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Био  э та но л из  пло до  вых обо ло  чек ов  са,  пред ва  ри те ль  но
об р а бо тан ных ме то дом ще лоч н ой де  лиг ни  фи ка  ц ии.
II.  Мас ш та  би р о ва ни е про  цес са  по лу  че ния  био э  та  но л а  
в у сло ви ях оп ыт но  го про  из вод  ст ва
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Ис сле до ван про цесс фер мен та тив но го гид ро ли за про дук та ще лоч ной де лиг ни фи ка ции пло до вых обо ло чек ов са в во дной сре де.
Уста нов ле но, что при на ча ль ной кон цен т ра ции про дук та ще лоч ной де лиг ни фи ка ции пло до вых обо ло чек ов са 60 г/л и за ме не
аце тат но го бу фе ра на во ду на блю да ет ся сни же ние вы хо да ре ду ци ру ю щих ве ществ на 9% от мас сы суб ст ра та; при мас ш та би -
ро ва нии про цес са вы ход сни жа ет ся еще на 13,6%. Од но вре мен ное про ве де ние про цес сов фер мен та тив но го гид ро ли за и спир -
то во го бро же ния по зво ля ет уве ли чить вы ход эта но ла в 1,2 ра за по срав не нию с их по сле до ва те ль ным про ве де ни ем; при этом
иск лю ча ет ся ста дия фи ль тро ва ния фер мен та тив но го гид ро ли за та и в 1,5 ра за со кра ща ет ся про дол жи те ль ность ука зан ных ста -
дий. По лу че ние эта но ла из про дук та ще лоч ной де лиг ни фа ка ции пло до вых обо ло чек ов са успеш но мас ш та би ро ва но в усло -
виях опыт но го про из вод ст ва (объ ем фер мен те ра 63 л): ко эф фи ци ент мас ш та би ро ва ния со ста вил 1:400, вы ход био э та но ла –
12 дал/т пло до вых обо ло чек ов са. Опыт ный об ра зец био э та но ла ха рак те ри зу ет ся край не низ кой кон цен т ра цией ме та но ла
(0,005 об.%).

Клю че вые сло ва: пло до вые обо лоч ки ов са, фер мен та тив ный гид ро лиз в вод ной сре де, спир то вое бро же ние, би о э та нол, мас ш та -
би ро ва ние по объ е му.
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Тех но ло гия по лу че ния био э та но ла из цел -
лю ло зо со дер жа щих ма те ри а лов ди на мич но раз -
ви ва ет ся по след ние 30 лет. Бо ль шой ин те рес в ка -
че ст ве ис точ ни ка лиг но цел лю лоз но го сы рья во
всем ми ре пред став ля ют от хо ды сель ско го хо зяй ст -
ва, не име ю щие пи ще вой цен но сти (со ло ма, пло -
до вые обо лоч ки зла ков, ко жу ра цит ру со вых, жом
са хар но го тро ст ни ка и т.п.). Про гно зи ру ет ся, что
в бли жай шем бу ду щем это сы рье ста нет основ -
ным для про из вод ст ва эта но ла [1–4].

Ра бо ты по со вер шен ст во ва нию тех но ло -
гии по лу че ния био э та но ла ве дут ся в сле ду ю щих
на прав ле ни ях: по иск но вых сы рь е вых ис точ ни -
ков [4–5]; ис по ль зо ва ние ме то дов ге не ти че ской
ин же не рии для кон ст ру и ро ва ния рас те ний с низ -
ким со дер жа ни ем лиг ни на [6–7]; со зда ние эф -
фек тив ных спо со бов пред ва ри те ль ной об ра бот -

ки сы рья [8–11]; раз ра бот ка но вых фер мен т ных
ком п лек сов для кон вер сии цел лю ло зо со дер жа ще -
го сы рья в глю ко зу и де та ль ное изу че ние мо ле ку -
ляр ных ме ха низ мов дей ст вия фер мен тов [12–14];
по иск и со зда ние ме то да ми ге не ти че ской ин же не -
рии но вых эф фек тив ных про ду цен тов био э та но ла
[15–16]; со вер шен ст во ва ние тех но ло ги че ских ре жи -
мов клю че вых ста дий био син те за эта но ла [17–19];
кон ст ру и ро ва ние но во го бо лее эф фек тив но го обо -
ру до ва ния [20]; по вы ше ние рен та бе ль но сти про -
цес са за счет ком п лек с но го ис по ль зо ва ния сы рья
и био тех но ло ги че ской пе ре ра бот ки от хо дов про -
из вод ст ва [1, 15, 16, 21–23].

Од ной из са мых об суж да е мых тем яв ля ет ся
фи нан со вая со став ля ю щая про цес са. В на сто я щее 
вре мя мож но кон ста ти ро вать, что про из вод ст во
био э та но ла рен та бе ль но, при чем вос тре бо ван ным

47

Биотехнология, 2017, T. 33, № 3, С. 47–56

                                  
Спи сок со кра ще ний: ГЖХ – га зо-жид ко ст ная хро ма тог ра фия; ПОО – пло до вые обо лоч ки ов са; ПЩД – про дукт ще лоч ной де -
лиг ни фи ка ции; РВ – ре ду ци ру ю щие ве ще ст ва; ТЦ – тех ни че ская цел лю ло за, про дукт двух ста дий ной хи ми че ской об ра бот ки
ПОО; ФП – фер мен т ный пре па рат.



яв ля ет ся имен но цел лю ло зо со дер жа щее сы рье, а
не то ль ко са хар ный тро ст ник из Бра зи лии или ку -
ку ру за и ма ни о ка из США [1–5, 8–23].

В Ка на де кор по ра ция Iogen пе ре ра ба ты ва ет 
в био э та нол от хо ды сель ско го хо зяй ст ва, в том
чис ле пло до вые обо лоч ки ов са, и лес ные от хо ды
об щей мас сой бо лее 2,8 млн. т в год. [15]. Парт не -
ры этой кор по ра ции в Бра зи лии про из во дят био -
э та нол из жмы ха са хар но го тро ст ни ка (ба гас сы).
Кор по ра ция In bi con A/S (Да ния) раз ра бо та ла ин -
тег ри ро ван ную си с те му ути ли за ции био мас сы,
пред по ла га ю щую ис по ль зо ва ние не то ль ко по ли -
са ха ри дов рас ти те ль но го сы рья, но и лиг ни на. За -
во ды In bi con A/S в ря де ев ро пей ских стран, США, 
Ка на де ис по ль зу ют в ка че ст ве сы рья пше нич ную
со ло му и от хо ды де ре во об ра бот ки, в Ки тае –
сель ско хо зяй ст вен ные от хо ды, в Бра зи лии – ба -
гас су, в Ма лай зии – цел лю лоз ную со став ля ю щую 
фрук тов и шрот от про из вод ст ва па ль мо во го мас -
ла ([23], http://www.in bi con.com/en). В каж дой
кор по ра ции при ня та соб ст вен ная схе ма по лу че -
ния био э та но ла, при этом опи са ния тех но ло ги че -
ских ре жимов не пуб ли ку ют ся.

Тех но ло гия про из вод ст ва био э та но ла из
цел лю ло зо со дер жа ще го сы рья ак ту а ль на и для
Рос сий ской Фе де ра ции, так как в си лу при род -
но-кли ма ти че ских усло вий аг рар ные ку ль ту ры
мо гут да вать то ль ко один уро жай в год и ис по ль -
зо ва ние пи ще во го сы рья в тех ни че ских це лях не
то ль ко не по зво ли те ль но до ро го, но и пред став ля -
ет уг ро зу про до во ль ст вен ной бе зо пас но сти. В со -
вет ское время тех ни че ский био э та нол по лу ча ли
пу тем хи ми че ско го гид ро ли за дре ве си ны с по сле -
ду ю щим сбра жи ва ни ем гид ро ли за та, а так же из
су ль фит ных ще ло ков, по лу ча е мых при вар ке дре -
ве си ны [24, 25]. Пи о нер ская тех но ло гия про из -
вод ст ва гид ро лиз но го спир та в на сто я щее вре мя
вос тре бо ва на в Япо нии [26, 27], Ве ли коб ри та нии
и Бра зи лии [27]. Тех ни че ский био э та нол яв ля ет ся 
уни вер са ль ным, де ше вым, ши ро ко вос тре бо ван -
ным рас тво ри те лем, эк ст ра ген том, ре а ген том в
хи ми че ском син те зе важ ней ших со е ди не ний,
ком по нен том раз лич ных ви дов топ ли ва, ан ти фри -
зом, ве ще ст вом, вос тре бо ван ным в ра дио элек т ро -
ни ке, вы чис ли те ль ной тех ни ке, при бо ро ст ро е нии,
в ра бо те си с тем на ви га ции, авиа ци он но-кос ми че -
ской про мыш лен но сти и дру гих тех но ло ги ях
двой но го на зна че ния. В свя зи с этим ак ту а ль ной
яв ля ет ся раз ра бот ка эф фек тив ной тех но ло ги че -
ской схе мы по лу че ния био э та но ла из мас со во го,
во зоб нов ля е мо го, про мыш лен но до ступ но го сы рья
и мас ш та би ро ва ние про цес са в про из вод ст вен -
ных усло виях. 

Кро ме от хо дов де ре во об ра бот ки, эф фек тив -
ным сы рь ем для про из вод ст ва био э та но ла в РФ
пред став ля ют ся сель ско хо зяй ст вен ные от хо ды с
ну ле вой се бе сто и мо стью, та кие как пло до вые обо -
лоч ки зла ков и со ло ма. 

Цель дан ной ра бо ты – ис сле до ва ние про -
цес са по лу че ния эта но ла из пло до вых обо ло чек ов -
са (ПОО) в ла бо ра тор ных усло ви ях, а за тем мас ш -
та би ро ва ние пол но го цик ла с ис по ль зо ва ни ем
обо ру до ва ния объ е мом 63 л на опыт ном про из -
вод ст ве.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Био э та нол вы ра ба ты ва ли из про дук та ще -
лоч ной де лиг ни фи ка ции (ПЩД) ПОО, по лу чен -
но го на опыт ном про из вод ст ве ИПХЭТ [28] и име ю -
ще го сле ду ю щие хи ми че ские по ка за те ли: со дер -
жа ние цел лю ло зы по Кюр ш не ру – 86,7%; пен то -
за нов – 7,0%, кис ло то не ра ст во ри мо го лиг ни на –
5,4%, зо лы – 1,1 %.

Для фер мен та тив но го гид ро ли за ис по ль зо -
ва ли про мыш лен но до ступ ные фер мен т ные пре -
па ра ты (ФП) в сле ду ю щей до зи ров ке: «Цел ло -
люкс-А» (ООО ПО «Сиб би о фарм», Бердск) –
0,04 кг/кг суб ст ра та; «Брю займ» (Brew Zy me BGX,
Pol fa Tar c ho min Phar ma ce u ti cal Works S.A., По ль -
ша) – 0,02 л/кг суб ст ра та. В со от вет ст вии с ана ли -
ти че ски ми пас пор та ми оба ФП стан дар ти зо ва ны
по цел лю лаз ной и кси ла наз ной ак тив но сти.

Фер мен та тив ный гид ро лиз и спир то вое бро -
же ние ПЩД ПОО осу ще ст в ля ли по сле до ва те ль -
но или од но вре мен но. Для про ве де ния про цес сов
в кол бу Эр лен мей е ра ем ко стью 1000 мл по ме ща -
ли на ве с ку суб ст ра та и ди с тил ли ро ван ную во ду.
Кон цен т ра ция суб ст ра та со став ля ла 60,0±0,1 г/л.

При по сле до ва те ль ном про цес се фер мен та -
тив ный гид ро лиз осу ще ст в ля ли в во де при рН
4,7–4,9 (рН ре гу ли ро ва ли до бав ле ни ем рас тво ров
ор то фос фор ной кис ло ты и ам ми а ка) и не пре рыв -
ном пе ре ме ши ва нии с ча с то той 150 мин-1. Тем пе -
ра ту ра гид ро ли за со став ля ла 46°С, про дол жи те -
ль ность – 72 ч. По лу чен ный фер мен та тив ный
гид ро ли зат от фи ль тро вы ва ли и сте ри ли зо ва ли
ме то дом ав то кла ви ро ва ния при 0,5 атм в те че ние
30 мин.

При од но вре мен ном про цес се фер мен та -
тив ный гид ро лиз  про во ди ли в опи сан ных вы ше
усло ви ях, но лишь 24 ч, а за тем сре ду ох лаж да ли
до 28°С, вно си ли ино ку лят дрож жей и в те че ние
двух по сле ду ю щих су ток осу ще ст в ля ли спир то -
вое бро же ние, со вме щен ное с про дол жа ю щим ся
фер мен та тив ным гид ро ли зом ПЩД.
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Сбра жи ва ние осу ще ст в ля ли с ис по ль зо ва -
ни ем дрож жей Sac cha ro my ces сe re vi siae Y-1693
из Все рос сий ской кол лек ции про мыш лен ных
мик ро ор га низ мов (ВКПМ, Мо ск ва) в эк с по нен -
ци а ль ной фа зе ро с та. Вно си мый ино ку лят со став -
лял 12% от объ е ма сре ды; бро же ние про хо ди ло в
ана эроб ных усло ви ях при 28°С. Об щую чис лен -
ность дрож жей и их фи зио ло ги че ское со сто я ние
опре де ля ли с ис по ль зо ва ни ем ка ме ры Го ря е ва.
Ино ку лят вно си ли в эк с по нен ци а ль ной фа зе раз -
ви тия; при этом об щее ко ли че ст во кле ток в ино -
ку ля те со став ля ло 1,52 108 КОЕ/мл, из них поч ку ю -
щих ся кле ток – 29,2%. 

На вто ром эта пе био э та нол по лу ча ли в фер -
мен те ре объ е мом 63 л на опыт ном про из вод ст ве
ИПХЭТ СО РАН. Опы ты по вто ря ли дваж ды. Ку -
ль ту ру дрож жей для сбра жи ва ния го то ви ли сле -
ду ю щим об ра зом: чи с тую ку ль ту ру ино ку ли ро ва -
ли в сре ду с не о хме лен ным со ло до вым сус лом
(при го тов лен ным по стан дар т ной ме то ди ке) в ко -
ли че ст ве 5% от объ е ма сре ды, ку ль ти ви ро ва ние
про во ди ли в те че ние 1 сут при тем пе ра ту ре 28оС
и за тем вы ра щен ную ку ль ту ру дрож жей в ко ли че -
ст ве 5 об.% пе ре но си ли в сре ду, со сто я щую из
фер мен та тив но го гид ро ли за та ПЩД и не о хме -
лен но го со ло до во го сус ла в со от но ше нии 2:1. Вы -
ра щи ва ние про дол жа ли в те че ние 1 сут при тем -
пе ра ту ре 28С. По лу чен ные дрож жи в объ е ме
12% вно си ли в фер мен та тив ный гид ро ли зат
ПЩД ПОО в ка че ст ве ино ку ля та так, что об щее
ко ли че ст во кле ток со став ля ло 0,93108 КОЕ/мл,
из них поч ку ю щих ся – 17,2%.

Кон цен т ра цию РВ в гид ро ли за те опре де ля -
ли спек тро фо то мет ри че ски с ис по ль зо ва ни ем ре -
ак ти ва на осно ве 3,5-ди нит ро са ли ци ло вой кис ло -
ты (Pan re ac, Ис па ния) на при бо ре UNICO UV-2804
(UNICO, США) с от но си те ль ной по греш но стью
3,45% и пе ре счи ты ва ли на глю ко зу.

Вы ход РВ со от но си ли с мас сой суб ст ра та и
с мас сой гид ро ли зу е мых ком по нен тов (за вы че -
том не цел лю лоз ных при ме сей – золы и лиг ни на).
В обо их слу ча ях для рас че та ис по ль зо ва ли ко эф -
фи ци ент 0,9, что обу слов ле но при со е ди не ни ем
мо ле ку лы воды к ан гид рог лю коз ным остат кам
со от вет ст ву ю щих мо но мер ных зве нь ев по ли са ха -
ри дов в ре зу ль та те фер мен та тив но го гид ро ли за.

Объ ем ную до лю спир та в браж ке опре де ля -
ли аре о мет ром в ди с тил ля те, по лу чен ном пе ре -

гон кой спир та из браж ки, со глас но ГОСТ Р
51135-20031. Эта нол из браж ки вы де ли ме то дом
про стой пе ре гон ки и не под вер га ли до пол ни те ль -
ной очи ст ке.

Ана лиз эти ло во го спир та вы пол ня ли ме то -
дом га зо жид ко ст ной хро ма тог ра фии (ГЖХ) по
ГОСТ Р 51786-20012 на хро ма тог ра фе с пла мен но-
 иони за ци он ным де тек то ром (ПИД) «Кри с талл-
 2000М» фир мы «СКБ Хро ма тэк», (Йош кар- Ола,
Рос сия). Усло вия опре де ле ния бы ли сле ду ю щие:
ко лон ка га зо хро ма тог ра фи че ская ка пил ляр ная
ZB-FFAP (США) (50 м0,32 мм0,52 мкм); тем -
пе ра ту ра де тек то ра 220°С; тем пе ра ту ра ис па ри те -
ля 190С; вре мя вы дер жи ва ния про бы при тем пе -
ра ту ре 77°С 6 мин 30 с, за тем на грев со ско ро стью 
10°С/мин до тем пе ра ту ры 210°С и вы дер жи ва ние
в те че ние 15 мин; ко эф фи ци ент де ле ния по то ка
40:1; газ-но си тель – сжа тый азот; дав ле ние га -
за-но си те ля 77 кПа; со от но ше ние воз дух : во до -
род = 250:25; по стро е ние ка либ ро воч но го гра фи -
ка по го су дар ст вен ным стан дар т ным об раз цам
(ФГБУН «Все рос сий ский на уч но-ис сле до ва те ль -
ский ин сти тут пи ще вой био тех но ло гии», Мо ск -
ва); рас ход га за (сброс) – 30 мл/мин; рас ход га за
(под дув в ПИД) – 30 мл/мин, рас ход га за (во до ро -
да в ПИД) – 20 мл/мин; рас ход га за (воз ду ха в
ПИД) – 200 мл/мин; объ ем про бы 1 мкл.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ре зу ль та ты за ме ны аце тат но го бу фе ра 
при фер мен та тив ном гид ро ли зе 
на ди с тил ли ро ван ную во ду

Обо сно ва ние вы бо ра сы рья при ве де но в ра -
бо те [28], там же да но опи са ние раз ра ба ты ва е мой
ба зо вой тех но ло гии по лу че ния био э та но ла и при -
ве де ны ре зу ль та ты ис сле до ва ния ста дий хи ми че -
ской и эн зи ма ти че ской транс фор ма ции сы рья. В
от ли чие от ука зан ной ра бо ты в дан ном ис сле до ва -
нии фер мен та тив ный гид ро лиз про во ди ли в во де,
а не в аце тат ном бу фе ре. Дан ное ре ше ние бы ло
вы зва но тем, что аце тат ный бу фер яв ля ет ся ин ги -
би то ром спир то во го бро же ния, а це лью фер мен -
та тив но го гид ро ли за яв ля ет ся по лу че ние био ло -
ги че ски доб ро ка че ст вен но го гид ро ли за та. Од на -
ко в от сут ст вие бу фе ра ис че за ет ме ха низм под -
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1 Из де лия ли ке ро во доч ные. Пра ви ла при ем ки и ме то ды ана ли за. Тех ни че ские тре бо ва ния.
2 Во дка и спирт эти ло вый из пи ще во го сы рья. Га зо хро ма тог ра фи че ский ме тод опре де ле ния под лин но сти.



дер жа ния не об хо ди мо го зна че ния рН и ко ле ба ния 
рН не га тив но ска зы ва ют ся на био хи ми че ской
ста би ль но сти фер мен т ных пре па ра тов. По э то му
для до сти же ния рН 4,7–4,9 и под дер жа ния это го
уров ня в сре де бы ла вы бра на ор то фос фор ная кис -
ло та в со че та нии с ам ми а ком, ко то рые до бав ля ли
вруч ную по ме ре не об хо ди мо сти. В от ли чие от
ук сус ной кис ло ты со ли фос фор ной кис ло ты ин -
тен си фи ци ру ют ге не ра тив ную и сбра жи ва ю щую
ак тив ность дрож жей [25].

Срав ни ва ли ди на ми ку кон цен т ра ции РВ
при по сле до ва те ль ном и од но вре мен ном про цес -
се фер мен та тив но го гид ро ли за и спир то во го
бро же ния, про во ди мом с ис по ль зо ва ни ем во ды и 
ре гу ля то ров рН, а так же при фер мен та тив ном
гид ро ли зе в аце тат ном бу фе ре (рис. 1; дан ные по
гид ро ли зу в аце тат ном бу фе ре взя ты из ра бо ты
[28]). При фер мен та тив ном гид ро ли зе в аце тат -
ном бу фе ре кон цен т ра ция РВ в каж дый мо мент
вре ме ни бы ла вы ше, чем при по сле до ва те ль ном
про цес се в во дной сре де. Че рез 72 ч со дер жа ние
РВ в аце тат ном бу фе ре со ста ви ла 51,1±0,2 г/л,
что со от вет ст ву ет вы хо ду от мас сы суб ст ра та
76,6±0,3%, в то время как в во дной сре де кон цен -
т ра ция РВ при по сле до ва те ль ном про цес се со -
ста ви ла 44,9±0,1 г/л, что со от вет ст ву ет вы хо ду
68,0±0,2%.

В про цес се фер мен та тив но го гид ро ли за
ПЩД ПОО на блю да ет ся сни же ние рН. Уме нь -
ше ние со дер жа ния РВ в во дной сре де, по-ви ди -
мо му, бы ло свя за но с тем, что при ня тая схе ма ре -
гу ля ции кис лот но сти не обес пе чи ва ла по сто ян -
ное под дер жа ние это го по ка за те ля на оп ти ма ль -
ном уров не, что сни жа ло ак тив ность фер мен т но -
го ком п лек са.

Ис сле до ва ние по сле до ва те ль но го 
и од но вре мен но го про цес сов 
фер мен та тив но го гид ро ли за 
и спир то во го бро же ния

Глав ным по ка за те лем эф фек тив но сти бро -
же ния яв ля ет ся вы ход эта но ла. В слу чае од но вре -
мен но го про ве де ния про цес сов фер мен та тив но го
гид ро ли за и спир то во го бро же ния не воз мож но
рас счи тать вы ход РВ, так как че рез 24 ч в ре ак ци -
он ную мас су до бав ля ют клет ки дрож жей, ко то -
рые по треб ля ют са ха ра в ка че ст ве ком по нен та пи -
та ния. По э то му вы ход эта но ла был рас счи тан от
мас сы ПЩД ПОО; он пред став лял со бой про из ве -
де ние ве ли чин те о ре ти че ско го вы хо да це ле вых
про дук тов фер мен та тив но го гид ро ли за и спир то во -
го бро же ния. Так, при 100%-ной кон вер сии 60 г/л
ПЩД ПОО в РВ те о ре ти че ски воз мож но по лу че -
ние 66,7 г/л РВ, а из них, со глас но сте хи о мет ри че -
ско му урав не нию бро же ния, те о ре ти че ский вы -
ход эта но ла воз мо жен в кон цен т ра ции 4,32 об. %. 
Ре зу ль та ты, по лу чен ные при од но вре мен ном и по -
сле до ва те ль ном про цес сах, пред став ле ны в табл. 1.

Вид но, что при од но вре мен ном про цес се
вы ход эта но ла уве ли чи ва ет ся по срав не нию с по -
сле до ва те ль ным про цес сом в 1,2 ра за (с
41,7±0,3 % до 48,6±0,2 % от мас сы ПЩД ПОО).
Кро ме то го, в пер вом слу чае иск лю ча ет ся ста дия
фи ль тро ва ния фер мен та тив но го гид ро ли за та и в
1,5 ра за со кра ща ет ся про дол жи те ль ность про цес -
сов фер мен та тив но го гид ро ли за и спир то во го
бро же ния – с 6 сут до 4 сут. Оста точ ная кон цен т -
ра ция ре ду ци ру ю щих ве ществ в браж ке при од но -
вре мен ном про цес се ни же, чем при по сле до ва те ль -
ном (2,3±0,2 г/л про ти в 9,0 ±0,2 г/л), что так же
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Рис. 1. Кон цен т ра ция РВ в кол бах Эр лен мей е ра в хо де
фер мен та тив но го гид ро ли за ПЩД ПОО в аце тат ном бу фе ре
(кри вая 1), пос ле до ва тель но го (кри вая 2) и од нов ре мен но го
(кри вая 3) про цес сов фер мен та тив но го гид ро ли за и спир то во -
го бро же ния ПЩД ПОО в вод ной сре де

Fig. 1. Dependency of RS concentration on time of the
following processes: enzymatic hydrolysis of oat hulls PAD in
acetate buffer in Erlenmeyer flasks (curve 1); sequential (curve 2) 
or simultaneous (3) enzymatic hydrolysis and alcoholic
fermentation in aqueous medium



ука зы ва ет на на по вы ше ние эф фек тив но сти син -
те за био э та но ла.

Од но из объ яс не ний это го яв ле ния за клю -
ча ет ся в том, что жиз не де я те ль ность дрож жей
свя за на с рас хо до ва ни ем РВ и при од но вре мен -
ном про цес се глю ко за не пре рыв но от во дит ся из
ре ак ци он ной сме си, что вы зы ва ет сме ще ние рав -
но ве сия гид ро ли за цел лю ло зы в сто ро ну об ра зо -
ва ния его про дук тов.

Срав не ние эф фек тив но сти ПЩД и ТЦ 
как суб ст ра тов для фер мен та тив но го 
гид ро ли за и бро же ния

Ра нее [29] бы ла опи са на тех но ло гия по лу -
че ния тех ни че ской цел лю ло зы (ТЦ) в ре зу ль та те
двух ста дий ной хи ми че ской об ра бот ки ПОО (пер -

вая ста дия – ще лоч ная де лиг ни фи ка ция, вто рая –
азот но кис лот ная вар ка). ТЦ, как и ПЩД, под вер -
га ли по сле до ва те ль но му про цес су фер мен та тив -
но го гид ро ли за и спир то во го бро же ния; срав не -
ние зна че ний вы хо да РВ на ста дии фер мен та тив -
но го гид ро ли за и био э та но ла на ста дии спир то во -
го бро же ния при ве де ны на рис. 2. Мож но от ме -
тить, что ПЩД про я вил се бя как ме нее эф фек тив -
ный суб ст рат: вы ход РВ на ста дии фер мен та тив -
но го гид ро ли за ПЩД ока зал ся на 10,5 % ни же,
чем в слу чае ТЦ (68,1±0,2% про тив 78,6±0,2%), а
вы ход эта но ла от кон цен т ра ции РВ при сбра жи ва -
нии – на 15,0% (61,3±0,3% про тив 76,3±0,2%).

По лу чен ные ре зу ль та ты су ще ст вен но от ли -
ча ют ся от опи сан ных ра нее, ког да на ми бы ло по -
ка за но, что в аце тат ном бу фе ре при на ча ль ной
кон цен т ра ции ПЩД ПОО 30 г/л их эф фек тив -
ность как суб ст ра та фер мен та тив но го гид ро ли за
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Та б ли  ца  1

По ка за те ли бро же ния при по сле до ва те ль ном и од но вре мен ном фер мен та тив ном гид ро ли зе 
и спир то вом бро же нии в во дной сре де в кол бах Эр лен мей е ра

Cha rac te ris tics of fer men ta ti on af ter se qu en ti al or si mul ta neo us en zy ma tic hyd ro ly sis and al co ho lic
fer men ta ti on in aqueo us me di um in Er len mey er flasks

Ха рак те ри сти ка
Про цесс фер мен та тив но го гид ро ли за и спир то во го бро же ния

по сле до ва те ль ный од но вре мен ный

Кон цен т ра ция суб с т ра та (ПЩД ПОО), г/л 60,0±0,1 60,0±0,1

Кре пость браж ки, об. % 1,8±0,1 2,1±0,1

Ос та точ ная кон цен т ра ция РВ, г/л 9,0±0,2 2,3±0,2

Вы ход эта но ла, % от мас сы ПЩД ПОО 41,7±0,3 48,6±0,2

Рис. 2. За ви си мость вы хо да РВ (бе лые стол би ки) и би -
о э та но ла (чер ные стол би ки) в ре зуль та те пос ле до ва тель но го
про ве де ния фер мен та тив но го гид ро ли за и спир то во го бро же -
ния от ви да суб с т ра та: ТЦ (об ра бот ка ПОО в две ста дии) и
ПЩД (об ра бот ка ПОО в од ну ста дию)

Fig. 2. Dependency of RS (white bars) or bioethanol
(black bars) contents resulting from sequential processes of
enzymatic hydrolysis and fermentation on type of  substrate:
technical cellulose (two-stage treatment) and oat hulls PAD
(one-stage treatment)



бы ла вы ше, чем ТЦ ПОО [28]. При чи ны ука зан но -
го рас хож де ния в ре зу ль та тах эк с пе ри мен тов
возможны сле ду ю щие:

– слож но сть хи ми че ско го со ста ва ис по ль -
зу е мо го суб ст ра та (ПЩД со дер жит бо ль ше не -
цел лю лоз ных ком по нен тов, чем ТЦ);

– на ли чие в ПЩД ин ги би то ров фер мен тов. 
Из ве ст но, что при об ра бот ке сы рья ще ло ча ми
об ра зу ет ся ме нь ше ин ги би то ров, чем при об ра -
бот ке кис ло та ми [8], од на ко от мыть суб ст рат от
остат ков ще ло чи на мно го слож нее, чем от остат -
ков кис ло ты, осо бен но в про из вод ст вен ных ус -
ло ви ях;

– не об ра тимая ад сор б ция фер мен тов на по -
вер х но сти суб ст ра тов [30] (из ве ст но, что ПЩД
от ли ча ет ся бо лее раз ви той по вер х но стью [8]);

– труд но сть мас со пе ре но са цел лю ло ли ти -
че ских фер мен тов в вы со ко вяз кой сус пен зии суб -
ст ра та [31] (сус пен зия ПЩД ПОО бо лее вяз кая,
чем сус пен зия ТЦ ПОО);

– ин ги би ру ю щий эф фек т об ра зо ван ных са -
ха ров [31] (из ве ст но, что в гид ро ли за те ПЩД бо -
ль ше кси ло зы, чем в гид ро ли за те ТЦ);

– ко ле ба ни я  рН в про цес се фер мен та тив но -
го гид ро ли за в во дной сре де, что ста ло кри тич -
ным при мас ш та би ро ва нии про цес са с ис по ль зо -
ва ни ем ПЩД.

Та ким об ра зом, вид но, что эф фек тив ность
как суб ст ра та фер мен та тив но го гид ро ли за при
низ кой кон цен т ра ции это го суб ст ра та в аце тат -
ном бу фе ре не по зво ля ет про гно зи ро вать да ль -
ней ший вы ход био э та но ла. На о бо рот, фер мен та -
тив ный гид ро лиз в во дной сре де при вы со кой
кон цен т ра ции суб ст ра та яв ля ет ся важ ным кри те -
ри ем, опре де ля ю щим уро вень по сле ду ю ще го
син те за био э та но ла.

Мас ш та би ро ва ние про цес са по лу че ния 
био э та но ла в усло виях опыт но го 
про из вод ст ва

Учи ты вая ре зу ль та ты ла бо ра тор ных ис сле -
до ва ний, про цес сы фер мен та тив но го гид ро ли за и
спир то во го бро же ния при мас ш та би ро ва нии про -
во ди ли од но вре мен но. Био э та нол по лу ча ли в ем -
ко ст ном 63-лит ро вом обо ру до ва нии на опыт ном
про из вод ст ве. Ко эф фи ци ент мас ш та би ро ва ния по 
объ е му со ста вил при этом 1:400. На рис. 3 пред -
став ле на ди на ми ка про цес сов фер мен та тив но го
гид ро ли за и спир то во го бро же ния в ука зан ном
ем ко ст ном обо ру до ва нии.

Из рис. 3 вид но, что в те че ние пер вых 24 ч
фер мен та тив но го гид ро ли за при тем пе ра ту ре
46±1°С про ис хо ди ло ак тив ное на коп ле ние РВ: че -
рез 20 ч их со дер жа ние до стиг ло 36,3 г/л, что со от -
вет ст ву ет вы хо ду РВ от мас сы суб ст ра та
54,4±0,2%, и да лее не из ме ня лось. Та ким об ра зом, 
при мас ш та би ро ва нии про цес са вы ход РВ сни зил -
ся на 13,6±0,2% по срав не нию с опы та ми в кол бах 
Эр лен мей е ра. Ес ли срав нить по лу чен ные ре зу ль -
та ты с дан ны ми эк с пе ри мен та с ис по ль зо ва ни ем
аце тат но го бу фе ра, это сни же ние до сти га ет 1,4 ра -
за (54,4±0,3 % про тив 76,6±0,3%, см. раз дел «Ре -
зу ль та ты за ме ны аце тат но го бу фе ра при фер мен -
та тив ном гид ро ли зе на ди с тил ли ро ван ную воду»).

Че рез 24 ч по сле на ча ла про цес са в те че ние 
32 ч про из во ди ли ох лаж де ние ре ак ци он ной мас сы
до 28 ±1 С и по сле это го вно си ли в сре ду ино ку -
лят дрож жей. В по сле ду ю щие 4 ч кон цен т ра ция
РВ не из ме ня лась, а за тем на блю да лось ее ин тен -
сив ное сни же ние. На чи ная с 40-го и до 64-го ча са 
на блю да ли эк с по нен ци а ль ное на коп ле ние био -
э та но ла.
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Рис. 3. Кон цен т ра ция РВ и би о э та но ла в хо де про цес -
сов фер мен та тив но го гид ро ли за и спир то во го бро же ния
ПЩД ПОО в фер мен те ре ем кос тью 63 л: 1 – кон цен т ра ция
РВ; 2 – кон цен т ра ция эта но ла

Fig. 3. RS and bioethanol contents during the process of
enzymatic hydrolysis and alcoholic fermentation of oat hulls PAD 
in a 63-L fermenter: (1), RS concentration; and (2), ethanol
concentration



Зна че ние рН в хо де фер мен та тив но го гид -
ро ли за и спир то во го бро же ния под дер жи ва лось
на уров не 4,7–5,1, что бы ло не об хо ди мо для ста -
би ли за ции ра бо ты цел лю лаз но го фер мен т но го
ком п лек са и фер мен тов зи маз но го ком п лек са
дрож жей. Проб ле мой яв ля лось сни же ние ак тив -
ной кис лот но сти сме си (рис. 4): до бав ле ние ор то -
фос фор ной кис ло ты и ам ми а ка про из во ди ли
вруч ную каж дые 2 ч на ста дии фер мен та тив но го
гид ро ли за и каж дые 4 ч – на ста дии спир то во го
бро же ния.

Как сле ду ет из рис. 4, мак си ма ль ные ко ле -
ба ния рН от ме че ны меж ду 12-м и 44-м ча са ми,
что со от вет ст ву ет вы хо ду кри вой РВ на пла то при 
фер мен та тив ном гид ро ли зе и спир то вом бро же -
нии. Сни же ние рН при фер мен та тив ном гид ро ли -
зе обу слов ле но хи миз мом про цес са, а при спир то -
вом бро же нии – по треб ле ни ем клет ка ми азо ти -
стых и фос фо ри стых ве ществ, в ко то рых дрож жи
осо бен но нуж да ют ся в пе ри од на коп ле ния кле -
точ ной био мас сы.

Из ве ст но, что гид ро ли за ты од но лет не го
цел лю ло зо со дер жа ще го сы рья мик ро би о ло ги че -
ски не ста би ль ны [25]. Кро ме то го, фер мен та тив -
ные гид ро ли за ты, по лу чен ные из про дук тов пе ре -
ра бот ки ПОО, от ли ча ют ся вы со кой доб ро ка че ст -
вен но стью [32] и, сле до ва те ль но, лег ко кон та ми -
ни ру ют ся по сто рон ней мик ро фло рой. Для пред от -
вра ще ния мик ро бной кон та ми на ции в про из вод -
ст вен ную ем кость до бав ля ли бен зил пе ни цил лин
(1000000 ед., ОАО «Био син тез»).

На опыт ном про из вод ст ве в ем ко ст ном обо -
ру до ва нии эта нол син те зи ро вал ся с вы хо дом
48,6±0,2% от мас сы ПЩД ПОО; оста точ ная кон -
цен т ра ция ре ду ци ру ю щих ве ществ в браж ке со -
став ля ла 3,8±0,1 г/л, что со от вет ст ву ет ре зу ль та -

там ла бо ра тор ных ис сле до ва ний при од но вре мен -
ном про ве де нии фер мен та тив но го гид ро ли за и
спир то во го бро же ния. Вы ше бы ло от ме че но, что
при фер мен та тив ном гид ро ли зе на блю да лось
сни же ние вы хо да РВ на опыт ном про из вод ст ве по 
срав не нию с ла бо ра тор ны ми опы та ми. Од на ко на
ста дии спир то во го бро же ния был по лу чен вы со -
кий вы ход био э та но ла: при кон цен т ра ции РВ в
гид ро ли за те 36,3 г/л объ ем ная кон цен т ра ция био -
э та но ла в браж ке со ста ви ла 2,1%, т.е. его вы ход
был ра вен 89,4 % от мас сы РВ. Это, ве ро ят но, объ -
яс ня ет ся со хра не ни ем чис то ты ку ль ту ры дрож -
жей с по мо щью ан ти би о ти ка и це ле вым рас хо до -
ва ни ем са ха ров. Та ким об ра зом, мож но за клю -
чить, что про цесс мас ш та би ро ва ния про шел
успеш но: ре зу ль та том его стал вы ход био э та но ла, 
рав ный 12 дал/т ПОО.

Эта ве ли чи на ме нь ше опуб ли ко ван ных дан -
ных о вы хо де био э та но ла из дре ве си ны, по лу чен -
но го с ис по ль зо ва ни ем хи ми че ско го гид ро ли за
сы рья (17–18 дал/т [25]), но зна чи те ль но вы ше
дан ных о вы хо де эта но ла из хи ми че ски гид ро ли -
зо ван ных ПОО (5,7 дал/т) [33].

Изу че ние со ста ва при ме сей в био э та но ле, 
по лу чен ном из про дук та ще лоч ной 
де лиг ни фи ка ции пло до вых обо ло чек ов са

Од ним из основ ных мар ке ров ка че ст ва эти -
ло во го спир та яв ля ет ся со дер жа ние в нем ме та но -
ла. В ис сле до ван ных об раз цах био э та но ла объ ем -
ная до ля ме ти ло во го спир та (0,005±0,001 об.%)
на мно го ме нь ше рег ла мен ти ро ван но го по ка за те -
ля для спир та из пи ще во го (0,13 об.%) и не пи ще -
во го (0,1 об.%) сы рья (табл. 2). От ме тим, что об -
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Рис. 4. Ко ле ба ния рН в про цес се фер мен та тив но го
гид ро ли за и спир то во го бро же ния ПЩД ПОО в фер мен те ре
ем кос тью 63 л

Fig. 4. Fluctuations in pH during enzymatic hydrolysis
and alcoholic fermentation of oat hulls PAD in a 63-L apparatus



раз цы био э та но ла, по лу чен ные на ми из раз лич -
ных ви дов сы рья с ис по ль зо ва ни ем раз ных ви дов
пред ва ри те ль ной хи ми че ской об ра бот ки, все гда
ха рак те ри зо ва лись край не низ кой объ ем ной до -
лей ме та но ла [19, 29] Оче вид но, это объ яс ня ет ся
эн зи ма ти че ским пре вра ще ни ем цел лю ло зы в
глю ко зу, при ко то ром иск лю ча ет ся об ра зо ва ние
фур фу ро ла, ок си ме тил фур фу ро ла, ме та но ла и дру -
гих не же ла те ль ных при ме сей.

Пред став лен ный об ра зец био э та но ла ха -
рак те ри зу ет ся мас со вой кон цен т ра цией си вуш но -
го мас ла 2700±100 мг/дм3, что ни же, чем нор ма тив
для спир та-сыр ца из всех ви дов пи ще во го сы рья.
Это объ яс ня ет ся низ кой кон цен т ра цией пред ше -
ст вен ни ков био син те за си вуш ных ма сел – ами но -
кис лот и пеп ти дов – в фер мен та тив ном гид ро ли -
за те ПЩД ПОО.

Со дер жа ние аль де ги дов, слож ных эфи ров и 
си вуш но го мас ла в ис сле до ван ном опыт ном об -
раз це пре вы ша ет нор мы для тех ни че ско го эти ло -
во го спир та; это свя за но с тем, что ис сле до ван ный 
об ра зец не под вер гал ся рек ти фи ка ции. Име ю щи -
е ся дан ные да ют осно ва ния пред по ло жить, что
про дук том рек ти фи ка ции спир та из ПЩД ПОО
бу дет био э та нол вы со ко го ка че ст ва.

Дан ный об ра зец био э та но ла был на прав лен
в Ин сти тут ка та ли за им. Бо ре ско ва как сы рье для

син те за эти ле на. До это го кол лек тив изу чил про -
цесс де гид ра та ции на мо де ль ных об раз цах био -
э та но ла [36].

Та ким об ра зом, в дан ной ра бо те по лу че ны
сле ду ю щие ре зу ль та ты:

1) ис сле до ван про цесс фер мен та тив но го
гид ро ли за про дук та ще лоч ной де лиг ни фи ка ции
пло до вых обо ло чек ов са в во дной сре де. Уста нов -
ле но, что для на ча ль ной кон цен т ра ции ПЩД
ПОО 60 г/л при за ме не аце тат но го бу фе ра на во ду
на блю да ет ся сни же ние вы хо да РВ на 9 % от мас -
сы суб ст ра та; при мас ш та би ро ва нии про цес са вы -
ход сни жа ет ся еще на 13,6 %;

2) уста нов ле но, что при од но вре мен ном
про ве де нии фер мен та тив но го гид ро ли за и спир -
то во го бро же ния вы ход эта но ла уве ли чи ва ет ся в
1,2 ра за по срав не нию с по сле до ва те ль ным про ве -
де ни ем этих про цес сов. Кро ме то го, при од но вре -
мен ном про ве де нии про цес сов иск лю ча ет ся ста -
дия фи ль тро ва ния фер мен та тив но го гид ро ли за та
и в 1,5 ра за со кра ща ет ся об щая про дол жи те ль -
ность дан ных тех но ло ги че ских ста дий;

3) успеш но мас ш та би ро ван про цесс по лу -
че ния био э та но ла в усло ви ях опыт но го про из вод -
ст ва (фер мен тер ем ко стью 63 л); ко эф фи ци ент
мас ш та би ро ва ния со ста вил 1:400. Вы ход био э та -
но ла был равен 12 дал/т ПОО;

54 Biotechnology, 2017, V. 33, N 3

 СКИ БА и др.

Та б ли  ца  2

Со дер жа ние при ме сей в эти ло вом спир те из пи ще во го и не пи ще во го сы рья 
и в по лу чен ных опыт ных об раз цах био э та но ла в пе ре сче те на без вод ный спирт

Con tent of im pu ri ti es in et hy lic al co hol from fo od-gra de and non-fo od ma te ri als 
and in ob ta i ned et ha nol sam p les in terms of un hyd ro us al co hol

Эти ло вый спирт Аль де ги ды,
мг/дм3

Си вуш ное
мас ло, мг/дм3

Эфи ры,
мг/дм3

Ме та нол,
об.%

Спир т - сы рец из пи ще во го сырья* 
все ви ды сырья или их сме си 
за ис к лю че ни ем ме лас сы < 300 < 5000 < 500 < 0,13

ме лас са < 500 < 5000 < 700 –

Спирт эти ло вый из не пи ще во го сырья** 
мар ка А ОКП 91 8213 1100 < 200 < 500 < 80 < 0,1

мар ка Б ОКП 91 8213 1200 < 350 < 1000 < 180 < 0,1

Би о э та нол из ПЩД ПОО 7100±200 2700±100 800±200 0,005±0,001

*ГОСТ Р 52193-2003. Спирт эти ло вый-сы рец из пи ще во го сы рья. Тех ни че ские усло вия. 
**ГОСТ 17299-78. Спирт эти ло вый тех ни че ский. Тех ни че ские усло вия. 



4) вы яв ле но, что опыт ный об ра зец био э та -
но ла ха рак те ри зу ет ся край не низ кой кон цен т ра -
цией ме та но ла.

По ре зу ль та там эко но ми че ско го рас че та,
вы пол нен но го стан дар т ным об ра зом [34, 35], се -
бе сто и мость 1 л эта но ла, по лу ча е мо го по пред -
став лен ной тех но ло гии, со став ля ет 37,27 руб. при 
про ек т ной мощ но сти за во да 768 тыс. дал био э та -
но ла в год.
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Ab s t ract–The en zy ma tic hyd ro ly sis in aqueo us me di um of the pro duct of oat hulls al ka li ne de lig ni fi ca ti on has been stu di ed. For the ini -
ti al lo a ding of the oat-hull al ka li ne de lig ni fi ca ti on pro duct of 60 g/L, The yield of re du cing su gars was ob ser ved to dec li ne by 9% of sub -
s t ra te we ight when an ace ta te buf fer was sub s ti tu ted by an aqueo us me di um; the yield re du ced by more 13.6% as a re sult of the sca -
ling-up. Si mul ta neo us en zy ma tic hyd ro ly sis and al co ho lic fer men ta ti on enab les a 1.2-fold in c re a se in the et ha nol yield as com pa red to
the se pa ra te hyd ro ly sis and fer men ta ti on, the fil t ra ti on sta ge of the en zy ma tic hyd ro ly sa te be ing omit ted and the to tal time of the pro cess
be ing shor te ned by a fac tor of 1.5. Un der pi lot pro duc ti on con di ti ons (a 63-L di ges ter), the pro cess of et ha nol pro duc ti on from al ka li-tre -
a ted oat hulls was suc ces sful ly sca led with the ra tio 1:400 and et ha nol yield of 12 dal/t raw ma te ri al. The pi lot-sca le et ha nol sam p le has
ex t re me ly low per cen ta ge of met ha nol (0.005 % vol.).
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