipient B1‑537 strain (ΔniaD). The images are obtained with a use of Nikon Eclipse Ci microscope. The data are 
from our publication [71].
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С помощью системы экспрессии на базе гриба 
P. verruculosum получены продуценты ряда про-
мышленно важных ферментов, таких как эндоглю-
каназы, β-глюканазы, ксиланазы, маннаназы, фи-
тазы, α-галактозидазы, пектинлиазы, полигалак-
туроназы, экзоинулиназы, декстраназы, хитиназы.
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Absract–The review provides the data on the creation of highly active recombinant strains producers 
of a wide range of enzymes for various fields of industry and agriculture using the expression system 
of  the Penicillium verruculosum filamentous fungus: endoglucanases, β-glucanases, xylanases, 
mannanases, phytases, α-galactosidases, pectin lyases, polygalacturonases, dextranases, exo-inulinases 
and chitinases. The recipient strain, P. verruculosum B1-537(ΔniaD), has a  high secretory capacity 
(up  to 60 g/L of extracellular protein in  the culture liquid), and the recombinant producer strains are 
characterized by high productivity of target enzymes. The obtained enzyme preparations contain, as a rule, 
30–70% of the target recombinant enzymes (in some cases, up to 80%) of the total protein pool. The 
P. verruculosum expression system makes it easy to transform expression constructs containing target 
heterologous or homologous genes, functionally linked to  the promoter and terminator of  the strong 
inducible promoter of the cellobiohydrolase-1 (cbh1) gene, and the genetic transformation of the recipient 
strain can be carried out simultaneously using several vector constructs. The incorporation of  target 
genes into the chromosome of the recipient strain is an integrative process, and the foreign recombinant 
proteins encoded by them are not subjected to proteolysis. The technique of primary selection of positive 
transformants on agar media, as well as secondary selection during their cultivation in shaking flasks and 
fermenters, is simple and reliable in use, partly owing to standardized parameters: the nutrient composition 
of  the fermentation medium and the culturing conditions of  recombinant strains producing various 
target enzymes. The time spent on creating a producer of the target enzyme, from setting the problem 
to obtaining a recombinant strain, takes from 3 to 6 months. It is important to emphasize that recombinant 
P. verruculosum strains are successfully used in industrial processes as producers of various target enzymes.
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