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Діяльність цивілізованого суспільства
призводить до накопичення відходів, зокре�
ма целюлозовмісних матеріалів, частка
яких у промислових та комунальних відхо�
дах постійно зростає і на сьогодні в розвине�
них країнах досягає 50% від загальної кіль�
кості [1]. Проблема їх утилізації посідає
провідне місце в галузі екології та охорони
довкілля. Біотехнологічні методи перероб�
лення й утилізації відходів, які містять
лігноцелюлозу, є найбільш прийнятними
з екологічних та економічних міркувань.
Для цього потрібно оцінити здатність різних
мікроорганізмів до деградації природних
рослинних матеріалів. Умовно деградація
лігноцелюлозних субстратів можна розділи�
ти на три стадії: 1) утилізація легкозасвою�
ваних речовин (вуглеводів тощо); 2) розклад
целюлози; 3) деструкція лігніну.

Біодеградацію целюлози — найбільш
поширеного на землі біополімера, якому на�
лежить центральне місце в кругообігу орга�
нічного вуглецю, здійснюють целюлази.
Природними продуцентами целюлаз є багато
організмів як прокаріотичного, так й еукаріо�
тичного походження. Основними мікроорга�
нізмами, що продукують целюлази, є гриби,
збудники м’якої та бурої гнилі, а також
різні види аеробних і анаеробних бактерій.
До ензимів целюлазного комплексу належать
ендо�1,4�β�глюканази (ЕС 3.2.1.4), екзоце�

лобіогідролази (ЕС 3.2.1.91), а також β�глю�
козидази (ЕС 3.2.1.21) та ендо�β�1,4�глюка�
нази, екзоцелобіогідролази (ЕС 3.2.1.91).
Целюлолітичні системи, склад і активність
їхніх окремих компонентів, що продукуються
різними мікроорганізмами, варіюють у досить
широких межах. На цей час найперспектив�
нішими продуцентами целюлаз з погляду
промислового використання є гриби таких
родів: Aspergillus, Coriolus, Eupenicillium,
Fusarium, Penicillium, Phanerochaete, Physa=
rium, Sporotrichum, Trichoderma, Verticil=
lium та ін. Серед грибів, здатних розщеплю�
вати кристалічну целюлозу, тільки деякі
продукують повні позаклітинні целю�
лолітичні системи (ендо�, екзоглюканази та
β�глюкозидази), серед них — Trichoderma
viride, T. reesei, T. koningii, Penicillum funicu=
losum, Fusarium solani. Для культуральної
рідини більшості інших грибів характерна
відсутність екзоглюканази, тобто ці гриби
можуть деградувати тільки аморфні форми
целюлози. 

Розповсюдження целюлозолітичних
ензимів у природі

Природні продуценти целюлаз є серед ба�
гатьох організмів як прокаріотичного, так
і еукаріотичного походження. Ендо�β�1,4�
глюканази ряду бактерій та грибів поряд з ін�
шими гідролітичними ензимами в основному
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беруть участь у деградації природної целю�
лози. Виділяють особливий клас організ�
мів — бактеріальних та грибних фітопатогенів,
які реалізують свою целюлазну активність
на перших етапах атаки рослин шляхом
гідролізу рослинної клітинної стінки [2].
Функції целюлаз у рослині значно ширші та
складніші, ніж просто деградація целюлози.
У рослинах активація ендо�β�1,4�глюканаз
відбувається на різних етапах росту та роз�
витку, однак механізми участі целюлаз
у життєдіяльності рослин до кінця ще не
з’ясовано.

Целюлозолітичні ензими продукуються
багатьма бактеріями та грибами — аеробни�
ми й анаеробними, мезо� та термофільними
[3, 4]. Проте, лише незначна кількість
грибів і бактерій синтезують високі рівні по�
заклітинної целюлази, яка здатна до
гідролізу кристалічної целюлози [5, 6]. На
цей час найбільш дослідженими є целюлазні
системи аеробних грибів T. viride, T. reesei,
P. pinophilum, Sporotrichum pulverulenlum,
F. solani, Talaromyces emersonii і T. koningii
[7]. Нещодавно було виділено інші мікроор�
ганізми, зокрема теплолюбні аеробні гриби
(Sporotrichum thermophile, Thermoascus
aurantiacus, Chaetomium thermophile, Humi=
cola insolens), мезофільні анаеробні гриби
(Neocallimastix frontalis, Piromonas commu=
nis, Sphaeromonas communis), мезо� і тер�
мофільні аеробні бактерії (Cellulomonas sp.,
Cellvibrio sp., Microbispora bispora і Thermo=
monospora sp.), анаеробні бактерії (Aceti=
vibrio cellulolyticus, Bacteroides cellulosol=
vens, Bacteroides succinogenes, Ruminococcus
albus, Ruminococcus flavefaciens і Clostri=
dium thermocellum), актиноміцети (Thermo=
monospora fusca), які також здатні активно
продукувати целюлази [7]. Серед переліче�
них мікроорганізмів особливий інтерес ста�
новлять термофільні продуценти через їхню
здатність синтезувати термостійкі ензими,
які загалом стійкі до впливу жорстких умов
середовища, зокрема кислих і лужних зна�
чень pH і температури до 90 0C. Відомими
термофільними целюлозолітичними мікро�
організмами є C. thermocellum, T. fusca,
T. auarantiacus S. thermophile, H. insolens
і C. thermophile [8–10]. Цим мікроорганіз�
мам також притаманна здатність до гідролі�
зу низки субстратів з мінімальним ризиком
забруднення патогенною мікрофлорою.

Визначення целюлазної активності

Різнорідність целюлозних субстратів ра�
зом зі складністю целюлозолітичних комп�

лексів, що продукуються різними мікроор�
ганізмами, спонукали до розроблення різ�
них методів визначення целюлолітичної ак�
тивності. Значні відмінності у природі
субстратів, варіації у методах визначення
різних целюлазних компонентів та си�
нергізм дії цих компонентів значно усклад�
нювали порівняння результатів, одержаних
у різних лабораторіях. Тому в 1984 р.
Комісія IUPAC з біотехнології видала мето�
дичні рекомендації щодо стандартів визна�
чення целюлазної активності [11]. Однак
запропонований перелік методик не цілком
задовольнив ензимологів, оскільки не дозво�
ляв оцінювати всі аспекти специфічності дії
целюлаз. 

Wood і Bhat [12] провели аналіз методів
визначення целюлазної активності, що їх
використовують у дослідженні грибних це�
люлаз, з метою виявлення переваг і не�
доліків різних методів. Результати їхньої
роботи підсумовано в табл. 1.

Індукція та регуляція продукції целюлаз

Целюлази належать до індуцибельних
ензимів. Усі вивчені на цей час продуценти
дають найвищий рівень активності під час
вирощування на целюлозі [6, 13, 14]. Це�
лобіоза, лактоза та софороза також здатні
індукувати синтез повних та неповних це�
люлазних комплексів у деяких мікроор�
ганізмів [15]. Синтетичні речовини, такі як
палмітат, ацетатний ефір дисахаридів і три�
целобіози також можна використовувати для
підвищення синтезу целюлаз [13]. Факт висо�
кої індукуючої здатності целюлози є дуже
цікавим, оскільки цей субстрат, що не є роз�
чинним, не потрапляє у мікробну клітину,
однак регулює та індукує синтез целюлаз.

На сьогодні відомо, що в клітині присут�
ній незначний конститутивний рівень целю�
лазної активності, який забезпечує первинний
гідроліз целюлози до розчинного вуглеводу
[16]. Саме цей вуглевод і є справжнім індук�
тором, який прямо або опосередковано
впливає на ДНК, що спричиняє експресію
гена, який кодує синтез целюлаз. Так, було
показано [17], що конідіально зв’язана цело�
біогідролаза Trichoderma гідролізує целюлозу
з вивільненням целобіози та целобіоно�δ�
1,5�лактону, які проникають у міцелій та
індукують синтез целюлаз. Разом із цим
встановлено, що целобіоза здатна індукува�
ти синтез целюлаз T. viride тільки у високій
концентрації (1% і більше) або в присутності
таких сурфактантів, як наприклад Tween�80
[18]. Також Garcia�Martinez зі співавт. [19] 
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повідомляють, що целобіоза в концентрації
0,2% індукувала продукцію КМ�целюлази і
забезпечувала синтез найвищого рівня це�
люлаз у присутності 1% целобіози у C. ther=
mocellum. 

Загальновідомим є факт, що продукти
трансглікозилювання целобіози є справжніми
індукторами целюлаз у T. reesei [13]. Також
показано, що софороза (β�1,2�глюкобіоза),
яка присутня у зразках глюкози, є ефектив�
ним індуктором целюлази у T. reesei та ін�
ших видів Trichoderma, навіть у концентра�
ції 0,3 мг/мл, хоча й не індукує целюлазну
активність в інших грибів і мутантного
штаму T. reeseі QM 9414 [20]. Дослідження
з використанням інгібіторів синтезу про�
теїну свідчать, що регуляція утворення це�
люлазних ензимів відбувається на транс�
ляційному рівні [21].

Катаболітна репресія — інший механізм,
який, як відомо, регулює синтез целюлаз
у бактеріях та грибах. У даному разі кінце�
вий продукт гідролізу целюлози, контакту�
ючи з клітинними протеїнами, утворює 

комплекс, який взаємодіє зі специфічним
геном на рівні транскрипції та пригнічує
синтез целюлаз. Вуглецева катаболітна реп�
ресія присутня в E. coli [22], S. cerevisiae [23]
і C. thermocellum [24]. Проте Canevascini зі
співавт. [25] повідомляють, що синтез целю�
лаз регулюється як на рівні індукції, так
і катаболітною репресією у S. thermophile.
Доказом наявності катаболітної репресії
є той факт, що целюлази не утворюються
під час вирощування мікроорганізмів на
глюкозі, гліцеролі та інших вуглецевих
джерелах, які беруть участь у вуглеводному
метаболізмі. Однак Messner зі співавт. [26]
показали, що введення глюкози у процесі
вирощування культури Т. reesei зменшує на
40% синтез тільки 1,4�β�D�глюкан целобіо�
гідролази І (ЦБГ), а продукування інших це�
люлозолітичних ензимів триває ще протя�
гом 40 год. Оскільки немає доказів того, що
саме глюкоза або якийсь катаболіт фактич�
но регулює транскрипцію целюлазних генів,
Kubicek рекомендував використовувати
термін «катаболітна репресія» [27]. Було

Таблиця 1. Субстрати та методи визначення целюлазної активності

Ензим Субстрат Методи та параметри, 
за якими оцінюють реакцію

Загальна целюлазна
активність

Бавовняне волокно

1. Оцінка залишку целюлози [59] 
2. Залишки редукуючих вуглеводів [60]
3. Зменшення маси [61]
4. Зменшення міцності розтягнення [61]

Фільтрувальний папір
Гідроцелюлоза
Авіцел та Солка Флок

1. Залишки редукуючих вуглеводів [60, 62]

Забарвлений Авіцел [58] 1. Залишки забарвлених розчинних
фрагментів [12]

Екзо=1,4=β=D=глюканаза
(целобіогідролаза,

екзоцелюлаза, авіцелаза)

Авіцел
Гідроцелюлоза
Забарвлений Авіцел [58]

1. Залишки редукуючих вуглеводів [63] 
2. Залишки забарвленої целобіози [12]

Аморфна целюлоза [58] 1. Залишки редукуючих вуглеводів [63].
2. Зниження мутності [64]

Заміщені та незаміщені
целоолігосахариди

1. Зменшення редукуючої здатності [63]
2. Аналіз за допомогою ВЕРХ [36]

Ендо=1,4=β=D=глюканаза
(ендоглюканаза, 

КМ=целюлаза,
ендоцелюлаза)

КM�целюлоза 
Гідроксіетил�целюлоза

1. Зменшення редукуючих вуглеводів [63]
2. Зниження в’язкості [12]

Заміщені та незаміщені
целоолігосахариди

1. Зменшення редукуючої здатності [63]
2. Аналіз за допомогою ВЕРХ [36]

Бавовняне волокно
Аморфна целюлоза [58]

1. Зростання лужності [65]
2. Залишки редукуючих вуглеводів [63]
3. Зниження каламутності [64]

β=Глюкозидаза або
целобіаза

Целобіоза
Целоолігосахариди

1. Залишки глюкози [12]
2. Зменшення редукуючої здатності [63]

о� або п�нітрофеніл�β�D�
глюкозиди

1. Залишки о� або n�нітрофенолу [12]



БІОТЕХНОЛОГІЯ, Т. 2, №2, 2009

26

встановлено, що О�глікозилювання целю�
лаз, яке має місце в ендоплазматичному ре�
тикулюмі, може відповідати за секрецію
целюлаз у Trichoderma [27]. Оскільки від�
значається зниження активності доліхол�
фосфат�манозо�синтетази, ключового ензи�
му шляху О�глікозилювання T. reesei, під
час вирощування культури на глюкозі, за�
лишається відкритим питання, що регулює
глюкоза — синтез чи секрецію целюлаз.
У разі Verticillium albo=atrum позаклітинна
секреція ензиму стимулювалася шляхом
лімітування вуглецевого живлення. При цьо�
му зменшення продукції целюлаз відбува�
лось на фоні високої швидкості росту куль�
тури [28]. У C. thermocellum швидкий ріст на
целобіозі супроводжувався зниженням про�
дукції целюлаз, на відміну від вирощування
на кристалічній целюлозі [24]. Однак Bhat зі
співавт. [8] не відзначали зменшення швид�
кості росту, ендоглюканазної або целюлаз�
ної активності в разі вирощування C. thermo=
cellum на целобіозі.

Було показано, що кінцеві продукти гід�
ролізу кристалічної целюлози можуть вис�
тупати інгібіторами синтезу целюлаз у руб�
цевого гриба Neocallimastix frontalis RK21
[29]. Зростання швидкості гідролізу бавовни
на 82% спостерігалось у N. frontalis RK21
у присутності Methanobrevibacter smithi. Ос�
танній використовує кінцеві продукти
гідролізу, солі мурашиної кислоти та Н2 як
субстрати, зменшуючи тим самим інгібую�
чий вплив продуктів гідролізу бавовни на
целюлази [29]. Хоча вважають, що індук�
ція, катаболітна репресія, інгібування про�
дуктом та лімітування вуглецевого живлен�
ня регулюють механізм синтезу целюлаз
у бактерій та грибів, на молекулярному
рівні це питання потребує детального дослі�
дження.

Біохімічна характеристика та очищення
компонентів мікробних 
целюлазних комплексів

За сучасними уявленнями, більшість це�
люлозолітичних ензимів є модульними
мультидоменними протеїнами, що містять
три функціонально різні елементи (рис. 1):
каталітичний домен (КД), целюлозозв’язу�
вальний домен (ЦЗД) та лінкер, що їх
об’єднує [30]. Окрім цих основних фрагмен�
тів у структурі целюлаз різного походження
можуть бути присутні й інші елементи,
включаючи другий КД, фібронектин�ІІІ�
подібні домени, повторювані гідрофобні
послідовності так званого когезиндокерино�

вого типу тощо [31]. Як правило, кожен з ен�
зимів целюлазного комплексу представле�
ний рядом множинних форм, що є продуктом
як експресії різних генів, так і посттранс�
ляційної модифікації — обмеженого проте�
олізу та (або) деглікозилювання. Ці форми
часто мають близькі біохімічні характерис�
тики, що значно ускладнює отримання їх
в очищеному вигляді.

Ендоглюканази є найбільш досліджени�
ми компонентами целюлазних комплексів і,
як правило, складаються з одного поліпеп�
тидного ланцюга. Єдиним винятком є ензим
із Sclerotium rolfsii, який має дві субодиниці
(22 та 32 кДа), що зв’язані між собою S–S�
зв’язком [31]. Частіше молекулярна маса
ендоглюканаз з мікробних джерел коливає�
ться в інтервалі 30–50 кДа. Із культуральної
рідини низки мікроорганізмів виділено
низькомолекулярні ендоглюканази з моле�
кулярною масою менше 20 кДа, які, на дум�
ку авторів [32], є фрагментами більш висо�
комолекулярних попередників.

На цей час вивчено амінокислотний
склад багатьох ендоглюканаз [33]. Для всіх
ензимів характерним є високий вміст Asp,
Glu, Thr, Ser, Gly та дуже мала кількість,
або взагалі відсутність, Cys та Met. Високий
вміст кислих та оксіамінокислот визначає
діапазон ізоелектричних точок ензимів. Як
правило, рІ знаходиться в інтервалі 3,0–5,0.

Майже всі ендоглюканази є глікопротеї�
нами. Загальний вміст вугдеводів може ся�
гати 50% від загальної маси (табл. 2). Основ�
ними компонентами вуглеводної частини
є маноза, галактоза, N�ацетилглюкозамін та
N�ацетилгалактозамін [34]. Зазвичай до
складу целюлазних комплексів входить низ�
ка ендоглюканаз, які можуть відрізнятися
за сорбційною здатністю до целюлози у сотні
разів.

Целобіогідролази до цього часу виділено
з меншої кількості джерел, що пов’язано
з відсутністю селективних методів визна�
чення їх у суміші з ендоглюканазами. Як 

Рис. 1. Модель целюлази T. fusca, що базується 
на PDQструктурі 1JS4
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і ендоглюканази, целобіогідролази є в біль�
шості випадків глікопротеїнами з молеку�
лярною масою 55– 65 кДа (табл. 3). Ізоелект�
ричні точки містяться в діапазонах 3,8–4,2
та 5,5–6,5. Загалом біохімічні характерис�
тики целобіогідролаз та ендоглюканаз дуже
близькі, що ускладнює їх розділення. Це�
лобіази звичайно мають більшу молекуляр�
ну масу (120–180 кДа), яка може ще й зрос�
тати через здатність ензиму до асоціації
з утворенням комплексів. Ізоелектричні
точки лежать у близькій до нейтральної
ділянці, хоча більшість має рІ 4,5–5,5. За
адсорбційною здатністю целобіази поступа�
ються іншим компонентам целюлазного
комплексу, що дозволяє виділяти їх метода�
ми афінної хроматографії на целюлозі.

У табл. 4 подано приклади одержання го�
могенних целюлаз з різних мікробних дже�
рел. Як випливає з наведених даних, в усіх
випадках для одержання високоочищених
ензимів необхідні 4–6 стадій. Окрім подіб�
ності різних компонентів комплексів за
біохімічними характеристиками, склад�
ність процесу отримання очищених целюлаз
пов’язана з великою кількістю домішок про�
теїнової природи (присутністю різних про�
теїнів та ензимів). Тому для кожного проду�
цента розробляють оригінальні схеми
очищення ензимів. Для фракціонування це�
люлаз застосовується практично весь спектр 

методів очищення та носіїв (табл. 4). Часто
для одержання множинних форм, переваж�
но целобіогідролази, використовують препа�
ративні ізоелектрофокусування та електро�
форез, хоча вихід целюлозолітичних
ензимів у разі їх використання не переви�
щує 50%. Висока роздільна здатність ме�
тодів ВЕРХ дозволяє отримувати окремі це�
люлази без попереднього групового
очищення, однак це різко зменшує робочий
ресурс колонок. Слід зазначити, що попе�
редня оптимізація умов культивування про�
дуцента за такими показниками, як загаль�
на та питома активність, а також відсутність
протеїну значно спрощує виділення та очи�
щення окремих ензимів целюлазного комп�
лексу.

Для тонкого фракціонування очищених
груповими методами целюлазних комп�
лексів T. reesei, M. thermophila i A. niger до�
сліджено можливість використання
ексклюзійної хроматографії на колонках ти�
пу TSK 2000 i 3000 SW (LKB), аніонобмінної
ВЕРХ на Mono Q та TSK�DEAE SW, катіоно�
обмінної хроматографії на Mono S, високое�
фективного хроматофокусування на Mono P
(Pharmacia), гідрофобної хроматографії на
колонках TSK�Phenyl 5PW (LKB).

Таблиця 2. Вміст вуглеводів у целюлазах з різних мікробних джерел [33]

Ензим Джерело Вміст вуглеводів, %

Ендоглюканаза

Clostridium thermocellum 11,0

Talaromices emersonii 27,7–50,8

Sporotrihum pulverulentum 2,2–10,5

Aspergillus niger
A. fumigatus 0

Trichoderma viride 0–15,9

Целобіогідролаза

Fusarium lini 5,4–6,5

Penicillium funiculosum 9,0

Sclerotium rolfsii 7,0

Trichoderma reesei 7,0

Trichoderma viride 0–10,0

Целобіаза

Aspergillus niger 2,8

A. terreus 0

A. aculeatus 15,0–23,0

Trichoderma reesei 10,0

Trichoderma viride 0–10,0

Gladiolus candidus 9,0
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СтруктурноQфункціональна характерисQ
тика целюлазних систем аеробних 

та анаеробних мікроорганізмів

Найповніше на цей час охарактеризова�
но целюлазні системи грибів Phanerochaete
chrysosporium, S. pulverulentum [6], F. solani
[35], P. funiculosum/pinophilum [36], T. emer=
sonii [37], T. koningii [38] і T. reesei [27]. Це�
люлазні системи цих грибів складаються з
ендо�1,4�β�D�глюканази [1,4�β�D�глюкан
глюканогідролаза; EC 3.2.1.4], екзо�1,4�β�D�
глюканази [1,4�β�D�глюкан целобіогідрола�
за (ЦВГ), EC 3.2.1.91] та β�глюкозидази [це�
лобіаза або β�D�глюкозид глюкогідролаза;
EC.3.2.1.21] (табл. 5). 

Ендоглюканази хаотично атакують фос�
форильовану целюлозу, КМ� та аморфну це�
люлозу з вивільненням целоолігосахаридів.
ЦБГ гідролізують фосфорильовану целюло�
зу та авіцел, послідовно відщеплюючи це�
лобіозу з нередукуючого кінця [12]. За допо�
могою мічених целоолігосахаридів було
показано, що ЦБГ здатна відщеплювати це�
лобіозу також і з редукуючого кінця [39].
Ендоглюканази та ЦБГ діють синергічно, за�
безпечуючи гідроліз кристалічної целюло�
зи, а β�глюкозидаза завершує гідроліз, пе�
ретворюючи целобіозу на глюкозу.
Екзо�β�D�глюканази (ЕС 3.2.1.74) P. funicu=
losum і T. emersonii каталізують відщеплен�
ня глюкозних залишків з нередукуючого
кінця целодекстринів і не кооперуються 

Таблиця 3. Властивості целюлаз

Ензим Джерело M.м.,
кДа

рНQоптиQ
мум

ТермоQ
оптимум Специфічність 

Целюлаза, ро�
дина 5, ЦЗД 3

[66] 
Bacillus amyoliquefaciens 54,0 7,0 50 0С

Авіцел, КМ�целюлоза, β�
глюкан, ксилан

Ендоглюкана�
за, родина 5

[67] 
Bacillus licheniformis 37,0 6,0 65 0С

п�НФ�целобіозид, β�глюкан
ячменю, ліхенан

Ендоглюканаза
[68] Bacillus agaradhaerens 38,0 7,0–9,4 60 0С КМ�целюлоза

Ендоглюканаза
[69] Рекомбінантна 41,2 6,5 45 0С β�Глюкан ячменю, ліхенан

Ендоглюканаза
[70] Thermomonospora sp. 14,2 5,0–9,0 50 0С Целюлоза, ксилан

Ендоглюканаза
[71]

Penicillium occitanis mutant
Pol 6

31,0 та
28,0

рІ 3,0 та
7,5

60 та
50 0С

КМ�целюлоза, фосфорильо�
вана целюлоза, β�глюкан,

ксилан

Екзо�1,4�β�глю�
каназа [72] Clostridium stercorarium 87,0 5,0–6,0

(рІ 3,9) 75 0С
Авіцел, КМ�целюлоза, β�

глюкан ячменю

Екзоглюканаза
[73] Chaetomium olivaceum 88,0 5,2 45 0С

α�Целюлоза, фільтруваль�
ний папір

Целобіогідро�
лаза [74] Paenibacillus sp. 118,0 6,0 (рІ

4,85) 45 0С
Ацидильована целюлоза,

Авіцел, целодекстрини

β�Глюкозидаза
[75] Piptoporus betulinus 36,0 4,0 (рІ

2,6) 60 0С

Целобіоза та целоолігосаха�
риди, відщеплює галактозу,
манозу та ксилозу від оліго�

сахаридів

β�Глюкозидаза,
родина 3 [76] Aspergillus niger 200,0 3,0–4,5 65 0С Целобіоза 

Целобіаза,
Cel8A [77] Lysobacter sp. 41,0 5,0 40 0С

КМ�целюлоза, хітозан, ко�
лоїдний хітозан та хітин,

розчинний хітозан

Ксиланаза [78] Syncephalastrum racemosum
Cohn. 29,0 8,5 

10,5 50 0С Ксилан 

Ксилоглюкана�
за [79]

Aspergillus japonicus
Chrysosporium lucknowense

Trichoderma reesei 

32,0 
78,0

75,0–
105,0

pI 2,8
pI 3,8

pI 4,1–4,3
НД Ксилоглюкан тамаринду

Примітка: НД — немає даних.
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з ендоглюканазами для гідролізу крис�
талічної целюлози. Гриби коричневої гнилі
(Poria placenta, P. carbonica) на відміну від
грибів, збудників білої (S. pulverulentum) та
м’якої гнилі (F. solani, P. pinophilum, T. ree=
sei), продукують тільки ендоглюканази [40].

Більшість грибних целюлаз є глікопро�
теїнами і мають множинні форми. Чотири
імунологічно споріднені ЦБГ з Т. viride
відрізняються одна від одної складом нейт�
ральних вуглеводів [41]. Так само чотири ен�
доглюканази з T. emersonii відрізнялися

Таблиця 4. Очищення та характеристика одержаних ензимів целюлазного комплексу 
з різних мікробних джерел

Продуцент Етапи очищення Характеристика препарату

Chrysosporium
lucknowense [80]

Ультрафільтрація, обессолювання на ак�
рилексі П2 (Reanal, Угорщина), аніоно�

обмінна хроматографія на колонці Source
15Q (Pharmacia, Швеція), аніонообмінна

хроматографія на колонці Mono Q, хрома�
тофокусування на Mono Р

Виділено 6 ендоглюканаз з м.м. 25
(рІ 4,0), 28 (рІ 5,8), 44 (рІ 6,0), 47 (рІ 5,7),

51 (рІ 4,8) та 60 кДа (рІ 3,7) і 2 цело�
біогідролази — 65 кДа (рІ 4,5) та 43 кДа
(рІ 4,2). рН�оптимум для всіх ензимів —

у діапазоні 4,5–6,0

Clostridium ther=
mocellum [81]

Осадження сульфатом амонію, ультра�
фільтрація крізь полісульфонову мембра�
ну, іонообмінна хроматографія на DЕАЕ�

сефарозі, гель�фільтрація на сефарозі
СL�4В та сефакрилі S�300, хроматофоку�

сування на Mono Р 

2 ендоглюканази — 75,9 та 44,7 кДа,
рІ 5,0 та 5,9, рН�оптимум — 5,7 та 4,8

Anaerocellum ther=
mophilum [81] 

Осадження сульфатом амонію та багато�
разова гель�фільтрація на Акрилексі Р6

у діапазоні концентрацій 
сульфату амонію

Ендоглюканази (одна гідролізує КМ�це�
люлозу, а друга — фільтрувальний

папір), ензими стабільні при рН 4,0–8,0
та термостабільні (період інактивації при

85 0С — 150 хв)

Fibrobacter 
succinogenes [82]

Афінна хроматографія, іонообмінна хро�
матографія на DEAE�Sepharose CL�6B

у градієнті NaCl, хроматографія на
гідроксіапатиті, концентрація за допомо�

гою SDS�ПААГ

Виділено EG1, Cel9B, Cel9BΔBTD, Cel5H,
Cel8B, ClCBase, Cel10A з активністю 84,

40, 47, 0,31, 1,08, 14,2 та 11,6 Од/мг.
ЦЗД мали Cel5H, ClCBase, Cel10A. Стиму�

люються у присутності Ca2+ або Mg2+

Cryptococcus sp.
[83]

Ультрафільтрація, аніонообмінна хрома�
тографія на DEAE�5PW, гель�фільтрація

на TSK�Gel G3000SW

Карбоксиметилцелюлаза, 34 кДа, термо�
оптимум 40–50 0С, рН�оптимум 3,5.

Гідролізує Авіцел, КМ�целюлозу, SIGMA�
CELL(R)

Trametes hirsuta
[84]

Осадження сульфатом амонію, іоно�
обмінна хроматографія на DEAE�

Sepharose CL�6B, гель�фільтрація на
Toyoperl HW 50S 

Ендоглюканаза рекомбінантна, рН 5,0,
стабільна в діапазоні 3,0–8,0, термоопти�
мум 50 0С. Високоспецифічна щодо крис�

талічної целюлози

Pyrococcus
horikoshii [85]

Фракціонування сульфатом аммонію,
аніонобмінна хроматографія на HitrapQ

Ендоглюканаза, гідролізує p�нітрофеніл
целобіозу, КМ�целюлозу, Авіцел

Lysobacter sp. [77]

Фракціонування сульфатом амонію, іоно�
обмінна хроматографія на SP Toyoperl

650 M, ультрафільтрація, гель�фільтрація
на Superdex 200, 2 послідовні хромато�
графії на сефарозі НР у градієнті NaCl

Целобіаза та хітозаназа, целобіаза гомо�
логічна до β�1,3�1,4�D�глюканази з

Bacillus circulans WL�12 та ендоглюкана�
зи B. circulans

Bacillus 
megaterium [86]

Афінна хроматографія на целюлозі та
гель�фільтрація на Sepharose 4B

Целюлосоми з целюлазами та ксиланаза�
ми, специфічні до КМ�целюлози та Авіцелу

Ceriporiopsis sub=
vermispora [87] Гель�фільтрація на Sephacryl S�300

Дві β�глюкозидази, 57 та 110 кДа,
гідролізують p�нітрофеніл�глюкозид та

целобіозу

Trichoderma sp.
[88]

Гель�фільтрація на Sephacryl S�200, іоно�
обмінна хроматографія на DEAE�

Sephadex A�50, афінна хроматографія на
Con A�Sepharose, хроматофокусування на

Mono�P (HPLC)

Ендоглюканаза, 51 кДа, гомологічна до
Trichoderma reesei 

Trichoderma
harzianum [89]

Хроматографія на Sephacryl S�300, DEAE�
Sephadex A�50, та Mono P β�Глюкозидаза, 75 кДа
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тільки за ступенем глікозилювання [42]. По�
казано, що на відміну від них, ЦБГ І і ІІ, які
продукуються культурами T. reesei і P. funi=
culosum, є імунологічно неспорідненими,
а дві ЦБГ з Fusarium lini відрізнялися за
амінокислотним складом [7].

Загалом вважають, що позаклітинні це�
люлазні компоненти більшості грибів існу�
ють як індивідуальні об’єкти. Однак є дані
щодо агрегації позаклітинних целюлаз
у T. reesei [43]. Цей комплекс складається
з шести протеїнів і виявляє целюлазну, β�
глюкозидазну і ксиланазну активності.
Можливо, протеїни зв’язуються з іншими
компонентами клітинної стінки із залучен�
ням іонів Са2+ [43]. Хоча багато грибів
виділяють окремі целюлазні компоненти
в культуральну рідину, ще остаточно не
з’ясовано, як ці компоненти взаємодіють на
поверхні кристалічної целюлози, забезпечу�
ючи її повний гідроліз.

Дослідження на анаеробних грибах руб�
ця свідчать про те, що ці мікроорганізми ві�
діграють певну роль у початковій колоніза�
ції і деградації лігноцелюлози у рубці [44].
Було показано, що ці гриби продукують по�
заклітинні целюлази та ксиланази, які за�
безпечують деградацію лігноцелюлози [45].

Oписано aнаеробні целюлолітичні гриби,
що належать до родів Neocallimastix, Caco=
myces, Orpinomyces, Piromyces, і Rumino=
myces. На відміну від аеробних грибів, сис�
тема N. frontalis — багатокомпонентний
ензиматичний комплекс, що має назву фак�
тора розчинення кристалічної целюлози
(ФРКЦ). Його молекулярна маса — 700 кДа;
складається з ряду субодиниць з молекуляр�

ною масою від 68 до 135 кДа [46]. Поки що
не вдалося роз’єднати ФРКЦ без втрати спе�
цифічної активності щодо кристалічної це�
люлози. Присутність багатокомпонентного
комплексу цього гриба свідчить про мож�
ливість гідролізу кристалічної целюлози за
механізмом, подібним до механізму дії анае�
робної бактерії C. thermocellum. Целюлази
N. frontalis (RK 21) — найефективніші з ві�
домих на цей час деструкторів кристалічної
целюлози, оскільки відіграють важливу
роль у перетравленні целюлози в рубці. То�
му видається цікавим дослідити механізм
целюлозної деградації за допомогою целю�
лазної системи цього гриба. 

Полісахаридгідролазні системи, що син�
тезуються аеробними грибами, найповніше
вивчено на прикладі ензимів родів Tricho=
derma, Penicillium, Fusarium, Humicola,
Phanerochaete, Schizophillium [31]. Кіль�
кість «целюлолітичних» протеїнів у цих
системах визначається десятками, але заз�
вичай більшість із них є гомологами або
ж множинними формами обмеженого набо�
ру основних компонентів, які відрізняються
структурою та механізмом дії. Так, у складі
найбільш досліджених комплексів T. reesei
та Н. insolens таких компонентів не менше
семи: дві целобіогідролази (І і ІІ, родини 6/В
та 7/С відповідно) і, принаймні, п’ять ендо�
глюканаз: І (7/С); ІІ (5/А5); ІІІ (12/Н); ІV
(61), V (45/К), VI (6/В) — у дужках вказано
належність КД до відповідної структурної
родини. В останні роки з’явилися відомості
щодо існування у грибів ендоглюканази VI,
здатної міцно сорбуватися на целюлозі; час�
тина з них, окрім КД, несе ЦЗД родини І,

Таблиця 5. Компоненти целюлаз аеробних грибів та характер їхньої дії на целюлозні ланцюги

Ензим ЕС код Синонім Тип дії 

Ендо�1,4�β�D�глюканаза EC 3.2.1.4 Ендоглюканаза,
ендоцелюлаза

–Г–Г–Г–Г–
↑ ↑

Хаотично

Екзо�1,4�β�D�глюканаза EC 3.2.1.91 Целобіогідролаза,
екзоцелюлаза

Г–Г–Г–Г–
↑

Відщеплює целобіозу від відновлювального
та невідновлювального кінця

Екзо�1,4�β�D�глюканаза ЕС 3.2.1.74 Екзоглюканаза,
глюкогідролаза

Г–Г–Г–Г–
↑

Відщеплює глюкозу з невідновлювального
кінця 

β�Глюкозидаза EC 3.2.1.21 Целобіаза

Г–Г  Г–Г–Г–Г
↑ ↑

Відщеплює глюкозу від целобіози та корот�
коланцюгових целоолігосахаридів 

Примітка: «Г–Г» — зв’язані глюкозні залишки.
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причому у різних грибів ЦЗД, ймовірно, не
закріплено за строго визначеними родинами
КД. Поряд із цим у складі целюлозолітичної
системи грибів виявлено ряд ксиланаз (ро�
дини 10/F, 11/G) та мананаз (5/А1), частина
з яких також несе ЦЗД. Загальна кількість
генів, які беруть участь у розкладі рослин�
ного субстрату та більш�менш координовано
індукуються целюлозою, целобіозою, лакто�
зою, софорозою або арабітом та репресують�
ся глюкозою, становить близько 20 і розта�
шовані вони у різних хромосомах гриба.
Крім cbh1, cbh2, egl1, egl2, egl3, egl4, egl5,
xyn1, xyn2, man1, які відповідають вищезаз�
наченим ензимам T. reesei, це — bgl1, bgl2
(гени β�глюко� та ксилозидази), axe1 (ген
ацетилксиланестерази), glr1 (ген β�глюку�
ронідази), arf1 (ген α�L�арабінофуранозида�
зи), agl1, agl2, agl3 (гени α�галактозидаз).
Ензими, які їх кодують, беруть участь у від�
щепленні замісників в основних ланцюгах
геміцелюлоз [47]. Механізм взаємодії різних
типів целюлаз у процесі деградації впоряд�
кованої целюлози, а також характерне яви�
ще синергізму целюлазних систем обгово�
рюються досить давно. Однак спроби звести
всі феномени до екзо�, ендосинергізму, який
спостерігається в амілаз, виявилися марни�
ми. По�перше, треба відзначити більше різ�
номаніття структурних типів целюлолітич�
них ензимів. Іноді навіть не вдається
провести паралель між ендо� та екзогідрола�
зами, що беруть участь у процесах дегра�
дації целюлози та крохмалю.

Основним елементом грибних целюло�
золітичних систем є ЦБГ І [48]. За ме�
ханізмом дії вона істотно відрізняється від
відповідної екзогідролази амілолітичної
системи — β�амілази. Як і всі гідролази роди�
ни 7/С, грибна ЦБГ І зберігає конфігурацію
зв’язку в продуктах реакції та каталізує
процеси трансглікозилювання. Низькомо�
лекулярні субстрати вона атакує поблизу
відновлювального кінця. Особливістю ЦБГ І
є активний центр, який являє собою не зви�
чайну для ендогідролаз заглибину (ложби�
ну), а наскрізний тунель вздовж увігнутої
частини β�сендвіча, перекритий зверху
гнучкими петлями, які зшиті дев’ятьма
S–S�містками [31]. Встановлено, що КД міс�
тить 10 субсайтів зв’язування глюкозних за�
лишків — від –7 до +3. Можливий механізм
каталізу включає зв’язування целононаози
на субсайтах від –7 до +2, утворення це�
лобіози на аглюконових ділянках +1 та +2
й карбокатіону гептанози на субсайтах від
–7 до –1, його ковалентне зв’язування із за�
лишком Е212, гідроліз глікозилензиму та

десорбцію продуктів. Ензим не має абсолют�
ної специфічності до положення 4�ОН у вуг�
леводного залишка, що локалізується на
субсайті –2: він може діяти на флуорогенні
похідні як целобіози, так і лактози. Є досить
багато даних про те, що ЦБГ І здатна генеру�
вати на поверхні целюлози нові кінцеві гру�
пи, що свідчить про наявність у неї не тільки
екзо�, а й ендогідролазних властивостей
[49]. Однак досі не ясно, як це відбувається
з огляду на тунельну структуру активного
центру.

Саме ЦБГ І необхідна для розщеплення
нативної целюлози, причому у цьому про�
цесі беруть участь усі три складові: КД, С�
кінцевий ЦЗД та лінкер, що їх пов’язує.
Припускають, що ензим використовує віль�
ну енергію глікозидного зв’язку для руйну�
вання кристалічної структури субстрату, од�
нак як саме, ще не встановлено.

У другої екзоглюканази — ЦБГ ІІ актив�
ний центр утворюється двома поверхневими
петлями на жорсткій структурі незаверше�
ної тріозофосфат�ізомеразної структури
(ТІМ�барел) і має форму більш короткого ту�
нелю завдовжки 2 нм. Усередині його розта�
шовані 4 сайти зв’язування глюкозних за�
лишків: –2, –1, +1, +2 (нумерація від
зв’язку, що розщеплюється). Окрім того
є ще один підсайт +4, розміщений поза ту�
нелем. Ензим містить N�кінцевий ЦЗД роди�
ни І. Специфічність ЦБГ ІІ вузька — ензим
не діє на гетерозидний зв’язок у флуороген�
них похідних целоолігосахаридів.

Одна з двох основних ендоглюканаз
T. reesei, ендоглюканаза І [47], належить до
тієї самої родини, що й ЦБГ І (7/С), і має
близьку третинну структуру. Однак у неї ак�
тивний центр має вигляд щілини. Ендоглю�
каназа І розщеплює як целобіозиди, так
і лактозиди 4�метилумбеліферону, а на кси�
лані має таку саму активність, як і в разі ви�
користання похідних целюлози. У процесі
гідролізу ензим віддає перевагу внутрішнім
зв’язкам у целотетра�, пента� та гексаозі,
а в присутності високих концентрацій цело�
тріози (12–20 мМ) має здатність до трансглі�
козилювання. На ксилотри�, тетра�, пента�
та гексаозі він виявляє специфічність до
гідролізу другого від відновлювального
кінця зв’язку, віддаючи перевагу субстра�
там з довшим ланцюгом. У різних грибів ен�
зим може як містити, так і не містити С�
кінцевий ЦЗД. 

Ендоглюканаза ІІ грибних целюлазних
систем належить до родини 5/А5 зі структу�
рою ТІМ�барела та розташуванням активно�
го центру на кінцях четвертого й сьомого 
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β�тяжів. За специфічністю дії на целооліго�
сахариди цей ензим істотно відрізняється від
ендоглюканази І, яка є строго специфічною
щодо похідних целюлози. Ендоглюканаза ІІ
ефективніше знижує ступінь полімерізації
КМ�целюлози, для неї менш характерними
є реакції переносу з участю целотріози, хоча
вони й не виключаються. До її складу вхо�
дить N�кінцевий ЦЗД родини І.

Ендоглюканази І і ІІ та ЦБГ І і ІІ є основ�
ними в ензиматичній системі T. reesei і син�
тезуються грибом синхронно у співвідно�
шенні приблизно 6:1,5:1:1, хоча їхні гени
розміщені на різних хромосомах. Саме цим
ензимам приписують основну роль у синер�
гічній деградації впорядкованої целюлози.
Інші, мінорні, ендоглюканази (знайдено не
менше трьох), можливо, потрібні для утво�
рення індуктора целюлаз.

Грибна ендоглюканаза ІІІ (T. reesei) є не�
великим протеїном (218 АК), який не міс�
тить ЦЗД. Активний центр ендоглюканази
ІІІ, розташований у глибокому каньйоні між
β�листами, може вміщувати 5 глюкозних за�
лишків. Їй притаманна висока здатність до
реакцій трансглікозилювання.

Ендоглюканазу ІV, яка належить до но�
вої родини 61, охарактеризовано відносно
недавно і поки немає даних про її просторо�
ву структуру і механізм каталізу.

Ендоглюканазу V виявлено у багатьох
грибів. Цей ензим має невеликий КД, згор�
нутий у 6β�барел (родина 45/К), активний
центр у вигляді тунелю з шістьма сайтами
зв’язування і ЦЗД родини І на С�кінці. На
відміну від інших ендоглюканаз, цей ензим
перетворює конфігурацію біля аномерного
центру в продуктах гідролізу. Ензим не роз�
щеплює ксилани, манани та галактоманани.

Особливістю ензиматичної системи
H. insolens є не знайдена в інших грибів ен�
доглюканаза VІ, яка близька до ЦБГ ІІ та ря�
ду бактеріальних ендоглюканаз родини 6/В.
У цьому ензимі відсутній ЦЗД. Найбільшу
активність він виявляє на целогексаозі й по�
дібно до ЦБГ ІІ переважно розщеплює дру�
гий з невідновлювального кінця глікозид�
ний зв’язок.

Слід відзначити також деякі модульні
ензими, які входять до складу целюлазно�
геміцелюлазного комплексу грибів, що не�
суть ЦЗД і, відповідно, залучені до реакцій
на поверхні целюлози. Це передусім ксила�
наза F. oxysporum (10/F) та β�мананаза T. ree=
sei (5/А1) [31].

Ензиматичні системи актиноміцетів та
аеробних бактерій мають низку спільних
рис з ензимами грибів. Найбільш дослідже�

ними вони є у бактерій С. fimi i P. fluorescens
subsp. cellulosa та актиноміцета T. fusca.
Грампозитивна бактерія С. fimi утворює ен�
доглюканази СеnA, B, C та D, ЦБГ CbhA та
B, екзоглюканазу�ксиланазу Cex та ксила�
нази XynD1, XynD2. Їхні молекули побудо�
вані з кількох автономних модулів і мають
довжину поліпептидного ланцюга від 400 до
майже 1100 залишків. СеnA має КД родини
6/В та N�кінцевий ЦЗД типу ІІа, розділені
лінкером. СеnВ — великий мультидоменний
протеїн з КД родини 9/Е2 та жорстко зв’яза�
ним з ним ЦЗД типу ІІІb, а також С�кінце�
вим ЦЗД типу ІІа. Між двома ЦЗД розташо�
вані розділені лінкерами три повтори
фібронектин ІІІ�подібного домену, що, ймо�
вірно, відповідає за зв’язування ензиму на
клітинній мембрані або за утворення поза�
клітинного мультисубодиничного комплек�
су ензимів. СеnС має КД родини 9/Е1 та N�
кінцевий ЦЗД типу IV, які розділені
лінкером. Цей тип ЦЗД специфічний щодо
аморфної целюлози.

Серед екзогідролаз С. fimi Cex (10/F) має
незвичайну субстратну специфічність,
оскільки здатний розщеплювати як целюло�
зу, так і ксилан. Особливістю ЦЗД Cex є йо�
го здатність до міцної сорбції на кристаліч�
ній целюлозі, хітині та, меншою мірою, на
аморфній целюлозі.

Окрім цього було клоновано ендоманана�
зу Man26A та β�манозидазу Man2A С. fimi.
У бактерії Man26A піддається протеолізу і,
можливо, є єдиною мананазою; показано, що
цей ензим частково зв’язаний з клітинами.

Відносно більш проста ензиматична сис�
тема термофільного мікроміцета T. fusca
складається з шести компонентів Е1–Е6, що
містять ЦЗД родини ІІ. Два ензими, Е3 та
Е6, є екзоцелюлазами, причому Е3 діє з не�
відновлювального, а Е6 — з відновлюваль�
ного кінця. Е1, Е2 та Е5 — ендоцелюлази,
а Е4 має проміжні властивості та здатність
посилювати дію як ендо�, так і екзоцелюлаз.
Подібність цієї системи із системою С. fimi
пояснюють конвергентною еволюцією. Крім
глюканаз, до складу целюлазної системи ак�
тиноміцетів входить також термостабільна
ксиланаза А, що належить до родини 11/G. 

У стрептоміцетів також знайдено целю�
лази родини 5/А2, 6/В, 9/Е1 та ксиланазу
11/G. Додатково виявлено мананазу (5/А4)
і ксиланазу (10/F), які не містять ЦЗД, а та�
кож ацетилксиланестеразу та хітиназу, що
несуть ЦЗД родин ІІb та ІІа відповідно.

Целюлазні системи С. fimi та актиноміце�
тів можна розглядати як перехідні між гри�
бами і бактеріями. Незавершена структура
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ТІМ�барела ендоглюканази Е2 з T. fusca
відрізняється від аналогічної структури
грибної ЦБГ ІІ тим, що у неї вкорочені петлі,
які перекривають тунель активного центру,
через що він має форму улоговини. Ця глю�
каназа має найбільшу активність щодо КМ�
та аморфної целюлози і погано розщеплює
кристалічний субстрат. Ензим Е4 T. fusca не
має аналогів серед грибних целюлаз. Його
КД є (α,α)6�барелом, у якого петлі на С�кінці
внутрішніх спіралей формують активний
центр. З N�кінця до нього жорстко прикріп�
лений імуноглобуліноподібний ЦЗД із 90 за�
лишків, які укладено у вісім β�тяжів. При
цьому вхід в активний центр є продовжен�
ням ЦЗД. Таким чином, активний центр
складається ніби з двох частин — відносно
плоскої, характерної для ЦЗД, та щілино�
подібної, притаманної КД. 

Бактерія P. fluorescens subsp. cellulosa ут�
ворює целюлолітичну систему, ще меншою
мірою подібну до системи грибів. До неї вхо�
дить не менш ніж три ендоглюканази, цело�
декстриназа, п’ять ксиланаз та чотири ма�
нанази, а крім цього присутній широкий
спектр ензимів, що відщеплюють бокові гру�
пи в геміцелюлозах [50]. Відзначають подіб�
ність двох ензимів псевдомонад: ендоглюка�
нази родини 5/А5 Ralstonia solanacearum та
СelB P. fluorescens родини 45/К з ензимами
грибів — ендоглюканазами ІІ і V T. reesei та
Н. insolens.

В ензиматичних системах псевдомонад,
бацил та Ervinia spp. не виявлено типових
ЦБГ. Тому їхня функція, імовірно, не зво�
диться до утилізації целюлози. Деякі з цих
ензимів беруть участь у фітопатогенезі, по�
легшуючи проникнення мікроорганізму до
клітини хазяїна або утворюючи сигнальні
молекули�олігосахариди, які регулюють
фітоімунні реакції [51]. У зв’язку з цим
особливий інтерес становить структурна
подібність окремих ендоглюканаз та ксила�
наз сапрофітних грибів і фітопатогенних
бактерій, що може розкрити дійсну функ�
цію численних компонентів целюлозолітич�
ної системи мікроорганізмів.

Серед анаеробних бактерій найбільш
дослідженими є целюлазно�геміцелюлазні
системи термо� та мезофільних клостридій.
Целюлосоми С. thermocellum містять до
26 поліпептидів, серед них ідентифіковано
12 целюлаз ендо� та екзоглюканазного типу,
3 ксиланази, асоційовані з ацетилксиланес�
теразними та ферулоїлестеразними домена�
ми, ліхеназа та некаталітичний протеїн, що
має назву інтегруючого целюлосому про�
теїну А (СірА) або скафолдину [31].  Зв’язу�

вання забезпечують консервативні гідро�
фобні повторювання (2×24 залишка), так
звані докерини типу І та комплементарні їм
рецептори скафолдину, так звані когезини
типу І. Важливу роль у когезиндокериновій
взаємодії відіграють іони Са+2 [31]. Когези�
нові домени складені у вигляді дев’ятитяже�
вих β�барелів, подібних за структурою до
ЦЗД родин ІІ та ІІІ, незважаючи на повну від�
сутність гомології. Крім 9 когезинів типу І,
скафолдин несе ЦЗД родини ІІ, а також
особливий тип докерину на С�кінці (тип ІІ),
який не взаємодіє з когезинами типу І. Коге�
зини типу ІІ для цього докерину містяться
в протеїнах, присутніх у S�шарі. Таким чи�
ном, скафолдин має у своєму складі необхід�
ні структурні фрагменти для формування
целюлосом, для їх фіксації на поверхні
клітини та для прикріплення до целюлозно�
го субстрату.

На прикладі ендоглюканази D клостри�
діальних целюлосом, які не містять власних
ЦЗД, показано, що активність ензимів щодо
мікрокристалічної целюлози багаторазово
зростає в разі фіксації на нативному або му�
тантному скафолдині, який несе ЦЗД та єди�
ний модуль когезину І.

Серед ензимів, фіксованих у целюлосомі,
знайдено не тільки ендоглюканази, а й ЦБГ
[52]. Найбільш відома з них — ЦБГ CelS(S8),
що належить до родини 48/L. У цій родині
розшифровано просторову структуру CelF —
так званої процесивної ендо�екзоглюканази
мезофільної клостридії. Її N�кінцевий КД
має структуру (α,α)6�барела з активним
центром у вигляді тунелю, що заглиблюєть�
ся на 2/3 довжини внутрішніх спіралей з бо�
ку N�кінця. Зовні тунель переходить у від�
криту заглибину, що дозволяє ензиму
виявляти властивості як екзо�, так і ендо�
глюканази. Загальна довжина активного
центру становить не менше восьми ангідро�
глюкозних залишків.

С. cellulolyticum — ще одна анаеробна
бактерія, будову целюлосоми якої дослідже�
но. Крім скафолдину, до її складу входить
шість целюлазних ензимів (CelA — CelF),
які зв’язані каркасним протеїном з когезин�
докериновими комплексами. У клостридій
цей тип взаємозв’язку є видоспецифічним:
когезини ензимів мезофілів не впізнають до�
керини термофілів і навпаки.

Целюлазно�геміцелюлазні системи анае�
робних бактерій істотно відрізняються від
ензимних систем аеробів, що пояснюється
специфічністю середовища існування. Аероби
секретують ензими у невеликий об’єм водної
плівки. Відсутність конвекції уможливлює
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(за наявності ЦЗД) іммобілізацію ензимів на
субстраті поблизу клітини�продуцента та
створення у плівці стійкого комплексу
з ефективним дифузійним транспортуван�
ням продуктів гідролізу усередину клітини.
У анаеробів аналогічна секреція ензимів
призвела б до втрати їх продуцентом та
розділення необхідного набору активностей
конвективними токами навколишньої ріди�
ни. Тому в цих організмів целюлозолітичну
систему упаковано в целюлосоми та поліце�
люлосоми, які зв’язані з поверхнею кліти�
ни. Таким чином забезпечується транспор�
тування продуктів гідролізу від субстрату до
прикріпленої клітини мікроорганізму [52].
При цьому в анаеробів трапляються і компо�
ненти «розділених» ензиматичних систем.
У свою чергу, аероби можуть мати ензими,
у яких поряд із ЦЗД бувають модулі типу
фібронектин ІІІ�зв’язувальних доменів, які
відповідають за зв’язування з клітиною
та/або утворення протеїнових асоціатів на
поверхні целюлози.

Вважають, що еволюційно більш доско�
налі аеробні мікроорганізми пішли шляхом
відбору спеціалізованих «маломодульних»
ензимів, які пристосовані до вузького конк�
ретного завдання в малому об’ємі рідини,
тимчасом як давніші анаероби зберегли
універсальні багатомодульні ензими або ут�
ворення типу целюлосом [31].

Целюлозолітичні ензими, яким у тра�
диційній номенклатурі відведено 4 позиції,
в сучасній класифікації об’єднані у 15 з 80
відомих структурних родин та кілька підро�
дин глікозилгідролаз, причому до них відне�
сено і дві родини з численної групи ксиланаз.
Целюлазно�геміцелюлазні ензими є в роди�
нах 5(А), 6(В), 7(С), 8(D), 9(E), 10(F), 11(G),
12(H), 26(I), 44(J), 45(K), 48(L), 51, 60 та 61.
Ця номенклатура стосується тільки струк�
тури КД. 

Слід наголосити, що кількість структур�
них типів 1,4�β�глюкозилгидролаз порівня�
но з ензимами, що діють на α�глюкозидні
зв’язки, значно ширша. Останні представ�
лені тільки трьома родинами. Цікавим є те,
що розщеплення ксиланів у еволюційно
віддалених організмів відбувається за учас�
тю тільки двох родин. Ксиланази у природі
майже завжди знаходять поряд з целюлаза�
ми, а їхній субстрат за масштабами відтво�
рення близький до целюлози, хоча значно
складніший за неї за своєю хімічною струк�
турою. Проте ксиланази, як і амілази, побу�
довані більш однорідно, ніж целюлази, мож�
ливо тому, що еволюційно ці ензими значно
молодші за целюлази.

Крім цього, целюлази розділяють на ро�
дини за будовою ЦЗД та лінкерів. Прийняту
у наш час класифікацію целюлазно�геміце�
люлазних ензимів за структурою КД та ЦЗД
наведено в роботі Рабиновича та співавт. [53].

Механізм ензиматичної деструкції 
целюлози

Целюлази каталізують гідроліз целюло�
зи (клітковини), яка в природних матеріа�
лах зв’язана з багатьма іншими сполуками:
геміцелюлозою, пектином, лігніном, крох�
малем. Природні матеріали містять целюло�
зу, структура якої має різне співвідношення
аморфних ділянок і кристалів. Тому целю�
лоза не є рівноцінним субстратом для дії ен�
зимів і для деструкції потребує їх комплек�
су. Невідомо, чи існують ділянки менш
упорядкованих ланцюгів у мікрофібрилах
целюлози. Реакція целюлаз з високоупоряд�
кованою целюлозою відрізняється від їх вза�
ємодії з менш упорядкованою целюлозою.

КМ�целюлозу й Авіцел багато дослідни�
ків використовують як субстрати. Целюла�
зи, які інгібуються КМ�замісниками, не
можна виявити, застосовуючи ці субстрати.
Кристалічна целюлоза, така як Авіцел, по�
вільно деградується більшістю очищених це�
люлаз і тому потребує більше часу для реак�
ції. Було зроблено спроби знайти субстрат,
з яким будь�яка целюлаза здатна реагувати
задовільно і швидко. Нерозчинний цело�
олігосахарид із середнім ступенем полімери�
зації 20, який утворюється внаслідок гідро�
лізу порошку целюлози соляною кислотою,
як виявилося, придатний для цього. У будь�
якому разі для характеристики різних ком�
понентів целюлаз грибів потрібен ряд
субстратів.

Як вже зазначено вище, целюлазні комп�
лекси, що продукуються різними мікроор�
ганізмами, є поліензимними системами, які
складаються з ензимів різної молекулярної
будови та способу дії на целюлозу. Слід
пам’ятати, що через велике різноманіття це�
люлазних комплексів та індивідуальних ен�
зимів, які їх складають, а також унаслідок
складності будови та великої кількості форм
целюлози неможливо дати однозначну та ви�
черпну картину дії целюлазного комплексу
на целюлозу. У спрощеному вигляді її пода�
но на рис. 2. 

Основними чинниками, що впливають
на властивості целюлазних комплексів, є ін�
дивідуальні властивості ендоглюканаз,
ЦБГ, а також співвідношення між активнос�
тями цих ензимів. До індивідуальних
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властивостей належать спосіб дії на целюло�
зу та молекулярна активність, їхня здат�
ність адсорбуватися на целюлозі, рН� і тем�
пературні оптимуми дії та стабільність.

Співвідношення між ендоглюканазною
та целобіогідролазною активностями в комп�
лексі залежать від генетичних властивостей
штаму�продуцента. Вкрай важливою є мож�
ливість прояву синергізму, тобто явища
взаємного посилення дії ензимів, а також
їхньої здатності до адсорбції на поверхні це�
люлаз. Давно встановлено, що чим міцніше
ензими сорбуються на целюлозі, тим вищою
є їхня здатність до глибокого гідролізу крис�
талічної целюлози.

Розглянуті закономірності ензиматичної
деструкції целюлози найбільш характерні
для грибних целюлаз. Характерною особли�
вістю бактеріальних целюлаз є структуро�
ваність їх у великі агрегати — целюлосоми.

Незважаючи на накопичення значного
обсягу даних щодо вивчення структури ок�
ремих ензимів целюлазно�геміцелюлазних
систем мікроорганізмів, і досі складно гово�
рити про кардинальні зміни в розумінні ме�
ханізмів ензиматичної деградації упорядко�
ваної целюлози. Ще на початку 80�х років
стало очевидним, що в гідролізі целюлози
беруть участь ендоглюканази, які мають до�
датковий центр зв’язування з целюлозою —
сорбційний центр, який отримав назву ЦЗД.
Ендоглюканази, які слабо сорбуються,

найактивніше гідролізують зовнішні аморф�
ні ділянки, але не зачіпають упорядкованої
частини целюлози [54]. Їх було виявлено
в мінорних кількостях у повноцінних целю�
лозних комплексах грибів T. reesei та
P. chrysosporium. При цьому в комплексі
домінували протеїни, які міцно сорбуються
і відіграють головну роль у розкладі крис�
талічної целюлози. 

Здатність ензимів, що містять ЦЗД, пе�
реміщуватися від однієї частинки субстрату
до іншої, встановлено при сумісному засто�
суванні звичайної та міченої фарбником це�
люлози [55]. Підтверджено й факти, що свід�
чать про відсутність ендоглюканаз, які
міцно зв’язуються з целюлозою, у целюлаз�
них комплексах A. niger, A. foetidus, що не
розщеплюють впорядковану целюлозу. Ен�
доглюканази аспергілів належать до родини
12/Н, яка не містить ЦЗД [31].

Загалом механізм гідролізу целюлози
виглядає так (рис. 3). Ензим міцно адсор�
бується на нерозчинному субстраті за раху�
нок взаємодії ЦЗД з його поверхнею. КД,
зв’язаний з ЦЗД через гнучкий лінкер,
здійснює серію каталітичних актів, розщеп�
люючи доступні глюкозидні зв’язки, при
цьому десорбції ензиму в розчин не відбуває�
ться. Украй важливою обставиною є власти�
вість ЦЗД руйнувати високовпорядковану
кристалічну структуру бавовняних волокон
без розщеплення глюкозидних зв’язків.

Кристалічна целюлоза

Целобіоза або целотетроза

Глюкоза

Екзоцелюлаза

Целюлоза

Ендоцелюлаза

Целобіаза

Рис. 2. Три типи реакцій, що каталізуються целюлазами: 
1 — розщеплення нековалентних зв’язків у кристалічній структурі целюлози (ендоцелюлази); 

2 — гідроліз окремих ділянок целюлози до олігосахаридів (екзоцелюлази); 
3 — гідроліз ди� та тетрасахаридів до глюкози (β�глюкозидази)

1

3

2
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Такі волокна з порушеною кристалічною
структурою набагато легше піддаються гідро�
літичній деструкції під дією інших целюлаз.

Адсорбційна здатність ензимів, що не
містять ЦЗД, дуже мала, і в разі дії на целю�
лозу вони здійснюють один або декілька
послідовних каталітичних актів, після чого
ензими можуть легко переноситись у роз�
чині до нових ділянок поверхні нерозчинно�
го субстрату. Як правило, такі ензими не
здатні розщеплювати кристалічну целюло�
зу, а можуть діяти тільки на аморфні (де�
фектні) ділянки волокон. 

Практичне використання целюлаз

Целюлази широко використують у різ�
них галузях: у сільському господарстві (для
годівлі тварин), харчовій, текстильній, па�
ливній та хімічній промисловості, у паперо�
вому виробництві, у медико�фармацевтич�
них, генно�інженерних технологіях та
в процесах знешкодження відходів.

У харчовій промисловості целюлази за�
стосовують під час екстракції фруктових
соків та олій із насіння; для освітлення
соків; у процесі очищення бобів сої під час
виробництва соєвих соусів; для виділення
протеїнів сої та кокосових горіхів; з метою
ефективного одержання кукурудзяного та
картопляного крохмалю; для желатинізації
морських водоростей, аби поліпшити їхні
харчові властивості; для одержання агару

з морських водоростей та деградації лігно�
целюлози з метою одержання харчових до�
бавок [16, 56, 57]. Їх також використовують
для підвищення поживної якості продуктів
бродіння, для відновлення зневоднених
овочів та сухих супів, у виробництві цело�
олігосахаридів, глюкози та інших розчин�
них вуглеводів із целюлозних відходів, для
видалення клітинних стінок, що полегшує
виділення ароматичних речовин, протеїнів,
полісахаридів [57]. У пивоварному та винно�
му виробництві целюлази застосовують для
гідролізу β�1,3 та β�1,4 глюканів, які при�
сутні в низькосортному ячмені, для полег�
шення фільтрації пива, покращання аромату
вин. Рекомбінантні дріжджі, які продуку�
ють β�1,3� та β�1,4�глюканази, також вико�
ристовують у пивоварінні. Целюлази засто�
совують і як добавки до харчування жуйних
тварин та для попередньої обробки лігноце�
люлозної сировини й силосу, щоб полегшити
процес травлення жуйних тварин, лущення
пшеничних зерен [57]. Цікавим приклад�
ним аспектом використання целюлазних
генів є їх клонування для отримання транс�
генних тварин, які зможуть секретувати це�
люлази в шлунково�кишковому тракті для
поліпшення перетравлювання грубої їжі [16]. 

У текстильній промисловості целюлаза�
ми послуговуються для біошліфування гру�
бої бавовняної тканини з метою одержання
джинсових тканин, для видалення

Рис. 3. Схема гідролізу аморфної та мікрокристалічної целюлози грибними аеробними (А) та бактеріальними
анаеробними (Б) целюлазними системами. Забарвленими клітинами позначено редукувальні кінці [90]
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мікрофібрил, які утворюються на тканинах
під час різних циклів обробки, для віднов�
лення м’якості та яскравості бавовняних
тканин [16, 56].

Поряд із цим целюлази або суміші глю�
каназ можуть бути корисними для утворення
рослинних та грибних протопластів у про�
цесі одержання гібридних штамів у різно�
манітних генетичних експериментах [44]. 

Таким чином, целюлази мають широкі
можливості для застосування в різних тех�
нологічних процесах, однак для цього
потрібні масштабні дослідження їхніх влас�
тивостей та специфічності. Ці дослідження

розвиваються досить швидко. Значного
прогресу досягнено в розумінні синтезу це�
люлаз, біохімії деградації целюлози, клону�
ванні та експресії целюлазних генів та вста�
новленні 3�D�структури деяких целюлаз.
Головними лімітуючими ланками у вико�
ристанні комерційних препаратів целюлаз
є вихід, стабільність, специфічність та вар�
тість одержання. Тому майбутні дослідження
слід зосередити на створенні високопродук�
тивних, термо� та рН�стійких продуцентів
целюлаз, із широкою субстратною спе�
цифічністю та високою каталітичною ефек�
тивністю, використовуючи недорогі середо�
вища та ензимні технології.
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ЦЕЛЛЮЛОЗОДЕГРАДИРУЮЩИЕ 
СИСТЕМЫ МИКРООРГАНИЗМОВ: 

БИОСИНТЕЗ, СВОЙСТВА 
И СТРУКТУРНОQФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ

ОСОБЕННОСТИ

Н. В. Борзова, Л. Д. Варбанец

Институт микробиологии и вирусологии 
НАН Украины, Киев

Е=mail:varbanets@serv.imv.kiev.ua

Обзор посвящен энзиматическим системам
микроорганизмов, которые обеспечивают био�
деградацию целлюлозы. Рассмотрены вопросы
классификации эндо�, экзоглюканаз и β�глю�
козидаз, регуляции их биосинтеза в микроб�
ной клетке, биохимических свойств, а также
условий выделения и очистки. Особое вни�
мание уделено сравнению целлюлозодегради�
рующих систем аэробных и анаэробных
микроорганизмов, их структурным и функци�
ональным особенностям. Приведены совре�
менные данные о возможных механизмах био�
деструкции целлюлозы.

Ключевые слова: целлюлазы, деградация цел�
люлозы, свойства, структура и функции цел�
люлаз, механизм действия.

THE CELLULOSE DEGRADING 
SYSTEMS OF MICROORGANISMS:

BIOSYNTESIS, PROPERTIES, 
STRUCTURAL AND FUNCTIONAL 

CHARACTERISTICS

N. V. Borzova, L. D. Varbanets 

Institute of Microbiology and Virology of
National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv

E=mail: varbanets@serv.imv.kiev.ua

Enzyme systems of microorganisms that pro�
vide biodegradation of cellulose are discussed.
Particular attention is given to endo�, exoglu�
canases, and β�glucosidases classification, its
biosynthesis regulation in microbial cells, bio�
chemical properties and isolation and purifica�
tion procedures as well. The review is focused on
cellulose degrading systems of aerobe and anaer�
obe microorganisms, their structure and func�
tional characteristics. Data concerning possible
mechanism of cellulose destruction are dis�
cussed.

Key words: cellulase, degradation of cellulose,
properties, structure and function of cellulases,
mechanism of action.




