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В статье приведены результаты исследования ферментативного гидролиза 
отходов переработки злаковых культур. Показана достаточно высокая активность 
отечественного препарата ЦеллоЛюкс-А в реакции ферментативного гидролиза 
целлюлозосодержащего сырья, полученного в процессе предварительной химической 
обработки соломы и шелухи овса. 

 
ВВЕДЕНИЕ 

В настоящее время во всем мире на-
блюдается рост производства этилового 
спирта. Это связано с его применением в ка-
честве биотоплива. Использование смесей 
бензин-этанол в качестве моторного топлива 
известно давно. В Европе и США широко ис-
пользуется топливо представляющие собой 
смесь бензина с 10 % и 20 % добавкой этано-
ла. Данный вид топлива позволяет его ис-
пользовать в двигателях внутреннего сгора-
ния без переделки последних. В Бразилии 
сотни тысяч машин работают на этаноле. 
Толчком к этому послужил энергетический 
кризис семидесятых годов. Для России во-
прос производства биотоплива так остро как 
для Запада не стоит. Однако повышение цен 
на нефть, а, следовательно, и на нефтепро-
дукты заставляет взглянуть на спирт с другой 
стороны. 

Традиционно для производства этилово-
го спирта используют крахмалосодержащее 
сырье и сахар (меласса). В качестве крахма-
лосодержащего сырья преимущественно ис-
пользуются хлебные злаки (пшеница, рожь, 
ячмень), рис, кукуруза, и особенно карто-
фель. Перечисленное сырье является пище-
выми продуктами. Учитывая нарастающий 
дефицит продуктов питания, получение спир-

та из целлюлозы является перспективным. 
Преимущество данного вида сырья также за-
ключается в том, что в мире ежегодно возоб-
новляется до 100 млрд. т. целлюлозы, в то 
время как крахмала только 1 млрд. т., а саха-
ра – 0,1 млрд. т. 

Исходя из выше изложенного, актуаль-
ными являются исследования получения эти-
лового спирта из целлюлозосодержащего сы-
рья. 

Традиционно этиловый спирт получают 
брожением сахаров, чаще всего глюкозы под 
влиянием энзимов и дрожжей. Глюкоза или 
содержится в исходных продуктах, или ее по-
лучают гидролизом полисахаридов – крахма-
ла и клетчатки. 

Для замены пищевых продуктов в произ-
водстве спирта ведутся активные поиски эко-
номически выгодной технологии получения 
спирта из целлюлозы, содержащейся в боль-
ших количествах в отходах лесной, целлю-
лозной и деревообрабатывающей промыш-
ленности. Эта отрасль промышленности под 
названием гидролизной получила в СССР 
широкое развитие [1]. 

Гидролиз целлюлозы до глюкозы можно 
осуществить двумя способами: химическим и 
ферментативным. В основе химического гид-
ролиза лежит реакция: 

 

 
Данная реакция протекает под действи-

ем кислот, поэтому остро стоит проблема, 
связанная с утилизацией отходов. 

Для практического использования про-
цессов ферментативного гидролиза целлюло-
зосодержащего сырья необходимы получение 
высокоактивных ферментных препаратов, 
активация исходных субстратов, выбор опти-

мальных параметров процесса ферментации. 
Последний метод имеет преимущество, 

заключающееся в использовании экологиче-
ски чистых технологий, основанных на при-
родных процессах и механизмах конверсии 
веществ ферментами микробного происхож-
дения [2]. 

Механизм ферментативного гидролиза 

Целлюлоза Амилоид Целлобиоза Глюкоза

(C6H10O5)n (C6H10O5)x C12H22O11 C6H12O6

H2OH2OH2O

где x<<n
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несколько сложнее химического, но позволяет 
селективно проводить гидролиз и в отличие 
от химического гидролиза не приводит к об-
разованию целого ряда побочных продуктов и 
большого количества отходов. 

Ферментативная деструкция целлюлозы 
происходит, как правило, под действием не 
отдельных ферментов, а полиферментных 
систем (комплексов). Ферментам, входящим 
в состав этих систем, присуща определенная 
специализация: одни из них эффективно гид-
ролизуют «внутренние» гликозидные связи 
между моносахаридными остатками, удален-
ными от концов полисахарида (их называют 
эндоферменты); другие предпочтительно 
расщепляют «внешние» гликозидные связи, 
находящиеся на концах полисахаридной мо-
лекулы (экзоферменты). Глюкозидазы осуще-
ствляют гидролиз гликозидных связей ди- и 
олигосахаридов. 

Целлюлазный комплекс состоит, как 
правило, из ферментов четырех типов: эндо-
1,4-β-глюканазы, экзо-1,4-β-глюканазы (экзо-
целлобиогидролазы), экзо-1,4-β-глюкозидазы 
и целлобиазы (β-глюкозидаза). 

Глубокий гидролиз целлюлозы осущест-
вляется в результате согласованного дейст-
вия полиферментной системы (полифер-
ментного целлюлазного комплекса), состоя-
щей из эндо- и экзодеполимераз и β-
глюкозидаз [3]. 

Методы предобработки целлюлозосо-
держащего сырья (ЦСС) по характеру воз-
действия можно разделить на четыре типа: 
физические, механические, химические и 
биологические. 

К физическим методам относятся обра-
ботка γ-лучами или потоком электронов, об-
работка микроволновым излучением (от 2400 
до 2500 МГц), нагревание на воздухе или в 
атмосфере СО2 (100°С), в воде или в кероси-
не, охлаждение, обработка при повышенном 
или пониженном давлении, действие ультра-
звука. Облучение высокой энергии приводит к 
деполимеризации целлюлозы, и накоплению 
микродефектов в ее трехмерной структуре. 
Что в конечном счете приводит к увеличению 
реакционную способность ЦСС от 2 до 5 раз 
[4, 5]. 

Механические методы предобработки 
ЦCC заключаются в их измельчении на раз-
личных видах мельниц (шаровые, коллоид-
ные или вибромельницы), дезинтеграторах и 
дробилках, диспергировании на вальцах и т.д. 
Измельчают ЦCC как в сухом, так и во влаж-
ном виде. Использование механических ме-
тодов приводит к разрушению кристалличе-
ской структуры целлюлозы, увеличению по-

верхности, доступной целлюлолитическим 
ферментам и, как следствие, к значительному 
возрастанию реакционной способности ЦСС 
(в 10 и более раз) [6]. 

Химические методы предобработки ос-
нованы на способности тех или иных химиче-
ских соединений растворять лигнин или цел-
люлозу, либо приводить к набуханию или 
разрушению еѐ структуры. Комплексные со-
единения Cd, Ni, Zn с этилендиамином, со 
щелочью и биуретом, концентрированные 
минеральные кислоты (фосфорная, серная, 
соляная) могут растворять целлюлозу. При 
разбавлении таких растворов водой, ацето-
ном или спиртом происходит осаждение (ре-
генерация) целлюлозы. Регенерированная 
целлюлоза является практически аморфной. 
Аморфную целлюлозу так же получают обра-
боткой параформом в диметилсульфоксиде. 
Растворение или набухание целлюлозы про-
исходит в результате воздействия четвертич-
ных аммониевых оснований (тетраметил-, 
триметилэтил-, триметилбензил-), первичных 
моно-, ди- и триаминов жирного ряда. Такая 
обработка с последующим вытеснением хи-
мических реагентов органическими раствори-
телями сопровождается значительной амор-
физацией целлюлозы [7]. 

Набухание, растворение и аморфизация 
целлюлозы происходит также в растворах 
неорганических солей [7]. 

Делигнификация ЦСС осуществляется 
разбавленными растворами щелочи (от 1 % 
до 2 %), как правило, NaOH или аммиаком 
(водным или газообразным) при кипячении 
или автоклавировании. К делигнификации 
приводит широко применяемый в целлюлоз-
но-бумажной промышленности процесс 
сульфатной или сульфитной варки [4, 8]. 

В качестве химических методов предоб-
работки ЦСС используют также методы, ос-
нованные на действии окислителей [9]. 

Следует отметить получившую большое 
развитие так называемую взрывную дефиб-
рацию ЦСС по декомпрессионному принципу 
(или паровой взрыв). ЦСС подвергают крат-
ковременному воздействию перегретого пара 
под давлением, далее давление сбрасывают, 
что вызывает паровой взрыв ЦСС. При таких 
условиях лигнин плавится, частично разру-
шается и выходит из структуры целлюлозы, 
кроме того, под действием парового взрыва 
происходит частичная дезинтеграция целлю-
лозы, а также гидролиз гемицеллюлоз. 

Химические методы предобработки, ос-
нованные на аморфизации или набухании 
целлюлозы, приводят от 10 до 15 кратному 
увеличению ее реакционной способности; 



 
 
 

БУДАЕВА В.В., МИТРОФАНОВ Р.Ю., ЗОЛОТУХИН В.Н. 
 

324                                                                  ПОЛЗУНОВСКИЙ ВЕСТНИК №3 2008 

делигиификация, паровой взрыв и другие ме-
тоды увеличивают реакционную способность 
от 5 до 10 раз. 

Биологические методы предобработки 
основаны на использовании лигнолитических 
микроорганизмов, способных избирательно 
по отношению к целлюлозе утилизировать 
лигнин в качестве источника углерода. Эти 
методы требуют достаточно большого време-
ни и относительно эффективны [10]. 

Каждый из приведенных выше методов 
предобработки имеет достоинства и недос-
татки. Основным их плюсом является значи-
тельное увеличение реакционной способно-
сти целлюлозосодержашего сырья. Основ-
ным минусом – достаточно высокая стои-
мость. 

Анализ данных по влиянию совмещения 
разных методов предобработки на реакцион-
ную способность ЦCC показывает, что в слу-
чае одновременного применения двух эф-
фективных методов, каждый из которых при-
водит к существенному увеличению реакци-
онной способности (таких, как делигнифика-
ция, измельчение, обработка концентриро-
ванными Н3РО4 или NaOH, кадоксеном) не 
происходит прямого суммирования их инди-
видуального действия, а наблюдается лишь 
определенная аддитивность, а в ряде случа-
ев и элиминирование действия друг друга. 
Напротив, совмещение слабо и сильно дей-
ствующих методов (например, обработка 
линта 1% NaOH и его измельчение) приводит 
к суммированию воздействия. По-видимому, 
индивидуальное действие каждого эффек-
тивного метода предобработки уже приводит 
к возникновению таких качественных измене-
ний в структуре ЦСС, что исключает возмож-
ность существенных дополнительных изме-
нений при применении другого эффективного 
метода предобработки [4]. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Для изучения ферментативного гидроли-
за соломы и шелухи овса было приготовлено 
7 образцов отличающихся методами предоб-
работки. Общая схема изображена на рисун-
ке 1. Образец №5 (с) перед проведением ще-
лочной делигнификации подвергают предва-
рительному гидролизу соляной кислотой. Для 
этого 100 г соломы в 1,5 л 0,2 М раствора со-
ляной кислоты нагревают от 2 до 4 ч при тем-
пературе от 95 °C до 98 °C. По окончании вы-
держки охлаждают, фильтруют, промывают 
солому на фильтре водой и далее проводят 
обработку раствором щелочи. 

Предобработанный материал фракцио-
нируют. Для работы отбирают фракцию с 

размерами частиц от 0,63 мм до 2,5 мм. В 
подготовленных к ферментации образцах оп-
ределяют влажность и остаточный лигнин. 
Результаты сведены в таблицу 1. 

 
Проведение ферментативного гидролиза 
В коническую колбу емкостью 500 см

3
 

помещают 5 г целлюлозосодержащего сырья, 
150 см

3
 ацетатного буфера (рН = 4,7), в кото-

ром растворен ферментный препарат (Цел-
лоЛюкс-А). Образец ферментируют в течение 
72 ч при 50 ± 2 ºС и интенсивном перемеши-
вании. По окончании процесса остаток от-
фильтровывают под вакуумом, отжимают и 
высушивают. В гидролизате определяют со-
держание редуцирующих веществ (РВ) и глю-
козы. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 
Исследование влияния предобработ-

ки на концентрацию глюкозы в гидролиза-
те 

В работе было использовано три вида 
предобработки – это обработка раствором 
щелочи, обработка пероксидом водорода в 
щелочной среде и их поочередное воздейст-
вие.  

Из результатов, представленных в таб-
лице 1 видно, что содержание глюкозы в гид-
ролизате нативных соломы и шелухи овса 
мало, что связано с высоким содержанием 
лигнина, который экранирует волокна от дей-
ствия ферментов. Наибольшая глубина гид-
ролиза получена при ферментации образца 
№3 (ш), что связано с низким содержанием 
лигнина и дополнительным разрыхлением 
структуры целлюлозы под действием химиче-
ской предобработки. 

 
Исследование зависимости концентрации 

глюкозы от времени ферментации 
 
Образцы №3 (ш) и №5 (с) были подверг-

нуты ферментации в течение трех суток. В 
первые 8 часов пробы на содержание глюко-
зы отбирались через каждые 2 часа, далее 
через каждые 8 часов. Полученные результа-
ты графически отображены на рис. 2.  

Данные эксперимента показывают, что в 
первые 8 ч наблюдается максимальная ско-
рость гидролиза. В гидролизате образца №3 
(ш) накапливается 3,04 г/л глюкозы за 8 часов 
проведения процесса. 

Скачок в области от 24 до 48 ч  можно 
объяснить присутствием в растворе прочно и 
слабо адсорбирующихся ферментов. Прочно 
адсорбирующиеся ферменты относительно 
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быстро гидролизуют реакционноспособный 
субстрат в локальной зоне их дислокации, но 
их транспорт по поверхности затруднен и 
происходит медленно. Слабо адсорбирую-
щиеся ферменты после акта гидролиза глю-
козидной связи на поверхности целлюлозы 
десорбируются в раствор. Слабо адсорби-
рующиеся ферменты, как правило, гидроли-
зуют субстрат в зонах дислокации прочно ад-
сорбирующихся ферментов, таким образом, 

давая им возможность изменить свое место 
положение и оказаться на более реакционном 
участке. Данный факт объясняет представ-
ленную графическую зависимость. 

 
 
 
 

 
Рисунок 1. Общая блок-схема предварительной обработки образцов 
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Таблица 1 

№ и характеристика 
образца 

Масса  
навески, 

г 

Массовая 
доля лигнина, 

% 

Потеря в массе 
при ферментации, 

г 

Масса глюкозы в 
гидролизате, 

мг/мл 

Масса РВ в гид-
ролизате, мг/мл 

0. Солома исходная 5 18,20 0,30 0,60 0,61 

1. Шелуха исходная 5 17,41 0,02 0,32 0,33 

2. Шелуха исходная 
после обработки Н2О2 
в щелочной среде 

5 7,77 0,40 1,91 4,64 

3. Шелуха после ще-
лочной делигнифика-
ции, обработанная 
Н2О2 в щелочной среде 

5 4,29 0,80 3,31 5,50 

4. Шелуха после ще-
лочной делигнифика-
ции 

5 5,07 0,45 2,89 5,22 

5. Солома после ще-
лочной делигнифика-
ции 

5 5,74 0,30 1,84 2,80 

6. Солома после ще-
лочной делигнифика-
ции, обработанная 
Н2О2 в щелочной среде 

5 4,65 0,40 1,64 2,50 
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Рисунок 2. Изменение концентрации глюкозы от времени ферментации 
 
Исследование зависимости выхода 

глюкозы от массы ферментного препа-
рата ЦеллоЛюкс-А 

 
В качестве субстрата были взяты три 

образца. Два из них являются модельными 

– это хлопковый линт и фильтровальная 
бумага. Ферментацию проводили в выше-
описанных условиях в течение 8 ч. Полу-
ченные результаты графически отображены 
на рис. 3. 
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Рисунок 3. Зависимость выхода глюкозы от массы ферментного препарата ЦеллоЛюкс-А 
 
Из диаграммы видно, что увеличение 

массы ферментного препарата в 10 раз 
приводит к соответствующему увеличению 
концентрации глюкозы в гидролизате хлоп-
кового линта. В гидролизатах образца №2 
(ш) и фильтровальной бумаги увеличение 
концентрации ферментного препарата в 10 
раз не способствует значительному увели-
чению концентрации глюкозы. По-видимому, 
это объясняется тем, что хлопковый линт 
представляет собой чистую целлюлозу, в то 
время как фильтровальная бумага и обра-
зец №2 (ш) являются композиционными ма-
териалами. В состав фильтровальной бума-
ги кроме волокнистой целлюлозы входят 
склеивающие вещества, а образец №2 (ш) 
представляет собой лигноцеллюлозу. Вхо-
дящие в бумагу и лигноцеллюлозу (клей и 
лигнин) оказывают экранирующие действие 
на атаку ферментов волокна целлюлозы. 
Исходя из этого, можно сделать вывод, что 
предобработка должна максимально осво-
бодить ЦСС от лигнина и максимально раз-
рыхлить волокна. 

 
ВЫВОДЫ 
На основании проведенных исследо-

ваний и полученных данных можно сделать 
следующие выводы: 

- последовательная обработка раство-
ром щелочи и пероксидом водорода в ще-
лочной среде является наиболее эффек-
тивной из химических методов предобра-
ботки для ферментативного гидролиза со-
ломы и шелухи овса. 

- показана возможность использования 
отходов растениеводства Алтайского края, а 
именно соломы и шелухи овса для получе-
ния биоэтанола. 

- показана достаточно высокая актив-
ность препарата ЦеллоЛюкс-А (г. Бердск) в 
реакции ферментативного гидролиза соло-

мы и шелухи овса. 
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