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Приведены результаты исследования динамики активности гидролитических и монооксигеназных 

целлюлаз в процессе длительного инкубирования смесей растительных остатков и отработанного 

органо-минерального субстрата, который использовался для выращивания растений в 

регулируемых агроэкосистемах. Установлено, что активность гидролитических ферментов 

уменьшилась в первый месяц инкубации и в дальнейшем не изменялась. Впервые были получены 

данные по целлюлазной активности полисахаридмонооксигеназ в процессе ферментирования 

смесей растительных остатков и отработанного органо-минерального субстрата. Процесс 

изменения активности оксигеназных целлюлаз можно разделить на несколько фаз: 1) уменьшения 

активности (две недели); 2) стабильной низкой активности (две недели); 3) увеличения активности 

(через пять недель инкубации). Внесение культур микроорганизмов, разрушающих целлюлозу, не 

оказало заметного влияния на активность исследуемых целлюлаз. Возможно, грунто–

растительные смеси были обеднены субстратами, которые могли быть использованы штаммами 

микроорганизмов для роста и продуцирования целлюлаз. Кроме того, активность 

монооксигеназных целлюлаз могла быть лимитирована недостатком Cu2+. В связи с этим 

представляют актуальность выявление микроорганизмов, которые были активными в условиях 

проведенного эксперимента, и оптимизация микроэлементного состава грунто-растительных 

смесей. 
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Temporal activity dynamics of hydrolytic and lytic monooxygenases cellulases during long-term 

incubation of mixtures of plant residues with exhausted agricultural soil of agrophytocomplexes was 

investigated. The activity of hydrolytic cellulases decreased within first month of incubation and did not 

change later on. The cellulase activity of lytic polysaccharide monooxygenases in such a system was 

investigated for the first time. The dynamics of activity of these cellulases showed several phases. At the 

beginning the activity decreased (2 weeks), then it stayed low (2 weeks) and after that the activity 

increased (after 5 weeks) and stayed rather stable until the end of the incubation. Intoduction of cells of 

cellulosolytic bacteria strains into cultivated mixtures did not have any effect on the dynamics of activity 

of cellulases. It is possible to assume that the plant residues – exhausted soil mixtures were not enriched 

in substrates that could be utilized by introduced strains of bacteria for growth and cellulases production. 

In addition, activity of lytic polysaccharide monooxygenases could be limited by the lack of available 

Cu2
+. Further study would concentrate on the search of cellulosolytic bacteria that were active during 

incubation of the mixtures and on the optimization of trace elements composition of plant residues – 

exhausted soil mixtures. 

Key words: plant residues, cellulases, available Cu2
+, exhausted soil, incubation. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Проблема утилизации непищевого 

растительного сырья на сегодняшний день остается 

весьма актуальной для сельскохозяйственного 

производства в России. Особенно это касается 

растительных остатков в растениеводстве 

защищенного грунта. Традиционные методы их 

переработки (сжигание и складирование) являются 

неэкономичными и неэкологичными. Наиболее 

природоподобным и перспективным способом 

переработки растительных остатков является 

биоконверсия (компостирование и ферментирование). 

Биоконверсия целлюлозосодержащего сырья может 

осуществляться как в аэробных, так и в анаэробных 

условиях. Как правило, основными ферментативными 

реакциями, регулирующими данный процесс, 

являются реакции инициации разрушения целлюлозы. 

Однако одно из препятствий для эффективной 

переработки растительных остатков заключается в 

том, что их основной компонент – целлюлоза — 

является трудноразлагаемым полимером, устойчивым 

к различным воздействиям. Целлюлоза обладает 

высокой степенью кристалличности, которая 

коррелирует с эффективностью ферментативного 

гидролиза. Кристаллические области субстрата более 

устойчивы к различным воздействиям. Более полной 

и быстрой переработке отходов может способствовать 

искусственная интродукция микроорганизмов, 

обладающих ферментами целлюлазного комплекса. В 

связи с этим представляется актуальным поиск 

штаммов микроорганизмов, способных 

продуцировать различные целлюлозолитические 

ферменты. 

К настоящему времени накоплен большой 

объем знаний о разложении целлюлозы литическими 

ферментами. Для разрушения целлюлозы до 

мономера (глюкозы) необходимо взаимодействие 

нескольких целлюлозолитических ферментов, 

продуцируемых разными видами микроорганизмов. 

Классическая схема процесса деградации целлюлозы 

отражает синергетическое действие нескольких типов 

ферментов — эндоглюканазы (эндо-1,4-β-глюканазы), 

экзоглюканазы (экзо-1,4-β-глюканазы) и β-

гликозидазы, различающихся по характеру действия 

на молекулы целлюлозы. На основе классической 

схемы разработаны биологические препараты для 

интенсификации процесса биоконверсии 

целлюлозосодержащего сырья. Эффективность 

деградации такого сырья принято оценивать по 

значениям целлюлазной активности – общей 

(Селивановская и др., 2007), а также активности 

каждого типа ферментов целлюлазного комплекса 

(Определение активности ферментов, 2003). 

В 2010–2011 гг. были открыты новые 

ферменты, осуществляющие окислительную 

деструкцию природных полисахаридов и названные 

литическими полисахаридмонооксигеназами (ПМО) 

(Vaaje-Kolstad et al., 2010). Некоторые грибы и 

бактерии являются продуцентами ПМО. 

Полисахаридмонооксигеназы осуществляют 

окислительную деструкцию целлюлозы по 

радикальному механизму, и для их 

функционирования, как правило, необходимо наличие 

молекулярного кислорода и донора электронов (Horn 

et al., 2012). При этом данные ферменты эффективно 

воздействуют как на аморфные, так и на 

кристаллические области молекулы целлюлозы 

(Kracher et al., 2016). В качестве доноров электронов 

для определения активности ферментов in vitro 

используются органические соединения (например, 

аскорбиновая, галловая и кофейная кислоты) 

(Frommhagen et al., 2016) и ферменты (например, 

целлобиозодегидрогеназа) (Phillips et al., 2011; 

Bulakhov et al., 2017). 

В последнее время проводятся интенсивные 

исследования по изучению ПМО как компонентов 

ферментных комплексов, продуцируемых 

микроскопическими грибами, оценке эффективности 

деструкции целлюлозосодержащих материалов при 

введении ПМО в состав препарата целлюлаз, а также 

влиянию донора электронов на данный процесс 

(Чекушина, 2013; Булахов и др., 2016; Bulakhov et al., 

2017). Также в литературе приводятся данные по 

изучению бактериальных целлюлаз оксигеназной 

природы (Forster et al., 2018). Динамика 

гидролитической целлюлазной активности в процессе 

компостирования изучалась многими 

исследователями (Селивановская и др., 2007; Будаева 

и др., 2008), тогда как информации об изучении ПМО 

целлюлозолитического действия при проведении 

компостирования и ферментирования в литературных 

источниках не найдено. В 2018 г. опубликовано 

исследование по изучению в кратковременных 

лабораторных экспериментах (восемь суток) 

изменения экспрессии генов гидролитических и ПМО 

целлюлаз в сообществе пяти видов бактерий, 

разлагающих остатки сахарного тростника (Jiménez et 

al., 2018). Однако активность ферментов в рамках 

данного исследования не определялась. 

Целью настоящей работы являлось 

исследование динамики активности гидролитических 

и монооксигеназных целлюлаз в процессе 

длительного инкубирования смесей растительных 

остатков и отработанного органо-минерального 

субстрата, который использовался для выращивания 

растений в регулируемых агроэкосистемах (Панова и 

др., 2015). Цель исследования определила следующие 

задачи: проведение ферментирования растительных 

остатков с отработанным субстратом; определение 

целлюлазной активности ферментов 

микроорганизмов как деструкторов растительных 

остатков в процессе ферментирования; изучение 

влияния внесения культур бактерий, продуцирующих 

как гидролитические целлюлазы, так и ферменты 

ПМО целлюлозолитического действия. 

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ 

Инкубирование грунто-растительной смеси 

(ГРС) массой по 5 кг осуществлялось в ёмкостях 

объемом 30 л (лабораторных ферментерах), 

обернутых термоизоляционным материалом. В состав 

инкубируемого материала входили растительные 

остатки огурца, томата и редиса (стебли с листьями) и 

отработанный органо-минеральный субстрат на 

основе верхового торфа низкой степени разложения в 

массовом соотношении 10:22. Последний был 



 19 

получен после выращивания на нем растений на 

биополигоне для интенсивных круглогодичных 

исследований в регулируемых условиях (Панова и 

др., 2015). Высушенные и измельченные 

растительные остатки и отработанный субстрат 

помещались в ферментеры слоями. Влажность 

инкубируемых смесей поддерживалась на уровне 60–

75%. В процессе инкубирования смеси периодически 

перемешивались, также проводилось измерение 

температуры окружающей среды и ферментируемых 

смесей. 

Отбор проб для анализа проводился 

непосредственно после закладки компостных смесей, 

затем на 7-е, 14-е, 21-е, 28-е, 35-е, 49-е и 249-е сутки 

компостирования. 

Биодобавки, используемые в опыте, 

представляли собой культуральные жидкости 

штаммов бактерий, выделенных по стандартным 

методикам (Практикум по микробиологии, 2005) и в 

элективных условиях для обнаружения продуцентов 

ПМО из зрелого компоста, а также с поверхности 

растений, под номерами 5-М и ПР-3 соответственно. 

Наработка культуральной жидкости осуществлялась 

на среде М9 (Миллер, 1976) в колбах Эрленмейера в 

условиях принудительной аэрации. Биодобавки 

вносились в заполненные ГРС ферментеры в четырёх 

вариантах: № 1 – 5-М; № 2 – 5-М + ПР-3; № 3 – ПР-3; 

№ 4 – контроль. Биодобавка составляла 17% от массы 

компостируемой смеси. В контрольном варианте 

вместо добавки была внесена жидкая питательная 

среда (Миллер, 1976). 

Целлюлазная активность ферментов в 

культурах бактерий и пробах ГРС была определена 

при помощи классических методов выявления 

гидролитических ферментов (Определение 

активности ферментов, 2003; Практикум по 

микробиологии, 2005) и с добавлением в 

реакционную смесь 5 ммоль/л донора электронов 

(аскорбиновой и галловой кислот) (Frommhagen et al., 

2016). В последнем случае определялась 

целлюлозолитическая скорость ПМО. Активность 

разложения целлюлозы оценивалась по скорости 

образования редуцирующих сахаров. 

Содержание органического вещества и общего 

азота в ГРС определялось по общепринятым 

методикам (Справочник по анализу органических 

удобрений, 2000). 

Определение общего содержания меди и ее 

подвижных форм проводилось при помощи 

стандартных методов, описанных в ГОСТ Р 53218-

2008 и в Методических указаниях по определению 

тяжелых металлов (1992) соответственно. 

Статистическая обработка результатов 

измерений производилась с помощью электронных 

таблиц Excel. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

В результате мониторинга процесса 

ферментирования смесей растительных остатков с 

отработанным почвенным субстратом было выявлено 

следующее. 

Внесение целлюлозолитических бактерий в 

ГРС не оказало существенного влияния на развитие и 

протекание изучаемых микробиологических 

процессов в смесях, поэтому в настоящем 

исследовании приводятся усредненные данные по 

четырём ферментерам (рис. 2, 3). 

В первые семь дней инкубирования смесей 

температура содержимого контейнеров увеличилась 

до максимального уровня в 32–35°С, затем снизилась 

и после 12-ти суток варьировалась в пределах 20–

23°С. После двух месяцев инкубирования смесей 

температура в контейнерах уменьшилась до 15–16°С. 

Динамика разности температуры окружающего 

воздуха и ГРС показана на рис. 1. В начальный 

период эксперимента (10–12 дней) температура 

смесей была на 12–15°С выше, чем температура 

окружающего воздуха. В дальнейшем нагрев смесей 

уменьшился, и разность температур в интервале 

составляла около 4°С в течение 12–26 суток 

эксперимента. После этого температура смесей 

снизилась и в течение 30 дней превышала 

температуру воздуха примерно на 2°С. В конце 

инкубирования температура ГРС не отличалась от 

температуры окружающего воздуха.

 

 
Рис. 1. Динамика изменения разности температуры в ферментерах и температуры воздуха в помещении, в 

котором проводился эксперимент 
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Рис. 2. Результаты мониторинга целлюлазной активности в инкубируемых ГРС 

(средние значения для четырёх ферментеров) 

 

 

 
Рис. 3. Динамика общего содержания ионов меди и ее подвижных форм (средние значения для четырёх 

ферментеров). Левая ось у – общее содержание меди (мг/кг сухого веса ГРС); правая ось у – содержание 

подвижных форм меди (мг/кг сухого веса ГРС); ось х – сутки инкубации 

 

 

Выделение тепла аэробными и анаэробными 

микроорганизмами тесно связано с процессами роста 

при периодическом культивировании бактерий 

(Winkelmann et al., 2004; Maskow et al., 2010). В 

рамках настоящего исследования интенсивность 

протекания микробиологических процессов 

оценивалась на основе разности температур ГРС и 

окружающего воздуха (рис. 1). Разогрев смесей в 

начале эксперимента (10–12 дней) свидетельствовал о 

наибольшей активности микроорганизмов в 

указанный период. По всей видимости, в первые 10–

12 дней происходило разложение низкомолекулярных 

соединений (моносахаридов, органических кислот и 

др.). Поскольку используемые в эксперименте 

растительные остатки обычно содержат 

незначительное количество таких веществ, 

интенсивность и продолжительность процесса 

разложения в начале инкубирования смесей были 

сравнительно невысокими, что не способствовало 

более существенному увеличению температуры, 

наблюдаемому при компостировании. В дальнейшем 

активность микроорганизмов снизилась, а 

температура в контейнерах постепенно сравнялась с 

температурой окружающей среды. Возможно, что на 

данном этапе были активны микроорганизмы, 

которые медленно метаболизировали 

трудноразлагаемые органические вещества ГРС. 

Содержание органического вещества в 

ферментируемых смесях составило в среднем 56–64% 

от сухого веса ГРС и в процессе инкубирования 

существенно не изменилось. Содержание азота в 

различных вариантах составляло 3–6% от сухого веса 

ГРС, за 49 дней наблюдений была отмечена 

незначительная тенденция к его повышению, что 

может быть обусловлено медленным развитием 

процесса азотфиксации. 
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Анализ целлюлазной активности ферментов 

гидролитического и оксигеназного типов в 

компостируемых смесях показал, что ее уровень 

сильно изменялся в процессе ферментирования 

(рис. 2). В исходной смеси активность данных 

ферментов составила 3,4 и 2,2 мг глюкозы/г сухого 

веса ГРС/сутки соответственно. Наиболее высокие 

показатели интенсивности гидролитического 

разложения целлюлозы (на уровне 3,0–3,5 мг 

глюкозы г-1 сухой ГРС сутки-1) отмечены в течение 

первой недели. После этого было установлено 

постепенное снижение скорости гидролиза 

целлюлозы до 0,2 мг глюкозы г-1 сухой КС сутки-1. В 

дальнейшем активность гидролитического комплекса 

оставалась на указанном уровне до конца измерений. 

Активность целлюлазного комплекса с 

участием ПМО во всех вариантах также была 

максимальной в начале процесса и составляла 60–70% 

от гидролитической активности. На 14-е сутки 

наблюдений активность оксигеназного разрушения 

целлюлозы уменьшилась и оставалась на уровне 0,3–

0,4 мг глюкозы г-1сухой ГРС сутки-1 в течение 

последующих двух недель. К концу первого месяца 

наблюдений показатели активности целлюлаз были 

весьма близки. Однако через пять недель активность 

ПМО комплекса значительно увеличилась. 

Измерение целлюлазной активности на 249-й 

день ферментирования показало, что в смесях 

присутствовали активные целлюлазы как 

гидролитического, так и оксигеназного действия, 

причем показатели активности ПМО составили 160% 

по отношению к показателям гидролитической 

активности. 

Сопоставление температуры в ферментерах и 

динамики активности целлюлазных комплексов в 

течение 49-ти дней инкубирования показало, что 

только активность целлюлазы с участием ПМО 

зависела от изменений разницы между температурой 

смесей и воздуха и, соответственно, от интенсивности 

микробиологических процессов. Динамика 

активности гидролитического разложения целлолазы 

совпадала с динамикой температуры ГРС только в 1-й 

месяц наблюдений. 

Все ферменты, разрушающие целлюлозу с 

участием молекулярного кислорода, являются 

металлсодержащими ферментами, они содержат один 

атом Cu2+ в активном центре (Quinlan et al., 2011). В 

связи с этим в рамках настоящего исследования 

представляло интерес проследить динамику 

содержания ионов меди в ГРС. Полученные данные 

представлены на рис. 3. Общее содержание ионов 

меди в течение 49-ти дней эксперимента изменилось 

незначительно и варьировалось в пределах 5–7 мг кг-1 

сухого веса ГРС. Содержание подвижных форм ионов 

меди на седьмые сутки эксперимента было 

максимальным и составило 2,4 вес. % от общего 

содержания меди, а через четыре недели 

инкубирования ГРС уменьшилось до предела 

обнаружения (< 5 мкг кг-1 сухого веса ГРС, менее 

0,01 вес. % от общего содержания меди). Можно 

прийти к выводу, что очень низкое содержание 

растворенных ионов меди после месяца 

инкубирования могло ограничить ускорение процесса 

разложения целлюлозосодержащих соединений 

оксигеназными целлюлазами. По всей видимости, 

целлюлазная оксигеназная реакция в ферментерах не 

была лимитирована молекулярным кислородом из-за 

невысокой микробиологической активности. 

В настоящее время в литературе о ПМО 

доминирует мнение, что оксигеназные ферменты 

вступают в синергетические взаимодействия с 

другими типами целлюлаз. Увеличение активности 

ПМО ферментов значительно ускоряет суммарное 

разложение целлюлозы в смесях ПМО и 

гидролитических целлюлаз (Булахов и др., 2016; 

Eibinger et al., 2014). Однако в настоящем 

исследовании установлено, что в исходной ГРС и в 

течение первых четырех недель инкубирования 

целлюлазная активность без добавления донора 

электронов была выше, чем та же активность при его 

добавлении. Можно предположить, что в более 

сложных природных сообществах микроорганизмов 

могут происходить и другие взаимодействия 

компонентов целлюлазного комплекса, например 

такие, как конкурирование за целлюлозный субстрат, 

или активизация ПМО, осуществляющих начальную 

атаку на молекулы целлюлозы, что вызывает 

необходимость приспособления всех остальных 

компонентов целлюлазного комплекса для успешного 

разложения целлюлозы. Такое соотношение 

активности различных типов целлюлаз выявлено 

впервые и требует дальнейших исследований. 

Таким образом, исследована динамика 

активности целлюлазного комплекса ферментов с 

участием оксигеназных и гидролитических ферментов 

при длительном инкубировании ГРС. Установлено, 

что активность гидролитических ферментов 

уменьшилась в первый месяц инкубации и в 

дальнейшем не изменялась. Процесс изменения 

активности оксигеназных целлюлаз можно разделить 

на несколько фаз: 1) уменьшения активности (две 

недели); 2) стабильной низкой активности (две 

недели); 3) увеличения активности (через пять недель 

инкубации). 

Внесение культур микроорганизмов, 

разрушающих целлюлозу, не оказало заметного 

влияния на активность исследуемых целлюлаз. 

Возможно, что ГРС были обеднены субстратами, 

которые могли быть использованы штаммами 

микроорганизмов для роста и продуцирования 

целлюлаз. В связи с этим представляется актуальным 

выявление микроорганизмов, которые были 

активными в условиях проведенного эксперимента. 

Исследования проводились в рамках 

госзадания N 0667-2018-0001 и при частичной 

поддержке Фонда содействия инновациям (грант 

№ 10859ГУ/2016). 
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