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В работе исследовали характеристики процесса темновой ферментации (ТФ) ряда простых (крахмал, под-
солнечное масло, пептон и их смесь) и комплексных (корм для собак, комбикорм для свиней, осадок сточных 
вод (ОСВ)) субстратов с использованием смешанной культуры, контроля рН (5.5), при 55оС. Пептон и под-
солнечное масло характеризовались минимальной продукцией H2, составившей, соответственно, 5.0 и 2.3 мл 
H2/г ХПК. Удельный выход водорода в расчете на разложенный крахмал составил 1.55 моль Н2/моль. Добав-
ление пептона и подсолнечного масла к крахмалу снижало удельный выход водорода из крахмала на 23%. 
Значительное отличие в продукции водорода наблюдалось при ТФ комплексных отходов. Удельный выход 
водорода из корма для собак составил 46.5 мл Н2/г ХПК или 143.4 мл Н2/г углеводов, из комбикорма для сви-
ней – 32.1 мл Н2/г ХПК или 91.6 мл Н2/г углеводов, а из ОСВ – 9.3 мл Н2/г ХПК или 98.0 мл Н2/г углеводов. 
Возможные взаимосвязи между биополимерным составом субстратов и характеристиками процесса ТФ были 
проанализированы с применением коэффициентов ранговой корреляции Спирмена. Концентрация углеводов, 
а также соотношение углеводы/белки и углеводы/жиры были основными факторами, влияющими на высокий 
удельный выход Н2, его содержание в биогазе, а также соотношение Н2/растворимые метаболиты. Концен-
трация белков оказывала статистически значимое положительное влияние на накопление ацетата и сукцина-
та, а углеводов – на накопление капроната. 

 
Ключевые слова: биоводород, темновая ферментация, органические отходы, биополимерный состав, растворимые метабо-
литы. 
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The work investigated the characteristics of the dark fermentation (DF) process of a number of simple (starch, 

sunflower oil, peptone and their mixture) and complex (dog food, pig feed, sewage sludge (SS)) substrates using a 
mixed culture, pH control (5.5), at 55°C. Peptone and sunflower oil were characterized by the lowest production of 
H2, namely 5.0 and 2.3 ml H2/g COD, respectively. The specific hydrogen yield per decomposed starch was 1.55 mol 
H2/mol. The addition of peptone and sunflower oil to starch reduced the specific yield of hydrogen from starch by 
23%. A large difference in hydrogen production was observed during DF of complex substrates. The specific hydro-
gen yield from dog food was 46.5 ml H2/g COD or 143.4 ml H2/g carbohydrates, from pig feed – 32.1 ml H2/g COD 
or 91.6 ml H2/g carbohydrates, and from SS – 9.3 ml H2/g COD or 98.0 ml H2/g carbohydrates. Possible relationships 
between the biopolymeric composition of substrates and characteristics of the DF process were analyzed using 
Spearman's rank correlation coefficients. The concentration of carbohydrates, as well as the ratio of carbohy-
drates/proteins and carbohydrates/fats, were the main factors influencing the high specific yield of H2, it's content in 
biogas, as well as the ratio of H2/soluble metabolites. The concentration of proteins had a statistically significant posi-
tive effect on the accumulation of acetate and succinate, and carbohydrates - on the accumulation of caproate.  

 
Keywords: biohydrogen, dark fermentation, organic waste, biopolymeric composition, soluble metabolites. 
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Введение 
 

Получение биоводорода при темновой фермента-
ции (ТФ) различных органических отходов пред-
ставляет собой как процесс производства возобнов-
ляемой энергии, так и решение проблемы переработ-
ки органических отходов. Следует отметить, что в 
процессе ТФ происходит лишь частичное биоразло-
жение органического вещества (ОВ) отходов. В 
сбраживаемой массе накапливаются органические 
кислоты, спирты и другие соединения, которые 
можно использовать для получения продуктов с вы-
сокой добавленной стоимостью, в том числе биотоп-
лива, химикатов, биополимеров и биопластика [1].  

На эффективность процесса ТФ влияет много па-
раметров, в том числе тип субстратов и их соотно-
шение при совместном сбраживании, тип и источник 
инокулята, способы обработки субстратов и иноку-
лятов, температура, pH и другие. Эти факторы ока-
зывают значительное влияние на удельный выход 
водорода из органических отходов, что отражается в 
большом разбросе данных, представленных в науч-

ной литературе [2–6]. Так, выход водорода из про-
стых субстратов, в частности из крахмала, различал-
ся в разы, от 0.98 до 3.8 моль H2/моль глюкозы [5]. 
При использовании реальных пищевых отходов в 
качестве субстрата удельный выход биоводорода 
варьировал от 39 до 90 мл Н2/г ОВ [6], что, впрочем, 
может быть вызвано различиями в составе отходов. 
Органические отходы состоят из трех главных био-
разлагаемых компонентов: жиров, белков и углево-
дов. Их соотношение в отходах является одной из 
фундаментальных характеристик, которые необхо-
димо учитывать при правильном сравнении выходов 
водорода [7]. Известно, что богатые углеводами от-
ходы имеют более высокий выход водорода, чем 
субстраты, богатые белками и жирами [4]. ТФ жиров 
продуцирует глицерин и длинноцепочечные жирные 
кислоты (ДЦЖК). При разложении глицерина обра-
зуется водород и спирты [8]. ДЦЖК ингибируют 
анаэробные бактерии из-за их адсорбции к клеточ-
ной стенке и снижения эффективности клеточного 
транспорта [9]. Считается, что субстраты, богатые 
белками, при разложении не могут образовывать 
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большое количество водорода [9]. В то же время 
присутствие белков может способствовать процессу 
ТФ за счет обеспечения микроорганизмов необходи-
мыми питательными веществами. Так, при использо-
вании простых соединений: глюкозы и крахмала в 
качестве источника углеводов, и пептона в качестве 
источника белков, наиболее высокий удельный вы-
ход водорода наблюдался при соотношении 1.5 г 
ХПК глюкозы/г ХПК пептона и 4.0 г ХПК крахма-
ла/г ХПК пептона [10]. Использование в качестве ко-
субстратов комплексных органических веществ дает 
иные оптимальные соотношения компонентов для 
наиболее высокого удельного выхода водорода. Так, 
оптимальное соотношение углеводов к белкам со-
ставляло 1.66 г ХПК/г ХПК, когда в качестве источ-
ника углеводов и белков использовали, соответ-
ственно, пищевые отходы и осадок сточных вод 
(ОСВ) в работе [11]. Удельный выход водорода из 
отхода производства биодизеля, содержащего глице-
рин после переэтерификации растительного масла, 

также увеличивался в присутствии дрожжевого экс-
тракта и триптона [8]. В то же время не отмечалось 
какого-либо положительного влияния белков и жи-
ров на образование водорода в работе [7].  

Таким образом, имеющиеся литературные данные 
указывают на большие различия по (1) выходу водо-
рода из простых и комплексных органических суб-
стратов, и (2) влиянию компонентного состава орга-
нических отходов на процесс ТФ, что вероятнее все-
го связано с различными условиями проведения экс-
периментов [2–4]. Целью настоящей работы было 
провести сравнительное исследование удельного 
выхода биоводорода в процессе ТФ из простых суб-
стратов (моделей белков, жиров и углеводов), а так-
же ряда комплексных субстратов в одинаковых 
условиях (контроль рН, термофильный режим, ино-
кулят – активный ил очистных сооружений). Иссле-
дование также было направлено на оценку того, как 
природа субстрата и его компонентный состав влия-
ют на состав растворимых метаболитов. 

Таблица обозначений 
Буквы латинского алфавита 
рН Водородный показатель 
H2O Вода 
CО2 Диоксид углерода 
О2 Кислород 
H2 Водород 
КОН Гидроксид калия 
HCL Хлористый водород 
СН3СООН Уксусная кислота 
NH2СH(СН3)СООН Аланин 
NH2 CH2 COOH Глицин 
NH3 Аммиак 
HO2CCH(NH2)CH2CH(CH3)2 Лейцин 
CH3-CH(CH3)-CH2-COOH Изовалерат 
HCO3

- Анион гидрокарбоната 
NH4

+ Катион аммония 
C6H12O6 Глюкоза 
CH3CH2CH2COOH Масляная кислота 
r Коэффициент корреляции 
P Вероятность 
ΔGо Стандартная энергия 

Гиббса 
Индексы нижние 

исх. исходный 
углевод. углеводы 
Аббревиатуры 
РФФИ Российский фонд фунда-

ментальных исследова-
ний  

ТФ Темновая ферментация 
ОСВ Осадки сточных вод 
ХПК Химическое потребление 

кислорода 
ЛЖК Летучие жирные кислоты 
ДЦЖК Длинноцепочечные   

жирные кислоты 
БГ Биогаз 
Г Газ 
СВ Сухое вещество 
ОВ Органическое вещество 
ГХ Газовый хроматограф 
ГОСТ Межгосударственный 

стандарт 
ПНДФ Природоохранные норма-

тивные документы феде-
ративные 

кДж килоджоуль 

 
1. Материалы и методы 

 
1.1.Инокулят, субстраты,  

минеральная среда 
 

В качестве источника водород-образующих мик-
роорганизмов использовали осадок сточных вод 
(ОСВ) Люберецких очистных сооружений (г. 
Москва). Для получения водорода использовали ряд 
модельных субстратов, представляющих разные 
классы биополимеров, а также комплексные органи-
ческие субстраты. Модель углеводов была представ-
лена картофельным крахмалом (далее – крахмал) c 
молекулярной массой 162.1 г/моль, белков – фермен-
тативным пептоном (далее – пептон), жиров – под-
солнечным маслом (далее – масло). Для имитации 

биополимерного состава комплексных органических 
отходов использовали смесь крахмала, масла и пеп-
тона в соотношении, близком к наблюдающемуся в 
реальных пищевых отходах [12]. Комплексные орга-
нические субстраты были представлены комбикор-
мом для свиней (в основном состоящим из отходов 
переработки злаков, подсолнечного шрота и рапсо-
вого жмыха) и кормом для собак (в состав которого 
входят злаки, мясо и субпродукты, жиры животного 
происхождения, морковь, люцерна, растительные 
масла). Использовавшийся в качестве инокулята 
ОСВ также был субстратом в контрольных опытах, 
где не было добавления иного субстрата. Комплекс-
ные органические субстраты, в т.ч. инокулят, не под-
вергались никакой предварительной обработке, та-
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ким как измельчение, нагрев, обработке реагентами 
и т.п.  

Для культивирования водород-образующих мик-
роорганизмов готовили минеральную среду согласно 
[13], которую перед использованием автоклавирова-
ли при 1 ати в течение 30 мин. 

 
1.2.Проведение эксперимента по ТФ 

 
В стеклянные флаконы общим объемом 265 мл 

добавляли инокулят и субстрат, согласно табл. 1. 
Затем общий объем жидкой фазы доводили мине-
ральной средой до 240 мл. Газовую фазу тщательно 
продували аргоном, флаконы герметично закрывали 
резиновыми пробками. Резиновые пробки протыкали 
толстой медицинской иглой сквозь ребро жесткости, 
к основанию иглы присоединяли 0.5 л мешок с ме-
таллизированной поверхностью (E-Switch, Китай) 
для сбора образующегося биогаза. Флаконы инкуби-
ровали при температуре 55оС. Перемешивание осу-
ществляли 1-2 раза в сутки путем встряхивания 
вручную. Регулярно измеряли объем и состав обра-
зующегося биогаза, а также рН и содержание раство-
ренных метаболитов в сбраживаемой массе. При 
анализе газового состава отбирали пробы как из га-
зовой фазы флакона, так и из мешка, для контроля 
однородности состава газа в них. Регулярно, раз в 1-
2 суток, доводили рН жидкой фазы до 5.5±0.1 путем 
добавления соответствующего количества 5н р-ра 
КОН или HCL. 

 

1.3.Измерение количественного и  
качественного состава биогаза 

 
Измерение объема образующегося биогаза осу-

ществляли с использованием трехкомпонентного 
шприца объемом 50 мл. Наконечник шприца присо-
единяли к клапану мешка с помощью силиконовой 
трубки. Биогаз эвакуировали из мешка путем вытя-
гивания плунжера из цилиндра шприца. Объем эва-
куированного биогаза соответствовал положению 
основания плунжера на шкале, нанесенной на ци-
линдр шприца. Количество H2 и СО2 было рассчита-
но исходя из измерения их объемных концентраций 
в биогазе (БГ) и общего объёма произведенного био-
газа в каждый интервал времени с использованием 
уравнения: 

 
       (1) 

 
 

где: VG, i и V G, i-1 - совокупные объемы газов (H2, СО2) 
в текущий (i) и предыдущий (i – 1) интервалы време-
ни; 
VBGgb,i и VBGr,i - общие объемы биогаза в газовом меш-
ке и газовой фазе флакона в текущем интервале вре-
мени; 
C G, i и C G, i-1 – объемные концентрации газов (H2, 
СО2) в газовой фазе флакона в текущий (i) и преды-
дущий (i – 1) интервалы времени. 

 
Таблица 1  

Характеристика смесей, использованных в работе для проведения процесса ТФ. 
Table 1  

Characteristics of mixtures for carrying out the DF process. 
 

Субстрат 

Крахмал Масло Пептон 

Крахмал+ 
масло+ пеп-

тон 

Комби-
корм для 
свиней 

Корм 
для 

собак ОСВ 
Масса субстрата, г 3.6 3.6 3.6 3.6 10 8 - 
Масса инокулята, г 55 55 55 55 55 55 55 

ОВ (ХПК) смеси, г/л 
17.5 (20.4) 17.5 

(35.9) 
17.5 

(16.6) 
17.5 (20.3) 

37.2 (51.6) 
32.0 

(44.5) 
2.5 

(4.4) 
Соотношение суб-
страт:инокулят, г ОВ/г ОВ  
(г ХПК/г ХПК) 

6.0 
(3.7) 6.0 (7.2) 6.0 (2.8) 

6.0  
(3.6) 13.9 (10.8) 

11.8 
(9.2) - 

Углеводы, г 3.69 0.09 0.09 2.12 3.72 2.93 0.30 
Белки, г 0.15 0.15 3.75 1.47 1.65 1.52 0.55 
Жиры, г 0.02 3.62 0.02 0.27 0.20 0.34 0.05 

Массовое соотношение: 
углеводы: белки: жиры 

224: 
9.0: 

1 

1: 
1.6: 
38.9 

5.7: 
228: 

1 

7.8: 
5.4: 

1 

19.0: 
8.4: 

1 

8.7: 
4.5: 

1 

5.7: 
9.0: 

1 
 

1.4. Аналитические методы 
 

Содержание сухого вещества (СВ) определяли по-
сле высушивания образца до постоянной массы при 
105°C. Зольный остаток определяли при сжигании 
сухого образца в муфельной печи до постоянной мас-
сы при 650oC. Содержание органического вещества 

(ОВ) рассчитывали, как разницу между СВ и зольным 
остатком. Уровень pH определяли с помощью рН-
метра FE20 (Mettler Toledo, Швейцария), оснащенного 
микроэлектродом InLab® (Mettler Toledo, Швейца-
рия). Концентрацию газообразных продуктов ТФ ана-
лизировали с помощью газового хроматографа (ГХ) 

Кристалл 5000.2 (Хроматэк, Россия), как описано 
ранее [14]. Этанол, ацетат, пропионат, н- и изо-
бутират, н- и изо-валерат, капронат определяли на ГХ 

Кристалл 5000.2 (Хроматэк, Россия), как описано ра-
нее [15]. Содержание муравьиной, янтарной и молоч-
ной кислоты определяли с помощью системы высоко-



 
 
 
 

Ю.В. Литти, А.А. Ковалев, Д.А. Ковалев, И.В. Катраева, С.Н. Паршина, Е.А. Журавлева, Е.А. Бочкова 

 
 
М 

International Scientific Journal for  
Alternative Energy and Ecology 
© Scientific Technical Centre «TATA», 2000-2020    

№ 25-27 
(347-349) 

2020 
Международный научный журнал  

«Альтернативная энергетика и экология»  
© Научно-технический центр «TATA», 2000-2020 

113 
 

эффективного капиллярного электрофореза Капель-
205 (Люмэкс, Россия) по ГОСТ Р 56373-2015. Содер-
жание жира определяли путем его экстракции петро-
лейным эфиром в аппарате Сокслета и последующего 
взвешивания, согласно ПНДФ 14.1:2.122-97 и ГОСТ 
13496.15-2016. Определение белков было основано на 
минерализации анализируемого образца при нагрева-
нии с концентрированной серной кислотой в присут-
ствии перекиси водорода, смешанного катализатора, с 
последующей отгонкой аммиака в раствор борной 
кислоты и титровании серной кислотой, согласно 
ГОСТ 26715-85. Углеводы определяли ферроцианид-
ным методом, согласно ГОСТ 5903-89. Химическое 
потребление кислорода (ХПК) определяли бихромат-
ным методом, согласно ПНД Ф 14.1:2.100-97. Эквива-
лентны ХПК конечных продуктов ТФ (водорода, эта-
нола и органических кислот) рассчитывали по урав-
нениям, основанным на средних реакциях окисления 
анализируемых соединений и кислорода воды в каче-
стве акцептора электронов [16]. 
 

2. Результаты и обсуждение 
 

В качестве инокулята в работе использовали сме-
шанную культуру водород-образующих микроорга-
низмов, которая содержалась в ОСВ. Смешанная 
культура обладает рядом преимуществ по сравнению 
с чистой культурой, в частности, не требует наличия 
асептической среды [17], а также показывает лучшие 
результаты по выходу водорода, вероятно за счет 
улучшенной ферментной системы, способной исполь-
зовать более широкий спектр комплексных субстра-
тов в более широком диапазоне рН [18]. Подобранные 
для проведения процесса ТФ условия позволили 
практически полностью подавить активность метано-
генов. Ниже представлена характеристика процесса 
ТФ использованных в работе простых и комплексных 
органических субстратов.  
  

2.1. ТФ простых субстратов 
 

2.1.1.Крахмал 
 

Микробное сообщество инокулята (ОСВ) в анаэ-
робных условиях при пониженном рН (5.5) превраща-
ет крахмал в растворимые метаболиты (спирты, кис-
лоты), CO2 и H2, согласно следующей общему урав-
нению: 
Крахмал → глюкоза + мальтоза → растворимые мета-
болиты+CO2 + H2                                (2) 
Первая реакция – гидролиз крахмала с образованием 
глюкозы и мальтозы, и вторая реакция — это фермен-

тация сахара с образованием растворимых метаболи-
тов, CO2 и H2. Обычно первая реакция является лими-
тирующей, и глюкоза разлагается намного быстрее, 
чем гидролиз крахмала, без значительного накопле-
ния глюкозы (измеряемой как общее количество саха-
ров) в сбраживаемой среде [19]. рН среды в результа-
те биоразложения крахмала в первые сутки резко 
снижался до 4.5, поэтому для восстановления рН до 
5.5 регулярно вносили 5н р-р NaOH. Очевидно, сни-
жение рН было вызвано тем, что накопление ЛЖК 
значительно превышало накопление агентов щелоч-
ности (таких как аммоний, растворенный карбонат и 
бикарбонат), повышающих рН. Количество щелочи, 
затраченной для поддержания рН на уровне 5.5 за 
время эксперимента, составило 0.17 г NaOH/г крахма-
ла. Следует учесть, что титрование сбраживаемой 
массы химическими реагентами для поддержания 
оптимального рН может составлять существенную 
статью расходов при промышленном получении во-
дорода из богатых углеводами отходов. Поэтому, для 
контроля рН при переработке богатых углеводами 
отходов рационально использовать двухстадийный 
процесс с рециркуляцией части эффлюента метантен-
ка, характеризующегося высоким рН, в реактор ТФ 
[20]. 

Глюкоза, получаемая в ур. 2, разлагается далее с 
образованием H2, CO2 и других продуктов в цепочке 
биохимических реакций, подробно описанных в ряде 
обзорных [21] и экспериментальных [20] работ. Тео-
ретически, из 1 моля глюкозы может быть образовано 
максимум 4 моля H2, если конечным продуктом явля-
ется уксусная кислота (ур. 3). В то же время при обра-
зовании масляной (ур. 4) или муравьиной (ур. 5) кис-
лоты, а также этанола (ур. 6), теоретически может 
образоваться лишь 2 моля H2 [21–22]. На практике же 
образуется смесь этих и других конечных продуктов, 
поэтому выход водорода обычно составляет менее 4 
моль/моль глюкозы. Кроме того, образующийся водо-
род может потребляться гомоацетогенами, метаноге-
нами и пропионат-образующими бактериями, что 
также снижает «водородный потенциал» глюкозы. 
Помимо деятельности водород-потребляющих мик-
роорганизмов, снижение водородного потенциала 
может быть вызвано также активностью бактерий, 
образующих из глюкозы лактат, ацетат, этанол и сук-
цинат без сопутствующего образования водорода [20, 
23–24]. Поэтому по преимущественному накоплению 
в среде ацетата в качестве конечного продукта нельзя 
однозначно говорить как о протекании наиболее эф-
фективного пути образования водорода. 
 

C6H12O6 + 2H2O → 2CH3COOH + 2CO2 + 4H2                                                                                                                              (3) 
 

C6H12O6 → CH3CH2CH2COOH + 2CO2 + 2H2                                                                                                                     (4) 
 

C6H12O6 + 2H2O → 2CH3COOH + 2HCOOH + 2H2                                                                                                                                                                        (5) 
 

C6H12O6 + H2O → 2H2 + 2CO2 + CH3COOH + СН3СH2ОН                                                                                          (6) 

Удельный выход водорода из крахмала после вы-
чета эндогенного водорода (из инокулята), согласно 

[25], составил 138 мл Н2/г ОВ или 129 мл Н2/г ХПК 
(рис. 1). Это соответствует 6.16 ммоль Н2 на 1 г 
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крахмала, или 0.998 моль Н2/моль крахмала. С уче-
том неполного разложения крахмала, составившего 
64.5% (Рис. 4), выход водорода в расчете на разло-
женный крахмал составил 1.55 моль Н2/моль крахма-
ла. Основным метаболитом при разложении крахма-
ла являлся ацетат, который составил 48% в расчете 
на ХПК (рис. 3) или 43% в расчете на моли от всех 
метаболитов, ассоциированных с продукцией водо-
рода, согласно ур. 3-6. Основным метаболитом, не 
ассоциированным с продукцией водорода, являлся 
капронат (1.3% и 4.1% в расчете на моли и ХПК, со-
ответственно), который может образовываться за 
счет удлинения ацетатной углеродной цепи с ис-
пользованием этанола в качестве донора электронов 
[26] или из лактата за счет деятельности бактерий 
семейства Ruminococcaceae [27]. Исходя из того, что 
бактерии рода Ruminococcus преобладали в разлага-
ющем крахмал микробном сообществе (90%, данные 
не показаны), часть крахмала могла превращаться в 
капронат через образование лактата, не ассоцииро-
ванного с продукцией водорода [24]. Потребление 
части глюкозы на производство капроната могло 
быть одной из причин того, что исходя из углеродно-
го баланса (ур. 3–6), выход водорода в расчете на 
потребленную глюкозу должен был составить 1.83 
моль Н2/моль крахмала, что выше наблюдаемого 
выхода водорода (1.55 моль Н2/моль крахмала). Со-
держание водорода в суммарном биогазе составило 
60.4% (рис. 2), что является достаточно высокой ве-
личиной, по сравнению с данными других авторов 
[5].  

2.1.2. Подсолнечное масло 
 

В результате анаэробного гидролиза жиров обра-
зуются глицерин и длинноцепочечные жирные кис-
лоты (ДЦЖК). При разложении глицерина сахароли-
тическими клостридиями образуется водород и 
спирты [28]. Выход водорода достигает 23 мл Н2/г 
ХПК глицерина, побочными продуктами являются 
бутират, лактат, этанол и 1.3 пропандиол [29]. Раз-
ложение ДЦЖК (LCFA) происходит по пути бета-
окисления (ур. 7) и является термодинамически не-
выгодной реакцией (ΔGо

 = +48 мДж/моль), протека-
ющей только при очень низких парциальных давле-
ниях водорода (<10-3 атм), при котором величиной 
ΔGо становится отрицательной.  
 
n – LCFA → (n–2) – LCFA + 2СН3СООН + 2Н2                                                (7) 
 
 

Такое низкое парциальное давление может под-
держиваться при удалении водорода метаногенами, 
присутствие которых, как известно, нежелательно в 
процессе ТФ. Кроме того, ДЦЖК ингибируют мик-
роорганизмы, прикрепляясь к клеточной стенке и 
нарушая механизмы клеточного транспорта. Следо-
вательно, получение водорода из ДЦЖК является 
затруднительным. Таким образом, несмотря на отно-
сительно неплохой выход водорода из глицерина, 
получение водорода из жиров может быть не таким 
большим.  

Из рис. 1 видно, что подсолнечное масло облада-
ло крайне низким водородным потенциалом, состав-
лявшим 2.3 мл Н2/г ХПК субстрата после вычета эн-
догенного водорода. Учитывая, что из 1 г подсол-
нечного масла может образоваться примерно 0.1 г 
глицерина [30], а 1 г глицерина эквивалентен 1.23 г 
ХПК, то теоретический выход водорода мог состав-
лять 2.83 мл Н2/г подсолнечного масла или 1.34 мл 
H2/г ХПК подсолнечного масла. Интересно, что сум-
ма ХПК метаболитов, включая водород, этанол и 
органические кислоты, составляла всего лишь 3% от 
исходного ХПК субстрата (Рис. 4), что может гово-
рить о неполном разложении масла, а также о накоп-
лении ДЦЖК, которые в настоящей работе не анали-
зировались. Также вероятно, что какая-то часть во-
дорода могла образоваться за счет возникновения 
синергии и более полного разложения ОВ инокулята 
и подсолнечного масла при ко-ферментации, что 
является частым явлением при метаногенном сбра-
живании ко-субстратов [25]. В целом, выделение 
водорода из подсолнечного масла происходило в 
первые 8 суток, концентрация водорода в биогазе 
при этом достигала 45% (Рис. 2). Ацетат и бутират 
были основными продуктами, соотношение которых 
в расчете на ХПК составляло практически 1:1      
(Рис. 3).  

 
2.1.3. Пептон 

 
Продуктом гидролиза белков являются различные 

аминокислоты. Существует три типа реакций разло-
жения аминокислот в анаэробных условиях: Реакция 
Стиклэнда (ур. 8), окислительное дезаминирование 
аминокислоты (ур. 9) и восстановительное дезами-
нирование аминокислоты (Ур. 10). 
 
 
NH2СH(СН3)СООН +2 NH2 CH2 COOH →  
3СН3СООН+3NH3+ CO2                                                                                                             (8) 
 
HO2CCH(NH2)CH2CH(CH3)2 +3H2O →     
CH3-CH(CH3)-CH2-COOH+ HCO3

-
 + NH4

+ + 2H2                                               (9) 
 
NH2 CH2 COOH + H2 → СН3СООН+NH3                                                               (10) 
 
 

Все три типа разложения аминокислот включают 
образование ЛЖК и аммиака в качестве продуктов. 
Считается, что аминокислоты примерно на 90% раз-
лагаются по реакции Стиклэнда (ур. 8) [31]. Во-
вторых, реакция окислительного дезаминирования 
аминокислоты (ур. 9) является термодинамически 
невыгодной реакцией (ΔGо

 = +4.2 кДж/моль), если 
парциальное давление водорода не поддерживается 
на чрезвычайно низком уровне. В-третьих, амино-
кислоты, такие как глицин, который разлагается при 
восстановительном дезаминировании, могут потреб-
лять водород в качестве донора электронов [31]. 
Следовательно, водород, образуемый по ур. 9, может 
потребляться в термодинамически выгодной (ΔGо= -
77.8 кДж/моль) реакции восстановительного дезами-
нирования (ур. 10). Исходя из вышеизложенного, 
субстраты, богатые протеинами, при разложении не 

могут образовывать большое количество водорода 
[9]. В то же время есть сообщения о том, что с по-

мощью щелочного гидролиза белков за счет измене-
ния структуры белка и аминокислот выход водорода 
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из белков можно повысить в разы, до 205 мл Н2/г 
белка [32]. 

Также, как и подсолнечное масло, пептон обладал 
крайне низким водородным потенциалом, составив-
шим не более 5.0 мл Н2/г ХПКисх. (рис. 1). Образо-
вание водорода из пептона наблюдалось в первые 3-4 
суток, при этом концентрация водорода в биогазе не 
превышала 15% (рис. 2). В отличие от разложения 
крахмала и масла, основным метаболитом при анаэ-
робном разложении пептона был ацетат (66% ХПК 
метаболитов, рис. 3). Довольно низкое содержание 
изо-валерата (5.3 % ХПК) говорило о минорном 
вкладе пути окислительного дезаминирования ами-
нокислоты (ур. 9). Также было отмечено довольно 
высокое содержание сукцината (11.3% ХПК) среди 
конечных продуктов ТФ пептона (рис. 3). 

 
2.1.4. Смесь крахмала, масла и пептона 

 
При разложении смеси крахмала, масла и пептона 

удельный выход водорода составил 56.1 мл Н2/г 
ХПКисх. или 99 мл H2/г ХПКуглевод. исх. (Рис. 1). 
Содержание водорода в образующемся биогазе со-
ставило 51% (Рис. 2). Пренебрегая минимальным 
производством водорода из белков и жиров, как по-
казано выше, добавление к крахмалу пептона и под-
солнечного масла снижало удельный выход водоро-
да примерно на 23%. Вероятно, это было вызвано 
ингибирующим воздействием ДЦЖК – продуктов 
разложения жиров. Доля ацетата (в расчете на ХПК) 
была наибольшей среди растворимых метаболитов и 
составила 45.9%. Можно отметить также значитель-
ное увеличение продукции капроната (до 6% ХПК 
метаболитов), по сравнению с ТФ крахмала (рис.3). 
Бактерии рода Ruminococcus, также как и при ТФ 
крахмала, доминировали в микробном сообществе, 
ферментирующем смесь крахмала, масла и пептона 
(78%, данные не показаны), и полностью отсутство-
вали при ТФ пептона и подсолнечного масло. Из 
этого можно сделать вывод, что накопление капро-
ната было вызвано неблагоприятными для Rumino-
coccus условиями среды вследствие добавления пеп-
тона и подсолнечного масла.  

 
3.ТФ комплексных органических субстратов 

 
3.1.Комбикорм для свиней 

 
Удельный выход водорода из комбикорма для 

свиней составил 59.5 мл Н2/г ОВисх., или 32.1 мл 
Н2/г ХПКисх. или 91.6 мл H2/г ХПКуглевод. исх. 
(рис. 1). Содержание водорода в образующемся био-
газе составило 52.9% (рис. 2). Удельный выход водо-
рода из углеводов и содержание водорода в биогазе 
из комбикорма для свиней было практически одина-
ковым с таковыми из смеси крахмала, масла и пеп-
тона. В то же время баланс ХПК конечных продук-
тов (рис. 4) показал, что при разложении комплекс-
ного органического отхода на долю водорода и рас-
творимых метаболитов приходилось в 2 раза меньше 

ХПК, чем при разложении смеси простых субстратов 
(20% в комбикорме для свиней против 40% в смеси 
крахмала, масла и пептона). Известно, что основным 
препятствием для получения высоких выходов водо-
рода при ТФ органических отходов является недо-
статочная степень разложения сложных субстратов 
[33]. Вероятно, крупный размер частиц вследствие 
отсутствия тщательного измельчения является одной 
из причин неполного разложения комплексных суб-
стратов, в частности комбикорма для свиней. Про-
цесс ТФ стеблей пшеницы в периодическом режиме 
с использованием смешанной культуры микроорга-
низмов показал, что чем меньше был размер частиц 
субстрата, тем лучше была характеристика произ-
водства биоводорода в работе [34]. Из рис. 2 видно, 
что в отличие от ТФ простых субстратов, при ТФ 
комбикорма для свиней основным растворимым ме-
таболитом был бутират (56.4% ХПК), что говорило о 
не самом эффективном пути образования водорода. 
 

3.2.Корм для собак 
 

Удельный выход водорода из корма для собак со-
ставил 63.3 мл Н2/г ОВисх., или 46.5 мл Н2/г 
ХПКисх. или 143.4 мл H2/г ХПКуглевод. исх. (рис. 
1). Полученные значения были немного выше 57.7 
мл Н2/г ОВисх., полученных в работе [35], что, впро-
чем, могло объясняться различием в составе. Содер-
жание водорода в образующемся биогазе составило 
31.9% (рис. 2). Более высокий удельный выход водо-
рода из корма для собак, по сравнению с комбикор-
мом для свиней, вероятно объяснялся тем, что ком-
бикорм для свиней был приготовлен из более грубых 
и крупных неизмельченных компонентов, и по 
нашим наблюдениям, хуже набухал и распадался в 
воде. Возможно, за счет более полной деградации 
углеводов, содержавшихся в корме для собак, удель-
ный выход водорода в расчете на исходные углеводы 
был даже выше (на 10%), чем при ТФ крахмала (Рис. 
1). Растворимые метаболиты при ТФ корма для со-
бак в основном были представлены бутиратом 
(44.6% ХПК) и этанолом (35% ХПК), продукция ко-
торых сопровождается образованием лишь 2 молей 
H2/моль глюкозы, согласно ур. 4 и ур. 6, соответ-
ственно.  
 

3.3.ОСВ 
 

При использовании ОСВ в качестве субстрата для 
ТФ образовалось 16.2 мл Н2/г ОВисх., или 9.3 мл 
Н2/г ХПКисх. или 98 мл H2/г ХПКуглевод. исх. 
(рис.1). Содержание водорода в биогазе было до-
вольно низким и составляло 13.8% (рис. 2), что, ви-
димо, объяснялось высокой долей белков в органи-
ческом веществе ОСВ (табл. 1). Полученные данные 
по удельном выходу водорода значительно превы-
шают данные, представленные в работе [11], где в 
мезофильных условиях выход водорода составил 
32.6 мл Н2 на г ХПК углеводов, содержащихся в 
ОСВ. Вероятно, это объясняется более полной де-
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градацией углеводов за счет использования термо-
фильного режима (55оС) и довольно длительного 
инкубирования (13 суток). На это указывает очень 
высокая доля водорода и растворимых метаболитов 
(в сумме 67%) в балансе ХПК (рис. 4). Значимая 
часть водорода могла быть также образована из бел-
ков, на что указывают результаты ряда исследова-
ний. Так, после предварительной обработки щело-
чью выход водорода из ОСВ увеличивался почти в 2 
раза, с 9.1 до 16.6 мл Н2/г СВ в работе [36]. При этом 
белки, а не углеводы, были главными компонентами 
ОСВ, при разложении которых выделялся водород. 
Главным продуцентом водорода в обработанном 
щелочью ОСВ были Eubacterium multiforme и 
Paenibacillus polymyxa, метаболизирующих протеи-

ны. Похожие результаты при получении водорода из 
обработанного щелочью (рН 12, выдерживание в 
течение суток) ОСВ наблюдались в работе [13]. Мак-
симальное производство водорода составило 10.32 
мл/г ХПК ОСВ, за счет деятельности протеин-
разлагающих бактерий. В то же время после терми-
ческой обработки ОСВ (100оС, 15 мин) максималь-
ное образование водорода составляло лишь 8.94 мл 
H2/г ХПК, в основном за счет активности бактерий, 
метаболизирующих глюкозу. При разложении сыро-
го ОСВ выход водорода при нейтральном рН соста-
вил всего лишь 0.35 мл H2/г ОВ, однако после обра-
ботки щелочью выход водорода увеличился до 16.26 
мл Н2/г ОВ в работе [37], что согласуется с получен-
ными нами данными (рис. 1). 

 

  
Рис. 1. Удельный выход Н2 в зависимости от  

использованного субстрата. 
Fig. 1. Specific yield of H2. 

Рис. 2. Содержание Н2 и СО2 в биогазе (в суммарном биога-
зе после полного прекращения образования Н2) в зависимо-

сти от использованного субстрата. 
Fig. 2. Content of Н2 and СО2 in biogas (in total biogas after 

complete cessation of Н2 production). 
 
 
 

  
Рис. 3. Удельный выход растворимых метаболитов (анали-
зируемых в работе) в зависимости от использованного суб-

страта на момент полного прекращения образования Н2. 
Fig. 3. Specific yield of soluble metabolites after complete cessa-

tion of H2 production. 

Рис. 4. Баланс ХПК конечных продуктов на момент полного 
прекращения образования Н2. 

Fig.4. The balance of the COD of end products after the com-
plete cessation of biohydrogen production. 

 
 
 
 

4. Связь биополимерного состава субстратов с 
характеристиками процесса ТФ 
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Возможные взаимосвязи между биополимерным 
составом использованных в работе субстратов и ха-
рактеристиками процесса ТФ были проанализирова-
ны с применением коэффициентов ранговой корре-
ляции Спирмена. В табл. 2 представлены некоторые 
характеристики процесса ТФ, которые имели наибо-
лее статически значимую корреляцию с содержани-
ем белков, жиров и углеводов. Показано, что кон-
центрация углеводов, а также соотношение углево-
ды/белки и углеводы/жиры в субстрате были основ-
ными факторами, влияющими на удельный выход 
Н2, его содержание в биогазе, а также соотношение 
Н2/растворимые метаболиты (по ХПК). Удельный 
выход Н2 значительно повышался с увеличением 
соотношения углеводы/белки (r = 0.88, P <0.01) и 

углеводы/жиры (r = 0.83, P <0.05). Содержание H2 в 
биогазе также положительно коррелировало с кон-
центрацией углеводов (r = 0.78, P <0.05) и соотноше-
нием углеводы/белки (r = 0.81, P <0.05). Доля H2 в 
балансе ХПК конечных продуктов ТФ увеличивалась 
с повышением содержания углеводов (r = 0.82, P 
<0.05), соотношения углеводы/белки (r = 0.88, P 
<0.01) и углеводы/жиры (r = 0.78, P <0.05). Концен-
трация белков в субстрате оказывало статистически 
значимое положительное влияние на накопление 
ацетата (r = 0.93, P <0.01) и сукцината (r = 0.85, P 
<0.05), а углеводов – на накопление капроната (r = 
0.78, P <0.05).  

 

Таблица 2. 
Коэффициенты корреляции Спирмена между биополимерным составом субстратов и некоторыми характеристиками            

процесса ТФ. Статистически значимые значения обозначены символами: ** P <0.01; * Р <0.05. 
Table 2. 

Spearman's correlation coefficients between the biopolymer composition of substrates and some characteristics of the DF process. 
Statistically significant values are indicated by symbols: ** P <0.01; * P <0.05. 

 

 Параметр 

Углеводы, г/л Белки, г/л Жиры, г/л Углеводы/ бел-
ки, г/г 

Углево-
ды/жиры, г/г 

Белки/ жиры, 
г/г 

Ацетат, мМ 0.30 0.93** -0.30 -0.02 0.31 0.45 
Капронат, мМ 0.78* 0.16 -0.06 0.66 0.66 0.01 

Сукцинат, мМ 0.04 0.85* 0.11 -0.25 -0.04 0.09 
H2 в биогазе, % 0.78* -0.11 0.11 0.81* 0.70 -0.18 
H2, мл/г ОВисх. 0.74 -0.26 0.04 0.88** 0.83* -0.18 
Н2/растворимые  
метаболиты,       г 
ХПК/г ХПК 0.82* -0.07 0.33 0.88** 0.78* -0.43 

 
Заключение 

 
Среди использованных в работе простых субстра-

тов крахмал отличался наиболее высоким удельным 
выходом водорода (≈200 мл Н2/г ХПК разложенного 
крахмала) и его содержанием в биогазе (60.4%). Пеп-
тон и подсолнечное масло практически не продуци-
ровали водород; продукты их распада, очевидно, 
действовали угнетающе на метаболизирующих угле-
воды микроорганизмов, что выражалось в 23% сни-
жении удельного выхода водорода из крахмала. Зна-
чительные отличия в характеристиках ТФ комплекс-
ных субстратов (9.3–46.5 мл Н2/г ХПК, 91.6–143.4 мл 
Н2/г углеводов, 13.8–52.9% Н2 в биогазе) были вы-
званы не только разным соотношением биополиме-
ров, но и видимо, разной природой и биодоступно-
стью этих субстратов для микроорганизмов. Доволь-
но низкая доля водорода в балансе ХПК была след-
ствием неполной степени разложения использован-
ных субстратов. В то же время доля водорода среди 
конечных продуктов ТФ богатых углеводами суб-
стратов составляла от 10 до 18%. 

В целом, исключительно углеводы отвечали за 
высокий водородный потенциал использованных в 
работе субстратов, т.к. содержание белков и жиров 
не имело статистически достоверной корреляции с 

водородным потенциалом, что согласуется с резуль-
татами [7]. Что касается растворимых метаболитов, 
то белки оказывали статистически значимое положи-
тельное влияние на накопление ацетата и сукцината, 
а углеводы – на накопление капроната. 

 
Выводы 

 
1. Крахмал отличался наиболее высоким 

удельным выходом биоводорода (≈200 мл Н2/г ХПК 
разложенного крахмала) и его содержанием в биога-
зе (60.4%). 

2. Добавление пептона и подсолнечного масла 
снижало удельный выход водорода из крахмала. 

3. Доля водорода среди конечных продуктов 
темновой ферментации богатых углеводами субстра-
тов составляла от 10 до 18% по ХПК. 

4. Белки оказывали статистически значимое 
положительное влияние на накопление ацетата и 
сукцината, а углеводы – на накопление капроната. 
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Рае Квон Чунг: Россия играет 
важную роль в глобальном                            

энергетическом переходе 

 
Председатель Международного комитета по присуждению премии «Глобальная энергия», лауреат Но-

белевской премии мира, профессор Рае Квон Чунг выступил с докладом на Третьей экспертной онлайн-
встрече «Энергетический переход и постковидный мир». 

 Встреча прошла в рамках проекта «Россия и мир: профессиональный разговор», совместно организован-
ного ИМЭМО РАН и «Интерфаксом».  

Рае Квон Чунг известен как мировой эксперт в сфере низкоуглеродного «зеленого роста» экономики. Он 
популяризирует концепцию экологически чистого развития, согласно которой развивающиеся страны могут 
самостоятельно инициировать проекты по уменьшению выбросов парниковых газов, а процесс их экономиче-
ского развития во многом зависит от успешной борьбы с климатическими изменениями.  

По мнению профессора Чунга, Россия играет важную роль в глобальном энергетическом переходе – по-
степенной диверсификации мирового энергобаланса, предполагающей сокращение использования ископае-
мого углеводородного топлива. «России надо подумать над тем, как реструктурировать и трансформиро-
вать энергетический ладншафт в предстоящие годы. Ключевую роль здесь могут сыграть технологии улав-
ливания углерода с одновременным ростом производства водорода», — отметил Рае Квон Чунг. В качестве 
примера он сослался на научные исследования, представленные в докладе Ассоциации «Глобальная энер-
гия» «10 прорывных идей в энергетике на следующие 10 лет». 

Эксперт уверен, что с развитием подобных технологий (и, соответственно, с появлением новых мировых 
рынков) у России появится возможность экспортировать не только ископаемые виды топлива, но и «зеленый 
водород» как новый энергоноситель 
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