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Исследованы закономерности кинетического взаимодействия литических полисахаридмоноокси-
геназ (ЛПМО) из Thielavia terrestris (TtLPMO), Penicillium verruculosum (PvLPMO) и Trichoderma reesei
(TrLPMO) с очищенными целлобиогидролазами (ЦБГ I и ЦБГ II), а также эндоглюканазой II (ЭГ II)
P. verruculosum при ферментативной деструкции микрокристаллической (МКЦ) и аморфной цел-
люлозы. TtLPMO относится к ЛПМО C1-типа, тогда как PvLPMO и TrLPMO являются ЛПМО сме-
шанного C1/C4-типа, согласно общепринятой классификации данного класса оксидаз. При дей-
ствии любой из трех ЛПМО совместно с ЦБГ II или ЭГ II на МКЦ или аморфную целлюлозу фер-
менты проявляли синергизм, результатом которого было увеличение выхода восстанавливающих
сахаров (ВС), выраженное в наибольшей степени в начальный период реакции. При использовании
смесей PvLPMO и TrLPMO с ЦБГ I и МКЦ в качестве субстрата также наблюдался синергизм, тогда
как TtLPMO, напротив, ингибировала образование ВС из целлюлозы с ЦБГ I. Наблюдаемый синер-
гизм и антагонизм между ЛПМО и ЦБГ II/ЦБГ I можно объяснить в рамках простой кинетической
схемы, когда первый фермент образует дополнительные концы молекул полисахарида, служащие
субстратом либо ингибитором для второго.
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Закономерности биодеградации природных по-
лисахаридов и, в частности, целлюлозы, как наибо-
лее прочного и устойчивого к действию грибных и
бактериальных ферментов компонента клеточной
стенки растений, остаются темой интенсивных ис-
следований в лабораториях разных стран и до сих
пор преподносят сюрпризы для ученых, работаю-
щих в этой области. С момента открытия и начала
широкого изучения ферментов – целлюлаз в сере-
дине прошлого века и вплоть до 2010–2011 гг. в
научной литературе существовала общепринятая
точка зрения, что ферментативную деструкцию
целлюлозы катализируют целлюлазы, относящи-
еся к классу гидролаз, а именно эндо-1,4-β-глю-
каназы (ЭГ, КФ 3.2.1.4), экзо-целлобиогидрола-
зы (ЦБГ, КФ 3.2.1.91 и 3.2.1.176) и β-глюкозидазы
(БГ, КФ 3.2.1.21) [1, 2], причем последние, строго
говоря, не относятся к собственно целлюлазам,
поскольку не способны расщеплять полимерный
субстрат, а осуществляют гидролиз целлобиозы и

других олигосахаридов, образующихся под дей-
ствием ЦБГ и ЭГ.

В результате открытия около 10 лет назад лити-
ческих полисахаридмонооксигеназ (ЛПМО), ка-
тализирующих окислительную деструкцию хити-
на, целлюлозы и других полисахаридов [3–5], а
также благодаря накопленным знаниям в области
исследования ферментов, принимающих участие
в биодеградации лигнина – другого важного ком-
понента растений [6], стало ясно, что круг фер-
ментов, благодаря которым в природе осуществ-
ляется эффективная биодеградация этих биопо-
лимеров, далеко не ограничивается гидролазами.
Поэтому в 2013 г. в наиболее известную в мире ба-
зу данных CAZy (Carbohydrate-Active enZymes) по
ферментам, активным по отношению к углево-
дам, были введены семейства так называемых
вспомогательных активностей (Auxiliary Activi-
ties, AA) [7]. Большинство ЛПМО, для которых
основным субстратом является целлюлоза, отно-
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сятся к семейству AA9, тогда как ЛПМО “хити-
назного” типа преимущественно входят в семей-
ство AA10. При этом следует отметить, что мно-
гие из рассматриваемых ферментов не проявляют
строгой субстратной специфичности. Например,
некоторые ЛПМО семейства АА10 активны не
только по отношению к хитину, но и к целлюло-
зе, тогда как ряд ЛПМО семейства АА9 способны
расщеплять и гемицеллюлозы – ксилан, ксило-
глюкан и др. [8–10].

Что касается собственно реакций, катализиру-
емых ЛПМО “целлюлазного” типа, то все эти
ферменты расщепляют полимерную цепь целлю-
лозы с окислением либо по С1 (КФ 1.14.99.54),
либо по С4 атому гликозидного кольца
(КФ 1.14.99.56) с образованием соответственно
альдоновой кислоты (ее лактона) или 4-кетоаль-
дозы [5, 11]. Довольно многочисленная третья
группа ЛПМО смешанного типа генерирует
продукты, окисленные как в положении С1, так
и в положении С4 [4, 12, 13].

Несмотря на то, что имеется множество пуб-
ликаций, демонстрирующих синергизм между
ЛПМО и целлюлазным комплексом гидролаз в
целом, включающим несколько различных ЭГ и
ЦБГ [14–22], данных, описывающих взаимодей-
ствие ЛПМО с индивидуальными (очищенными)
ЭГ и ЦБГ значительно меньше, и иногда они про-
тиворечивы [23–28].

Цель работы – исследование закономерностей
кинетического взаимодействия трех грибных
ЛПМО, различающихся по типу действия на по-
лимерный субстрат, с индивидуальными ЦБГ I,
ЦБГ II и ЭГ II из Penicillium verruculosum при де-
струкции микрокристаллической и аморфной
целлюлозы. Две из трех ЛПМО (из Trichoderma re-
esei и P. verruculosum) относятся к ферментам сме-
шанного (C1/C4) типа с точки зрения образуемых
окисленных продуктов реакции [29, 30], тогда как
третий фермент (из Thielavia terrestris) является
ЛПМО C1-типа [20].

МЕТОДИКА
Ферменты. Выделение и очистку рекомби-

нантных ЛПМО из T. terrestris (TtLPMO, код Gen-
Bank AEO71030), T. reesei (TrLPMO, CAA71999) и
P. verruculosum (PvLPMO, полноразмерная форма
фермента, QBL14594) проводили, как описано
ранее [19, 30]. Нативные очищенные ЦБГ I, ЦБГ
II и ЭГ II P. verruculosum также были получены ра-
нее [31, 32]. Рекомбинантную очищенную БГ из
Aspergillus niger [33] использовали в качестве вспо-
могательного фермента в смесях, содержащих
ЦБГ I или ЦБГ II.

Гидролиз целлюлозы смесями очищенных цел-
люлаз и ЛПМО. Обработку ферментами микро-
кристаллической целлюлозы (МКЦ, ООО “МК-

Центр”, Россия) и аморфной целлюлозы, полу-
ченной из МКЦ регенерацией из раствора фос-
форной кислоты по методу Вуда [34], проводили
в пробирках объемом 1.5 мл в течение 24–48 ч при
40°С и рН 5.0, как подробно описано в предыду-
щей работе [19]. В качестве донора электронов
для ЛПМО во всех случаях использовали 5 мМ ас-
корбиновую кислоту.

При составлении смесей на основе целлобио-
гидролаз использовали композицию ЦБГ I или
ЦБГ II P. verruculosum с БГ A. niger в соотношении
9 : 1 по концентрации белка для того, чтобы кон-
вертировать в глюкозу образующуюся при гидро-
лизе МКЦ целлобиозу, являющуюся продуктом–
ингибитором для ЦБГ. При исследовании взаи-
модействия между указанными целлюлазами и
ЛПМО часть смеси ЦБГ/БГ эквивалентно заме-
щали на 5, 10, 15, 20 или 25% ЛПМО по концен-
трации белка, поддерживая его общую дозировку
на уровне 1 мг/г субстрата. Исходная концентра-
ция МКЦ в реакционной смеси составляла
100 мг/мл. Отбор проб реакционной смеси (по
50 мкл) осуществляли после 1, 3, 6, 24 и 48 ч, после
чего пробы центрифугировали, и в супернатанте
определяли концентрацию восстанавливающих
сахаров (ВС) методом Шомоди–Нельсона [35].
Поскольку находящаяся в реакционной смеси ас-
корбиновая кислота также давала ответ на ис-
пользуемые для анализа ВС реагенты, в качестве
контроля (фона) использовали те же разведения
исходной 5 мМ аскорбиновой кислоты, что и в
соответствующих пробах, вычитая затем полу-
ченные фоновые значения оптической плотности
из значений для проб на ВС. Стоит отметить, что
заметный фон наблюдался только для начального
периода ферментативной реакции (при малых
разведениях проб).

В случае смесей на основе ЭГ II P. verruculosum
и различных ЛПМО в качестве субстрата исполь-
зовали аморфную целлюлозу (20 мг/мл). Экспе-
рименты проводили, как описано выше для гид-
ролиза МКЦ смесями на основе ЦБГ и ЛПМО,
при той же общей концентрации белка (1 мг/г
субстрата), однако пробы на ВС отбирали через
30 мин, 1, 3 и 24 ч.

Во всех случаях концентрацию белка опреде-
ляли, используя модифицированный метод Ло-
ури [36]. Каждый из экспериментов по гидролизу
целлюлозных субстратов в отсутствие или в при-
сутствии ЛПМО проводили в трех повторностях.

Коэффициент синергизма Ks между целлюла-
зами и ЛПМО рассчитывали по формуле:

где [ВС]1 + 2 – концентрация ВС, полученных за
определенное время реакции под действием сме-
си ферментов при дозировке 1 мг/г субстрата;
[ВС]1 – концентрация ВС, полученных за то же

+= × + ×s 1 2 1 2[ВС] Х [ВС] (1 – Х) [ВС] ,( )K
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время реакции под действием ЭГ II или смеси
ЦБГ/БГ (в отсутствие ЛПМО) при дозировке
1 мг/г субстрата; [ВС]2 – концентрация ВС, полу-
ченных за то же время реакции под действием
конкретной ЛПМО (в отсутствие целлюлаз) при
дозировке 1 мг/г субстрата; Х – массовая доля ЭГ II
или смеси ЦБГ/БГ в реакционной смеси, варьи-
руемая в диапазоне от 1 до 0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Синергизм и антагонизм между ЦБГ и ЛПМО.

Для исследования закономерностей взаимодей-
ствия между целлобиогидролазами P. verruculosum
и ЛПМО, различающимися по типу действия (C1
или C1/C4) на полимерный субстрат, проводили
обработку МКЦ индивидуальными ЦБГ I или
ЦБГ II (в присутствии небольшого количества БГ
для снятия ингибирующего действия продукта
реакции на ЦБГ), их смесями с ЛПМО, варьируя
процентное содержание последних от 5 до 25% с
шагом 5%, а также собственно ЛПМО (в отсут-
ствие ЦБГ/БГ).

На рис. 1а, 1б показана концентрация полу-
ченных ВС для указанных смесей на основе ЦБГ I
через 1 и 24 ч гидролиза МКЦ. Через 1 ч реакции
для большинства смесей, содержащих ЛПМО из
T. reesei и P. verruculosum (обозначенных как TrLPMO
и PvLPMO, соответственно), относящихся к фер-
ментам смешанного C1/C4-типа, наблюдали за-
метное увеличение концентрации образующихся
сахаров по сравнению с таковой для ЦБГ I/БГ в
отсутствие ЛПМО, несмотря на пониженное со-
держание ЦБГ I в смесях, что свидетельствует о
синергизме между ферментами; наиболее заметный
эффект проявлялся при содержании ЛПМО 10–
15%. Коэффициент синергизма (Ks) достигал в мак-
симальном случае значений 1.35–1.36 (рис. 2а, 2б).
Однако в случае использования ЛПМО C1-типа
из T. terrestris (TtLPMO), напротив, наблюдали
проявление антагонизма между ферментами
(рис. 1а, 2в), который усиливался при увеличении
содержания TtLPMO в реакционной смеси (при
этом Ks принимал значения меньше 0). При дли-
тельном времени гидролиза (24 ч) эффект увели-
чения концентрации ВС для смесей, содержащих
TrLPMO и PvLPMO, становился менее заметным
(рис. 1б), при этом также уменьшался и коэффи-
циент синергизма по сравнению с начальным
периодом проведения ферментативной реакции
(рис. 2а, 2б). Что касается антагонизма между
ЦБГ I и TtLPMO, то его степень была максималь-
ной через 6 ч гидролиза МКЦ, уменьшаясь при
большем времени реакции (24 ч). Стоит отметить,
что сами по себе PvLPMO и TrLPMO в отсутствие
целлюлаз образовывали незначительное количе-
ство растворимых ВС (0.2–0.3 мг/мл) даже через
24 ч реакции за счет разрывов полимерной цепи
целлюлозы при ее окислении по C4 атому ангид-

роглюкозного остатка, тогда как в случае TtLPMO,
где окислению подвергался исключительно C1
атом с образованием альдоновой кислоты, накоп-
ления детектируемых количеств ВС не наблюдали.

Подобные же эксперименты по обработке
МКЦ смесями ЦБГ II/БГ с различными ЛПМО
показали, что во всех случаях, в том числе и при
использовании TtLPMO, наблюдался синергизм
между ферментами (рис. 1в, 1г), причем степень
синергизма была в целом существенно выше, чем
в случае смесей на основе ЦБГ I/БГ. Коэффици-
ент синергизма достигал в максимальном случае
значений 1.67–1.89 (рис. 2г, 2д, 2е). Если в на-
чальный период реакции (1 ч) наибольший си-
нергизм и выход ВС обеспечивали TrLPMO и
PvLPMO при содержании 15% в качестве вспомо-
гательных ферментов (рис. 1в), то при длитель-
ном гидролизе (24 ч) эффективность применения
TtLPMO при ее содержании в смеси 15–20% была
сравнима с таковой для TrLPMO, однако использу-
емой при меньшем соотношении (10%) с ЦБГ I/БГ
(рис. 1 г).

Синергизм между ЭГ II и ЛПМО. Поскольку
ЭГ II P. verruculosum, как и другие эндоглюканазы,
не способна эффективно гидролизовать кристал-
лические формы целлюлозы, включая МКЦ [31],
эксперименты со смесями ЭГ II и ЛПМО прово-
дили, используя в качестве субстрата аморфную
целлюлозу, при том же соотношении ферментов
и субстрата (1 мг/г субстрата). Положительный
эффект на выход ВС от замены части ЭГ II на лю-
бую из трех использованных ЛПМО в начальный
период реакции (рис. 1д) оказался даже несколь-
ко выше, чем случае действия ЦБГ I или ЦБГ II
на МКЦ. В зависимости от вида ЛПМО и време-
ни реакции наибольший выход ВС наблюдали
при содержании ЛПМО в смеси от 10 до 20%
(рис. 1д, 1е), при этом коэффициент синергизма
достигал в максимальном случае значений 1.78–
2.27 (рис. 2ж, 2з, 2и). Как и в случае с ЦБГ, макси-
мальный синергетический эффект проявлялся на
начальной стадии процесса гидролиза целлюлозы.

Таким образом, эксперименты по обработке
целлюлозных субстратов смесями индивидуаль-
ных целлюлаз (ЦБГ I/БГ, ЦБГ II/БГ, ЭГ II) и
ЛПМО, различающихся по типу действия на по-
лимерный субстрат, показали, что с точки зре-
ния выхода образующихся ВС ферменты могут
проявлять как синергизм, так и антагонизм.

В случае смесей на основе целлобиогидролаз
результаты вполне объяснимы, учитывая специ-
фику действия данных ферментов. ЦБГ I P. ver-
ruculosum, относящаяся к семейству 7 гликозидгид-
ролаз, последовательно отщепляет остатки целло-
биозы с восстанавливающего конца полимерной
цепи целлюлозы по так называемому процессив-
ному механизму [1, 31]. Когда в смеси находилась
TtLPMO C1-типа, при разрыве молекулы полиса-
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харида вместо дополнительного восстанавливаю-
щего конца (ВС) – субстрата для ЦБГ I – образовы-
вался исключительно остаток альдоновой кислоты,
который существует в равновесии с соответствую-
щим лактоном [37]. Вероятно, этот остаток высту-
пал в качестве ингибитора ЦБГ I, когда фермент
мог связываться с данным участком полимерного
субстрата, однако не был способен осуществлять
расщепление соответствующей гликозидной связи,
что привело к кажущемуся кинетическому антаго-
низму с TtLPMO, выражающемуся в уменьшении

выхода ВС по сравнению с теоретически возмож-
ным при отсутствии взаимодействия между фер-
ментами, показанным пунктирной линией на
рис. 1а и 1б. Действительно, недавно было обна-
ружено, что целлобионовая кислота (целлобио-
нолактон), один из растворимых продуктов ката-
лиза ЛПМО C1-типа, является конкурентным
ингибитором ЦБГ I, хотя и более слабым, чем
целлобиоза – основной продукт действия самой
ЦБГ I [38]. Учитывая, что при атаке на нераство-
римую целлюлозу ЛПМО окисляют внутренние

Рис. 1. Выход ВС при действии на МКЦ (а-г) и аморфную целлюлозу (д, е) смесей различных ЛПМО и целлюлаз: ЦБГ
I/БГ и ЛПМО через 1 (а) и 24 (б) ч; ЦБГ II/БГ и ЛПМО на МКЦ через 1 (в) и 24 (г) ч; ЭГ II и ЛПМО через 30 мин (д)
и 3 ч (е) реакции. 1 – TtLPMO; 2 – PvLPMO; 3 – TrLPMO. 1', 2', 3' (штриховые линии) – соответствуют теоретически
возможным концентрациям ВС, которые могли бы быть получены при отсутствии взаимодействия между ферментами,
как арифметическая сумма действия индивидуальных компонентов смеси при данном соотношении компонентов.
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связи в полимере, в результате образуются в ос-
новном новые окисленные концы полисахарида,
не выходящие в раствор, тогда как окисленные
растворимые олигосахариды, включая целлобио-
новую кислоту (целлобионолактон), являются
минорными продуктами, особенно в начальный
период ферментативной реакции. Маловероятно,
что наблюдаемый значительный антагонизм
между ЦБГ I и TtLPMO (рис. 1а) был вызван ин-
гибированием ЦБГ I именно целлобионовой кис-
лотой (не исключая частичного ингибирования
ею), и скорее новые окисленные концы целлюло-
зы, остающиеся в составе нерастворимого суб-

страта в форме лактона или альдоновой кислоты,
оказывали ингибирующее действие на ЦБГ I. В
случае же использования в смеси TrLPMO или
PvLPMO, относящихся к смешанному C1/C4-ти-
пу, при окислительной деструкции полимерной
цепи целлюлозы образовывались как дополни-
тельные восстанавливающие концы для связыва-
ния и катализа ЦБГ I по процессивному механиз-
му, так и “концы–ингибиторы” этого фермента.
По-видимому, вклад первых из указанных про-
дуктов действия ЛПМО, стимулирующих образо-
вание ВС при катализе ЦБГ I, был более суще-
ственным, чем вторых (ингибирующих), в ре-

Рис. 2. Зависимости коэффициента синергизма (Ks) от времени реакции для смесей различных ЛПМО и целлюлазы:
а, б, в – смеси ЦБГ I/БГ с PvLPMO (а), TrLPMO (б), TtLPMO (в); г, д, е – смеси ЦБГ II/БГ с PvLPMO (г), TrLPMO (д),
TtLPMO (е); ж, з, и – смеси ЭГ II с PvLPMO (ж), TrLPMO (з), TtLPMO (и). Содержание ЛПМО в смесях (%): 1 – 5,
2 – 10, 3 – 15, 4 – 20, 5 – 25.
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зультате чего наблюдался умеренный синергизм
между ЦБГ I и TrLPMO (либо PvLPMO).

Когда же в смеси ферментов находилась
ЦБГ II P. verruculosum из семейства 6 гликозид-
гидролаз, действующая на целлюлозу подобно
ЦБГ I, однако с невосстанавливающего конца ее
молекулы, то во всех случаях использованных
ЛПМО образовывались либо дополнительные
интактные невосстанавливающие концы полиса-
харида, являющиеся субстратом для ЦБГ II (при
использовании TtLPMO C1-типа), либо частич-
но, наряду с интактными концами, окисленные
по C4 атому гликозидного кольца 4-кетоальдозы
(в случае TrLPMO или PvLPMO), которые, веро-
ятно, не являлись ингибиторами ЦБГ II, по-
скольку во всех смесях, содержащих указанную
целлюлазу и любую из ЛПМО наблюдали значи-
тельное проявление синергизма (рис. 1в, 1г).

В целом, механизм кинетического синергизма
между ЛПМО и ЦБГ сходен с таковым для пары
ЭГ – ЦБГ, когда действие первого из ферментов
увеличивает концентрацию субстрата (концов
полимерной цепи) для второго фермента [1].

Что касается смесей, содержащих ЭГ II и ЛП-
МО, то во всех случаях при их действии на аморф-
ную целлюлозу также проявлялся эффект синер-
гизма между ферментами, особенно в начальный
период ферментативной реакции (рис. 1д), кото-
рый был выражен даже в несколько большей сте-
пени, чем для смесей ЦБГ II/БГ с ЛПМО (рис. 1в).
Это результат оказался довольно неожиданным,
поскольку в данном случае в качестве субстрата
использовали аморфную целлюлозу, обладаю-
щую высокой реакционной способностью по от-
ношению к практически любым целлюлазам,
включая эндоглюканазы. Считается, что, помимо
образования новых концов полисахарида в резуль-
тате действия ЛПМО на МКЦ и другие кристалли-
ческие формы целлюлозы, данные ферменты спо-
собны нарушать упорядоченную структуру суб-
страта, приводя к ее аморфизации и увеличению
удельной площади поверхности [23, 39, 40]. Одна-
ко, в случае действия ЭГ II на аморфную целлю-
лозу ферменту не нужны ни новые дополнитель-
ные концы молекул целлюлозы, поскольку эндо-
глюканазы расщепляют внутренние гликозидные
связи в полисахариде, ни, вероятно, дополни-
тельные нарушения его надмолекулярной струк-
туры, поскольку аморфная целлюлоза, как уже
отмечалось выше, исходно является высокореак-
ционным субстратом для целлюлаз. Для выявле-
ния причин, по которым наблюдался значитель-
ный синергизм между ЭГ II и ЛПМО, требуются
дополнительные исследования.

При действии на МКЦ смесей на основе ЦБГ I
или ЦБГ II в начальный период реакции наиболь-
шую эффективность демонстрировали TrLPMO и
PvLPMO (рис. 1а, 1в), тогда как при длительном

времени вторая из использованных ЛПМО стала
заметно уступать первой (рис. 1б, 1г). По-види-
мому, это было связано с более низкой стабиль-
ностью PvLPMO, при этом потеря активности
фермента могла происходить как вследствие термо-
инактивации (PvLPMO действительно обладает бо-
лее низкой термостабильностью, чем TrLPMO и
TtLPMO [30]), так и в результате влияния на бе-
лок пероксида водорода, являющегося побочным
продуктом катализа ЛПМО [41].

Анализ литературных данных показывает, что,
как и в наших экспериментах, различные ЛПМО
при взаимодействии с эндоглюканазами увели-
чивают выход сахаров при гидролизе различных
форм целлюлозы [24, 26, 27, 29]. Так, похожие ве-
личины синергизма были получены при совмест-
ном действии TrLPMO и бактериальной ЭГ се-
мейства 5 гликозидгидролаз (в соотношении 1 : 5)
на предобработанные остатки сои (Ks варьировал
1.07 до 1.27 в зависимости от времени реакции: 8–
72 ч) [29], а также при действии комбинации фер-
ментов из Myceliophthora thermophila (MtEG5A и
MtLPMO9) в соотношении 10 : 1 и 10 : 2 на аморф-
ную целлюлозу (Ks варьировал от 1.2 до 1.6 при
времени реакции 30–60 мин) [24].

ЛПМО, как C1-, так и смешанного C1/C4-ти-
па, как правило, проявляли синергизм также и с
целлобиогидролазами 6 семейства гликозидгид-
ролаз (ЦБГ II) при действии на аморфную и кри-
сталлическую целлюлозу [25–28]. При этом отме-
чалось, что степень синергизма выше для аморф-
ной целлюлозы, достигая в начальный период
реакции значений 1.9–2.6 для смесей ЦБГ II T. re-
esei с ЛПМО из Lentinus similis, Thermoascus auran-
tiacus и T. terrestris, тогда как в случае МКЦ Ks ва-
рьировал в диапазоне 1.3–2.0 для тех же ферментов
[28], что хорошо согласуется с данными, получен-
ными в настоящей работе.

Что же касается литературных данных относи-
тельно взаимодействия ЛПМО разного типа с
целлобиогидролазами 7 семейства (ЦБГ I), то они
довольно противоречивы, причем расхождения,
как правило, касаются ЛПМО C1-типа. Так, в ра-
боте [25] было показано, что при совместном дей-
ствии MtLPMO9L C1-типа из M. thermophila и
ЦБГ I в соотношении 1 : 10 или 1 : 1 на аморфную
целлюлозу наблюдался умеренный синергизм,
тогда как в случае использования МКЦ в качестве
субстрата ферменты проявляли антагонизм. На-
против, ЛПМО из Neurospora crassa, обладающая
сходным (C1) механизмом катализа, оказывала ин-
гибирующее действие на ЦБГ I T. reesei при гидро-
лизе целлюлозы, содержащей в значительном ко-
личестве аморфные зоны, однако проявляла за-
метный синергизм с ЦБГ I при действии на МКЦ
и нанокристаллическую целлюлозу [23]. Авторы
указанной работы [23] объясняли наблюдаемые
эффекты различиями в морфологии целлюлозных
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субстратов. Как и в настоящей работе, TtLPMO C1-
типа ингибировала действие ЦБГ I (однако, из
другого источника – T. reesei) независимо от типа
субстрата – аморфной целлюлозы или МКЦ, то-
гда как ЛПМО смешанного типа из L. similis и
T. aurantiacus проявляли синергизм с ЦБГ I [28].

В заключение необходимо отметить, что полу-
ченные в данной работе результаты будут полез-
ными при разработке современных ферментных
препаратов на основе целлюлаз и вспомогатель-
ных ферментов, обладающих повышенной осаха-
ривающей способностью в процессах биоконвер-
сии возобновляемого лигноцеллюлозного сырья.

Работа выполнена в рамках НИР “Молекуляр-
ный дизайн, структурно-функциональный анализ
и регуляция ферментных систем, клеточных кон-
струкций, бионаноматериалов: фундаментальные
основы и приложения в технологии, медицине,
охране окружающей среды”, номер госрегистра-
ции АААА-А21-121011290089-4.
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Enzymatic Destruction of Cellulose: Peculiarities of the Kinetic Interaction
of Lytic Polysaccharide Monooxygenases and Individual Cellulases

M. V. Semenovaa, A. V. Gusakovb, *, V. D. Telitsinb, and A. P. Sinitsyna, b

aFederal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology”, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
bLomonosov Moscow State University, Chemical Faculty, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: avgusakov@enzyme.chem.msu.ru

The peculiarities of the kinetic interaction of lytic polysaccharide monooxygenases (LPMO) from Thielavia
terrestris (TtLPMO), Penicillium verruculosum (PvLPMO) and Trichoderma reesei (TrLPMO) with purified
cellobiohydrolases (CBH I and CBH II), as well as with endoglucanase II (EG II) of P. verruculosum during
the destruction of microcrystalline (Avicel) and amorphous cellulose were studied. TtLPMO belongs to the
C1-type of LPMO, while PvLPMO and TrLPMO are of the mixed C1/C4-type, according to the generally
accepted classification of this class of oxidases. Under the action of any of the three LPMOs together with
CBH II or EG II on Avicel or amorphous cellulose, respectively, the enzymes displayed synergism, which was
manifested in an increase in the yield of reducing sugars. The synergism was expressed to the greatest extent
in the initial period of the reaction. The mixtures of PvLPMO and TrLPMO with CBH I also demonstrated
synergy on Avicel as a substrate, while TtLPMO, on the contrary, had an inhibitory effect on CBH I. The
observed synergism and antagonism between LPMO and CBH II/CBH I can be explained in terms of a sim-
ple kinetic scheme, when the first enzyme forms additional ends of polysaccharide molecules that serve as a
substrate or inhibitor for the second enzyme.

Keywords: cellulose biodegradation, lytic polysaccharide monooxygenase, cellobiohydrolase, endoglucanase,
synergism, antagonism
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