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Резюме: Исследована зависимость активности целлюлаз Trichoderma viride от трех факторов – 
вида субстрата, сорбционных свойств ферментов и концентрации фторида натрия (NaF). Изуче-
но влияние четырех водонерастворимых субстратов: два нативных (древесина березы и пшенич-
ная солома) и два модельных (микрокристаллическая целлюлоза и фильтровальная бумага). До-
полнительно исследован водорастворимый субстрат – Na-карбоксиметил-целлюлоза, специфич-
ный к эндоглюканазной активности. Целлюлазный комплекс T. viride из препарата «Целловиридин 
Г3х» был разделен методом аффинной хроматографии на фракции, различающиеся сорбционными 
свойствами. Измерена целлюлазная активность исходного комплекса и полученных фракций по 
отношению ко всем субстратам при разной концентрации NaF – от 0 до 1000 мг/л. Качественные 
различия в белковом составе препарата и фракций исследованы методом SDS-диск-
электрофореза. При внесении NaF (100–500 мг/л) активность исходного целлюлазного комплекса 
возрастала по отношению ко всем субстратам, особенно повысилась скорость гидролиза мо-
дельных образцов (до 100 %). Сравнение активности хроматографических фракций относительно 
модельных субстратов показало, что NaF оказывает противоположное действие на каталити-
ческие и сорбционные свойства целлюлаз: активность высокоаффинных фракций, содержащих 
целлобиогидролазы и низкомолекулярные эндоглюканазы, в присутствии фторида снижалась по 
отношению ко всем субстратам на 35–90 %. Слабосорбирующиеся фракции (эндоглюканазы I, II + 
целлобиаза) в этих же условиях ингибировались на 15–20 % по отношению к целлюлозе с высокой 
степенью кристалличности (МКЦ), но активировались в 1,3–3 раза относительно водораствори-
мого субстрата (Na-КМЦ) и субстрата с меньшей кристалличностью (фильтровальная бумага). 
Таким образом, суммарное действие фторидов на ферментативный гидролиз растительного 
субстрата определяется степенью кристалличности целлюлозы, а также соотношением сильно- 
и слабосорбирующихся компонентов в целлюлазном комплексе. Рассмотрены возможные молеку-
лярные механизмы этих эффектов. 
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Abstract: The dependence of cellulase activity of the Trichoderma viride fungus on three factors – substrate 
type, enzyme sorption properties and sodium fluoride (NaF) concentration – was studied. The four studied 
water-insoluble substrates were based on two native (birch wood and wheat straw) and two model (micro-
crystalline cellulose and filter paper) materials. In addition, a water-soluble Na-carboxymethyl-cellulose sub-
strate specific for endoglucanase activity was studied. The T. viride cellulase complex from the “Celloviridin 
G3x” preparation was separated into fractions differing in sorption properties using the affinity chromatog-
raphy method. The cellulase activity of the initial complex and obtained fractions was measured with respect 
to all substrates at different concentrations of NaF ranging from 0 to 1000 mg/L. Qualitative differences in the 
protein composition of the preparation and fractions were studied by SDS electrophoresis. With the introduc-
tion of NaF (100–500 mg/L), the initial cellulase complex activity increased with respect to all substrates. The 
hydrolysis rate of model samples was observed to increase by up to 100 %. Comparison of chromatographic 
fraction activity relative to model substrates demonstrated the NaF to have the opposite effect on the catalyt-
ic and sorption properties of cellulases. The activity of high affinity fractions containing cellobiohydrolases 
and low molecular weight endoglucanases in the presence of fluoride decreased by 35–90 % in relation to all 
substrates. Although weakly adsorbing fractions (endoglucanases I, II + cellobiasis) under the same condi-
tions were inhibited by 15–20 % with respect to cellulose with a high degree of crystallinity (MCC), these 
were activated 1.3–3 times slower with respect to a water-soluble substrate (Na-CMC) and a substrate with 
less crystallinity (filter paper). Thus, the total effect of fluorides on the enzymatic hydrolysis of the plant sub-
strate is determined by the crystallinity degree of the cellulose substrate, as well as by the ratio of strongly- 
and weakly-sorbed components in the cellulase complex. Possible molecular mechanisms of these effects 
are additionally proposed.  
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ВВЕДЕНИЕ 
Загрязнение экосистем аэровыбросами 

промышленных предприятий представляет 
собой серьезную экологическую проблему. 
Одним из мощнейших источников эмиссии 
поллютантов в ряде регионов России, включая 
Прибайкалье, являются предприятия алюми-
ниевой промышленности, выбросы которых 
содержат разнообразные токсичные вещества 
(тяжелые металлы, полициклические аромати-
ческие углеводороды, фториды и др.), оказы-
вающие негативное воздействие на разные 
компоненты биогеоценозов [1, 2]. 

Важнейшим звеном биотического кругово-
рота углерода являются почвенные микроор-
ганизмы, разлагающие растительные полиме-
ры, в том числе целлюлозу. В результате 
накопления поллютантов в почве нарушается 
структура почвенных микроценозов, снижается 
видовое богатство микроорганизмов, меняется 
их ферментативная активность, угнетается 
жизнедеятельность даже наиболее толерант-
ных видов [3–6]. Вследствие этого нарушается 
процесс редукции растительных остатков, что 

сопровождается негативными экологическими 
последствиями как минимум на уровне регио-
нальных экосистем. 

Среди поллютантов, характерных для 
алюминиевой промышленности, серьезную 
опасность представляет фторид, соли которо-
го используются в технологическом цикле про-
изводства металла [7–9]. Эффекты и механиз-
мы токсического действия фторидов на живые 
организмы неоднократно обсуждались в науч-
ной литературе, однако, данные о непосред-
ственном влиянии фторидов на активность 
целлюлазных комплексов, продуцируемых кон-
кретными видами микромицетов, были впер-
вые получены авторами работы [10], где были 
описаны и обсуждены эффекты, которые фто-
рид оказывает на каталитические и сорбцион-
ные свойства целлюлаз, продуцируемых гри-
бами рр. Trichoderma и Aspergillus, и высказано 
предположение, что суммарное влияние фто-
рида на целлюлазный комплекс определяется, 
с одной стороны, соотношением прочно- и 
слабосорбирующихся ферментов в целлюлаз-
ном комплексе, а с другой – соотношением 
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аморфных и кристаллических участков целлю-
лозы в субстрате. Однако эти эффекты были 
показаны, во-первых, при использовании мо-
дельных субстратов, состоящих из чистой цел-
люлозы, в то время как в природных условиях 
субстратом для микробных целлюлаз являются 
лигноцеллюлозные комплексы; во-вторых, для 
объединенных целлюлазных комплексов, кото-
рые на самом деле состоят из карбогидраз че-
тырех типов – эндоглюканаз (EG), целлобиогид-
ролаз (СВН), целлобиаз (β-глюкозидаз) и экзо-
глюкозидаз, различающихся молекулярными 
характеристиками, каталитической активностью, 
константой адсорбции и субстратной специфич-
ностью [11–13]. 

Целью настоящей работы являлось изу-
чение влияния фторида натрия на активность 
отдельных компонентов целлюлазного ком-
плекса, продуцируемого грибом Trichoderma 
viride, по отношению к целлюлозосодержащим 
субстратам с различной устойчивостью к фер-
ментативному гидролизу. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ  
В качестве модельного целлюлазного 

комплекса использовался коммерческий фер-
ментный препарат «Целловиридин Г3х» на ос-
нове целлюлаз, продуцируемых Trichoderma 
viride (производство ОАО «ВОСТОК», Москва) 
с остаточной общей целлюлазной активностью 
14,5 МЕ/г а.с.в. 

На первом этапе была изучена фермента-
тивная активность препарата по отношению к 
нескольким целлюлозосодержащим субстра-
там при различной концентрации фторида 
натрия, которую варьировали в диапазоне от 
10 до 1000 мг/л в зависимости от задач иссле-
дования.  

 

Всего было исследовано четыре не рас-
творимых в воде субстрата: два нативных, из-
мельченных до мелкодисперсного состояния и 
содержащих, помимо углеводных компонентов, 
лигнин в разных соотношениях; два модель-
ных субстрата, состоящих только из полисаха-
ридов. Каждая пара субстратов различалась 
соотношением кристаллической и аморфной 
целлюлозы. Также была измерена эндоглю-
каназная активность по водорастворимому суб-
страту Na-карбоксиметилцеллюлозе (Na-КМЦ) 
(таблица). 

Содержание лигнина в нативных субстра-
тах определяли весовым методом после кис-
лотного гидролиза и отделения углеводного 
компонента

2
. 

Далее, в соответствии с рабочей гипоте-
зой о связи сорбционных свойств целлюлаз с 
эффектами, которые фторид оказывает на их 
активность, было проведено хроматографиче-
ское разделение ферментов целлюлазнного 
комплекса по их аффинным свойствам. Компо-
ненты, различающиеся по степени адсорбции 
на целлюлозе, были исследованы на общую 
целлюлазную и эндоглюканазную активности в 
тех же условиях, что и исходный препарат. 

Качественные различия в составе полу-
ченных аффинных комплексов были исследо-
ваны методом электрофореза. 

Общая целлюлазная активность опреде-
лялась с использованием динитросалицилово-
го реагента по скорости образования восста-
навливающих сахаров из навески целлюлозо-
содержащего субстрата (50 мг) [18]. Соотно-
шение субстрата и жидкой фазы в реакцион-
ной среде составило 1:20 (W/V), а количество 
ферментного препарата – 3 МЕ/г субстрата (по 
фильтровальной бумаге). 

 

Таблица 1 
Характеристика целлюлозосодержащих субстратов, использованных в работе 

Table 1 
Characterization of cellulose-containing substrates applied in research 

 

Субстрат 
Доля  

лигнина, % 

Степень кристалличности, %  
(по данным рентгенодифракционного 

анализа) 

 Пшеничная солома 12+0,9 50–52
1
 

 Древесина березы 25+1,4 60–62
1
 

 Фильтровальная бумага (ФБ) – 63–68 [14, 15] 
 Микрокристаллическая целлюлоза (МКЦ)  
 марки Avicel (Sigma) 

– 75–80 [16, 17] 

 Na-карбоксиметилцеллюлоза (Na-КМЦ),  
 марка 250000М.W (НеваРеактив). 

– – 

  
   

1 
Kargarzadeh H., Ahmad I., Thomas S., Dufresne A. (eds.) Characterization of Various Kinds of Nanocellu-

lose. Handbook of Nanocellulose and Cellulose Nanocomposites. John Wiley & Sons. 2017. Vol. 1. Ioelo-
vich M. Chapter 2. P. 51–100.  
2 
TAPPI Test Method T222 om-02. Acid-Insoluble Lignin in Wood and Pulp. 2002. 



Чашина Е.Р., Ефременко З.А., Саловарова В.П. и др. Гидролиз целлюлозы … 
Chashina E.R., Efremenko Z.A., Salovarova V.P. et al. Cellulose hydrolysis … 

 

 

264 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

Активность эндоглюконаз измерялась по 
начальной скорости уменьшения вязкости  
1,5 %-го раствора Na-карбоксиметилцеллюло-
зы [19]. Для этого использовался вискозиметр 
Оствальда с объемом верхнего резервуара  
1 мл и диаметром капилляра 0,6 мм. Все изме-
рения активности проводились в 0,05 М 
натрий-ацетатном буфере, при температуре  

45 С, рН = 4,6. 
Разделение компонентов целлюлазного 

комплекса осуществлялось в стеклянной хро-
матографической колонке (30х1,5 см) на аф-
финном сорбенте (МКЦ, Avicel), который пред-
варительно был уравновешен Na-ацетатным 
буфером (0,05 М, pH = 4,6). Скорость потока 
подвижной фазы составляла 1,5 мл/мин. По-
сле выхода несорбирующихся компонентов 
ферменты, связанные с носителем, элюирова-
лись дистиллированной водой. Элюируемые 
белки детектировались на спектрофотометре 
IMPLEN Р330; элюат распределялся по фрак-
циям объемом 1 мл.  

Состав фракции с различной аффинно-
стью к целлюлозе был исследован посред-
ством SDS-диск-электрофореза в полиакрил-
амидном геле при концентрации разделяюще-
го геля 12,5 %. 

Все эксперименты по исследованию фто-
ридзависимой активности целлюлаз проводи-
лись минимум в трех повторностях, для полу-

ченных выборок рассчитывалось математиче-
ское ожидание и стандартная ошибка сред- 
него. Сравнение выборок осуществлялось  
U-критерием. Калибровочные графики были по-
лучены линейной аппроксимацией эксперимен-
тальных данных с оценкой достоверности коэф-
фициентов регрессии при p < 0,05. Достовер-
ность влияния вида субстрата и сорбционных 
свойств ферментов на относительную актив-
ность целлюлаз (отношение активности в кон-
троле к активности в присутствии NaF) оценива-
лась с помощью двухфакторного непараметри-
ческого метода PERMANOVA при p < 0,05. Все 
расчеты проводились в программе Past v. 4.01. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  
В работе [10] показано, что фторид  

натрия в низких концентрациях (в пределах 
10–100 мг/л) ингибирует активность по филь-
тровальной бумаге (FPA) целлюлазного ком-
плекса из T. viride примерно в 2 раза, однако 
дальнейшее повышение концентрации фтори-
да приводило к реактивации ферментного пре-
парата. 

Результаты измерений активности фер-
ментного комплекса по отношению к различ-
ным субстратом в присутствии высоких кон-
центраций NaF представлены на рис. 1. В кон-
троле эффективность начального гидролиза 
для разных субстратов различается: наиболее  

 

 
 

Рис. 1. Влияние высоких концентраций фторида натрия на эффективность начального гидролиза  
целлюлозосодержащих субстратов целлюлазным комплексом: 

а – активность, выраженная в абсолютных единицах; 
b – активность в относительных показателях  

(отношение активности в присутствии NaF к активности в контроле) 
 

Fig. 1. Effect of high concentrations of sodium fluoride on the effectiveness of the initial hydrolysis  
of cellulose-containing substrates by the cellulase complex. 

a – activity in absolute units;  
b – activity in relative terms: the ratio of activity in the presence of NaF to activity in the control stud 

a b 
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глубокая (и примерно одинаковая) степень 
гидролиза характерна для ФБ и соломы, то 
есть субстратов с пониженным содержанием 
кристаллической целлюлозы. Высококристал-
лическая МКЦ более устойчива к действию 
целлюлазного комплекса, а древесина гидро-
лизуется с наименьшей эффективностью, так 
как в ней высокое содержание лигнина, кото-
рый создает барьер для ферментов. 

При внесении в реакционную среду NaF в 
концентрации 100 мг/л скорость гидролиза 
всех субстратов повышалась, но количествен-
но этот эффект проявлялся по-разному. Силь-
нее всего он был выражен для модельных 
объектов ФБ и МКЦ (увеличение активности в 
1,5 и 2 раза соответственно). Глубина гидроли-
за нативных субстратов менялась сходным 
образом, хотя и в меньших масштабах: 15 % – 
для соломы, 19 % – для древесины, то есть 
эффект активации пропорционален степени 
кристалличности целлюлозы в обеих группах 
субстратов. Но для ряда «солома–древесина» 
эта связь менее заметна, так как в нативных 
субстратах доля целлюлозы в целом ниже, а 
также в них присутствуют неуглеводные ком-
поненты.  

При повышении концентрации NaF еще на 
порядок скорость гидролиза большинства суб-
стратов снижалась: по отношению к модель-
ным объектам фермент оставался в зоне акти-
вации, а для многокомпонентных субстратов 
наблюдалось ингибирование, особенно замет-
ное для древесины, более чем на треть. 

Эндоглюканазная активность препарата, 
измеренная с помощью Na-КМЦ, также зависит 
от концентрации фторида (рис. 2). При низких 
концентрациях соли (до 50 мг/л) активность 
снижалась почти в 2 раза, а при повышении 
уровня NaF до 250 мг/л происходила реакти-

вация эндоглюканаз. Эта зависимость имеет 
сходный характер с аналогичными результа-
тами, полученными для общей целлюлазной 
активности [10], и аппроксимируется предло-
женным в той же работе феноменологическим 
уравнением.  

Для эффективного гидролиза сложных 
целлюлозосодержащих субстратов необходи-
ли «полноценный» целлюлазный комплекс, в 
который входят как прочнособирующиеся 
ферменты, отвечающие за разрушение кри-
сталлической целлюлозы, так и слабосорби-
рующиеся компоненты, основной субстрат ко-
торых – аморфный полисахарид [20]. Возмож-
но, эффекторные свойства фторидов по-
разному проявляются для ферментов с высо-
кой и низкой аффинностью к субстрату, и 
именно этим объясняются различия в суб-
стратзависимой активности ферментного ком-
плекса. С другой стороны, целлюлазный ком-
плекс T. viride включает, как минимум, пять эн-
доглюканаз, которые различаются по молеку-
лярной массе, структуре и способности адсор-
бироваться на субстрате [21]. Нелинейный ха-
рактер зависимости эндоглюканазной активно-
сти от концентрации NaF также может опреде-
ляться соотношением прочно- и слабосорби-
рующихся ферментов с Na-КМЦ-азной актив-
ностью. 

Аппроксимирующая функция записывает-
ся выражением 

 

AktEG  b(1e
-a(C-C0)

), 
 

где а и b – эмпирические коэффициенты;  
С – концентрация NaF; С0 – концентрация 
фторида, при которой ингибирование фермен-
та максимально; а = 0,06; b = 1; С0 = 50 мг/л. 

 

 

Рис. 2. Зависимость эндоглюканазной активности препарата «Целловиридин Г3х» 
от концентрации NaF в реакционной среде 

 

Fig. 2. Relationship between the «Celloviridin G3x» endoglucanase activity 
and NaF concentration in the reaction medium 
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Для проверки этого предположения ком-
поненты ферментного комплекса были разде-
лены по их аффинным свойствам на три ос-
новные фракции (рис. 3): 

– F1 – белки, не сорбирующиеся на носи-
теле и выходящие в потоке исходной подвиж-
ной фазы в диапазоне 4–6 мл; 

– F2 – cлабосорбирующиеся компоненты, 
покидающие неподвижную фазу сразу после 
смены элюента (максимум при 30 мл); 

– F3 – прочносорбирующиеся компоненты, 
выходящие из колонки после продолжительной 

отмывки сорбента (70–72 мл). 
Удельная целлюлазная активность этих 

фракций была ниже, чем у исходного препара-
та в 10–15 раз, что объясняется нарушением 
синергических взаимосвязей между компонен-
тами целлюлазного комплекса в результате 
разделения. В присутствии NaF каждая из 
фракций характеризовалась собственной, от-
личной от исходного фермента, зависимостью 
относительной активности от вида субстрата 
(рис. 4).  

 

 
 

Рис. 3. Хроматограмма разделения целлюлазного комплекса T. Viride на аффинном носителе (МКЦ).  
Стрелкой указан момент смены подвижной фазы 

 

Fig. 3. Affinity chromatography of the T. viride cellulase complex on microcrystalline cellulose (MCC).  
The arrow indicates the moment of change of the mobile phase 

 

 
 

Рис. 4. Влияние фторида на активность аффинных фракций по отношению  
к разным целлюлозосодержащим субстратам.  

По оси ординат – отношение целлюлазной активности  
в присутствии NaF (100 мг/л) к активности в контроле (без фторида) 

 

Fig. 4. Effect of fluoride on activity of affinity fractions in relation to different  
cellulose-containing substrates.  
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Двухфакторный PERMANOVA свидетель-
ствует, что вид субстрата и аффинные свой-
ства фракций значимо влияют на относитель-
ную активность. В присутствии NaF активность 
несорбирующегося комплекса (F1) достоверно 
выше контроля по отношению к модельному 
(ФБ) и нативному (солома) субстратам с низ-
кой степенью кристалличности. Для двух дру-
гих субстратов наблюдается ингибирование 
фермента на 15–20 %. По мере увеличения 
аффинности фракций к целлюлозе ингибиру-
ющее действие фторидов усиливается, и ак-
тивность фракции F3 снижается по отношению 
ко всем субстратам на 35–65 % от контроля. 

Полученные результаты можно интерпре-
тировать с точки зрения противоположного 
или, как минимум, различного действия фто-
рида на каталитические и сорбционные свой-
ства целлюлаз. Если предположить, что NaF 
ингибирует целлюлозосвязывающий домен 
(ЦСД) фермента и активирует каталитический 
(КД), то фторид-индуцированное увеличение 
активности фракции F1 по отношению к суб-
стратам с пониженной кристалличностью цел-
люлозы объясняется усилением способности 
слабосорбирующихся ферментов атаковать 
аморфную целлюлозу без прочной адсорбции 
на ней. Для ферментов, разрушающих кри-
сталлическую целлюлозу, обязательное усло-
вие эффективной работы – адсорбция на суб-
страте. Если ЦСД ингибируется фторидом, то 
будет наблюдаться снижение эффективности 
гидролиза: а) высокоупорядоченных субстра-
тов во всех фракциях (так как доля аморфной 
целлюлозы низка, а адсорбция на субстрате 
подавлена фторидом); б) всех субстратов в 
прочносорбирующейся фракции (F3). В случае 
нативных субстратов на эти взаимодействия 
накладывается влияние лигнина, который сни-
жает доступность целлюлозы для ферментов. 
Вероятно, поэтому гидролиз в парах «ФБ–
солома» и «МКЦ–древесина» в одинаковых 
условиях идет сходным образом, хотя кри-
сталличность целлюлозы в нативных субстра-
тах ниже (см. таблицу). В итоге результирую-
щий эффект NaF на активность целлюлазного 
комплекса определяется, с одной стороны, 
степенью кристалличности субстрата, с другой 
– соотношением сильно- и слабосорбирую-
щихся компонентов в целлюлазном комплексе. 
В пользу этого свидетельствует характер фто-
ридзависимых активностей отдельных аффин-
ных фракций по отношению к модельным суб-
стратам (рис. 5). 

Общая целлюлазная и эндоглюканаз-
ная активности подавляются фторидом натрия 
пропорционально усилению сорбционных 
свойств ферментов. Если максимум ингибиро-
вания эндоглюканазной активности исходно- 
го препарата не превышает 45 % (см. рис. 2), 

то для слабосорбирующейся фракции (F2)  
он составляет 65 %, а для прочносорбирую-
щихся эндоглюканаз (F3) – более 90 % (рис.  
5, с). Общая  целлюлазная  активность фрак-
ции F3 также снижается в присутствии фтори-
да более чем в два раза, и этот эффект силь-
нее проявляется для МКЦ (рис. 5 a, b). Несор-
бирующиеся целлюлазы (F1) в меньшей сте-
пени ингибируются относительно МКЦ, а по 
отношению к остальным субстратам наблюда-
ется активирующий эффект NaF: FPA увели-
чивается более чем в три раза по сравнению с 
контролем (см. рис. 5, a), а эндоглюканазная 
активность возрастает на 25–30 % с последу-
ющим снижением до исходного уровня при по-
вышении концентрации фторида до 250 мг/л 
(рис. 5, c). 

После попарного объединения фракций в 
композицию, в которой один из компонентов – 
несорбирующийся фермент, а другой – слабо- 
или прочносорбирующаяся эндоглюканаза, 
зависимость активности от концентрации фто-
рида приближается (с учетом статистической 
погрешности) к аналогичной зависимости ис-
ходного препарата (рис. 5, d). Однако при этом 
не наблюдается реактивации фермента, что, 
вероятно, связано с неполным восстановлени-
ем эндоглюканазного комплекса T. viride при 
объединении всего лишь двух фракций. 

Качественные различия в белковом со-
ставе аффинных комплексов были исследова-
ны методом DSN-электрофореза в полиакри-
ламидном геле (рис. 6). В несорбирующейся 
(F1) и слабосорбирующей (F2) фракциях в за-
метных количествах преобладает, судя по мо-
лекулярной массе, β-глюкозидаза (75 кДа). 
Данный фермент гидролизует короткие целло-
олигосахариды и, не имея целлюлозосвязы-
вающего домена, обладает низким сродством 
к высокомолекулярной целлюлозе. Кроме цел-
лобиазы эти фракции содержат эндоглюканазы 
I и II (40–55 кДа), которые, несмотря на нали-
чие ЦСД, достаточно легко десорбируются с 
нерастворимого субстрата. Фракция F3 отли-
чается заметным содержанием целлюлобио-
гидролаз I и II (60–68 кДа) и низкомолекуляр-
ных белков (20-25 кДа), возможно, эндоглю-
каназ IV и/или V. Преобладание целлобиогид-
ролаз (особенно CBH I) в составе прочносор-
бирующихся комплексов согласуется с преды-
дущими данными о более сильной сорбции 
этих ферментов на нерастворимых субстратах 
по сравнению с другими целлюлазами [22]. 

Если предположение о противоположном 
влиянии NaF на каталитические и сорбцион-
ные свойства целлюлаз верно, то преоблада-
ние целлобиогидролаз (и, возможно, низкомо-
лекулярных эндоглюканаз) в F3 объясняет 
фторид-опосредованное снижение активности 
этой фракции по отношению ко всем целлюло-
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зосодержащим субстратам, а доминирование 
целлобиаз и слабосорбирующихся эндоглю-
каназ обуславливает повышение эффективно-
сти гидролиза аморфной части субстрата ком-
плексом F1.  

Влияние фторида на каталитический до-
мен целлюлаз можно объяснить его вмеша-
тельством в процесс кислотно-основного ката-
лиза: взаимодействуя со специфическими ли-

гандами вблизи активного центра, анион, ве-
роятно, меняет степень поляризации амино-
кислотных остатков (D, E) и молекул воды. В 
зависимости от особенностей пространствен-
ной организации активного центра это может 
сопровождаться изменением активности фер-
мента, как это происходит, например, при ак-
тивации некоторых α-амилаз хлоридом [23]. 

 

 

 
Рис. 5. Фторидзависимые активности фракций, различающихся адсорбционными свойствами  

по отношению к нерастворимым и водорастворимым субстратам 
(за 100 % принята активность в контроле):  

a – целлюлазная активность по фильтровальной бумаге (FPA); b – целлюлазная активность по МКЦ; 
c – эндоглюканазная активность отдельных фракций; 

d – эндоглюканазная активность объединенных фракций в сравнении с исходным ферментом 
 

Fig. 5. Fluoride-dependent enzymatic activity of fractions differing in adsorption property, 
in relation to insoluble and water-soluble substrates 
(activity in the control study was accepted for 100%): 

a – cellulase activity by filter paper (FPA); b – cellulase activity by MCC; 
c – endoglucanase activity of individual fractions;  

d – endoglucanase activity of the combined fractions in comparison with the starting enzyme 
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Рис. 6. Электрофорез целлюлазных фракций в сравнении с исходным целлюлазным комплексом: 
М - маркерные белки: 1 – бычий сывороточный альбумин (68 кДа); 2 – холинэстераза(Homo sapiens; 58 кДа);  

3 – Трипсин (24 кДа); 4 – Лизоцим (14 кДа). 
Е – ферментный препарат:  

βG – β-глюкозидаза (целлобиаза); СВН – целлобиогидролазы: 
EG – эндоглюканазы I и II; EGLMW – низкомолекулярные минорные эндоглюканазы 

 

Fig. 6. Electrophoresis of cellulase fractions in comparison with the initial cellulase complex. 
M – marker proteins: 1 – Bovine serum albumin (68 kDa); 2 – Cholinesterase (Homo sapiens; 58 kDa);  

3 – Trypsin (24 kDa); 4 – Lysozyme (14 kDa).  
E – an enzyme preparation;  

βG – β-glucosidase (cellobiase); СВН – cellobiohydrolases:  
EG – main endoglucanases; EGLMW – low molecular weight minor endoglucanases 

 
Механизм влияния фторидов на сорбци-

онный центр менее очевиден. Известно, что 
адсорбция целлобиогидролазы I из T. viride на 
субстрате осуществляется за счет взаимодей-
ствий между тремя остатками тирозина ЦСД и 
остатками глюкозы на поверхности целлюлозы 
[24]. Возможно, в присутствии фторида нару-
шаются «стэкинг»-взаимодействия между аро-
матическими кольцами аминокислот и пи-
ранозными кольцами гликозильных остатков в 
системе «фермент–субстрат», что приводит к 
снижению константы адсорбции целлюлоз. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Ферментный состав хроматографических 

фракций, различающихся аффинностью к цел-
люлозному субстрату, зависимость их активно-
стей от степени кристалличности целлюлозы и 
содержания NaF свидетельствуют о том, что 
фторид может оказывать разнонаправленное 
действие на активность целлюлаз, которое 
определяется соотношением в целлюлазном 
комплексе ферментов с высоким и низким ко-
эффициентом адсорбции на субстрате. Чем 
сильнее эффективность разложения расти-
тельного субстрата зависит от способности 
фермента адсорбироваться на целлюлозе, тем 
ярче проявляется ингибирующее действие 

фторида, и наоборот – гидролиз аморфной 
целлюлозы, не требующий прочного взаимо-
действия ЦСД с субстратом, протекает более 
эффективно в присутствии NaF. В итоге сум-
марный результат будет определяться соста-
вом целлюлазного комплекса, степенью кри-
сталличности целлюлозы и содержанием лиг-
нина в субстрате.  

В литературе уже отмечалось, что интен-
сивность разложения растительных остатков 
не зависит от загрязнения среды соединения-
ми фтора, но на этот процесс влияет состав 
субстрата [25]. С другой стороны, степень кри-
сталличности нативной целлюлозы зависит от 
типа растительной биомассы, увеличиваясь в 
ряду: травянистые растения < древесина < лу-
бяные волокна < хлопковые волокна [17]. По-
этому не исключено, что для нативных целлю-
лазных комплексов, продуцируемых почвен-
ными микромицетами, эффекторная роль фто-
ридов в целом может оказаться положитель-
ной, и это компенсирует снижение скорости 
редукции растительного субстрата, вызванное 
нарушением видовой структуры почвенных 
микоценозов, длительное время обитающих в 
условиях постоянного воздействия аэропром-
выбросов алюминиевых производств.  
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