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В России актуальной является проблема утилизации отходов агропромышленного ком-

плекса. В частности, на перерабатывающих овёс предприятиях скапливается огромное ко-
личество его плодовых оболочек, которые никак рационально не утилизируются, но имеют 
большой потенциал применения. Ввиду высокого содержания углеводной фракции плодовые 
оболочки овса являются перспективным сырьем для множества ценных веществ, в том 
числе биоэтанола.  

Целью данной работы являлось исследование возможности повышения выхода биоэта-
нола из продукта щелочной делигнификации плодовых оболочек овса (субстрата) в совме-
щенном процессе ферментативного гидролиза и спиртового брожения с применением пери-
одической подпитки. Процесс проводился в ферментере общим объёмом 11 л. Концентрация 
субстрата в опыте увеличивалась от 30 г/л до 120 г/л (подпитка по 30 г/л каждые 12 ч). 
Вместе с субстратом вносилось соответствующее количество промышленных целлюлаз-
ных и гемицеллюлазных ферментных препаратов – «Целлолюкс-А» и «Брюзайм BGX». В ка-
честве засевных дрожжей для спиртового брожения использовалась адаптированная к фер-
ментативному гидролизату используемого субстрата культура ВКПМ Saccharomyces сere-
visiae Y-1693. Выход биоэтанола от массы целлюлозы в субстрате составил 29,2 %.  
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фикация, ферментативный гидролиз, ферментные препараты, спиртовое брожение, Sac-
charomyces сerevisiae Y-1693, периодическая подпитка, биоэтанол. 

 
ВВЕДЕНИЕ 

 
Известно, что на заводах по переработке 

овса в крупу, толокно, хлопья «Геркулес», 
муку, кормовые продукты остается огромное 
количество отходов – плодовых оболочек ов-
са (ПОО), которые имеют большой потенциал 
применения по различным направлениям 
промышленности, но по факту сжигаются в 
котлах-утилизаторах, вывозятся в хозяйства 
для подстилки животным, мульчирования 
почвы или просто выбрасываются на свалку 
[1–2]. ПОО состоят в основном из целлюлозы, 
гемицеллюлоз и лигнина. Особую ценность 
представляет углеводная фракция (целлюло-
за и гемицеллюлозы), которая может быть 
деполимеризована в моносахариды – источ-
ник широкого спектра ценных продуктов.  

Перспективным направлением утилиза-
ции ПОО является переработка их в техниче-
ский этиловый спирт (биоэтанол). Технология 
биоэтанола из возобновляемого целлюлозо-
содержащего сырья (чем и являются ПОО) 
широко обсуждается сегодня и предполагает 
биоконверсию микроорганизмами (чаще 
дрожжами-сахаромицетами) моносахаридов, 

образующихся в результате ферментативно-
го гидролиза целлюлозы и гемицеллюлоз 
субстрата, полученного физико-химической 
обработкой исходного сырья [3–4]. 

В настоящее время в России производ-
ство биоэтанола по такой схеме ошибочно 
считается нерентабельным, и, как и в любом 
производстве, перед учеными ставится це-
лью получение наиболее возможного количе-
ства целевого продукта с единицы исходного 
сырья при минимально возможных затратах. 
Казалось бы, при увеличении концентрации 
субстрата для ферментативного гидролиза 
полученная концентрация моносахаридов и, 
следовательно, биоэтанола будет выше. Од-
нако существует закономерность: эффектив-
ность конверсии целлюлозы при фермента-
тивном гидролизе уменьшается обратно про-
порционально увеличению концентрации 
субстрата. Такой эффект могут вызывать 
следующие факторы: ингибирование фер-
ментов побочными продуктами, высвобожда-
емыми при предварительной обработке сы-
рья, непродуктивная адсорбция ферментов 
на субстрате, ограниченный массоперенос и 
застойные зоны в реакторе из-за высокой 
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вязкости при высоких концентрациях субстра-
та [5–7]. 

Для преодоления этой проблемы был 
исследован совмещенный процесс фермен-
тативного гидролиза и спиртового брожения с 
периодической подпиткой субстрата – про-
дукта щелочной делигнификации ПОО (ПЩД 
ПОО). В ранее проведенных работах с дан-
ным субстратом было показано преимуще-
ство совмещения технологических стадий 
ферментативного гидролиза и спиртового 
брожения [8] и преимущество метода подпит-
ки субстратом и ферментными препаратами 
(ФП) при ферментативном гидролизе ПЩД 
ПОО [9]. 

В данной работе исследовалась воз-
можность повышения выхода биоэтанола из 
водной суспензии с повышенной концентра-
цией ПЩД ПОО путем совмещения фермен-
тативного гидролиза и спиртового брожения, 
внося субстрат и ФП порциями (периодиче-
ская подпитка). 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

 
Субстрат (ПЩД ПОО) был получен на 

опытном производстве ИПХЭТ СО РАН обра-
боткой ПОО 4%-ным раствором гидроксида 
натрия (атмосферное давление, температура 
90–96 °С, продолжительность 4 ч) [10] и имел 
следующий химический состав, массовая до-
ля в % на абсолютно сухое состояние: цел-
люлоза по Кюршнеру – 83,6, лигнин – 6,7, 
пентозаны – 8,7, зола – 1,0. 

Процесс ферментативного гидролиза и 
спиртового брожения с периодической под-
питкой был проведен в ферментере автор-
ской конструкции Павлова И.Н. В основу кон-
струкции ферментера заложена модель вер-
тикального аппарата с перемешивающим 
устройством, оборудованного теплообмен-
ным элементом, приспособлением для пода-
чи в процесс необходимых компонентов и 
пробоотборником; общий объем – 11 л, рабо-
чий объем 7–9 л [11].  

Ферментативный гидролиз осуществля-
ли с помощью целлюлазных и гемицеллю-
лазных ФП из расчета: «Целлолюкс-А» – 0,04 
г/г субстрата, «Брюзайм BGX» – 0,2 мл/г суб-
страта. Среду выбрали водную, несмотря на 
то, что ферментативный гидролиз в водной 
среде технически осуществить сложнее, чем 
в ацетатном буфере, поскольку в процессе 
гидролиза в водной среде активная кислот-
ность колеблется, и эти изменения негативно 
сказываются на биохимической стабильности 
ферментных препаратов. Ацетатный буфер 
для ферментативного гидролиза использо-

вать не показано, т.к. он является ингибито-
ром спиртового брожения [12]. 

Для осуществления спиртового броже-
ния использовали культуру ВКПМ Saccharo-
myces сerevisiae Y-1693 [13], культивируемую 
с целью адаптации на смешанной питатель-
ной среде: 50 % солодового сусла и 50 % 
ферментативного гидролизата ПЩД ПОО с 
концентрацией РВ 30 г/л; продолжительность 
культивирования 24 ч, температура 28 °С. 

Условия проведения совмещенного про-
цесса ферментативного гидролиза и спирто-
вого брожения с подпиткой:   

– начальная концентрация субстрата в 
водной среде 30 г/л; 

– начальный объем реакционной массы 
6 л; 

– активная кислотность 4,9±0,2 ед. pH; 
– перемешивание от 500 до 250 об/мин 

(варьировалось по мере разжижения реакци-
онной массы);  

– температурный режим проведения 
ферментативного гидролиза 44 °С, спиртово-
го брожения 30 °С. 

Подпитку системы свежими порциями 
субстрата (30 г/л) и ФП осуществляли каждые 
12 ч. Для исключения контаминации реакци-
онной массы посторонней микрофлорой вно-
сили антибиотик (бензилпенициллина натри-
евая соль) из расчета 30 тыс. ЕД/л реакцион-
ной массы также каждые 12 ч. Через 24 ч ре-
акционную массу охладили до 30° С и внесли 
12 % засевных дрожжей Saccharomyces сere-
visiae Y-1693. Через 36 ч от начала фермен-
тативного гидролиза концентрация субстрата 
в системе составила 120 г/л, далее было 
принято решение концентрацию субстрата не 
увеличивать из-за видимых проблем с массо-
обменом. Общая продолжительность 
процесса составила 96 ч. 

В ходе проведения процесса каждые 2 
часа потенциометрически измеряли активную 
кислотность реакционный массы и при необ-
ходимости корректировали ее раствором гид-
роксида аммония или ортофорсфорной кис-
лоты. Каждые 4 часа отбирали пробы для 
определения концентрации редуцирующих 
веществ (РВ), каждые 8 ч – пробы для опре-
деления концентрации сухого вещества (СВ), 
крепости бражки и микробиологического ана-
лиза.  

Концентрацию РВ в фильтрате реакци-
онной массы в пересчете на глюкозу опреде-
ляли спектрофотометрическим методом с 
использованием реактива на основе 3,5-
динитросалициловой кислоты (Panreac, Ис-
пания) на спектрофотометре UNICO UV-2804 
(США). Содержание СВ в суспензии опреде-
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ляли как отношение массы пробы реакцион-
ной массы после сушки до постоянной массы 
при температуре 105±2 °С к её массе до вы-
сушивания. Общую численность дрожжей и 
долю почкующихся дрожжей определяли с 
помощью камеры Горяева. Объёмную долю 
спирта в бражках определяли ареометром 
для спирта в дистилляте, полученном пере-
гонкой спирта из бражки по ГОСТ 3639-79. 

Работа выполнена при использовании 
приборной базы Бийского регионального цен-
тра коллективного пользования СО РАН 
(ИПХЭТ СО РАН, г.Бийск). 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 
График изменения концентрации СВ по-

казан на рисунке 1. 
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Рисунок 1 – Зависимость концентрации СВ от 
продолжительности ферментативного гидро-

лиза и спиртового брожения 
 

Массовая доля СВ возрастала по мере 
внесения новых порций субстрата (на графи-
ке хорошо виден скачок через 12 ч), после 
прекращения подпитки концентрация СВ про-
должительное время находилась практически 
на одном уровне и лишь через 64 часа нача-
ла убывать. Косвенно это свидетельствует о 
затруднённом массообмене. Более полно о 
степени гидролиза и сбраживания можно су-
дить по анализам концентрации РВ.  

Изменения концентрации РВ и крепости 
бражки в ходе эксперимента отражены на 
рисунке 2.  

В первые 24 ч процесса накопление РВ 
при ферментативном гидролизе субстрата 
шло достаточно быстро. На момент внесения 
засевных дрожжей степень гидролиза цел-
люлозы и гемицеллюлоз (от массы субстрата 
60 г/л) составила 39 %.  После внесения 
дрожжей концентрация РВ резко убыла и 
около 50 ч поддерживалась практически на 
одном уровне. Это свидетельствует о том, 
что одновременно шел ферментативный гид-
ролиз целлюлозы и гемицеллюлоз ПЩД ПОО 
и ассимиляция моносахаридов дрожжами. 

Через 92 ч концентрация РВ установилась на 
уровне 9,5 г/л и далее не изменялась, к тому 
же времени перестала изменяться крепость 
бражки (2,1 % об.). 

Так как выход РВ от массы субстрата 
посчитать нельзя при совмещенном процессе 
ферментативного гидролиза и сбраживания, 
о полноте гидролиза можно судить по оста-
точной концентрации РВ. Предполагается, 
что остаточные РВ в ферментативном гидро-
лизате из ПЩД ПОО представлены целлоби-
озой, ксилозой, арабинозой, т.е. редуцирую-
щими сахарами, не сбраживаемыми штам-
мом Saccharomyces сerevisiae Y-1693. Срав-
нивая данные остаточной концентрации РВ в 
данной работе (9,5 г/л при концентрации 
ПЩД ПОО 120 г/л) с данными работы [8] (8,6 
г/л при концентрации ПЩД ПОО 60 г/л), мож-
но сделать вывод о том, что при концентра-
ции субстрата 120 г/л остаточная концентра-
ция РВ должна быть больше примерно в 2 
раза. Эти данные, наряду с данными, пред-
ставленными на рисунке 1, свидетельствуют 
о прекращении процесса ферментативного 
гидролиза при повышении концентрации вы-
ше 60 г/л и одновременном снижении темпе-
ратуры до 30 °С. Малая степень гидролиза, 
которая может быть вызвана трудностью 
массопереноса в высоковязкой реакционной 
смеси, субстратным ингибированием фер-
ментов, адсорбцией ферментов и дрожжей на 
субстрате, нарушением температурного оп-
тимума работы ферментных препаратов.  

Выход биоэтанола от массы целлюлозы 
в субстрате (отношение экспериментальной 
концентрации этанола к теоретической) со-
ставил 29,2 %. 

Подсчитанные в камере Горяева значе-
ния количества клеток дрожжей в пробах ре-
акционной массы внесены в таблицу 1. 

 
Таблица 1 – Количество клеток дрожжей 

Saccharomyces сerevisiae Y-1693  

Продолжи-
тельность 

процесса, ч 

Общая  
численность 

дрожжей, млн. 
КОЕ/мл 

Доля 
почкующихся 

клеток, % 

24 8,0 30 

48 27,5 24 

72 40,0 20 

92 36,0 19 

 
Максимальное количество клеток 

дрожжей было накоплено на вторые сутки 
сбраживания (72 ч), доля почкующихся клеток 
с момента внесения дрожжей постепенно 
уменьшалась. 
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Рисунок 2 – Зависимость концентрации РВ и крепости бражки от продолжительности  
ферментативного гидролиза и спиртового брожения 

 

 

 

Рисунок 3 – Микрофотографии реакционной массы, ×400 
а) через 24,5 ч от начала гидролиза, б) через 51 ч, в) через 71 ч, г) через 92 ч 

 

 
На рисунке 3 показаны микрофотогра-

фии реакционной массы. Видно, что клетки 
дрожжей круглой и овальной формы, мелкие 
по размеру, образуют скопления и находятся 
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в основном близко у частиц субстрата, ча-
стично адсорбируясь на нём.  

Небольшая численность дрожжей (27,5 – 
40 млн КОЕ/мл) и их морфологическое состо-
яние говорит о том, что высокая концентра-
ция субстрата неблагоприятна для метабо-
лизма дрожжей. 

 
ВЫВОДЫ 

 
Таким образом, показано, что в силу 

реологических свойств высококонцентриро-
ванной суспензии ПЩД ПОО при выбранной 
технологической схеме проведения процесса 
концентрация субстрата 120 г/л является из-
быточной. Кроме того, на выход редуцирую-
щих веществ и, следовательно, биоэтанола 
оказало влияние снижение температуры ре-
акционной массы до температуры, необходи-
мой для спиртового брожения дрожжей.  

Несмотря на отрицательные результаты 
эксперимента, в результате данной работы 
выявлены недостатки, с учетом которых бу-
дут спланированы следующие опыты с при-
менением периодической подпитки в процес-
сах ферментативного гидролиза и спиртового 
брожения.  
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