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Аннотация. В последние годы целлюлаза привлекает огромное внимание как промышленно важный фермент 
с широким спектром применения. Целлюлазы представляют собой сложную группу ферментов, которые 
секретируются многообразием микроорганизмов, включая грибы и бактерии. Они относятся к подклассу 
ферментов гидролаз, субстратом которых является полисахарид целлюлоза. Целлюлазы имеют огромное 
практическое значение, поскольку содержащие целлюлозу материалы используются во множестве отраслей 
народного хозяйства. В этом обзоре приведены сведения об основных свойствах и структуре целлюлаз.  
Но основное внимание уделено применению этих ферментов в промышленности, а прочие аспекты, так 
или иначе, рассматриваются с учетом этого. Исследованы имеющие наибольшее практическое значение 
бактериальные и грибные целлюлазы, их основные преимущества и отличия. Отдельно рассмотрены 
экстремофильные (а именно термо-, психро- и галофильные) целлюлазы как обладающие свойствами, 
нужными в условиях современных технологических процессов. Поскольку для практического применения 
необходимы массовая продукция и оптимальное сочетание свойств ферментов, внимание также уделено 
получению эффективных продуцентов и модификации свойств, производимых целлюлаз. Наконец, обозна
чены ключевые тенденции в подходах к производству целлюлаз и перспективы практического применения.
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Abstract. This review focuses on cellulases, a subclass of hydrolases that catalyse the breakdown of the polysaccharide 
cellulose. Cellulases are of immense practical significance, given that cellulose-containing materials are utilised across 
a multitude of industrial sectors. An overview of the fundamental properties and structure of cellulases is provided. 
However, primary attention is paid to the industrial application of these enzymes, with other aspects discussed within 
this context. The most practically significant bacterial and fungal cellulases are analysed, with their key benefits 
and differences being emphasised. Particular attention is paid to extremophilic (specifically thermo-, psychro-, and 
halophilic) cellulases, as they possess properties essential for modern technological processes. Given that practical 
application necessitates mass production and an optimal combination of enzymatic characteristics, the creation 
of effective producers and the modification of cellulase properties are also assessed. Finally, key trends in cellulase 
production approaches and their future application potential are summarised.
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Введение
В связи с нарастающими экологическими проблемами и 
достижениями в области биотехнологий многие химиче-
ские процессы в различных отраслях промышленности, 
таких как текстильная, кожевенная, целлюлозно-бумаж-
ная, переработка фруктов и овощей, пищевая, кормопро-
изводство, заменяются ферментативными биокатализато-
рами (Wackett, 2019). Ферменты могут быть выделены из 
различных источников: тканей животных, растений и кле-
ток микробов. Микробные белки часто более стабильны, 
чем ферменты аналогичной специфичности, полученные 
из растительных или животных источников, и часто могут 
храниться в менее чем идеальных условиях в течение 
длительного времени без значительной потери биологи-
ческой активности (Singhania et al., 2010). Большинство 
коммерческих ферментов получают из микроорганизмов, 
и такие свойства их, как термостабильность, стабильность 
в широких диапазонах pH и многофункциональность, 
делают эти ферменты потенциальными кандидатами для 
эффективных биотехнологических процессов в различных 
физико-химических условиях. 

Целлюлазы являются вторым по представленности на 
рынке промышленным ферментом, и использование их 
продолжает нарастать с увеличением спроса со стороны 
целого ряда направлений: пищевой, целлюлозно-бумаж-
ной, текстильной, фармацевтической промышленности, 
производства моющих средств, комбикормов, биотоплива, 
переработки отходов (Ranjan et al., 2023).

Как и другие ферменты, целлюлазы получают из рас-
тений, микроорганизмов и животных. Однако при произ-
водстве этих ферментов чаще всего используются грибы 
и бактерии из-за таких свойств, как значительный выход 
продукции и снижение затрат. Исторически сложилось, 
что основными продуцентами целлюлаз были природные 
штаммы грибов, продуктивность которых была повышена 
методами селекции и/или мутагенеза. Однако, благодаря 
появлению и развитию технологии рекомбинантных ДНК, 
генной инженерии, белковой инженерии, направленной 
эволюции белков, методов «омикс-технологий» и высоко-
производительного секвенирования, были открыты новые 
микробы и их ферменты для промышленных приложений 
(Patel et al., 1994; Kirk et al., 2002; Rubin-Pitel, Zhao, 2006) 
и разработаны многочисленные рекомбинантные микроб-
ные целлюлазы. Эти ферменты представляют огромный 
интерес из-за их особых характеристик, таких как низкая 
стоимость, низкое энергопотребление каталитических 
процессов, экологическая безопасность, или нетоксич-
ность, и высокая эффективность. 

Во многих ситуациях желательно использование цел-
люлаз со свойствами, экстремальными в той или иной 
мере, – это стабильность и эффективность при высоких 
или низких значениях температуры, pH или давления, в 
присутствии органических растворителей или детерген-
тов, при высокой ионной силе рабочих сред. Ферменты с 
такими свойствами регулярно обнаруживают при изуче-
нии микроорганизмов, обитающих в соответствующих 
условиях, хотя ферменты с необычными свойствами 
встречаются и у мезофильных организмов. В ответ на 
спрос выбор целлюлаз с самыми разнообразными свой-
ствами постепенно растет. Подходы, основанные на ис-

пользовании ферментов, устойчивых к экстремальным 
условиям, позволят максимизировать эффект при снижен
ном расходе ферментов.

Целлюлазы: основные свойства и структура
Для производства широкого спектра целлюлаз активно 
используются как грибы, так и бактерии. Основное вни-
мание на протяжении длительного времени было уделено 
грибам в силу их способности выделять наружу значи-
тельные количества ферментов. В последнее время эта 
тенденция смещается в сторону бактерий, что связано с 
их более высокими темпами роста, наличием ферментов 
с несколькими активностями и присутствием бактерий в 
самых разнообразных экологических нишах. Бактерии не 
только способны выжить в суровых условиях, но и часто 
вырабатывают стабильные ферменты, которые могут уве-
личить скорость катализируемого процесса по сравнению 
с грибными аналогами.

Субстратом для целлюлазы служит природный поли-
мер целлюлоза. Целлюлазы – это ферментные системы, 
которые гидролизуют β-1,4-гликозидные связи в целлю-
лозном полимере. Целлюлаза способна гидролизовать 
гликозидные связи целлюлозы и производных целлю-
лозы в растворимые олигосахариды и глюкозу. Целлю-
лаза расщепляет β-1,4-гликозидные связи целлюлозы 
или ее производных, таких как целлоолигосахарид, до 
мономеров глюкозы (Nishida et al., 2007). Биохимическое 
превращение молекулы целлюлозы при биодеградации 
микроорганизмами  катализируется внеклеточной фер-
ментативной системой  целлюлаз, включающей в себя 
три компонента (Bhat M.K., Bhat S., 1997): 1) β-1,4 глю- 
кан глюканогидролаза (эндоглюканаза), которая рас-
щепляет длинную целлюлозную цепь на более короткие 
фрагменты (EC 3.2.1.4); 2) β-1,4 глюкан целлобиогидро-
лаза (экзоглюканаза), действующая с конца целлюлозной 
цепи, не обладающего восстановительной активностью 
(EC 3.2.1.91); 3) β-1,4 глюкозидаза разрушает глюкозид-
ную связь целлобиозы и целлодекстринов, производя мо-
лекулы глюкозы, которые могут легко проникать в клетку  
(EC 3.2.1.21).

В природе для полного гидролиза полимера целлю-
лозы до единиц глюкозы необходимо синергичное дей-
ствие всех трех ферментов (Uhlig, 1998). Целлюлазный 
комплекс имеет сложную пространственную структуру, 
позволяющую позиционировать волокно целлюлозы 
около активных центров ферментов. Существует два типа 
систем целлюлазы: один тип представлен внеклеточными 
целлюлазами мицелиальных грибов и аэробных бактерий, 
действующих синергически, чтобы разлагать целлюлозу, 
а другой тип – это фермент анаэробных клостридий, за-
крепленный на поверхности бактериальной клетки, так 
называемая, «целлюлосома». 

Большинство целлюлаз имеет специфическую двухдо-
менную структуру: каталитический домен и целлюлозо
связывающий домен или углеводосвязывающий модуль, 
который обычно соединяется через пептидный линкер. 
Каталитический домен содержит каталитический сайт, 
в то время как целлюлозосвязывающий домен обеспечи-
вает позиционирование целлюлозного волокна (Mathew 
et al., 2008). 
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Разлагающие целлюлозу аэробные грибы, например 
Hypocrea jecorina (Trichoderma reesei), вырабатывают 
комплекс ферментов, действующий синергично и прояв
ляющий все три основных активности – эндоглюканаз-
ную, экзоглюканазную и β-глюкозидазную (Dashtban et 
al., 2011; Mukherjee et al., 2012). Сначала эндоглюканазы 
расщепляют целлюлозные волокона в более аморфных 
участках, после чего экзоглюканазы получают возмож-
ность отщеплять молекулы целлобиозы от более кристал
лизованных участков волокна, ранее не подверженных 
их действию. Наконец, β-глюкозидазы гидролизуют цел
лобиозу. 

У большинства анаэробных микроорганизмов целлю
лозолитическая система организована иначе: целый ком
плекс различных целлюлаз и гемицеллюлаз через посред-
ство некаталитического белка скаффолдина организован в 
мультибелковый комплекс – целлюлосому, закрепленную 
на внешней стороне клетки. Молекулярный вес целлюло
сом составляет до нескольких тысяч кДа (Pinheiro et al., 
2009). На поверхности одной клетки Clostridium thermo- 
cellum (наиболее изученная бактерия-целлюлозолитик, 
способная очень быстро расти на целлюлозных субстра
тах) располагается несколько целлюлосом, чем обеспечи
вается надежная фиксация микроорганизма на волокне 
целлюлозы, а взаимное расположение различных фер-
ментов в целлюлосоме облегчает им доступ к субстрату. 
Кроме того, клостридии вырабатывают также и свобод-
ные, не ассоциированные с целлюлосомами, целлюлазы. 
Неясно, действуют ли они с целлюлосомами синергично 
(Doi, Tamaru, 2001).

Благодаря такой системе организации целлюлозоли-
тической системы простые сахара образуются в непо-
средственной близости к микрорганизму, что значительно 
облегчает ему доступ к питательным веществам. В ряде 
случаев анаэробные бактерии приобрели способность 
регулировать связывание целлюлосом на поверхности 
клетки, и в этих культурах можно обнаружить свободные 
целлюлосомы, а также изменять продукцию различных 
компонентов целлюлосомы в зависимости от условий 
роста (Mohand-Oussaid et al., 1999).

В состав целлюлосомы, помимо комплекса целлю-
лазных ферментов, входят углеводные фибриллы, ко-
торые могут составлять до 90 % молекулярной массы 
целлюлосомы. Они способствуют сорбции фермента на 
субстрате и скольжению фермента в фибриллярных струк
турах целлюлозы. Также углеводная часть целлюлаз за-
щищает белок от действия денатурирующих агентов и  
протеаз.

Способность разных целлюлазных комплексов гидро-
лизовать целлюлозу различается при высокой степени 
кристалличности субстрата. Многие комплексы теряют 
большую часть своей активности при возрастании степе
ни кристалличности до 60–70 % и гидролизуют только 
аморфную часть субстрата. Способность таких комплек-
сов к гидролизу целлюлозы с высокой степенью кристал-
личности зависит от наличия в них эндоглюканаз, которые 
могут прочно на ней сорбироваться, а скорость гидролиза 
кристаллической целлюлозы прямо зависит от количества 
сорбированной эндоглюканазы. 

Промышленное применение целлюлаз
Целлюлазы весьма востребованы в целом ряде отраслей 
промышленности. Так, в пищевой промышленности 
целлюлаза традиционно используется для экстракции и 
осветления соков (Azman et al., 2021; Ozyilmaz, Gunay, 
2023); она также активно применяется для улучшения 
диетических свойств бурого риса. Q. Zhang с коллегами 
(2019) в своей работе показали, что циклическая обработ-
ка целлюлазой и проращивание являются эффективным 
методом повышения уровня гамма-аминомасляной кис-
лоты (ГАМК) в буром рисе и улучшения его кулинарных 
и вкусовых качеств. 

Целлюлаза также используется для улучшения каче-
ства теста (Hu X. et al., 2022). Добавление картофеля к 
пшеничной муке повышает пищевую ценность хлеба, 
однако неблагоприятные эффекты, обусловленные высо-
ким содержанием пищевых волокон в картофельной муке, 
могут повлиять на формирование глютеновой матрицы. 
Добавление целлюлазы и/или пектиназы способствует 
пышности и мягкости хлеба.

Перспективно применение целлюлазы для экстракции 
масел в пищевой и косметической промышленности. 
В статье D. Yu с коллегами (2022) приведен метод экс-
тракции масла из рисовых отрубей с использованием 
магнитно-иммобилизованной целлюлазы в сочетании с 
магнитно-иммобилизованной щелочной протеазой. В ра
боте M.O. Chiwetalu с коллегами (2022) представлен ме
тод экстракции для получения жира из семян Pycnanthus 
angolensis посредством предварительной обработки фер
ментом штамма Aspergillus niger BC23.

В последнее время существенно продвинулась вперед 
технология биопереработки лигноцеллюлозы для произ-
водства биохимикатов и биотоплива с использованием 
фермента целлюлазы в качестве неотъемлемого компо-
нента (Sharma et al., 2023).

A. Shankar с коллегами (2024) предварительно обра-
батывали рисовую солому, рисовые отруби, пшеничную 
солому, древесную щепу, жом сорго и стебли хлопка ба
зидиальным грибом Ganoderma lucidum. Гриб, благодаря 
своей лакказной активности, в значительной степени раз
рушает лигнин, присутствующий в биомассе. Сахарооб
разование предварительно обработанной биомассы кон
сорциумами целлюлаз, выделенными из Aspergillus fla
vus MDU-5 и Trichoderma citrinoviride MDU-1, повышает  
выход сахаридов примерно на 70 % и этанола на 89 %. 
H. Sha с коллегами (2023) разработали новый подход 
к анаэробному сбраживанию кукурузной соломы с ис-
пользованием магнитной целлюлазы, покрытой никелем 
и графитом. Разработанная система увеличила образова-
ние метана примерно на 74 % по сравнению с системой 
без покрытия. Эта система увеличивает общую популя-
цию электроактивных микробов Bacteroidota и Methano
microbiales, а также коэффициент преобразования энер
гии до 57 %.

E. Zanuso с коллегами (2022) показали эффективность 
использования иммобилизованной на магнитных нано
частицах целлюлазы для гидролиза биомассы кукуруз-
ных початков. Более того, магнитные свойства носителя 
делают этот метод перспективным для обеспечения не
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прерывной работы, что в конечном итоге способствует 
снижению стоимости процесса.

Целлюлаза используется в целлюлозно-бумажной про
мышленности в переработке макулатуры, предваритель-
ной обработке древесного сырья для удаления смолы 
(Chutani, Sharma, 2016; Lehr et al., 2021; Singh A. et al., 
2021), что снижает воздействие целлюлозно-бумажной 
промышленности на окружающую среду. 

В фармацевтической промышленности целлюлаза при
меняется для извлечения биологически активных соеди
нений из растительного сырья (Puri et al., 2012; Cao et 
al., 2019; Hu Y. et al., 2021). Также целлюлаза широко ис-
пользуется в производстве таблетированных ферментных 
смесей для переваривания богатой клетчаткой раститель-
ной пищи. Например, VeganZyme, помимо улучшения 
пищеварения, также применяется в лечении нарушений 
обмена веществ (Ranjan et al., 2023). Целлюлаза и папаин 
используются для лечения фитобезоаров (Iwamuro et al., 
2014).

Химическое разложение и сжигание являются наиболее 
распространенными методами очистки от загрязнений 
окружающей среды. Однако использование для очистки 
ферментов микроорганизмов проще и экологичнее (Okino-
Delgado et al., 2019). Bacillus cereus и B. subtilis способны 
очищать отходы от сточных вод заводов по производству 
пальмового масла, поскольку обе бактерии вырабатывают 
целлюлазу и липазу для эффективной биодеградации от-
ходов (Ranjan et al., 2023).

В исследовании J. Luo с коллегами (2021) целлюлаза 
использовалась при одновременной ферментации осадка 
сточных вод и бумажных отходов для получения летучих 
жирных кислот. Все эти исследования предполагают при-
менение целлюлазы для очистки сточных вод и в произ-
водстве продукции с добавленной стоимостью.

Целлюлаза широко используется в производстве кор-
мов для сельскохозяйственных животных. Целлюлаза и 
гемицеллюлаза способствуют гидролизу низкобелковых 
кормов и β-глюкана, тем самым повышая питательные 
свойства корма. Применение целлюлазы также приводит 
к снижению дуоденальной вязкости и улучшает пластич-
ность корма, соответственно и улучшает переваривание и 
усвоение кормов животными (Azzaz et al., 2021; Selzer et 
al., 2021). В птицеводстве использование фермента цел-
люлазы является целесообразной стратегией, поскольку 
он способен разрушать целлюлозные связи, высвобождая 
питательные вещества, такие как глюкоза, увеличивая 
энергетическую ценность рациона и, таким образом, улуч-
шая продуктивные показатели птиц (Perim et al., 2024).

В текстильной промышленности целлюлаза исполь
зуется для повышения качества отделки изделий из ткани 
путем модификации выступающих волокон. Обработка 
целлюлазой уменьшает шероховатость ткани, увеличивает 
гладкость, глянцевитость и цветовую яркость (Karmakar, 
Ray, 2011; Sajith et al., 2016).

Наряду с протеазами и липазами целлюлаза добавляет
ся в моющие средства для повышения эффективности 
стирки. Она сохраняет форму и цвет выстиранной одежды, 
уменьшая образование пуха и катышков. Фермент так
же помогает в удалении грязи и пятен, избирательно воз
действуя на целлюлозные волокна изнутри, разрушая свя

зи между целлюлозой и частицами загрязнений, меняя 
структуру поверхности волокон и способствуя таким об
разом удалению грязи другими моющими ингредиентами. 
В настоящее время в моющие средства добавляют цел-
люлазы, как активные в широком диапазоне температур 
(30–60 °С), так и мезофильные (Kasana, Gulati, 2011). 
Целлюлазные ферменты используются в композициях 
моющих средств для обеспечения очищения, мягкости 
и сохранения окраски. Однако применение большинства 
целлюлаз было ограничено из-за негативного воздействия, 
которое они могут оказывать на прочность волокон ткани 
вследствие гидролиза кристаллической целлюлозы. В по-
следнее время были разработаны целлюлазы с высокой 
специфичностью по отношению к аморфной целлюлозе 
для использования их чистящего потенциала без нежела-
тельной потери прочности. 

Грибные целлюлазы 
Целлюлолитические грибы рода Trichoderma долго счита-
лись лучшим источником целлюлаз (Reese, Mandels, 1963). 
Основное узкое место целлюлаз Trichoderma – очень низ-
кая активность β-глюкозидазы в супернатантах культуры 
и ингибирование этого фермента продуктом (Pérez et al., 
2002). Целлюлаза, продуцируемая термофильными гриба-
ми Sporotrichum thermophile и Talaromyces emersonii, име-
ет активность, сравнимую с таковой мезофильного гриба 
H. jecorina (Coutts, Smith, 1976; Folan, Coughlan, 1978).

Humicola insolens является отличным производителем 
pH-нейтральных активных термостабильных целлюлаз, 
которые находят множество вариантов промышленного 
применения (Xu X. et al., 2016). 

В исследовании (Chellapandi, Jani, 2008) изучена актив-
ность эндоглюканазы 26 штаммов Streptomyces, выде
ленных из садовой почвы. Два лучших, отобранных на 
основе потенциальной целлюлолитической активности 
на агаровой среде Беннетта, изолята были испытаны  в 
различных условиях, включая источники углерода и азо
та, а также условия роста. Максимальная активность эн
доглюканазы (11.25–11.90 Ед/мл) достигнута за 72–88 ч в 
ферментационной среде, содержащей детергент Tween-80, 
с последующим использованием фосфатных  источни
ков. Оба целлюлолитических изолята Streptomyces давали  
почти одинаковое количество фермента во всех испыта-
ниях, однако влияние ингредиентов среды на индукцию 
эндоглюканазы в некоторой степени расходилось между 
штаммами. Подобно мезофильным грибам, термофиль-
ные грибы продуцируют все компоненты целлюлазного 
комплекса, синергически разрушая целлюлозу и гемицел-
люлозу (Mathew et al., 2008).

Грибы являются продуцентами важных внеклеточных 
ферментов для промышленного использования. Особен
но в этом смысле известны представители родов Tricho-
derma, Penicillium и Aspergillus (Zhao C.H. et al., 2018). 
Грибы весьма популярны для производства промыш-
ленных целлюлаз благодаря желательным свойствам, 
например внеклеточной секреции фермента в огромных 
количествах с экономически эффективными субстратами 
(Niyonzima, 2021). Для получения ферментов могут быть 
использованы субстраты на основе сельскохозяйствен-
ных отходов. Так, например, стебли кукурузы и багасса 
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сахарного тростника были использованы для получения 
детергентно-совместимых целлюлаз грибами Aspergillus 
(Imran et al., 2018; El-Baroty et al., 2019). В работе (Dave et 
al., 2012) задействовали легкодоступный дешевый жмых 
семян Jatropha для получения целлюлазы из Thermoascus 
aurantiacus RBB-1. В целом было обнаружено, что кри-
сталлическая целлюлоза является лучшим источником 
углерода для производства целлюлазы в термофильных 
грибах, чем ее аморфные или смешанные формы (Frache
boud, Canevascini, 1989).

Гены грибных ферментов легко клонируются в бакте-
риальные штаммы для производства целлюлаз, посколь-
ку грибные ферменты менее сложны по структуре по 
сравнению с бактериальными (Maki et al., 2009; Acharya, 
Chaudhary, 2012). Однако основное преимущество их в 
том, что целлюлазы могут быть получены из грибов до
вольно простыми методами, а сами грибы способны вы
рабатывать целлюлазы при выращивании на дешевых 
субстратах. К тому же, поскольку они производят полный 
спектр целлюлаз, нитчатые грибы остаются наиболее по-
пулярными для промышленного производства целлюлаз 
(Ilić et al., 2023). 

Бактериальные целлюлазы 
Рядом исследователей обнаружено значительное преи
мущество бактериальных целлюлаз перед грибными в 
специфической активности и стабильности (Ejaz et al., 
2021). Бактерии обладают высокой скоростью роста, 
адаптированы ко всем экологическим нишам, легко под-
даются генетическим манипуляциям (Nyathi et al., 2023). 
Существует большое количество целлюлозолитических 
бактериальных штаммов, производящих специфические, 
устойчивые к экстремальным условиям ферменты (Bhati et 
al., 2021). Исследования бактериальных целлюлаз быстро 
развиваются и обнаруживают большее генетическое раз-
нообразие, чем грибные, которые пока шире представлены 
на коммерческой основе (Ilić et al., 2023).

Наиболее распространенными целлюлолитическими 
бактериями являются Acetivibrio cellulolyticus, Bacil-
lus spp., Cellulomonas spp., Clostridium spp., Erwinia chry
santhemi, Thermobispora bispara, Ruminococcus albus, 
Streptomyces spp., Thermonospora spp. и Thermobifida 
(Sadhu, Maiti, 2013). Тем не менее в настоящее время 
возрастает интерес к поиску новых штаммов целлюлозо-
литических бактерий. Как результат описано множество 
новых видов целлюлозолитических бактерий: Strepto-
myces abietis (Fujii et al., 2013), Kallotenue papyrolyticum 
(Cole et al., 2013), Ornatilinea apprima (Podosokorskaya et 
al., 2013), Bacteroides luti (Hatamoto et al., 2014), Alicyclo-
bacillus cellulosilyticus (Kusube et al., 2014), Anaerobacte-
rium chartisolvens (Horino et al., 2014), Caldicellulosiruptor 
changbaiensis (Bing et al., 2015), Herbinix hemicellulosilytica 
(Koeck et al., 2015), Pseudomonas coleopterorum (Menendez 
et al., 2015), Siphonobacter aquaeclarae, Cellulosimicro
bium funkei, Paracoccus sulfuroxidans, Ochrobactrum cytisi, 
O.  haematophilum, Kaistia adipata, Devosia  riboflavina, 
Labrys neptinae и Citrobacter freundii (Huang et al., 2012), 
Thermotoga naphthophila (Akram, Haq, 2020), Nocardiopsis 
dassonvillei (Sivasankar et al., 2022).

Аэробные свободноживущие бактерии секретируют 
внеклеточные ферменты со связывающими модулями 
для различных конформаций целлюлозы. Синергизм дей-
ствий ферментов обеспечивает эффективный гидролиз 
целлюлозосодержащего субстрата. Анаэробные бактерии, 
часто обитатели желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) пи
тающихся растительной пищей животных, обладают та
ким внеклеточным мультиферментным комплексом, как 
целлюлосома. В целлюлосоме различные целлюлолити-
ческие ферменты выстраиваются на белке-скаффолде, 
что обеспечивает надежное прикрепление клеток к цел
люлозе, высокую локальную концентрацию, а также 
правильное соотношение и порядок компонентов. Пер
вой была изучена целлюлосома термофильной бактерии 
C. thermocellum, однако в настоящее время исследованы 
и целлюлосомы мезофильных клостридий, руминококков 
и других анаэробов (Schwarz, 2001). 

Кроме целлюлосомных комплексов, у анаэробов, в част
ности у клостридий, представлены и секретируемые 
целлюлазы и гемицеллюлазы. А в ферментных системах 
Pseudomonas, Bacillus, Erwinia, к примеру, не найдены 
целлобиогидролазы (их функция, видимо, не сводится к 
трофической, а заключается в облегчении проникновения 
фитопатогена в клетку хозяина) (Rabinovich et al., 2002).

Целлюлазы термофильных микроорганизмов
Целлюлазы обычно стабильны при относительно высоких 
температурах (Azadian et al., 2016). Ферменты термоста-
бильных микроорганизмов имеют оптимум активности 
при температурах между 60 и 80 °C. В ферментатив
ном гидролизе целлюлозы термостабильные целлюлазы 
обычно играют значительную роль, поскольку могут быть 
использованы непосредственно после этапа прогрева без 
предварительного охлаждения, что снижает длительность 
производственных циклов и повышает эффективность 
процесса (Liu D. et al., 2011).

Термофильные микроорганизмы продуцируют спе
циализированные белки – шапероны, которые помогают 
вернуть белки в их естественную форму и восстановить их 
функции (Laksanalamai, Robb, 2004; Singh S.P. et al., 2010). 
У архей Sulfolobus solfataricus небольшой ДНК- связы
вающий белок Sso7d поддерживает стабильность  агре
гированных с ними белков (Ciaramella et al., 2002). Одна
ко наличие подобных механизмов предполагает, что не 
обязательно ферменты термофильных организмов будут 
обладать собственной высокой термостабильностью, 
особенно вне организма-хозяина.

Белки термофильных бактерий, актиномицетов и архей 
переносят высокие температуры за счет повышенных 
электростатических, дисульфидных и гидрофобных взаи
модействий в пространственной структуре (Ladenstein, 
Ren, 2006; Pedone et al., 2008). Некоторые термофильные 
ферменты стабилизируются ионами металлов и неоргани-
ческих солей (Vieille, Zeikus, 2001). Целлюлолитическая 
активность некоторых термофильных грибов (Chaetomium 
thermophile, Sporotrichum thermophile и T. aurantiacus) в два-
три раза больше, чем у Trichoderma viridae (Tansey, 1971).

Дополнительный фактор, который может влиять на 
термостабильность, – гликозилирование (Kahn et al., 2020; 
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Ramakrishnan et al., 2023). Это явление может приводить к 
повышению термостабильности фермента при клониро-
вании бактериального гена в организм, способный к гли-
козилированию производимых белков, к примеру грибы.

Многие термофильные бактерии производят термо-
стабильные целлюлозолитические ферменты, например, 
представители родов Bacillus, Geobacillus, Caldibacillus, 
Acidothermus, Caldocellum и Clostridium (Ghosh et al., 2020). 
Гипертермофильная бактерия Dictyoglomus turgidum не-
сет ген (Dtur_0671), кодирующий β-глюкозидазу и экс-
прессированный в Escherichia coli. Этот фермент имеет 
максимальную активность при температуре 80 °C и pH 5.4, 
он чрезвычайно стабилен в диапазоне pH 5–8 и сохраняет 
70 % своей активности через 2 ч при 70 °C. Показана его 
пригодность для промышленного производства биоэтано-
ла, поскольку фермент проявил высокую устойчивость к 
глюкозе и этанолу (Fusco et al., 2018). 

Ген целлюлозолитического фермента из Thermotoga na
phthophila RKU-10T также был получен и экспрессирован 
в E. coli. Очищенный фермент TnCel12B показал макси-
мальную активность при pH 6.0 и температуре 90 °C. Он 
сохранял 100 % активности после инкубации в течение 
8 ч при 85 °C, а также в диапазоне pH 5.0–9.0 (Akram, Haq, 
2020). Ген гипертермофильной археи Sulfolobus shibatae, 
кодирующий эндо-1,4-β-d-глюканазу, после клониро-
вания и суперэкспрессии в E. coli продемонстрировал 
максимальную активность при 95–100 °C. Этот фермент 
показал отличную устойчивость к высоким температурам: 
сохранял полную активность после часовой инкубации 
при температурах до 85 °C; 98, 90 и 84 % исходной ак-
тивности наблюдалось после 2 ч инкубации при 75, 80 и 
85 °C соответственно (Boyce, Walsh, 2018).

Целлюлазы подразделяются на две группы в зависи-
мости от их предпочтительных диапазонов pH: термо-
ацидофильные целлюлазы (такие как целлюлазы видов 
Alicyclobacillus, Geobacillus и T. aurantiacus) процветают 
в кислых условиях, в то время как термоалкалифильные 
целлюлазы (видов Bacillus, Halobacillus) и археи предпо-
читают основные условия. Обе группы ферментов могут 
эффективно работать при высоких температурах, но их 
применение может варьировать в зависимости от конкрет-
ных потребностей различных отраслей промышленности 
(Arya et al., 2024). 

Целлюлазы психрофильных микроорганизмов
Применение холодоактивных ферментов, работающих 
при щелочном рН, может, например, оказаться востребо-
ванным в моющих средствах, так как позволяет сохранить 
качество тканей без использования горячей воды. Для 
выделения ферментов, активных в диапазоне низких тем-
ператур, используются психрофильные микроорганизмы. 
Психрофильные микроорганизмы составляют большую 
группу сапрофитных обитателей почвы, морей, пресных 
водоемов, сточных вод.

Метаболически активные бактерии, выживающие при 
температуре –5…–15 °C, были выделены из арктической 
вечной мерзлоты (Bakermans, Skidmore, 2011; Mykytczuk 
et al., 2013). Эти психрофилы могут выжить при низкой 
температуре, при этом внутриклеточные биохимические 
процессы осуществляются холодоактивными фермента-

ми. В дополнение к этому их внеклеточные ферменты 
также помогают разложить сложные материалы, присут
ствующие в окружающей среде. В мезофильных орга-
низмах влияние пониженных температур на активность 
ферментов более существенно, поскольку молекулы их 
ферментов имеют меньше структурных адаптаций к функ-
ционированию в таких условиях, что приводит к низкой 
активности фермента (Karan et al., 2012). Психрофилы, 
растущие в холодных условиях, обладают холодоустойчи-
выми ферментами с высокой каталитической активностью 
и стабильностью. 

За последние полтора десятилетия были описаны пси
хротрофные микроорганизмы, принадлежащие к различ-
ным группам. Первую низкотемпературную целлюлазу 
выделили в 1996 г. из гриба Acremonium alcalophilum. 
Эта целлюлаза имела максимальную активность при тем
пературе 40 °C и рН 7.0, фермент сохранял более 20 % 
активности даже при 0 °C (Hayashi et al., 1996). Впослед-
ствии целлюлазы были выделены и охарактеризованы и 
из других психрофильных микроорганизмов. Оптималь
ная температура для их активности обычно колеблется 
от 20 до 40 °C (см. таблицу), но иногда сообщается о более 
высоких температурах.

Адаптированные к холоду штаммы микроорганизмов 
были выделены в основном из антарктических и поляр-
ных регионов, которые представляют собой постоянно 
холодные среды. Другими потенциальными источниками 
холодоактивных целлюлаз являются грязевые и глубоко-
водные осадочные микроорганизмы. Штамм Clostridium, 
выделенный из навозного биогаза, был способен расти 
при температурах от 5 до 50 °С, продуцируя спектр ксила-
но- и целлюлолитических ферментов, наиболее активных 
при 20 °С (Akila, Chandra, 2003); целлюлаза, продуцируе
мая грибом A. alcalophilum, была активна даже при 0 °С 
(Hayashi et al., 1996). 

Новая холодоустойчивая целлюлаза, принадлежащая к 
семейству GH5, названная CelE1, была извлечена из мета-
геномной библиотеки почвы с поля сахарного тростника. 
Для выделения целлюлолитических клонов был проведен 
функциональный скрининг этой библиотеки (Alvarez et al., 
2013). Эндоглюканаза CelE1, выделенная таким способом, 
продемонстрировала высокую активность в широком диа-
пазоне температур и в щелочных условиях. 

В работе (Souza et al., 2015) исследовано влияние рН на 
вторичную и третичную структуры, заряд и активность 
CelE1. Хотя изменение рН оказывало небольшое влияние 
на структуру фермента, активность снижалась в кислых 
условиях. Оптимальная активность была достигнута при 
рН 8. Для того чтобы оценить пригодность CelE1 в каче-
стве добавки в моющие и чистящие средства, активность 
CelE1 оценивали в присутствии поверхностно-активных 
веществ. T.V. Souza с коллегами не выявили значительного 
ингибирующего эффекта со стороны поверхностно-актив-
ных веществ на активность эндоглюканазы CelE1. Они 
также провели термодинамический анализ, основанный 
на структурной стабильности и химическом процессе 
разворачивания/рефолдинга CelE1. Результаты показали, 
что химическое разложение протекает как обратимый 
двухфазный процесс. Данные термодинамического ана-
лиза полезны для предсказания стабильности фермента.
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Cellulases: key properties, natural sources,  
and industrial applications

Психрофильная актинобактерия Nocardiopsis dassonvil
lei PSY13 производит высокоактивную холодоактивную 
целлюлазу с оптимумами 10 °C и pH 7.5 (Sivasankar et 
al., 2022). Компания “Novozymes” разработала холодоак-
тивную целлюлазу (Celluzyme®), активную при 15 °C, из 
адаптированных к холоду грибов H. insolens и выпустила 
на рынок в составе смеси целлюлаз под торговым назва-
нием Celluclean®.

Целлюлазы галофильных микроорганизмов
Универсальное применение целлюлаз требует продол-
жения поиска новых источников ферментов. Ферменты 
морского происхождения в последнее время привлекают 
большое внимание, особенно для промышленного приме
нения. Специализированные среды в морской экосистеме, 
включая эстуарии и мангровые заросли, богаты лигно-
целлюлозной биомассой и, следовательно, обеспечивают 
питательную среду для перерабатывающих целлюлозу 
организмов. В этом контексте морские организмы яв-
ляются перспективными кандидатами для многих про-
мышленных процессов из-за их способности процветать 
в ограниченной питательными веществами окружающей 
среде и неблагоприятных условиях (Dalmaso et al., 2015; 
Barzkar, 2018). Благодаря высокой солености (3 %), в мор-
ской экосистеме эволюционировали более разнообразные 
целлюлолитические микроорганизмы, чем в наземной 
среде (Jahromi, Barzkar, 2018). 

Исследования деградации целлюлозы в солевых усло-
виях открыли новые метаболические пути и ферменты с 
целлюлолитической активностью. Разлагающие целлюло-
зу организмы, населяющие морские экосистемы, играют 
исключительную роль в минерализации органического 
вещества и тем самым повышают продуктивность этих 
экосистем (Milici et al., 2017). Способность к разложению 
целлюлозы обнаруживается у многих групп морских 
обитателей, включая бактерии (Harshvardhan et al., 2013), 

дрожжи (Rong et al., 2015), плесневые грибы (Liu J. et al., 
2012; Batista-García et al., 2017), протистов (Bremer, Talbot, 
1995), коловраток (Chun et al., 1997), криля (Tsuji et al., 
2012) и иглокожих (Sakamoto et al., 2007). 

Галотолерантная эндоглюканаза с молекулярной мас-
сой 39 кДа выделена из плесневого гриба Botrytis rici
ni URM 5627 (Silva et al., 2018). Оптимальные условия 
работы фермента – 50 °С и рН 5. Фермент был стабилен 
при температуре 39–60 °С в течение 60 мин и рН 4–6. 
Ферментативная активность увеличивалась в присутствии 
Na+, Mn2+, Mg2+ и Zn2+ и уменьшалась в присутствии Ca2+, 
Cu2+ и Fe2+. Эндоглюканаза обнаружила галотолерант
ный профиль: ее активность возрастала пропорциональ
но  увеличению концентрации NaCl. Максимальная ак-
тивность была достигнута при 2 М NaCl с увеличением 
активности на 75 %.

Выбор продуцентов, наиболее подходящих  
для наработки ферментов
E. coli и Bacillus sp. широко используются в качестве 
бактериальных систем для экспрессии рекомбинантных 
белков. Кроме того, в качестве платформ применяются 
и другие бактерии, в том числе Z. mobilis и Streptomyces 
lividans. E. coli представляет собой наиболее частую си-
стему экспрессии целлюлаз в промышленности и имеет 
ряд преимуществ, таких как хорошо охарактеризованный 
геном, доступность в коммерческих формах и наборах, 
простота модификации. Однако имеются некоторые не-
достатки, которые необходимо учитывать, – ограничен-
ная секреция (толстая внешняя мембрана, затрудненная 
транспортировка через мембрану), деградация линкер
ных последовательностей, снижение целлюлолитической 
активности, возможность образования телец включения. 
Zymomonas mobilis зарекомендовала себя как альтерна-
тива использованию дрожжей из-за своей универсаль-
ности (она ферментирует широкий спектр сахаров), а 

Целлюлазы психрофильных микроорганизмов

Микроорганизм Фермент Оптимум  
температуры, °C

Оптимум  
pH

Активатор Репрессор Литературный  
источник

Acremonium alcalophilum Целлюлаза 40 7.0 Глюкоза – Hayashi et al., 1996

Arthrobacter sp. β-глюкозидаза 35 – – – Benešová et al., 2005

Clostridium sp. Эндоглюканаза, 
β-глюкозидаза

20 5–6 – – Akila, Chandra, 2003

Fibrobacter succinogenes Эндоглюканаза 25 5.5 – – Iyo, Forsberg, 1999

Paenibacillus sp. strain C7 β-глюкозидаза 30–35 7–8 – – Shipkowski, Brenchley, 
2005

Paenibacillus sp. BME-14 Эндоглюканаза 35 6.5 Ca2+, Мg2+, Mn2+, 
дитиотреитол, 
β-меркаптоэтанол

Cu2+, EDTA Fu et al., 2010

Pseudoalteromonas sp. DY3 Эндоглюканаза 40 6–7 Zeng et al., 2006

Rhodotorula glutinis Эндоглюканаза 50 4.5 Fe3+, Mn2+ Al3+, Ca2+, Fe2+, 
EDTA, EGTA

Oikawa et al., 1998

Shewanella sp. G5 β-глюкозидаза 37 8 – – Cristóbal et al., 2008

Pseudoalteromonas sp. MB-1 Эндоглюканаза 35 7.2 – – You, Wang, 2005
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также в качестве альтернативы E. сoli, так как способна 
экспрессировать рекомбинантные белки внутри- и вне- 
клеточно. 

Разработанные для C. thermocellum генетические мето-
ды отстают от таковых для модельных организмов, таких 
как E. coli. Работ по введению однонуклеотидных поли-
морфизмов (SNP) не очень много. C. thermocellum – об-
лигатная термофильная и анаэробная грамположительная 
бактерия, которая естественным образом ферментирует 
лигноцеллюлозу до этанола и органических кислот (Lynd 
et al., 2005; Olson et al., 2012; Xu Q. et al., 2016; Tian et 
al., 2019).

Существует две основные стратегии улучшения цел-
люлаз или компонентов целлюлазного комплекса путем 
генетических модификаций: 1) рациональный дизайн и 
2) направленная эволюция (Acharya, Chaudhary, 2012). 
Преимущества и модификации (классический, случай-
ный мутагенез или генетическая модификация) каждого 
из способов проверяются и используются различными 
специалистами для получения максимального выхода и 
эффективности целлюлазы. Для максимального выхода 
целлюлазы был выполнен (Sadhu et al., 2014) случайный 
мутагенез в целлюлолитическом штамме, принадлежащем 
к роду Bacillus, с использованием N-метил-N′-нитро-N-
нитрозогуанидина (NTG), что приводит к переходным 
мутациям между нуклеотидами AT и GC. Разработан му-
тантный штамм с повышенной активностью карбоксиме-
тилцеллюлазы. Подобные результаты были получены на 
Cellulomonas sp. также с использованием NTG (Sangkha
rak et al., 2012), но характеристика этих мутантов до сих 
пор не опубликована. 

Производство рекомбинантных ферментов включает 
разработку технологии, сочетающей в себе направленную 
эволюцию и рациональный дизайн (Zhao H. et al., 2002; 
Cherry, Fidantsef, 2003). Однако ограниченность знаний о 
субстратах целлюлаз, их взаимодействии с ферментами, 
взаимосвязях и регуляции активности целлюлазы все еще 
представляет серьезные помехи для рационального ди-
зайна, что делает использование направленной эволюции 
более эффективным (Zhang Y.H.P. et al., 2006). 

Тем не менее известны и примеры успешного приме-
нения метода рационального дизайна. Так, был проведен 
направленный мутагенез эндоглюканазы-II (Cel5A) из 
H.  jecorina (Akbarzadeh et al., 2018). В структуре этого 
фермента имеется четыре дисульфидные связи, и он не-
стабилен при высоких температурах. Аминокислотные 
остатки цистеина в 99 и 323 положениях были заменены на 
валин и гистидин соответственно. В результате этого фер-
мент утратил две дисульфидные связи и стал демонстри-
ровать более высокую активность и термостабильность. 
Активность целлюлазы из Gloeophyllum trabeum (GtCel5) 
была повышена с помощью направленного  мутагенеза  
петли  6 (Zheng et al., 2018). A.S. Dotsenko с коллегами 
(2020) продемонстрировали, что с помощью рационально-
го дизайна можно повысить термостабильность целлобио
гидролазы путем замены пролина. Получившийся белок 
(G415P) имел в 3.5 раза большее время полужизни при 
60 °C, чем белок дикого типа. Несколько исследователей 
рассмотрели  и сравнили системы экспрессии рекомби-

нантных целлюлаз (Garvey et al., 2013; Hasunuma et al., 
2013; Sadhu, Maiti, 2013; Juturu, Wu, 2014; Lambertz et 
al., 2014). 

Некоторые исследователи сообщают о применении 
методов направленной эволюции в сочетании с рациональ
ным дизайном сверхэкспрессии целлюлаз в их собствен-
ном бактериальном источнике. Такие виды, как B. subtilis 
и C. thermocellum, были использованы в качестве системы 
продуцирования гомологичных целлюлаз из-за просто
ты их генетической модификации и других характерных 
особенностей. 

Однако использование этих бактерий имеет и свои не
достатки, такие как низкий выход белка, высокие произ-
водственные затраты или необходимость наращивания 
культуры в обогащенной среде (Lambertz et al., 2014). 
В работе (Munjal et al., 2015) описано использование 
штамма E. coli для экспрессии β-1,4-эндоглюканазы и 
β-1,4-глюкозидазы из другого штамма E. coli под кон-
ститутивным промотором с возможностью ферментации 
гидролизатов биомассы. 

D. Chung с коллегами (2014) сконструировали Caldicel
lulosiruptor bescii, бактерию, способную самостоятельно 
разлагать лигноцеллюлозную биомассу. Они клонирова-
ли и выполнили гомологичную экспрессию мультимо
дульной целлюлазы, называемой CelA, которая содержит 
домены GH9 и GH48. 

Немалое количество работ также посвящено приме-
нению классического метода избыточного производства 
целевого белка или фермента путем клонирования его 
кодирующих генов в плазмиде с большим числом копий. 
Например, в статье (Robledo et al., 2011) описано приме-
нение этого метода для получения гомологичной сверх-
экспрессии целлюлазы CelC2 из Rhizobium  leguminosa
rum bv. trifolii ANU843, которая увеличивала его целлю-
лолитическую активность в 3 раза.

X. Xu с коллегами (2016) разработали эффективную 
систему трансформации для H. insolens, опосредуемую 
Agrobacterium tumefaciens. Они трансформировали плаз
миды, несущие промотор гена глицеральдегид-3-фосфат
дегидрогеназы H. insolens, управляющего транскрипцией 
генов, кодирующих неомицинфосфотрансферазу, гигро-
мицин В-фосфотрансферазу и усиленный зеленый флуо-
ресцентный белок. Инсерционный мутагенез Т-ДНК был 
применен для создания мутантной библиотеки H. insolens. 
В результате был выделен трансформант под названием 
«T4» с повышенной целлюлазной и гемицеллюлазной 
активностью. Активность фосфолипазы, эндоглюканазы, 
целлобиогидролазы, β-глюкозидазы и ксиланазы Т4, из-
меренная в конце ферментации, составила 60, 440, 320, 
41 % соответственно и была на 81 % выше, чем у штамма 
дикого типа. 

Стратегии, основанные на гетерологичной экспрессии, 
сосредоточены на использовании нецеллюлолитических 
микроорганизмов, имеющих высокий коэффициент про-
дукции для экспрессии микробных целлюлаз (Bhattacha
rya et al., 2015). Бактерии, такие как E. coli, различные 
виды родов Bacillus, P. fluorescens, Ralstonia eutropha и 
Z. mobilis; дрожжи, такие как Saccharomyces cerevisiae и 
Pichia pastoris, и мицелиальные грибы из родов Aspergil
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lus и Trichoderma наиболее широко используются в ис
следованиях и в промышленности. Кроме того, для экс-
прессии белков используются культуры клеток млекопи-
тающих, растений или насекомых, а также трансгенных 
растений и/или животных (Demain, Vaishnav, 2009).

Заключение
Промышленный спрос на ферменты целлюлазы в по-
следние годы возрос благодаря их разнообразному при-
менению в биокаталитических процессах расщепления 
целлюлозы. Широкая применимость и экологичность 
процессов, опосредованных целлюлазами, продолжают 
стимулировать исследования, направленные на поиск 
эффективных и экономически выгодных ферментов. 

Традиционно для производства целлюлаз, как правило, 
используются культуры мицелиальных грибов. Однако 
большинство мицелиальных грибов, полученных путем 
естественной селекции, обладает низкой секреторной спо-
собностью к продукции целлюлазы, что не соответствует 
требованиям промышленного производства. 

Эффективным методом увеличения продукции гриб-
ных ферментов является случайный мутагенез в сочета-
нии со стратегией адаптивной лабораторной эволюции  
(Peng et al., 2021). Но в последние годы фокус внимания 
смещается в сторону бактериальных целлюлаз, посколь-
ку эти ферменты отличаются большим разнообразием 
свойств, более высокой стабильностью, возможностью со
четания одновременно нескольких активностей в одном 
ферменте. 

Экстремофильные микроорганизмы обладают разно-
образием молекулярных стратегий выживания в экстре
мальных условиях. Их ферменты отличаются свойствами 
солеустойчивости, термостабильности, холодовой адап-
тивности. За последние годы были выделены термофиль- 
ные, пьезофильные, ацидофильные и галофильные фер-
менты. Применение методов генной инженерии позво-
ляет экспрессировать эти гены в других организмах, для 
которых уже существует богатый набор методов работы.

Значительное внимание привлекают технологии иммо
билизации целлюлаз, в особенности использование ком
бинации полимерных носителей с наноматериалами. Та
кие иммобилизованные целлюлазы могут демонстриро-
вать повышенные активность, стабильность, пригодность 
к повторному использованию и переработке. Сочетание 
наноматериалов и технологий биокатализа с примене
нием иммобилизованных целлюлаз на сегодняшний день 
считается передовым полем исследований и разработки 
в ферментных технологиях (Ranjan et al., 2023).

Особенностью целлюлазы является ее комплексность. 
Для полноценной работы фермента необходимы все три 
составляющих комплекса (Bhat M.K., Bhat S., 1997). Такой 
комплекс сложен для клонирования в гетерологичные 
системы, поэтому значительные усилия мирового сообще-
ства сосредоточены на поиске природных продуцентов и 
разработке стратегий улучшения свойств путем генети
ческой модификации выделенного организма. Клониро-
вание же и экспрессию в стандартных продуцентах со-
временной биотехнологии осуществляют для отдельных 
компонентов комплекса. 
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