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Возобновляемая растительная биомасса, основ-
ными компонентами которой являются целлюло-
за, гемицеллюлозы и лигнин, составляет основную 
часть органического материала на Земле и является 
практически неисчерпаемым источником сырья и 
энергии [1]. Использование быстрорастущих тра-
вянистых растений как источника природных по-
лисахаров, несомненно, имеет преимущество перед 
использованием древесины. Тростник обыкновен-
ный – почти космополит, встречается в России по-
всеместно. Он распространен на почвах с близки-
ми грунтовыми водами, на болотах, зарастающих 
озерах, пойменных лугах; особенно многочислен 
он в низовьях рек, где часто образует обширные 
заросли. Тростник относится к злакам, содержа-
ние лигнина от 18 до 26% в разных частях растения. 

Легкогидролизуемые полисахариды (преимуще-
ственно ксиланы) составляют 20–25%, трудноги-
дролизуемые (целлюлоза) – до 37% [2]. Таким обра-
зом, тростник является источником С5 и С6 сахаров, 
которые могут быть конвертированы в коммерчески 
востребованные продукты (биоэтанол, этилен, бу-
тены, этиленгликоль и другие соединения) [1, 3–5].

Ферментативный гидролиз растительной био-
массы затруднен из-за ее низкой реакционной спо-
собности вследствие присутствия лигнина, который 
является физическим барьером, препятствующим 
воздействию ферментов на целлюлозу; кроме того, 
на лигнине происходит непродуктивная адсорбция 
ферментов. Для повышения реакционной способно-
сти необходима предварительная обработка субстра-
та, основными задачами которой являются удаление 
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Исследованы способы предобработки тростника (измельчение, гидротермическая обработка, обра-
ботка растворами кислот или щелочи, органосольвом, глубокими эвтектическими растворителями) и 
их влияние на его последующий ферментативный гидролиз комплексами целлюлаз и гемицеллюлаз. 
Субстраты с наибольшей реакционной способностью были получены при воздействии на тростник 
слабощелочного глубокого эвтектического растворителя (ГЭР) и раствора щелочи. Глубина фермента-
тивного гидролиза этих предобработанных субстратов составила 63 и 59%, а степень конверсии поли-
сахаридов (целлюлозы и гемицеллюлозы) в моносахара с учетом выхода субстрата на стадии предобра-
ботки – 60 и 34% соответственно. После предобработки тростника кислотным ГЭР, водяным паром, 
водным или водно-органическим раствором серной кислоты глубина ферментативного гидролиза 
составила 45, 25, 20 и 11%, а степень конверсии полисахаридов с учетом выхода субстрата – 26, 18, 13 
и 10% соответственно. Промышленный ферментный препарат Агроцелл Плюс с преимущественным 
содержанием целлобиогидролаз и эндоглюканаз был наиболее эффективен при гидролизе пылевой 
фракции тростника, а также тростника, предобработанного раствором серной кислоты или ГЭР (кис-
лотного или слабощелочного). Препарат Агроксил Плюс, содержащий эндоксиланазу и целлобиоги-
дролазы, был эффективнее при гидролизе тростника после гидротермической предобработки или 
обработки раствором щелочи. Результаты гидролиза тростника, предобработанного кислотным или 
слабощелочным ГЭР, под действием индивидуальных (гомогенных) целлюлаз, свидетельствовали, что 
в обоих случаях ключевым ферментом была целлобиогидролаза 1. 
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лигнина, разрушение кристаллической структуры 
целлюлозных волокон, увеличение поверхности суб-
страта, доступной для ферментов [6–10].

Существуют различные методы предобработки, 
основанные на использовании разных принципов 
воздействия на растительную биомассу: механиче-
ские, физические, химические, физико-химиче-
ские, биологические [11, 12]. Каждый из них име-
ет ряд положительных (повышение реакционной 
способности субстрата за счет увеличения доступ-
ной площади, удаления лигнина, гемицеллюлозы и 
пр.) и отрицательных факторов таких как высокая 
стоимость, необходимость переработки реагентов, 
образование вредных побочных продуктов и др.). 
Измельчение (как сухое, так и влажное) является 
весьма эффективным методом предварительной об-
работки многих видов растительного сырья. Кроме 
того, это один из наиболее экологически чистых ви-
дов предобработки [13–15]. Факторами, ограничи-
вающими его применение, являются высокие энер-
гозатраты, относительно низкая производитель-
ность и необходимость интенсивного теплоотвода, 
особенно при глубоком измельчении массы.

При гидротермической предобработке лигнин 
плавится под действием горячей воды с последую-
щим образованием его микрочастиц (псевдолигни-
на) с понижением температуры, а также происходит 
частичный гидролиз гемицеллюлоз. Такой метод 
предобработки сохраняет целлюлозу в волокнистом 
состоянии, при этом увеличивается ее доступность 
для ферментов [16, 17]. Предобработка горячей во-
дой является одним из наиболее перспективных ме-
тодов, поскольку не требует использования хими-
ческих веществ и является “зеленой” технологией. 

Предварительная обработка щелочами приводит 
к удалению (солюбилизации) лигнина за счет раз-
рыва химических связей между гемицеллюлозами 
и лигнином, к некоторому снижению степени по-
лимеризации целлюлозы и набуханию ее волокон с 
увеличением объема пор и площади внутренней по-
верхности, что повышает ее реакционную способ-
ность при ферментативном гидролизе [18–22]. Этот 
метод является спорным с экологической точки зре-
ния, так как приводит к необходимости утилизации 
и обеззараживания сточных вод, при этом использу-
емые химикаты безвозвратно теряются в виде солей.

Широко распространена предобработка водными 
растворами кислот. Это приводит к разрушению лиг-
ноцеллюлозной матрицы за счет разрыва гликозид-
ных связей, солюбилизации гемицеллюлоз и частич-
но лигнина [23–26]. Предобработку можно проводить 
как с использованием концентрированных, так и раз-
бавленных растворов кислот. Однако, использование 
концентрированных кислот менее предпочтительно, 
так как требует соблюдения более строгих мер безо-
пасности, применения оборудования с повышенной 
коррозионной стойкостью, регенерацию кислот, а 
также приводит к более интенсивному образованию 

фурановых соединений – фурфурола из С5 сахаров и 
гидроксиметилфурфурола из С6 сахаров, способных 
к ингибированию микроорганизмов [27].

Предварительная органосольвная обработка 
направлена на сольватацию лигнина и гемицел-
люлоз и проводится с использованием различных 
органических или водно-органических раствори-
телей с добавлением катализаторов (или без них) 
при температуре 100–250°С [28–30]. Этанол полу-
чил широкое применение в качестве растворителя 
благодаря высокой эффективности предобработки 
растительной биомассы, а также простоте регене-
рации путем дистилляции. В качестве катализа-
тора используют различные кислоты, чаще всего 
серную, соляную или уксусную. Органосольвная 
предобработка приводит к весьма значительному 
увеличению реакционной способности целлюлозы. 
К недостаткам можно отнести относительно высо-
кую стоимость процесса и необходимость регене-
рации органических растворителей.

Делигнификация с использованием глубоких 
эвтектических растворителей (ГЭР, deep eutectic 
solvents) – класса растворителей, состоящих из двух 
компонентов, способных образовывать эвтектиче-
скую смесь с температурой плавления значительно 
более низкой, чем у каждого отдельного компонен-
та – приводит к эффективной солюбилизации лиг-
нина и гемицеллюлозы и повышает реакционную 
способность целлюлозы. Один из компонентов сме-
сей выступает акцептором водородных связей (чет-
вертичные соли аммония, например, холинхлорид), 
второй компонент – донором водородных связей 
(органические кислоты, многоосновные спирты, 
мочевина и другие соединения) [31–35]. Большим 
преимуществом метода является нетоксичность и 
биоразлагаемость используемых реагентов. Недо-
статком является относительно высокая стоимость 
процесса, высокая вязкость растворителей, а также 
необходимость рекуперации химических веществ, 
используемых в качестве компонентов растворителя.

При выборе способа предобработки раститель-
ной массы следует учитывать возможность гидроли-
за гемицеллюлоз, что создает технологический поток 
С5 сахаров, кроме того, могут образовываться ток-
сичные для ферментов и микроорганизмов продук-
ты. Учитывая это, вводят стадию разделения твердой 
и жидкой фракций после предобработки. Потоки С5 
и С6 сахаров могут быть объединены после фермен-
тативного гидролиза целлюлозы, или (пентозы или 
гексозы) могут быть использовать порознь [4, 5, 36]. 
В любом случае на каждой стадии следует контроли-
ровать образование С5 и С6 сахаров.

Цель настоящей работы – найти наиболее эф-
фективный способ предобработки тростника для по-
вышения его реакционной способности и подобрать 
оптимальный ферментный комплекс, обеспечиваю-
щий максимальный выход сахаров в ходе фермента-
тивного гидролиза предобработанного тростника.
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МЕТОДИКА

Ферментные препараты. В работе были исполь-
зованы коммерческие препараты Агроцелл Плюс, 
Агроксил Премиум и Агроксил Плюс, произведен-
ные на основе различных штаммов микроскопиче-
ского гриба Penicillium verruculosum на предприятии 
ООО “Агрофермент”. Кроме того, были использо-
ваны лабораторные ферментные препараты (ФП), 
полученные с помощью штамма P. verruculosum 
В537 (продуцент целлюлаз) и штамма P. verruculo-
sum F10 (продуцент целлобиазы или β-глюкозида-
зы) [37, 38].

Штаммы P. verruculosum культивировали в ка-
чалочных колбах Эрленмейера емкостью 750 мл 
в 100 мл ферментационной среды следующе-
го состава (%): KH2PO4 – 1.5, (NH4)2SO4·7H2O – 
0.5, MgSO4·7H2O – 0.03, CaCl2·2H2O – 0.03, глю-
коза – 1.0, дрожжевой экстракт – 1.0, пшеничные 
отруби – 1.0, микрокристаллическая целлюлоза 
(МКЦ) – 40.0. После культивирования в течение 
144 ч на качалке при 220 об./мин и 30°С культу-
ральную жидкость (КЖ) отделяли от мицелия цен-
трифугированием в течение 10 мин при 10000  g. 
Препараты B537 и F10 были получены путем ли-
офильного высушивания КЖ, продуцируемой 
штаммами P. verruculosum В1-537 (ΔniaD) и P. ver-
ruculosum F10 на лиофильной сушке Benchtop 
6K ES (SP Scientific/Virtis, США).

Реагенты. В работе использовали сухой трост-
ник обыкновенный из Астраханской области (Рос-
сия) грубо дезинтегрированный и измельченный 
на ножевой мельнице и пылевую фракцию трост-
ника, которая накапливается в фильтрах пылеуло-
вителя ножевой мельницы. Дезинтегрированный 
тростник также подвергался обработке водяным 
паром, растворами гидроксида натрия или серной 
кислоты, органосольвом, ГЭР.

В качестве субстратов для определения ак-
тивностей использовали Na-соль карбоксиме-
тилцеллюлозы (КМЦ), ксилан бука, п-нитрофе-
нил-β-глюкопиранозид (пНФГ) – производства 

“Sigma” (США) и микрокристаллическую целлюло-
зу (МКЦ, ТУ 20.16.59-001-40693384-209, производ-
ства “Кристацелл”,Россия). Для приготовления бу-
ферных смесей и солевых растворов использова-
ли реактивы фирм “Bio-Rad Laboratories” (США), 

“Panreac” (Германия), “Helicon” и “Реахим” (Рос-
сия). Для получения ГЭР использовали холин хло-
рид (ХХл) (“Molekula”, Англия), молочную кислоту 
(МК) (“Acros Organics”, Бельгия), моноэтаноламин 
(МЭА) (“Компонент-Реактив”, Россия).

Предобработка тростника. Предобработка про-
водилась в герметичных контейнерах из нержа-
веющей стали объемом 60 мл, помещенных в ла-
бораторный аппарат для предобработки. Аппарат 
состоял из масляной бани, терморегулятора и двух 
термопар для контроля и управления температурой.

5 г дезинтегрированного тростника помещали 
в контейнер и добавляли 50 мл воды (обработка 
паром), раствора серной кислоты или гидроксида 
натрия нужной концентрации (0.25, 0.5, 1, 1.25% 
серной кислоты или 0.5, 1, 1.5, 2% гидроксида на-
трия) или смеси этанола с водой (40, 60, 80% эта-
нола), содержащей 0.5% серной кислоты. Обработ-
ка велась в течение 1 ч при 120°С (кислотная или 
щелочная предобработка), 140°С (органосольвная) 
или 160°С (водяным паром).

После проведения предобработки тростник из-
влекали из контейнера и промывали 10 мл воды. 
Значение рН полученной суспензии тростника в 
воде доводили до 4.5–5.5 с помощью щелочи или 
кислоты соответственно. Затем суспензию цен-
трифугировали в течение 10 мин при 4000 g. Су-
пернатант удаляли (отбирали пробу для проведе-
ния анализа состава сахаров с помощью ВЭЖХ), а 
к оставшемуся твердому остатку добавляли 50 мл 
воды, ресуспендировали и снова центрифугиро-
вали при тех же условиях. Супернатант удаляли. 
В  осадке определяли содержание сухих веществ 
гравиметрическим методом. На всех стадиях опре-
деляли массы супернатанта и осадка.

Получение ГЭР. Оба вида ГЭР получали путем 
смешивания компонентов при постоянном пере-
мешивании в течение 6 ч при 40°С (ХХл и МК в 
молярном соотношении 1 : 5) или в течение 4 ч при 
60°С (ХХл и МЭА в молярном соотношении 1 : 6).

Предобработка тростника ГЭР. Для выбора оп-
тимальных условий предобработки использовали 
ГЭР различного состава: кислый на основе ХХл и 
МК, а также слабощелочной на основе ХХл и МЭА. 
В типичном эксперименте к 500 мг дезинтегриро-
ванного тростника добавляли 9.5 г ГЭР (загрузка 
5% по массе) и прогревали при перемешивании 
при 80°С в течение 24 ч. Полученные растворы 
охлаждали до комнатной температуры и добавля-
ли по 10 мл 50%-ного водно-этанольного раство-
ра. Смесь перемешивали, затем центрифугировали 
при 7000 g. Надосадочную жидкость, содержащую 
лигнин и компоненты ГЭР, отделяли, осадок мно-
гократно промывали водно-этанольной смесью, 
затем водой.

После предобработки тростник не подвергался 
дополнительной сушке, хранился при 4°С не более 
2 недель.

Выход субстрата после предобработки опре-
деляли, как отношение массы предобработанно-
го тростника после высушивания до постоянного 
веса к массе исходного тростника.

Определение активности и концентрации фермен-
тов. За 1 ед. активности к специфическому субстра-
ту принимали такое количество фермента, которое 
катализирует образование 1 мкмоль продукта за 
1 мин при рН 5.0 и 50°С.
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Активность по отношению к МКЦ, КМЦ и кси-
лану определяли по скорости накопления восста-
навливающих сахаров (ВС), анализируемых мето-
дом Шомоди-Нельсона; активность по отношению 
к пНФГл – по скорости накопления п-нитрофено-
ла [39].

Содержание белка в ФП определяли методом 
Лоури, используя БСА в качестве стандарта.

Ферментативный гидролиз предобработанного 
тростника. Гидролиз субстрата (100 г/л по сухой 
массе в реакционной смеси) проводили под дей-
ствием ФП В537, Агроцелл Плюс, Агроксил Плюс 
или Агроксил Премиум (10 мг белка/г субстрата 
или 1 мг белка/мл реакционной смеси) с добав-
лением ФП F10 (1 мг белка/г субстрата или 0.1 мг 
белка/мл реакционной смеси) в пластиковых про-
бирках объемом 2 или 50 мл (объем реакционной 
смеси 1.5 или 20 мл соответственно) в термостати-
руемом шейкере. Процесс гидролиза вели в при-
сутствии 0.1 г/л антибиотика ампициллина (“Бел-
медпрепараты”, Республика Беларусь) в 0.1 М Na-
ацетатном буферном растворе рН 5.0 при 50°С в 
течение 48 ч.

Гидролиз субстратов, проявивших наибольшую 
реакционную способность, проводили также с по-
мощью индивидуальных очищенных ферментов 
(целлобиогидролаз 1 и 2, эндоглюканаз 1 и 2, эн-
доксиланазы – все из P. verruculosum, β-глюкозида-
зы Aspergillus niger). Очистку ферментов проводили 
в соответствии с методиками, приведенными в ра-
ботах [37, 38, 40]. Условия гидролиза: концентра-
ция субстрата 40 г/л по сухой массе в реакционной 
смеси, концентрация фермента (целлобиогидро-
лаз, эндоглюканаз или эндоксиланазы) 10 мг бел-
ка/г субстрата или 0.4 мг белка/мл реакционной 
смеси. Концентрация β-глюкозидазы 1 мг белка/г 
субстрата или 0.04 мг белка/мл реакционной смеси. 
Прочие условия гидролиза были аналогичны.

Из реакционной смеси отбирали аликвоты, в 
которых определяли концентрацию ВС методом 
Шомоди-Нельсона и состав низкомолекулярных 
продуктов с помощью ВЭЖХ-системы Agilent 1100 
(“Agilent”, США) на колонке Диасфер-110-Амин 
(5 мкм, 4.0 × 250 мм); в качестве элюента исполь-
зовали смесь ацетонитрил-вода 75 : 25 при скоро-
сти элюции 1 мл/мин, объем анализируемого об-
разца 10×100 мкл. В качестве стандартов исполь-
зовали ксилозу, арабинозу, глюкозу, ксилобиозу 
и целлобиозу.

Эксперимент проводился в трех повторностях.
Глубину ферментативного гидролиза (ГФГ) 

рассчитывали, как отношение концентрации ВС 
после 48 ч ферментативного гидролиза к исход-
ной концентрации субстрата (100 г/л); выражали 
в процентах. Степень конверсии субстрата рассчи-
тывали, умножив концентрацию продукта (ВС или 
глюкозы) после 48 ч ферментативного гидролиза 
на выход субстрата в процессе его предобработки 
(в долевом эквиваленте); выражали в процентах.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Предобработка субстрата должна обеспечи-
вать увеличение пористости поверхности суб-
страта, разрушению кристаллической структуры 
целлюлозных волокон, удалению лигнина и/или 
гемицеллюлозы. Изменение свойств предобрабо-
танного субстрата влечет за собой необходимость 
подбора и корректировки состава ферментного 
комплекса, используемого для гидролиза предо-
бработанного субстрата.

В работе использовались ФП с различным со-
держанием ключевых гидролитических ферментов 
(целлобиогидролаз, эндоглюканаз, β-глюкозида-
зы и эндоксиланазы) (табл. 1), необходимых для 
разрушения основных полисахаров тростника  – 
целлюлозы и ксилана. Так, ФП Агроцелл Плюс 

Таблица 1. Содержание общего белка (мг/г), индивидуальных ферментов (% от общего белка) и удельная 
активность (ед./мг белка) по отношению к различным субстратам в ФП

ФП Белок,
мг/г

Фермент* Активность

ЦБГ ЭГ ЭК β-Г МКЦ КМЦ ксилан пНФГ

Агроцелл 
Плюс 71 ± 3 23 ± 2 50 ± 4 3.0 ± 0.3 1.4 ± 0.1 0.76 ± 0.07 48 ± 4 9.2 ± 0.8 0.73 ± 0.04

Агроксил 
Премиум 92 ± 4 22 ± 2 28 ± 2 32 ± 2 1.0 ± 0.1 0.53 ± 0.04 19 ± 2 34 ± 3 0.58 ± 0.03

Агроксил 
Плюс 90 ± 4 25 ± 2 2.0 ± 0.1 40 ± 4 1.5 ± 0.1 0.66 ± 0.06 5.2 ± 0.4 66 ± 6 0.76 ± 0.04

В537 950 ± 30 58 ± 5 2.6 ± 0.1 3.3 ± 0.3 3.1 ± 0.2 0.86 ± 0.08 13 ± 1 20 ± 2 1.8 ± 0.1

F10 660 ± 20 13 ± 1 2.2 ± 0.2 3.1 ± 0.3 75 ± 7 0.30 ± 0.03 3.4 ± 0.2 3.3 ± 0.2 61 ± 3
* ЦБГ – целлобиогидролаза, ЭГ – эндоглюканаза, ЭК – эндоксиланаза, β-Г – β-глюкозидаза.
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характеризовался высоким содержанием эндоглю-
каназ (около 50% от всех белков) и, соответствен-
но, высокой активностью по отношению к КМЦ 
(48 ед./мг белка). В ФП Агроксил Премиум одно-
временно было повышенное содержание эндоглю-
каназ (28%) и эндоксиланазы (32%) и активности 
по отношению к КМЦ и ксилану составляли 19 и 
34 ед./мг белка соответственно. ФП Агроксил Плюс 
характеризовался высоким содержанием эндокси-
ланазы (40%) и высокой активностью по отноше-
нию к ксилану (66 ед./мг белка). В перечисленных 
трех ФП содержание целлобиогидролаз составля-
ло 22–25%, а в ФП 537 целлобиогидролазы были 
основными ферментами (около 60%). ФП F10 со-
держал 75% β-глюкозидазы, которой было недоста-
точно в других ФП. Соответственно, результаты 
гидролиза разных видов предобработанного трост-
ника под действием этих препаратов должны ото-
бражать изменение состояния целлюлозы и ксила-
на в субстрате в ходе предобработки.

Измельчение (рис. 1) тростника на ножевой 
мельнице не привело к улучшению результатов 
ферментативного гидролиза, в то время как глу-
бина гидролиза более мелкой (пылевой) фракции, 
полученной при этом виде измельчения, увели-
чилась в 3 раза (табл. 2). В гидролизатах пылевой 
фракции концентрация ВС, ксилозы, арабинозы и 
глюкозы составила 18–20, 5–6, 0.2–0.3 и 13–14 г/л 
соответственно (табл. 3), что свидетельствовало о 
частичном гидролизе целлюлозы и гемицеллюло-
зы. Существенной разницы между действием на 

измельченный тростник того или иного из исполь-
зованных в работе ФП выявлено не было.

Накопление арабинозы в гидролизатах объясня-
ется, по-видимому, присутствием в используемых 
ФП небольшого количества ферментов-гликозидаз, 
способных гидролизовать связи между арабино-
зой и ксилозой в гемицеллюлозе тростника. Так, в 
ферментном комплексе близкородственного гриба 
P. canescens были обнаружены арабинофуранози-
даза, отщепляющая арабинозу от арабиноксилана 
пшеницы [41].

Следует отметить, что измельчение тростни-
ка до пылевой фракции привело к возможности 
проведения ферментативного гидролиза при кон-
центрации субстрата значительно выше, чем в 
случае грубо измельченного тростника. Так, глу-
бина гидролиза пылевой фракции под действием 
ФП Агроцелл Плюс не зависела от концентрации 
субстрата в диапазоне 100–250 г/л (дальнейшее 
увеличение концентрации субстрата приводило 
к проблемам с массопереносом), в то время как 
наибольшая концентрация грубо измельченного 
тростника, при которой достигалась максимальная 
глубина гидролиза, составляла 200 г/л (рис. 2). При 
увеличении концентрации грубо измельченного 
тростника до 250 г/л в реакционной смеси отсут-
ствовала жидкая фаза.

Выход субстрата (нерастворимого осадка) по-
сле гидротермической предобработки тростника 
составил 70%, а в супернатанте была обнаружена 
ксилоза (2.5% от исходной массы тростника), то 
есть произошло частичное разрушение гемицел-
люлоз и, вероятно, сольватация лигнина. Глубина 
гидролиза предобработанного субстрата увеличи-
лась в 3.5 раза относительно исходного тростника 
(табл. 2). Наилучшие результаты при ферментатив-
ном гидролизе были получены с использованием 
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Рис. 1. Тростник с разной степенью измельчения на 
ножевой мельнице: 1 – пылевая фракция, 2 – грубая 
фракция, 3 – исходный тростник.

Рис. 2. Глубина гидролиза грубой (1) и пылевой 
фракций (2) измельченного тростника после 48 ч об-
работки ФП Агроцелл Плюс (10 мг белка/г субстра-
та) и F10 (1 мг белка/г субстрата) при 50°С, рН 5.0. 
На оси абсцисс указана концентрация субстрата.
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ФП Агроксил Плюс (с увеличенным содержанием 
эндоксиланазы): концентрация ВС, ксилозы, кси-
лобиозы, арабинозы и глюкозы в реакционной сре-
де составила 25, 4.8, 0.7, 0.3 и 16 г/л соответственно 
(табл. 3). Таким образом, гидротермическая предо-
бработка тростника и последующий ферментатив-
ный гидролиз под действием ФП Агроксил Плюс 
позволяли извлечь 18% сахаров, в том числе 11% 
глюкозы (табл. 2).

Выход субстрата после предобработки трост-
ника щелочью уменьшался с увеличением кон-
центрации щелочи и составил 92% в случае 0.5%-
ного NaOH и 57–58% в случае 1.5–2%-ного NaOH. 
В супернатантах низкомолекулярных сахаров со 
степенью полимеризации 1–4 методом ВЭЖХ 
обнаружено не было, то есть в ходе предобра-
ботки происходила солюбилизация лигнина без 
глубокого разрушения гемицеллюлоз. Глубина 

гидролиза предобработанного субстрата увеличи-
лась в 3–8 раз относительно исходного тростника, 
максимальное значение этого параметра 59% со-
ответствовало предобработке 1.5%-ным раствором 
NaOH (табл. 2). При ферментативном гидроли-
зе предобработанного субстрата лучшим был ФП 
Агроксил Плюс (с увеличенным содержанием эн-
доксиланазы): концентрация ВС, ксилозы, ксило-
биозы, арабинозы и глюкозы в реакционной среде 
составила 59, 7.2, 0.7, 1.3 и 43 г/л соответственно 
(табл. 3). Таким образом, предобработка тростни-
ка щелочью (1.5% NaOH) и последующий фермен-
тативный гидролиз под действием ФП Агроксил 
Плюс позволяли извлечь 34% сахаров, в том числе 
25% глюкозы (табл. 2).

Выход субстрата после предобработки трост-
ника кислотой незначительно уменьшался с уве-
личением ее концентрации и составил 73–65%. 

Таблица 2. Выход субстрата* (%) после предобработки, глубина последующего ферментативного гидролиза** 
(ГФГ, %) под действием лучшего ФП и степень конверсии*** (%)

Способ и условия предобработки Выход 
субстрата ГФГ, %

Степень конверсии, %

полисахариды целлюлоза

Без обработки 100 7 ± 1 7 ± 1 6 ± 1

Измельчение
Грубая фракция 100 7 ± 1 7 ± 1 6 ± 1

Пылевая фракция 100 20 ± 2 20 ± 2 14 ± 2

Водяной пар 70 25 ± 2 18 ± 2 11 ± 2

Щелочь

0.5% NaOH 92 22 ± 2 20 ± 2 13 ± 2

1% NaOH 64 40 ± 3 26 ± 3 19 ± 2

1.5% NaOH 58 59 ± 4 34 ± 4 25 ± 3

2% NaOH 57 48 ± 4 27 ± 2 22 ± 2

Кислота

0.25% H2SO4 73 16 ± 2 12 ± 2 9 ± 1

0.5% H2SO4 69 17 ± 2 12 ± 2 9 ± 1

1% H2SO4 67 17 ± 2 11 ± 2 9 ± 1

1.25% H2SO4 65 20 ± 2 13 ± 2 10 ± 2

Органосольв 
(+0.5% H2SO4)

40% EtOH 91 11 ± 2 10 ± 2 7 ± 1

60% EtOH 89 11 ± 2 10 ± 2 7 ± 1

80% EtOH 86 10 ± 2 9 ± 2 6 ± 1

ГЭР
ХХл/МК 57 45 ± 3 26 ± 2 20 ± 2

ХХл/МЭА 96 63 ± 4 60 ± 4 40 ± 3

* Выход субстрата – отношение массы предобработанного тростника после высушивания до постоянного веса к массе 
исходного тростника, в%.
** Глубина ферментативного гидролиза – отношение концентрации ВС после 48 ч ферментативного гидролиза к исходной 
концентрации субстрата, в %.
*** Степень конверсии – произведение концентрации продукта (ВС или глюкозы) после 48 ч ферментативного гидролиза 
и выхода субстрата в процессе его предобработки (в долевом эквиваленте).
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Таблица 3. Концентрация сахаров (г/л) после 48 ч ферментативного гидролиза предобработанного тростника 
(100 г/л) при рН 5.0 и 50°С, концентрация ФП 10 мг белка/г субстрата

Субстрат ФП*
Сахара, г/л

ВС ксилоза арабиноза глюкоза ксилобиоза

Исходный тростник

В537 5.2 ± 0.4 1.1 ± 0.1 0.18 ± 0.02 3.4 ± 0.2 0

АЦ 7.0 ± 0.6 1.5 ± 0.2 0.23 ± 0.02 4.8 ± 0.3 0

АкПр 6.5 ± 0.5 1.4 ± 0.1 0.14 ± 0.01 4.3 ± 0.3 0

АкПл 6.9 ± 0.5 1.5 ± 0.1 0.19 ± 0.01 4.4 ± 0.3 0

Пылевая фракция

В537 19 ± 2 5.7 ± 0.4 0.23 ± 0.02 13 ± 2 0

АЦ 20 ± 2 5.9 ± 0.4 0.25 ± 0.02 14 ± 2 0

АкПр 18 ± 2 5.1 ± 0.4 0.24 ± 0.02 13 ± 2 0

АкПл 19 ± 2 5.9 ± 0.4 0.25 ± 0.02 13 ± 2 0

Обработанный 
водяным паром

В537 21 ± 2 3.5 ± 0.2 0.26 ± 0.02 12 ± 1 0.51 ± 0.03

АкПр 23 ± 2 4.3 ± 0.3 0.30 ± 0.02 14 ± 1 0.63 ± 0.04

АкПл 25 ± 2 4.8 ± 0.3 0.28 ± 0.02 16 ± 2 0.72 ± 0.06

Обработанный 
раствором 1.5% NaOH

В537 46 ± 3 2.8 ± 0.2 0.76 ± 0.04 29 ± 2 0.56 ± 0.03

АкПр 58 ± 4 7.8 ± 0.5 1.2 ± 0.1 40 ± 3 0.68 ± 0.04

АкПл 59 ± 4 7.2 ± 0.5 1.3 ± 0.1 43 ± 3 0.73 ± 0.04

Обработанный 
раствором 1.25% H2SO4

В537 20 ± 2 1.9 ± 0.2 0.18 ± 0.02 15 ± 2 0.63 ± 0.05

АкПр 18 ± 2 2.4 ± 0.2 0.21 ± 0.02 11 ± 1 0.60 ± 0.04

АкПл 19 ± 2 2.1 ± 0.2 0.19 ± 0.02 13 ± 2 0.61 ± 0.05

Обработанный 40% 
EtOH, 0.5% H2SO4

В537 8.8 ± 0.9 1.2 ± 0.1 0.14 ± 0.01 6.5 ± 0.5 0.30 ± 0.02

АкПр 10 ± 1 1.5 ± 0.1 0.16 ± 0.01 7.0 ± 0.6 0.31 ± 0.02

АкПл 11 ± 2 1.6 ± 0.1 0.17 ± 0.02 7.7 ± 0.6 0.32 ± 0.02

Обработанный ГЭР 
(ХХл/МК)

В537 40 ± 3 4.0 ± 0.3 0 32 ± 2 4.1 ± 0.3

АЦ 45 ± 3 6.5 ± 0.5 0 35 ± 2 3.8 ± 0.3

АкПр 38 ± 2 6.0 ± 0.5 0 29 ± 2 2.8 ± 0.2

АкПл 39 ± 3 5.6 ± 0.4 0 30 ± 2 3.3 ± 0.3

Обработанный ГЭР 
(ХХл/МЭА)

В537 47 ± 3 6.4 ± 0.4 0.9 ± 0.1 31 ± 2 8.7 ± 0.6

АЦ 63 ± 4 12 ± 1 1.7 ± 0.2 42 ± 3 6.3 ± 0.4

АкПр 56 ± 4 13 ± 1 1.8 ± 0.2 36 ± 3 5.2 ± 0.3

АкПл 58 ± 4 10 ± 1 1.3 ± 0.1 40 ± 3 6.2 ± 0.3

* АЦ – Агроцелл Плюс, АкПр – Агроксил Премиум, АкПл – Агроксил Плюс.
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В  супернатантах были обнаружены сахара (в ос-
новном ксилоза и арабиноза), количество которых 
кратно увеличивалось с повышением концентрации 
кислоты: 5.5, 9.5, 14 и 20% от исходной массы трост-
ника в случае использования 0.25, 0.5, 1.0 или 1.25% 
H2SO4. В ходе предобработки происходило разру-
шение гемицеллюлоз и солюбилизация лигнина. 
Глубина гидролиза предобработанного субстрата 
увеличилась в 2.5–3 раза относительно исходного 
тростника и наибольшее значение 20% соответство-
вало предобработке 1.25%-ным раствором H2SO4 
(табл.  2). При ферментативном гидролизе этого 
субстрата небольшое преимущество имел ФП В537 
с высоким содержанием целлобиогидролаз: кон-
центрация ВС, ксилозы, ксилобиозы, арабинозы и 
глюкозы в реакционной среде составила 20, 1.9, 0.6, 
0.2 и 15 г/л соответственно (табл. 3). Таким образом, 
предобработка тростника кислотой (1.25% H2SO4) и 
последующий ферментативный гидролиз под дей-
ствием ФП В537 позволили извлечь 13% сахаров, в 
том числе 10% глюкозы (табл. 2).

Выход субстрата после органосольвной предо-
бработки тростника незначительно уменьшался с 
увеличением концентрации этанола и составил 91–
86%. В супернатантах сахаров обнаружено не было. 
Глубина гидролиза предобработанного субстра-
та увеличилась в 1.5 раза относительно исходного 
тростника, практически не зависела от концен-
трации этанола в ходе предобработки и составила 
10–11% (табл. 2). При ферментативном гидролизе 
субстрата лучшим был ФП Агроксил Плюс (с уве-
личенным содержанием эндоксиланазы): концен-
трация ВС, ксилозы, ксилобиозы, арабинозы и 
глюкозы в реакционной среде составила 11, 1.6, 0.3, 
0.2 и 7.7 г/л соответственно (табл. 3). Таким обра-
зом, предобработка тростника органосольвом (40% 
EtOH, 0.5% H2SO4) и последующий ферментатив-
ный гидролиз под действием ФП Агроксил Плюс 
позволили извлечь 10% сахаров, в том числе 7% 
глюкозы (табл. 2).

Выход субстрата после предобработки тростни-
ка ГЭР зависел от состава ГЭР и составил 57 и 96% 
в случае использования ХХл с МК или МЭА соот-
ветственно. При воздействии ХХл с МК на трост-
ник, вероятно, происходило разрушение гемицел-
люлоз и солюбилизация лигнина, а при воздей-
ствии ХХл с МЭА этого не наблюдалось. Глубина 
гидролиза предобработанного субстрата увеличи-
лась в 6 и 9 раз относительно исходного тростника 
и составила 45 и 63% для ХХл с МК или МЭА соот-
ветственно (табл. 2). В обоих случаях ферментатив-
ный гидролиз субстрата наиболее полно протекал 
при использовании ФП Агроцелл Плюс (с увели-
ченным содержанием эндоглюканаз): в случае пре-
добработки ХХл с МК концентрация ВС, ксилозы, 
ксилобиозы, арабинозы и глюкозы в реакционной 
среде составила 45, 6.5, 3.8, 0 и 35 г/л, в случае ХХл 
с МЭА – 63, 12, 6.3, 1.7 и 42 г/л соответственно 

(табл. 3). Таким образом, предобработка тростника 
кислотным ГЭР (ХХл с МК) и последующий фер-
ментативный гидролиз под действием ФП Агро-
целл Плюс позволили извлечь 26% сахаров, в том 
числе 20% глюкозы, а предобработка слабощелоч-
ным ГЭР (ХХл с МЭА) при прочих равных услови-
ях – 63% сахаров и 40% глюкозы (табл. 2).

Процесс гидролиза тростника, предобработан-
ного двумя типами ГЭР, был изучен более подроб-
но. Для этого был проведен гидролиз субстратов 
очищенными индивидуальными ферментами цел-
люлазного комплекса (целлобиогидролазами 1 и 2, 
эндоглюканазами 1 и 2) и эндоксиланазой в при-
сутствии дополнительной гомогенной β-глюкози-
дазы (10% от общей загрузки по белку). Среди ин-
дивидуальных ферментов наибольшую активность 
по отношению к обоим субстратам проявляла цел-
лобиогидролаза 1 при начальной концентрации 
предобработанного ХХл с МК или МЭА субстрата 
40 г/л было получено 16 и 20 г/л ВС соответствен-
но (рис. 3). Глубина гидролиза при этом составила 
40 и 50% только под действием целлобиогидрола-
зы 1. Эндоглюканаза 1 проявляла высокую актив-
ность по отношению к тростнику, предобработан-
ному ХХл с МЭА (концентрация ВС 16 г/л, глубина 
гидролиза 40%), и была намного менее активна к 
тростнику, предобработанному ХХл с МК (3.4 г/л 
ВС, глубина гидролиза 8.5%). Остальные фермен-
ты (целлобиогидролаза 2, эндоглюканаза 2 и эн-
доксиланаза) проявляли меньшую активность по 
отношению к тростнику, предобработанному ХХл 
с МЭА (5-8 г/л ВС, 12–20% глубина гидролиза), и к 
тростнику, предобработанному ХХл с МК (2–3 г/л 
ВС, 4.5–7.5% глубина гидролиза).

При гидролизе предобработанного ГЭР трост-
ника смесями очищенных ферментов наблюдал-
ся ярко выраженный синергетический эффект в 

Рис. 3. Концентрация ВС после 48 ч гидролиза 
тростника (40 г/л), предобработанного ГЭР ХХл 
с МК (1) или МЭА (2), под действием очищенных 
ферментов (10 мг белка/г субстрата) с добавлением 
β-глюкозидазы (1 мг белка/г субстрата) при 50°С, рН 
5.0: ЦБГ – целлобиогидролаза, ЭГ – эндоглюканаза, 
ЭК – эндоксиланаза.
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действии целлобиогидролаз и эндоглюканазы 1 на 
субстрат, полученный обработкой ХХл с МЭА, и 
менее выраженный синергетический эффект при 
действии этой же смеси на субстрат, полученый об-
работкой ХХл с МК (рис. 4). Максимальные зна-
чения коэффициентов синергизма (1.5 и 1.4 для 
предобработанного ХХл с МЭА или МК соответ-
ственно) наблюдали для соотношения целлобио-
гидролаза : эндоглюканаза 1 = 60 : 40. Синергети-
ческое взаимодействие целлобиогидролаз с эндок-
силаназой было значительно менее выражено для 
обоих субстратов. Глубина гидролиза предобрабо-
танного субстрата (тростник, обработанный ХХл 
с МЭА) с высоким содержанием ксилана (до 20%) 
мало зависела от содержания в реакционной сме-
си эндоксиланазы, что, вероятно, объясняется на-
личием у целлобиогидролазы 1 и эндоглюканазы 
1 ксиланазной активности [33].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Сырая растительная биомасса малопригодна для 
ферментативной деструкции вследствие низкой 
реакционной способности. Целлюлоза устойчива 
к действию ферментов из-за своей нерастворимо-
сти и прочной структуры, обусловленной высокой 
кристалличностью. Лигнин является главным за-
щитным средством для растения, препятствующим 
деструкции полисахаридов ферментами (он явля-
ется физическим барьером и природным адсор-
бентом для многих ферментов). Гемицеллюлозы в 
составе лигноуглеводного комплекса также вносят 
вклад в низкую реакционную способность расти-
тельной биомассы, экранируя целлюлозу. Глубина 
ферментативного гидролиза пшеничной соломы, 
овсяной шелухи, кукурузных стеблей, хвойных и 
лиственных опилок невелика и составляет 5–12% 

от сухого вещества сырья [36]. В настоящей рабо-
те глубина гидролиза грубо дезинтегрированного 
тростника составила 7%. Таким образом, тростник 
можно отнести к сырью с низкой реакционной 
способностью.

Грубая фракция тростника, измельченного на 
ножевой мельнице, проявляла низкую реакцион-
ную способность при ферментативном гидроли-
зе, в то время как его пылевая фракция обладала 
значительно лучшей гидролизуемостью – 20% су-
хого вещества конвертировалось в сахара. Учиты-
вая, что стебли тростника содержат 37% целлюло-
зы и 21% гемицеллюлозы [2], степень конверсии 
целлюлозы до глюкозы составила около 38% цел-
люлозы, гемицеллюлоз до ксилозы и арабинозы – 
29%. Важным преимуществом использования пы-
левой фракции оказалась возможность проведения 
ферментативного гидролиза субстрата высокой 
концентрации.

Измельчение, как способ увеличения реакцион-
ной способности субстрата, был эффективен при 
использовании планетарной мельницы-активатора 
АГО-2С [42]. Ферментативный гидролиз измель-
ченных пшеничных отрубей привел к близкому к 
теоретическому выходу сахаров (62.4%) и практи-
чески полной конверсии углеводной составляю-
щей. В работе [14] сравнивали выход сахаров в ходе 
ферментативного гидролиза рисовой соломы, под-
вергнутой мокрому дисковому помолу и шаровому 
помолу: выход глюкозы и ксилозы составил 78.5 и 
41.5, 89.4 и 54.3% соответственно, т.е. конверсия 
целлюлозы в обоих случаях была выше конверсии 
ксилана. Измельчение пшеничной соломы в шаро-
вой мельнице до частиц менее 100 мкм приводило 
к общему выходу углеводов 46%, глюкозы – 72% 
вследствие доказанного снижения кристаллично-
сти целлюлозы [15].

Гидротермическая предобработка была эффек-
тивной для рисовой соломы [14] и мискантуса – 
близкородственного тростнику злака [17]. В первом 
случае выход глюкозы и ксилозы после фермента-
тивного гидролиза предобработанного при 180°С 
субстрата составил 70.3 и 88.6%, во втором случае 
обработка субстрата при 200°С обеспечивала прак-
тически полное удаление гемицеллюлозы, а по-
следующий ферментативный гидролиз приводил к 
высвобождению 48% редуцирующих сахаров. В на-
стоящей работе гидротермическая обработка трост-
ника при 160°С приводила к частичному разруше-
нию гемицеллюлоз (12% от общего содержания), а 
последующий ферментативный гидролиз обеспечи-
вал конверсию 18% полисахаридов (из них 11% цел-
люлозы) в низкомолекулярные сахара.

Среди химических методов предобработки 
тростника наиболее эффективным оказалось ис-
пользование слабощелочных растворов (по срав-
нению с растворами кислот). Так, обработка 1.5%-
ным раствором NaOH или ГЭР ХХл с МЭА, в ходе 

Рис. 4. Концентрация ВС после 48 ч гидролиза 
тростника (40 г/л), предобработанного ГЭР ХХл с 
МК (1, 2) или МЭА (3, 4), под действием смесей очи-
щенных ферментов (4.5 мг общего белка/г субстра-
та) с добавлением β-глюкозидазы (0.45 мг белка/г 
субстрата) при 50°С, рН 5.0: 1 и 3 – смеси ЦБГ с ЭГ; 
1, 2 и 4 – с ЭК. На оси абсцисс указано процентное 
содержание целлобиогидролаз в смесях относитель-
но общего содержания ферментов.
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которой не наблюдалось глубокого разрушения 
гемицеллюлозы, и последующий ферментатив-
ный гидролиз приводили к конверсии 34% поли-
сахаридов (из них 25% целлюлозы) в низкомолеку-
лярные сахара (1.5% NaOH) или к конверсии 60% 
полисахаридов (40% целлюлозы) до моносахаров 
(ГЭР). В литературе отмечена эффективность пре-
добработки древесины тополя в растворах NaOH, 
Ca(OH)2 или аммиака [18], багассы (стеблей сахар-
ного тростника) в растворе NaOH [36], кукурузной 
соломы в растворе NaOH и H2O2 (щелочно-окис-
лительная обработка) [20] или в растворе Na3PO4 
и Na2S [21]. Все авторы отмечают высокую степень 
конверсии предобработанного субстрата в глюкозу 
и ксилозу – от 55 до 91%. Процессы делигнифика-
ции и их влияние на выход ферментативного ги-
дролиза предобработанных с помощью щелочных 
ГЭР кукурузных початков были изучены в рабо-
те [43]. При использовании ХХл/мочевина выход 
продуктов гидролиза составил 59% при оптималь-
ной температуре предобработки 115°С, а при ис-
пользовании ХХл/имидазол в диапазоне темпера-
тур 80–150°С был еще выше (92–95%).

Во многих работах отмечается большая эффек-
тивность кислого ГЭР для предобработки расти-
тельной биомассы [31, 44–46]. В качестве донора 
водорода в таких смесях используются, как прави-
ло, органические кислоты. Ранее [46] сообщалось 
об эффективной предобработке тростника с помо-
щью ГЭР на основе ХХл и молочной или щавеле-
вой кислот. В оптимизированных условиях предо-
бработки были получены субстраты, глубина фер-
ментативного гидролиза которых составляла 80 и 
86% соответственно. В настоящей работе показано, 
что щелочной ГЭР в отношении тростника не ме-
нее эффективен. Следует отметить, что вне зави-
симости от свойств ГЭР (кислый или щелочной), 
используемого на стадии предобработки тростника, 
ключевым ферментом в ходе гидролиза была цел-
лобиогидролаза 1, а ее синергетическое взаимодей-
ствие с эндоглюканазой 1 обеспечивало высокий 
выход не только глюкозы, но и ксилозы.

В настоящей работе наименьшее увеличение ре-
акционной способности тростника наблюдалось 
при использовании водных и водно-органических 
растворов серной кислоты: максимальная глубина 
последующего ферментативного гидролиза состав-
ляла 20 и 10% соответственно. Кислотная обра-
ботка была эффективной для пшеничной соломы, 
аннской травы и багассы [23], скорлупы миндаля 
[26], соевых оболочек [47] – суммарный выход са-
харов на стадиях предобработки и ферментатив-
ного гидролиза составил более 80%. В работе [48] 
было исследовано влияние предобработки дре-
весных опилок водными и водно-органическими 
растворами кислот на ферментативное осахарива-
ние. Наиболее эффективной была предобработка 
водным раствором 4.8% азотной кислоты, которая 

увеличивала реакционную способность субстрата 
более чем в 5 раз, а использование органосольва 
(65% этанола или бутанола, 0.5% серной кислоты) 
приводило к повышению реакционной способно-
сти в 3–4 раза по сравнению с исходным сырьем.

Таким образом, для повышения реакционной 
способности тростника с целью его дальнейшего 
ферментативного гидролиза до моносахаров эф-
фективны методы щелочной, в особенности ще-
лочным ГЭР, гидротермической предобработки, 
измельчение до пылевых частиц. Наименее эффек-
тивным было использование кислотного органо-
сольва. Для глубокого ферментативного гидролиза 
предобработанного тростника оптимальным явля-
ется комплекс из целлобиогидролаз, эндоглюка-
наз и, в некоторых случаях, эндоксиланазы – ФП 
Агроцелл Плюс или Агроксил Плюс.
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Methods of cane pretreatment (grinding, hydrothermal treatment, treatment with acid or alkali solutions, 
organosolv, deep eutectic solvents) and their effect on its subsequent enzymatic hydrolysis by cellulases 
and hemicellulases complexes have been studied. Substrates with the highest reactivity were obtained 
by exposing the cane to a weakly alkaline deep eutectic solvent (DES) and an alkali solution. The depth 
of enzymatic hydrolysis of these pretreated substrates was 63 and 59%, and the degree of conversion of 
polysaccharides (cellulose and hemicellulose) into monosaccharides taking into account the yield of the 
substrate at the pre-processing stage was 60 and 34%, respectively. After pre-treatment of the cane with 
acid DES, water steam, water or water/organic solution of sulfuric acid the depth of enzymatic hydrolysis 
was 45, 25, 20 and 11%, and the degree of polysaccharide conversion was 26, 18, 13 and 10%, respectively. 
The industrial enzyme preparation Agrocell Plus with a predominant content of cellobiohydrolases and 
endoglucanases was most effective in hydrolyzing the dust fraction of cane, as well as cane pretreated 
with a solution of sulfuric acid or DES (acidic or alkaline). The industrial enzyme preparation Agroxil 
Plus, containing endoxylanase and cellobiohydrolases, was more effective in hydrolyzing cane after 
hydrothermal pretreatment or alkali solution. The results of the hydrolysis of cane pretreated with acidic 
or weakly alkaline DES under the action of individual (homogeneous) cellulases indicate that in both 
cases the key enzyme was cellobiohydrolase 1. 

Keywords: cane, pretreatment, deep eutectic solvents, hydrolysis, cellulases, Penicillium verruculosum
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