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Показано, что для эффективного гидролиза свекловичного жома (СЖ) необходимо присутствие
целлобиогидролазы, β-глюкозидазы, эндо-глюканазы, арабиноксилан-арабинофурангидролазы,
пектинлиазы, полигалактуроназы. Подобраны оптимальные мультиферментные смеси, включаю-
щие эти ферменты, а также дополнительно эндо- или экзо-арабиназы, эндо-галактаназу, β-ксило-
зидазу, эндо-ксиланазу и/или α-арабинофуранозидазу, которые обеспечивали степень гидролиза
СЖ по выходу восстанавливающих сахаров (ВС) 61–68%, по выходу арабинозы – 94%, глюкозы –
63–79%. Мультиферментная композиция из сухих ферментных препаратов (ФП) целлюлаз, геми-
целлюлаз и пектиназ, полученных на основе штаммов грибов Penicillium canescens, P. verruculosum и
Aspergillus foetidus, давала степень гидролиза СЖ по арабинозе и глюкозе близкой к 100% при исход-
ной концентрации субстрата 100–250 г/л и концентрации ФП 5–10 мг белка/г субстрата после 24–
48 ч гидролиза.
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Свекловичный жом (СЖ) является побочным
продуктом переработки сахарной свеклы и, как
правило, используется в животноводстве как цен-
ный и дешевый корм. После извлечения сахарозы
в СЖ остается 18–23% сухих веществ [1], ~80%
которых полисахариды, включающие 22–24% (от
сухого вещества) целлюлозы, 24–32% гемицеллю-
лозы (преимущественно арабинана), 15–32% пек-
тиновых веществ [2, 3]. В небольших количествах
содержатся также белок (8–11%), жиры (1–2%) и
лигнин (3–6%). Анализ компонентного состава
СЖ [4] свидетельствует о высоком содержании
арабинозы и глюкозы (каждая до 21% от сухого
вещества), которые могут быть конвертированы в
спирты, амино- и органические кислоты и другие
продукты микробиологического синтеза [5, 6].

Гидролиз полисахаридов СЖ осуществляли и
ранее с целью получения пектина [7, 8], арабина-
на [9], олиго- [3] и моносахаров [4–6, 10–12]. В
работе [10] изучался процесс гидролиза СЖ ком-
мерческими ферментными препаратами (ФП)
целлюлаз и пектиназ. Было показано, что боль-
шую роль при гидролизе СЖ играют пектиназы,
необходимые для удаления пектина с поверхно-

сти целлюлозных волокон. В работах [3, 4, 6] для
конверсии СЖ были использованы коммерческие
ФП пектиназ или смесь пектиназ с целлюлазами.
Обработку СЖ при концентрации субстрата 6–
10% по сухому веществу проводили в течение не-
скольких суток.

Цель работы – подбор состава ферментов для
осуществления глубокой конверсии СЖ с макси-
мальным выходом сахаров (арабинозы, глюкозы),
наименьшими затратами ФП при максимальной
концентрации СЖ.

МЕТОДИКА
Штаммы и ферменты. В работе были использова-

ны ФП, представляющие собой лиофильно высу-
шенные культуральные жидкости (КЖ) штаммов
гриба P. canescens с клонированными гомологич-
ными пектинлиазой (штамм РСА-ПЛ), араби-
ноксилан-арабинофурангидролазой (РСА-АКГ),
экзо-арабиназой (РСА-экзоА), гетерологичной
эндо-арабиназой (РСА-эндоА), штаммов гриба
P. verruculosum В1-Целл и Ф-10 – продуцентов
целлюлаз и гетерологичной β-глюкозидазы соот-
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ветственно, а также штамма гриба A. foetidus 70а –
продуцента пектиназ и гемицеллюлаз.

Гомогенные ферменты были выделены из пе-
речисленных выше ФП по методикам, описан-
ным в работах [11, 13–19].

Реагенты. Для создания буферных смесей ис-
пользовали реактивы фирм “Bio-Rad” (США),
“Panreac” (Германия), “Helicon” и “Реахим”
(Россия). В качестве стандартов при хроматогра-
фическом исследовании продуктов гидролиза ис-
пользовали ксилозу, арабинозу, фруктозу, глюкозу,
галактозу, сахарозу, целлобиозу (“Megazyme”, Ав-
стралия).

Коммерческий СЖ (содержание сухих веществ
96%) был измельчен до частиц 0.5–1.0 мм на мель-
нице MF10 basic (“IKA Werke”, Германия).

Субстраты для определения специфических
активностей: арабинаны линейный и разветвлен-
ный из сахарной свеклы, арабиноксилан из пше-
ницы, галактан из картофеля – все “Megazyme”
(Австралия); К-соль полигалактуроновой кислоты
(ПГК), Na-соль карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ),
ксилан из бука, цитрусовый пектин со степенью
этерификации около 70%, п-нитрофенил-α-ара-
бинофуранозид (пНФАФ), п-нитрофенил-β-глю-
копиранозид (пНФГл), п-нитрофенил-β-ксило-
пиранозид (пНФК) – “Sigma” (США); гемоглобин
и микрокристаллическая целлюлоза (МКЦ) –
“Витек” (Россия).

Определение активности ферментов. За единицу
активности принимали такое количество фермен-
та, которое катализирует образование 1 мкмоль
продукта за 1 мин.

Активности по отношению к полисахаридным
субстратам (концентрация 5 г/л в реакционной
смеси) определяли по начальным скоростям об-
разования восстанавливающих сахаров (ВС) при
рН 5.0 и 50°С методом Шомоди–Нельсона [20].

Активности по отношению к п-нитрофениль-
ным производным сахаров (0.9 мМ в реакцион-
ной смеси) определяли по скорости образования
п-нитрофенола при рН 5.0 и 40°С [20].

Общую протеолитическую активность ФП
определяли по отношению к гемоглобину (1% рас-
твор в реакционной смеси) при рН 4.7 и 30°С мето-
дом Ансона [21].

Лиазную активность определяли по измене-
нию оптической плотности при 232 нм, регистри-
рующей накопление 4,5-ненасыщенного продук-
та трансэлиминирования пектина [22].

Концентрацию глюкозы в гидролизатах СЖ
определяли с помощью набора “Фотоглюкоза”
(“Импакт”, Россия) согласно инструкции.

Содержание белка в ФП определяли методом
Лоури, используя БСА в качестве стандарта. Кон-
центрацию гомогенных ферментов оценивали по
оптической плотности при 280 нм, используя рас-

считанные по аминокислотной последовательно-
сти коэффициенты экстинкции.

Электрофорез в 12%-ном ПААГ с Na-ДДС
проводили на приборе MiniProtein (“Bio-Rad”,
США) согласно руководству к прибору. Содержа-
ние индивидуальных белков в ФП оценивалось
методом денситометрии.

Ферментативный гидролиз СЖ. Гидролиз СЖ
проводили под действием гомогенных ферментов
или их смесей, при сохранении общей суммарной
дозировки по белку 2 мг/г субстрата или 0.2 мг/мл
реакционной смеси (весовые доли индивидуаль-
ных ферментов в их смесях были равными, если
не оговорено отдельно) в пробирках объемом 2 мл
(объем реакционной смеси 1.5 мл) в термостати-
руемом шейкере. Гидролиз СЖ ФП проводили
при концентрации ФП 10 мг белка/г субстрата
или 1 мг/мл реакционной смеси в пластиковых
ячейках объемом 60 мл (объем реакционной сме-
си 20 мл) в термостатируемом шейкере. Во всех
случаях процесс гидролиза вели в присутствии
0.1 г/л антибиотика ампиокса и 0.001 М азида на-
трия при рН 5.0 и 40°С.

В ходе процесса отбирали аликвоты, в которых
определяли концентрацию ВС (методом Шомо-
ди–Нельсона), глюкозы (с помощью набора
“Фотоглюкоза”), белка (методом Лоури). Состав
низкомолекулярных продуктов определяли с по-
мощью ионообменной хроматографии на систе-
ме HPLC Agilent 1100 Series (“Agilent”, США) на
колонке Диасфер-110-Амин 5 мкм 4.0 × 250 мм
(элюент ацетонитрил : вода 77 : 23, скорость по-
тока 1 мл/мин, объем анализируемого образца
10–100 мкл). Пробу для анализа готовили, добав-
ляя к 0.2 мл гидролизата 0.8 мл ацетонитрила с
последующим центрифугированием в течение
5 мин при 9000 g.

Глубину гидролиза СЖ рассчитывали исходя
из содержания в нем полисахаридов, арабинозы и
глюкозы [2–4].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Гидролиз СЖ гомогенными ферментами. Из ФП

штаммов грибов P. verruculosum, P. canescens и
A. foetidus были выделены 12 очищенных ферментов
(гомогенных по данным электрофореза в ПААГ с
Na-ДДС) и определены их удельные активности
(табл. 1).

Ферменты целлюлазного комплекса: целло-
биогидролаза 1 (ЦБГ1), эндо-глюканаза 2 (ЭГ2) и
β-глюкозидаза (βГ) – обладали высокими актив-
ностями по отношению к МКЦ, КМЦ и пНФГл
соответственно. Пектиназы – пектинлиаза (ПЛ)
и полигалактуроназа (ПГ) были активны по от-
ношению к пектину и ПГК соответственно. Эн-
до-арабиназа (эндоА) и экзо-арабиназа (экзоА)
обладали высокой активностью по отношению к



588

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 55  № 6  2019

СЕМЁНОВА и др.

линейному арабинану, арабиноксилан-арабино-
фурангидролаза (АКГ) – к разветвленному ара-
бинану (неспецифическому для нее субстрату) и
арабиноксилану; эндо-ксиланаза (ЭК) и эндо-га-
лактаназа (ЭГал) – к ксилану и галактану соот-
ветственно; β-ксилозидаза (βК) и α-арабинофу-
ранозидаза (АФ) – к пНФК и пНФАФ соответ-
ственно.

Гидролиз СЖ индивидуальными гомогенными
ферментами (исключение составляла ЦБГ1, кото-
рая находилась в смеси с избытком βГ в соотноше-
нии 9 : 1), как и ожидалось, привел к незначитель-
ному образованию сахаров (табл. 2). Наибольшая
концентрация ВС (11–14 г/л) после 48-часового
гидролиза при исходной концентрации СЖ 100 г/л
наблюдалась при внесении ПЛ, АКГ и АФ; дей-
ствии смеси ЦБГ1 с βГ, а индивидуальных ЭК,

эндоА, экзоА, ЭГал и ПГ – 6–10 г/л ВС; индиви-
дуальных ЭГ2 и βК – ~2 г/л ВС.

При выдерживании СЖ в условиях реакции
гидролиза без ферментативной обработки в не-
большом количестве определялись фруктоза и
глюкоза (0.2 г/л). Действие ЭГ на СЖ приводило
к накоплению небольшого количества целлобио-
зы (0.13 г/л), при воздействии смеси ЦБГ1 с βГ –
2.42 г/л глюкозы, ЭК – 2.07 г/л арабинозы и 0.23 г/л
ксилобиозы, βК, АКГ, АФ, эндоА, экзоА – ара-
бинозы как основного продукта (0.24–2.93 г/л),
ЭГал – олигомерного продукта со степенью по-
лимеризации (СП) 2 (6.27 г/л) и ПЛ – 4.20 г/л ара-
бинозы.

Далее был проведен гидролиз СЖ различными
по составу смесями (табл. 3). Смесь всех фермен-
тов (№ 1) давала концентрацию ВС 33.6 г/л, что
соответствовало конверсии полисахаридов СЖ 42%.

Таблица 1. Гомогенные ферменты и их удельные активности по отношению к специфическим субстратам

* Линейный арабинан; ** арабиноксилан; *** разветвленный арабинан.

Фермент Мол. масса, кДа Источник (штамм) Активность (субстрат), ед./мг белка

ЦБГ1 66 P. verruculosum, В1-Целл 0.19 ± 0.02 (МКЦ)
ЭГ2 39 P. verruculosum, В1-Целл 19.81 ± 0.97 (КМЦ)
βГ 116 A. niger, Ф-10 94.54 ± 4.73 (пНФГл)
ПЛ 38 P. canescens, РСА-ПЛ 19.01 ± 0.95 (пектин)
ПГ 38 A. foetidus, Af-70а 360.30 ± 18.02 (ПГК)
ЭндоА 40 A. foetidus, РСА-эндоА 52.40 ± 2.62 (АЛ*)
ЭкзоА 47 A. niger, РСА-экзоА 113.03 ± 5.65 (АЛ*)
АКГ 70 P. canescens, РСА-АКГ 81.19 ± 4.06/27.98±1.40 (АК**/АР***)
ЭК 31 P. canescens, РСА-экзоА 119.26 ± 5.96 (ксилан)
ЭГал 42–44 A. foetidus, Af-70а 497.19 ± 9.86 (галактан)
βК 110 A. foetidus, Af-70а 34.85 ± 1.74 (пНФК)
АФ 65 A. foetidus, Af-70а 18.06 ± 0.90 (пНФАФ)

Таблица 2. Содержание ВС и моносахаридов (г/л) в реакционной смеси после 48 ч гидролиза СЖ (100 г/л) гомо-
генными ферментами (2 мг/г СЖ)

Фермент ВС Арабиноза Фруктоза Глюкоза Ксилобиоза Олигосахарид Целлобиоза

ЦБГ1 + βГ 7.52 ± 0.77 0 0.73 ± 0.07 2.42 ± 0.21 0 0 0
ЭГ2 2.39 ± 0.25 0 0.32 ± 0.03 0.44 ± 0.04 0 0 0.13 ± 0.01
ПЛ 14.09 ± 1.14 4.20 ± 0.41 0.39 ± 0.03 0.26 ± 0.02 0 0 0
АКГ 11.70 ± 0.72 1.99 ± 0.19 0.99 ± 0.09 1.44 ± 0.14 0 0 0
ЭК 6.94 ± 0.50 2.07 ± 0.24 0.45 ± 0.04 0.39 ± 0.03 0.23 ± 0.02 0 0
ЭкзоА 8.94 ± 0.62 2.93 ± 0.35 0.75 ± 0.08 0.74 ± 0.07 0 0 0
ЭндоА 7.99 ± 0.37 1.30 ± 0.12 0.68 ± 0.06 1.04 ± 0.09 0 0 0
ЭГал 9.75 ± 0.94 0.59 ± 0.05 0.57 ± 0.05 0.60 ± 0.06 0 6.27 ± 0.61 0
βК 1.73 ± 0.16 0.24 ± 0.02 0.20 ± 0.02 0.19 ± 0.02 0 0 0
ПГ 6.14 ± 0.30 0 0.80 ± 0.07 1.09 ± 0.10 0 0 0
АФ 10.48 ± 0.75 1.90 ± 0.18 1.00 ± 0.09 1.59 ± 0.14 0 0 0
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Выход арабинозы составил 12.6 г/л (60% от мак-
симально возможного), глюкозы – 9.1 г/л (43% от
максимально возможного).

Для выявления ключевых для конверсии СЖ
ферментов и оптимизации состава ферментатив-
ной смеси далее из смеси № 1 исключали по од-
ному ферменту, что в ряде случаев привело к со-
поставимым с использованием смеси № 1 резуль-
татам по выходу ВС (данные не приводятся).
Исключение составляли смеси ферментов без
ЦБГ1 с βГ, без AКГ и без ПЛ, при исключении
которых выход ВС составил 27.4, 30.5 и 28.8 г/л
соответственно. Таким образом ферменты ЦБГ1
с βГ, AКГ и ПЛ были необходимыми для эффек-
тивного гидролиза СЖ. Однако при составлении
смеси только этих ферментов (№ 2) получали
31.3 г/л ВС (11.5 г/л арабинозы, 7.8 г/л глюкозы,
табл. 3) – меньше, чем при использовании смеси
№1, что указывает на необходимость добавления
других (вспомогательных) ферментов.

На следующем этапе из смеси № 1 исключали
по два фермента кроме ключевых. Было отмече-
но, что при использовании смесей, в которых от-
сутствовали ЭГ2 и/или ПГ, образовывалось не
более 39 г/л ВС, в то время как в остальных случа-
ях (когда присутствовали ЭГ2 и ПГ, но исключа-
лись ЭК, βК, АФ, эндоА, экзоА и ЭГал) были
смеси, приводящие к концентрации ВС >40 г/л.
Таким образом, ЭГ2 и ПГ также были отнесены к
ключевым для гидролиза СЖ. Смесь ферментов
№ 3, содержащая ЦБГ1, βГ, АКГ, ПЛ, ЭГ2 и ПГ
приводила к образованию 35.7 г/л ВС (14.5 г/л
арабинозы, 10.9 г/л глюкозы, табл. 3).

Далее на основе смеси № 3 путем добавления к
ней в разном сочетании ЭК, βК, АФ, эндоА,
экзоА и/или ЭГал (при добавлении от одного до
пяти из этих ферментов) были отобраны четыре

смеси (№ 4–7), использование которых позволя-
ло получать наибольшие значения концентрации
ВС и моносахаров. Этими смесями ферментов
был проведен гидролиз СЖ в течение 72 ч: при
этом концентрация ВС составила 49.1–54.5 г/л,
что соответствовало конверсии полисахаридов
СЖ 61–68%, арабинозы – 17.6–19.6 г/л (94% от мак-
симально возможного), глюкозы – 13.2–16.7 г/л
(63–79% от максимально возможного).

Гидролиз СЖ ферментными препаратами. Для
конверсии СЖ были использованы лабораторные
ФП (электрофореграммы ФП приведены на рис. 1)
с преимущественным содержанием одного кло-
нированного фермента: Ф-10 (содержание βГ от
общего белка 70%), РСА-ПЛ (47% ПЛ), РСА-АКГ
(29% АКГ), РСА-экзоА (20% экзоА, 12% ЭК),
РСА-эндоА (22% эндоА, 11% ЭК), а также мульти-
компонентные препараты: целлюлазы (В1-Целл)
(общее содержание ЦБГ1 и ЦБГ2 50%, ЭГ1, ЭГ2 и
ЭГ3 17%), A. foetidus (Af-70а) (содержание АФ 24%,
ПГ 12%, βК и ЭГал – менее 1%). В табл. 4 представ-
лены активности ФП по отношению к ряду суб-
стратов. Следует отметить высокие активности по
отношению к арабинану у ФП РСА-АКГ, РСА-
эндоА и РСА-экзоА (23–42 ед./мг) и наличие ак-
тивности к КМЦ как у целлюлаз В1-Целл и Ф-10
(7.8 ед./мг), так и у остальных ФП (1.2–1.4 ед./мг),
что свидетельствовало о присутствии в этих ФП
активности эндо-глюканазы.

При гидролизе СЖ (100 г/л) индивидуальны-
ми ФП (за исключением смеси В1-Целл с Ф-10 в
соотношении 9 : 1, табл. 5) накопление арабинозы
(6–8 г/л за 48 ч) наблюдали для всех ФП. Концен-
трация глюкозы для смеси В1-Целл и Ф-10 состави-
ла 11.2 г/л, для остальных ФП – 3–8 г/л. Для всех
ФП концентрация галактозы составила 0.5–1.8 г/л.
Следует отметить, что для всех использованных

Таблица 3. Содержание ВС и моносахаридов в реакционной смеси после 48 ч гидролиза СЖ (100 г/л) смесями
гомогенных ферментов (2 мг/г СЖ)

* Данные за 72 ч.

№ смеси: состав ВС,
г/л

Арабиноза, 
г/л

Галактоза, 
г/л

Глюкоза,
г/л

1: все ферменты 33.6 ± 1.7 12.6 ± 0.6 0.8 ± 0.1 9.1 ± 0.4
2: ЦБГ1 с βГ, AКГ, ПЛ 31.3 ± 1.1 11.5 ± 0.6 0.7 ± 0.1 7.8 ± 0.3
3: ЦБГ1 с βГ, AКГ, ПЛ, ЭГ2, ПГ 35.7 ± 1.9 14.5 ± 0.7 0.9 ± 0.1 10.9 ± 0.6
4: ЦБГ1 с βГ, AКГ, ПЛ, ЭГ2, ПГ, ПФ, экзоА 43.1 ± 2.5 19.6 ± 1.0* 1.3 ± 0.2* 15.8 ± 0.8*

(49.1 ± 2.9)*
5: ЦБГ1 с βГ, AКГ, ПЛ, ЭГ2, ПГ, АФ, экзоА, ЭГал 41.2 ± 2.8 19.3 ± 0.9* 2.1 ± 0.3* 16.7 ± 0.7*

(53.5 ± 3.5)*
6: ЦБГ1 с βГ, AКГ, ПЛ, ЭГ2, ПГ, ЭК, βК, эндоА, ЭГал 42.7 ± 2.3 17.8 ± 0.8* 1.4 ± 0.2* 13.2 ± 0.6*

(54.1 ± 3.3)*
7: ЦБГ1 с βГ, AКГ, ПЛ, ЭГ2, ПГ, βК, АФ, экзоА, ЭГал 44.9 ± 2.6 17.6 ± 0.9* 1.5 ± 0.2* 14.3 ± 0.7*

(54.5 ± 3.7)*
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ФП наблюдалось накопление фруктозы до 1.5–
3.4 г/л. Используемые ФП обладали относительно
низкой протеолитической активностью (табл. 4),
однако при конверсии СЖ наблюдали относи-
тельно высокий выход растворимого белка – 4.7–
6.7 г/л (что составляло 50–65% от общего содер-
жания белка в СЖ). Это происходило, вероятно,
благодаря разрушению полисахаридной сетки
жома и высвобождению связанного белка.

В дальнейшем моделировали гидролиз СЖ
смесями различных ФП. Ранее нами было уста-
новлено [15], что гомогенные экзоА и эндоА не
проявляли синергизма при совместном гидролизе
арабинанов. Действие этих ферментов на разветв-
ленный арабинан существенно усиливалось в при-
сутствии ферментов, активных по отношению к
боковым арабинозным остаткам субстрата – АКГ
и АФ. Предварительные эксперименты на СЖ
(данные не приводятся) подтвердили отсутствие
синергетического эффекта ФП РСА-экзоА и
РСА-эндоА, вследствие этого при составлении
оптимальной смеси ФП в нее были включены ли-
бо РСА-экзоА, либо РСА-эндоА. Кроме того, бы-
ло установлено (данные не приводятся), что доля
целлюлазного ФП должна составлять не менее по-
ловины от общего количества белка – в этом слу-

чае скорость накопления глюкозы становится со-
измеримой со скоростью накопления арабинозы.

Были составлены две смеси ФП № 8 и № 9, от-
личающиеся присутствием РСА-экзоА (смесь

Рис. 1. Электрофорез в ПААГ с Na-ДДС сухих ФП:
1 – В1-Целл, 2 – Ф-10, 3 – РСА-ПЛ, 4 – РСА-АКГ,
5 – РСА-экзоА; 6 – РСА-эндоА, 7 – Af-70а. М –мар-
керы, указаны молекулярные массы стандартных
белков.
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Таблица 4. Удельные активности ФП по отношению к ряду субстратов (ед./мг белка)

* Линейный арабинан; ** арабиноксилан.

ФП МКЦ КМЦ ПГК АЛ* Галактан Ксилан АК** пНФГ Пектин Гемоглобин

В1-Целл 0.4 ± 0.1 7.8 ± 0.7 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.3 ± 0.1 27.7 ± 2.1 12.7 ± 0.8 1.0 ± 0.1 0 0
Ф-10 0.1 ± 0.1 7.8 ± 0.6 0.6 ± 0.1 0.4 ± 0.1 0.1 ± 0.1 4.4 ± 0.3 2.9 ± 0.3 53.4 ± 2.6 0 0
РСА-АКГ 0 1.2 ± 0.1 0.8 ± 0.1 41.8 ± 2.9 1.0 ± 0.1 3.4 ± 0.2 32.5 ± 2.6 0.4 ± 0.1 0 0.1 ± 0.1
РСА-ЭкзоА 0 1.3 ± 0.1 0.7 ± 0.1 36.3 ± 2.4 0.6 ± 0.1 17.6 ± 1.4 20.2 ± 1.9 0.1 ± 0.1 0 0
РСА-ЭндоА 0 1.4 ± 0.1 0.6 ± 0.1 23.2 ± 0.8 0.4 ± 0.1 34.2 ± 2.1 32.0 ± 2.3 0.1 ± 0.1 0 0.1 ± 0.1
РСА-ПЛ 0 0.6 ± 0.1 0.7 ± 0.1 1.3 ± 0.1 0.5 ± 0.1 1.9 ± 0.2 4.3 ± 0.4 0 8.3 ± 0.9 0.1 ± 0.1
Af-70а 0 1.4 ± 0.1 17.6 ± 1.3 0.7 ± 0.1 0.5 ± 0.1 1.6 ± 0.2 1.2 ± 0.2 1.5 ± 0.1 0 0.6 ± 0.1

Таблица 5. Содержание ВС, моносахаридов и белка в реакционной смеси после 48 ч гидролиза СЖ (100 г/л) ФП
и их смесями (10 мг белка/г СЖ)

ФП ВС,
г/л

Арабиноза, 
г/л

Фруктоза, 
г/л

Галактоза, 
г/л

Глюкоза, 
г/л

Белок,
г/л

В1-Целл+Ф-10 34.2 ± 1.7 0.2 ± 0.1 1.5 ± 0.2 1.1 ± 0.2 11.2 ± 0.8 6.2 ± 0.1
РСА-АКГ 43.6 ± 2.4 7.2 ± 0.7 3.1 ± 0.5 1.8 ± 0.2 8.4 ± 0.4 6.5 ± 0.3
РСА-экзоА 31.7 ± 1.6 5.8 ± 0.5 2.8 ± 0.3 0.9 ± 0.1 5.5 ± 0.3 4.7 ± 0.1
РСА-эндоА 35.0 ± 1.7 6.4 ± 0.6 3.0 ± 0.3 0.6 ± 0.1 4.9 ± 0.3 5.3 ± 0.2
РСА-ПЛ 37.0 ± 1.8 7.8 ± 0.4 3.4 ± 0.4 0.5 ± 0.1 3.3 ± 0.2 6.7 ± 0.2
Af-70а 36.6 ± 1.7 6.0 ± 0.3 3.2 ± 0.1 0.8 ± 0.1 7.3 ± 0.6 6.5 ± 0.2
Смесь № 8: В1-Целл+Ф-10, РСА-АКГ, 
РСА-ПЛ, Af-70а, РСА-экзоА

56.5 ± 1.2 18.5 ± 1.7 4.6 ± 0.7 24.7 ± 1.2 9.5 ± 0.9

Смесь № 9: В1-Целл+Ф-10, РСА-АКГ, 
РСА-ПЛ, Af-70а, РСА-эндоА

58.6 ± 1.9 19.9 ± 2.1 3.4 ± 0.6 25.5 ± 1.3 9.7 ± 0.7
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ФП № 8) или РСА-эндоА (смесь ФП № 9), следу-
ющего состава: В1-Целл + Ф-10 (считали как один
ФП): РСА-АКГ : РСА-ПЛ : Af-70а : РСА-эк-
зоА/или РСА-эндоА = 10 : 2 : 2 : 5 : 1. Смесь состав-
ляли так, чтобы общая дозировка белка в реакци-
онной смеси была 10 мг/г СЖ (концентрация СЖ
100 г/л). Удаление какого-либо компонента из
составленных смесей приводило к снижению вы-
хода продуктов (данные не приводятся). В резуль-
тате за 48 ч гидролиза СЖ смесями ФП № 8 и № 9
была достигнута концентрация ВС 56.5 и 58.6 г/л
(что соответствовало конверсии полисахаридов
71–73%), арабинозы – 18.5 и 19.9 г/л (97% от мак-
симально возможного), глюкозы – 24.7 и 25.5 г/л
(до 100% от максимально возможного), галактозы –
4.6 и 3.4 г/л (70–90% от максимально возможного
[4]), белка – 9.5 и 9.7 г/л (95–97%) (табл. 5).

Далее проводили гидролиз СЖ (100 г/л) смеся-
ми ФП № 8 и № 9, используя различные концен-
трации ФП по белку 1, 2, 5, 10, 20 мг белка/г СЖ
(на рис. 2 представлены результаты только для
смеси ФП № 9, поскольку для смеси № 8 были
получены близкие к этим данные). После 48 ч
гидролиза смесью ФП № 9 при 5–20 мг белка/г
СЖ выход основных продуктов был одинаковый
и не зависел от концентрации ФП; дальнейшее
же ее снижение приводило к существенному
уменьшению выхода сахаров.

Был проведен гидролиз СЖ при исходных
концентрациях субстрата 100, 150, 200 и 250 г/л с
использованием смесей ФП № 8 и № 9 (на рис. 3
представлены данные для смеси ФП № 9). Увели-
чение концентрации СЖ до 250 г/л приводило к не-
значительному уменьшению концентрации про-
дуктов за 48 ч гидролиза. Конверсия полисахаридов
субстрата по ВС снизилась с 74% (для 100 г/л) до
71% (для 250 г/л), выход арабинозы от максималь-
но возможного составил – от 96 до 84%, глюкозы –
от 100 до 90%, белка – от 100 до 88%. Итоговый вы-
ход продуктов при исходной концентрации СЖ
250 г/л составил: 142.4 г/л ВС, 44.2 г/л арабинозы,
49.1 г/л глюкозы, 9.3 г/л галактозы, 22.1 г/л белка.

На рис. 4 представлена динамика накопления
основных продуктов гидролиза СЖ (250 г/л) под
действием смеси ФП № 9 в концентрациях 10 и
5 мг/г в течение 72 ч. За 24 ч выход продуктов гид-
ролиза СЖ составил 3/4 от максимального, до-
стигнутого за 72 ч, даже при концентрации ФП
5 мг/г. При этом скорости накопления арабинозы
и глюкозы были соизмеримы. Общий выход про-
дуктов за 72 ч составил: 155.2 г/л по ВС (конверсия
полисахаридов 78%), 45.8 г/л арабинозы (89% от
максимально возможного), 52.3 г/л глюкозы (99%),
11.2 г/л галактозы (88%), 22.9 г/л белка (92%).

Рис. 2. Содержание арабинозы (1), глюкозы (2), галак-
тозы (3) и белка (4) после 48 ч гидролиза СЖ (100 г/л) в
зависимости от концентрации смеси № 9.
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Рис. 3. Степень гидролиза СЖ (250, 200, 150 и 100 г/л)
после 48 ч гидролиза смесью № 9 (10 мг/г): 1 – кон-
версия полисахаров, %; 2 – арабинозы; 3 – глюкозы;
4 – белка.

100
%

90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

100 150 200 250 г/л

1

2 3 4

Рис. 4. Изменение концентрации ВС (I-II) и моно-
сахаров (1–6) (г/л) при гидролизе СЖ (250 г/л) в те-
чение 72 ч смесью №9 в концентрации 10 (I, 1, 3, 5) и
5 мг/г (II, 2, 4, 6): 1, 2 – концентрация глюкозы;
3, 4 – арабинозы; 5, 6 – галактозы.
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***
Таким образом, в ходе исследований были

найдены необходимые для глубокой конверсии
СЖ до моносахаридов ферменты: ЦБГ1, βГ, ЭГ2,
АКГ, ПЛ, ПГ. Добавление к основным фермен-
там дополнительно гемицеллюлаз эндоА, экзоА,
ЭГал, βК, ЭК и/или АФ позволило получить наи-
более эффективную композицию из индивиду-
альных ферментов, обеспечивающую в 1.2–1.4 раза
больший выход ВС и моносахаридов.

Подобрана оптимальная смесь из ФП, состоя-
щая из целлюлаз (24% ЦБГ1, 8% ЭГ2, 4% βГ),
пектиназ (5% ПЛ, 3% ПГ), гемицеллюлаз (4%
АКГ, 1% эндоА или экзоА, 6% АФ, 3% ЭК, менее
1% βК и ЭГал), которая позволила при концен-
трации 5–10 мг белка/г субстрата достичь степени
конверсии СЖ по арабинозе, глюкозе и белку
близкой к 100% за 24–48 ч гидролиза при концен-
трации субстрата до 250 г/л. При этом скорости на-
копления арабинозы и глюкозы были соизмери-
мы, что свидетельствовало об оптимальном соот-
ношении целлюлаз (ответственных за накопление
глюкозы), гемицеллюлаз (арабинозы) и пектиназ
(обеспечивающих доступ к целлюлозным волокнам
за счет разрушения поверхностного пектина).

В научной литературе не было найдено работ,
посвященных успешной конверсии СЖ при та-
кой высокой исходной концентрации субстрата
как использованная нами (250 г/л). Как правило,
использовали концентрацию СЖ 50–100 г/л и до-
стигали при этом степени конверсии до моноса-
харидов 70–100% [3, 4, 6].

В работе [4] также была отмечена роль пекти-
наз в конверсии СЖ. В настоящей работе также
было показано, что ПЛ в небольшом количестве
(около 0.24 мг/г СЖ) эффективно разжижала СЖ
за 12–15 ч до текучего состояния даже при его
концентрации 250 г/л, при которой СЖ представ-
лял набухшую массу без жидкой фракции. Уча-
стие ПГ в этом процессе было незначительно.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке РФФИ (грант № 18-54-80027). В работе
использовалось научное оборудование ЦКП
“Промышленные биотехнологии” и АЦКП “Био-
инженерия” ФИЦ Биотехнологии РАН.
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Selection of Enzyme Coctaile with Optimal Composition 
for Sugar Beet Pulp Conversion

M. V. Semenovaa, *, A. M. Rozhkovaa, D. O. Osipova, A. D. Satrutdinova, O. A. Sinitsynab,
E. A. Rubtsovaa, E. G. Kondratevaa, and A. P. Sinitsyna, b

aFederal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology” RAS, 119071 Moscow Russia
bLomonosov Moscow State University, Chemical Department, 119991 Moscow Russia

*e-mail: margs@mail.ru
Received December 27, 2018; revised April 08, 2019; Accepted June 20, 2019

It was shown that for efficient hydrolysis of sugar beet pulp (SBP) the presence of the cellobiohydrolase,
β-glucosidase, endo-glucanase, arabinoxylan-arabinofuranhydolase, pectin lyase, polygalacturonase is
necessary. Optimal multienzyme cocktails consisted by the same enzymes and additional endo- or exo-ara-
binase, endo-galactanase, β-xylosidase, endo-xylanase and/or α-arabinofuranosidase were determined
and they gave conversion to total reducing sugars (RS) 61–68%, to arabinose – 94%, to glucose – 63–79%.
The optimal cocktail from dry multienzyme preparations (EP) of cellulases, hemicellulases and pectinases,
produced by fungal strains Penicillium canescens, P. verruculosum and Aspergillus foetidus, provided SBP
conversion to arabinose and glucose closely to 100% at initial concentration of SBP 100–250 g/L and EP
dosage 5–10 mg protein/g SBP after 24–48 h of hydrolysis.

Keywords: sugar beet pulp, arabinose, glucose, ethanol, cellulases, arabinases
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