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В лабораторных условиях исследован ферментативный гидролиз в ацетатном буфере технических целлюлоз, 
полученных азотнокислым и комбинированным способами из плодовых оболочек овса. Процесс масштабирован 
по объёму и проведён в ферментаторе объемом 11 л в водной среде. Определена зависимость эффективности 
ферментативного гидролиза от способа получения технической целлюлозы плодовых оболочек овса. 
 

Keywords: oat husks, pulp, acetate buffer, enzymatic digestion in aqueous medium, scaling 
 

The enzymatic digestion of pulps derived from oat husks by the nitric acid and combined methods was carried out in 
acetate buffer under laboratory conditions. The process was scaled up by volume and run in an 11-L fermentor in an 
aqueous medium. The dependence of the enzymatic hydrolysis efficiency on the oat husk pulping method was deter-
mined. 
 

Введение 

Целлюлозосодержащее сырьё (ЦСС) привле-
кает все большее внимание исследователей. Это связа-
но и с бесконечностью ресурсного объёма, и доступно-
стью во всех регионах мира, и с универсальностью 
использования этого вида сырья для превращения в 
различные продукты микробиологической трансфор-
мации, в том числе в биотоплива [1, 2]. Использование 
ЦСС недревесного происхождения, включающего в 
себя как биомассу быстрорастущих, климатически 
адаптированных культур, так и отходы сельскохозяй-
ственной переработки [2] исключает необходимость 
разработки технологий получения биотоплив из пище-
вого (сахаросодержащего и крахмалосодержащего) 
сырья.  

Одним из способов превращения ЦСС в реду-
цирующие вещества является ферментативный гидро-
лиз, проводимый в мягких условиях, что исключает 
образование токсичных полупродуктов, а также гаран-
тирует высокий выход сбраживаемых сахаров [3]. Но 
биокаталитическая трансформация ЦСС является труд-
нореализуемым процессом в связи со сложностью орга-
низации матрицы сырья и прочностью, обусловленной 
химической связью между основными компонентами 
матрицы: целлюлозы, гемицеллюлоз и лигнина. 

В настоящее время нет универсальной техно-
логии превращения ЦСС в редуцирующие вещества, 
поскольку продолжаются подбор экономически целе-
сообразных видов сырья, поиск способов его предва-
рительной подготовки (разрушения матрицы) [2, 4], 
разработка эффективных ферментативных комплексов 
[5-7], создание аппаратурно-технологических схем 
проведения процесса [4, 8, 9]. 

При гидролизе целлюлоза и гемицеллюлоза 
превращаются в мономеры с образованием смеси гек-
созно-пентозных редуцирующих веществ (РВ), лигнин 
при этом не участвует в процессе и является балла-
стом. Поэтому фундаментальные исследования биохи-
мической трансформации целлюлозы важны для по-
нимания закономерностей биокаталитических превра-
щений этого полисахарида в зависимости от его струк-
турных особенностей, обусловленных способом под-
готовки субстрата. С целью исследований процессов 

ферментативного гидролиза целлюлозы нетрадици-
онного вида ЦСС в качестве субстратов в данной 
работе использовали технические целлюлозы (ТЦ) 
плодовых оболочек овса (ПОО).  

ПОО (шелуха, лузга) составляют 28 % от 
массы зерна, и для перерабатывающих заводов со 
средней производительностью 1400 т овса в месяц 
отсутствие схемы их утилизации является нерешен-
ной проблемой. Следует подчеркнуть, что ранее 
ПОО рассматривались как гемицеллюлозное сырьё 
и источник получения фурфурола и ксилита [9]. В 
связи с высоким содержанием целлюлозы (до 35 %) 
и размещением ПОО непосредственно в промыш-
ленных районах, их позиционируют в качестве кон-
центрированного вида отходов – потенциального 
источника недревесной целлюлозы. 

В ИПХЭТ СО РАН имеется задел по разра-
ботке оптимальных схем физико-химических основ 
технологии получения целлюлозы и лигнина из не-
древесного ЦСС, исследованию характеристик це-
левых биополимеров, апробации разработанных 
способов на опытно-промышленной установке с 
одновременным получением представительных об-
разцов [10, 11]. 

 

Экспериментальная часть 
 

Субстратом являлись ТЦ, полученные азот-
нокислым (АС) и комбинированным способом (КС) 
на опытном производстве в ИПХЭТ СО РАН. Оба 
способа выбраны в силу доступности, простоты ис-
полнения, дешевизны используемых реактивов, 
возможности реализации на стандартном емкостном 
оборудовании при атмосферном давлении. Азотно-
кислый способ заключается в обработке измельчен-
ного сырья разбавленной азотной кислотой и затем 
разбавленным раствором гидроксида натрия [10]. 
При комбинированном способе сырьё обрабатыва-
ется теми же реактивами в обратном порядке [12]. 
После отжима и промывки до нейтральной реакции 
промывных вод полученные ТЦ во влажном состоя-
нии направлялись на ферментативный гидролиз.  

Степень кристалличности (СК) целлюлозы в 
субстратах определены Люхановой И.В. и Алеши-
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ной Л.А. (Петрозаводский государственный универси-
тет) рентгенографическим методом на дифрактометре 
ДРОН-3М (НПО Буревестник, Россия) [13]. Удельная 
площадь поверхности (УПП) субстратов определены 
методом термопрограммируемой десорбции газов 
(азота) на установке «Термосорб TPD 400» (Институт 
физики полупроводников СО РАН, Россия).  

В качестве биокатализаторов были использо-
ваны препараты «Брюзайм BGX» (производитель 
«Polfa Tarchomin Pharmaceutical Works S.A.», Польша, 
для компании «Diadic International Inc.», США) и 
«ЦеллоЛюкс-А» (производитель ООО ПО «Сиббио-
фарм», Россия, г. Бердск), вносимые каждый в количе-
стве 0,04 г фермента /г субстрата. Ферментативная 
активность препарата грибного происхождения «Цел-
лоЛюкс-А», стандартизированного по целлюлазе, со-
ставляет целлюлазная – (2000±200) ед./г, ксиланазная – 
8000 КС, β-глюканазная – 1500 β-ГлС; препарата 
«Брюзайм BGX» (продуцент Trichoderma 
longibrachiatum), стандартизованного по гемицеллюла-
зе: ксиланазная – 6500 + 5 % ед. КС/см3, β-глюканазная 
– 1700 + 5 % ед β-ГкС/см3, целлюлазная – 1500 ед. + 5 
% ед. КМЦ/см3 (паспортные данные). 

Гидролиз проводили при температуре 
(50±2) °C в течение 72 ч. Через каждые 8 ч отбирали 
пробу суспензии для определения концентрации РВ в 
пересчёте на глюкозу спектрофотометрическим мето-
дом на «UNICO UV-2804» (США) с использованием 
динитросалицилового реактива. Относительная по-
грешность данного метода составляет 3,45 %. Выход 
РВ (отношение массы РВ к массе субстрата) рассчитан 
с учетом коэффициента, обусловленного присоедине-
нием молекулы воды к ангидроглюкозным остаткам 
соответствующих мономерных звеньев в результате 
гидролиза. 

Концентрацию пентоз в пересчёте на ксилозу в 
конечных гидролизатах определяли по модифициро-
ванной методике [14] спектрофотометрическим мето-
дом с использованием реактива орсина (Acros organics, 
Бельгия). 

Исследования проводились в два этапа. На 
первом этапе ферментативный гидролиз проводился в 
колбах Эрленмейера емкостью 0,5 л в ацетатном буфе-
ре (pH 4,7), при постоянном перемешивании на плат-
форме «ПЭ-6410 М» (Россия) с частотой колебания 
150 мин-1, концентрация субстрата составила 33,3 г/л3. 
На втором этапе гидролиз проводили в ферментаторе 
авторской конструкции Павлова И.Н. объёмом 11 л, в 
водной среде с концентрацией субстрата 55,6 г/л. Фер-
ментатор представляет собой вертикальную ёмкость 
цилиндрической формы, снабжённую мешалкой с ре-
гулируемой частотой оборотов, трубчатым змеевико-
вым нагревателем с контролируемой подачей тепло-
агента и датчиком температуры для поддержания за-
данного температурного режима. Частота оборотов 
мешалки варьировалась в зависимости от вязкости 
суспензии и составляла от 800 до 400 об/мин. 
 

Результаты и их обсуждение 
 

Характеристики субстратов, используемых для 
гидролиза, приведены в таблице 1. Комбинированный 
способ позволяет получать ТЦ с более низкими кон-
центрациями негидролизуемых примесей (золы и лиг-

нина) по сравнению с азотнокислым способом: 0,50 
% и 0,10 % против 0,80 % и 5,70 % соответственно. 
Низкая концентрация пентозанов 3,00 % в ТЦ, по-
лученной азотнокислой варкой, объясняется окис-
лительным действием раствора азотной кислоты. 
Массовая доля (м.д.) α-целлюлозы для обоих суб-
стратов (АС – 90,50 % и КС – 88,10 %), а также сте-
пени полимеризации целлюлоз (АС – 1130 и КС – 
1140) приблизительно одинаковы. 

Есть мнение, что характеристики СК и 
УПП субстратов являются важными факторами, 
определяющими реакционную способность суб-
стратов к ферментации [3]. Оказалось, что значения 
СК и УПП обеих целлюлоз одинаковы, что предпо-
лагало одинаковое поведение субстратов при гид-
ролизе. 

 

Таблица 1 – Характеристики субстратов, ис-
пользуемых для ферментативного гидролиза 

 

Характеристика  
субстрата  

Способ получения  
субстрата 

АС КС 
М.д. α-целлюлозы, % 
на а.с.с. 

90,50±0,05 88,10±0,05

М.д. остаточного 
лигнина, % на а.с.с. 

0,80±0,05 0,50±0,05 

М.д. пентозанов, % 
на а.с.с. 

3,00±0,02 11,30±0,02

М.д. золы, % на а.с.с. 5,70±0,01 0,10±0,01 
Степень полимериза-
ции 

1130±10 1140±10 

Степень кристаллич-
ности, % 

70±5 68±5 

Удельная площадь 
поверхности, м2/г 

2,5±0,1 2,5±0,1 

М.д. – массовая доля, АС – азотнокислый спо-
соб, КС – комбинированный способ 

 
Результаты исследования ферментативного 

гидролиза субстратов ТЦ АС и ТЦ КС в ацетатном 
буфере представлены на рисунке 1 и в таблице 2. 
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Рис. 1 – Зависимость концентрации РВ от 
продолжительности ферментации ТЦ АС и 
ТЦ КС в ацетатном буфере 

 
Полученные результаты показали, что наи-

большей реакционной способностью обладает цел-
люлоза, полученная комбинированным способом 
ТЦ КС: гидролиз проходил с большей скоростью 
(выход на плато наблюдался через 24 ч в сравнении 
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с 56 ч в ферментации субстрата ТЦ АС) и сопровож-
дался большим накоплением РВ в гидролизате (32,4 в 
сравнении с 28,4 г/л), что соответствует выходам 
87,6 % и 76,8 %. 

Это явление можно объяснить более высокой 
гидролизуемостью гемицеллюлоз, присутствующих в 
качестве примесей в ТЦ КС, а также большей доступ-
ностью данной целлюлозы каталитическому воздей-
ствию ферментов. 

 

Таблица 2 – Результаты исследования фермен-
тативного гидролиза в ацетатном буфере (33,3 
г/л) в колбах и в водной среде (55,6 г/л) в фер-
ментаторе 
 

Характеристика суб-
страта 

Способ получения суб-
страта 

АС КС 
в ацетатном буфере 

Концентрация суб-
страта, г/л 

33,3±0,1 33,3±0,1 

Конечная концентра-
ция РВ, г/л 

28,4±0,5 32,4±0,5 

Выход РВ (к массе 
субстрата), % 

76,8±0,1 87,6±0,1 

в водной среде 
Концентрация суб-
страта, г/л 

55,6±0,1 55,6±0,1 

Конечная концентра-
ция РВ в гидролизате, 
г/л, 
 в т.ч. пентоз 

 
 

41,7±0,5 
1,6±0,2 

 
 

48,6±0,5 
3,1±0,2 

Выход РВ (к массе 
субстрата), % 

68,1±0,2 79,4±0,2 

РВ – редуцирующие вещества, АС – азотнокис-
лый способ, КС – комбинированный способ 

 
Следует отметить, что, несмотря на высокие 

значения СК и УПП субстратов, выход РВ через 72 ч 
ферментации обеих целлюлоз близок к количествен-
ному 77-87 %. 

С целью получения биологически доброкаче-
ственного гидролизата [15] отказ от ацетатного буфера 
(источника ингибитора брожения – уксусной кислоты) 
и переход к ферментации в водной среде представля-
ется важным этапом. Для достижения активной ки-
слотности в среде 4,7 ед. рН и её поддержания на этом 
уровне была выбрана ортофосфорная кислота. В отли-
чие от уксусной кислоты соли фосфорной кислоты 
участвуют в метаболизме дрожжей, интенсифицируя 
их генеративную и зимазную активность [15, 16]. 

Для увеличения концентрации РВ в гидроли-
зате исходная концентрация субстрата была изменена 
от 33,3 г/л до 55,6 г/л. Данная концентрация или дан-
ный гидромодуль (1:18) был выбран исходя из реоло-
гических свойств суспензии ТЦ и конструктивных 
особенностей ферментатора. Следует отметить, что 
применение большего гидромодуля сокращает время 
диспергирования ТЦ, но приводит к более низкой кон-
центрации РВ в конечном гидролизате. Возможность 
применения меньшего гидромодуля ограничена высо-
кой вязкостью суспензии. 

Зависимость концентрации РВ от продол-
жительности гидролиза субстратов ТЦ АС и ТЦ КС 
в водной среде приведена на рисунке 2.  
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Рис. 2 – Зависимость концентрации РВ от про-
должительности ферментации ТЦ АС и ТЦ КС в 
водной среде 

 
Аналогично результатам ферментации в 

ацетатном буфере (рис. 1) скорость и глубина фер-
ментации в водной среде выше для ТЦ КС: разрыв в 
концентрациях РВ в гидролизатах субстратов через 
8 ч составляет 5 г/л, затем увеличивается до 7 г/л 
через 16 ч, и сохраняет это значение до окончания 
процесса. Конечные концентрация и выход РВ в 
гидролизатах через 72 ч приведены в таблице 2. Вы-
ход РВ субстрата ТЦ КС на 11 % выше соответст-
вующего значения для субстрата ТЦ АК: 79,4 % 
против 68,1 %. Это еще раз подтверждает, что ком-
бинированный способ позволяет получать целлюло-
зу, более доступную ферментам для каталитическо-
го воздействия.  

Сравнение результатов ферментативного 
гидролиза в ацетатном буфере в колбах при концен-
трации субстрата 33,3 г/л и в водной среде в фер-
ментаторе при концентрации субстрата 55,6 г/л 
(таблица 2) позволяет сделать вывод об успешном 
масштабировании процесса. При гидролизе с более 
высокой концентрацией субстрата (55,6 %) в водной 
среде выход РВ снижается по сравнению с гидроли-
зом в ацетатном буфере: для ТЦ КС – на 8,2 % 
(79,4 % и 87,6 % соответственно), для ТЦ АС – на 
8,7 % (68,1 % и 76,8 %). Снижение степени конвер-
сии с повышением концентрации субстрата описано 
в литературе для ферментации в реакторах периоди-
ческого действия [3]. Достигая цель – получение 
высококонцентрирован-ного доброкачественного 
гидролизата, эти потери можно считать обоснован-
ными. При отводе РВ из системы с помощью мем-
бранных методов [1, 3] снижения выхода РВ при 
повышении концентрации субстрата можно избе-
жать. 

По результатам проделанных работ можно 
сделать следующие выводы. 

В лабораторных условиях (в колбах Эрлен-
мейера в ацетатном буфере) исследован фермента-
тивный гидролиз ТЦ, полученных азотнокислым и 
комбинированным способами из ПОО. Установле-
но, что ТЦ, полученная комбинированным спосо-
бом, обеспечивает более высокий выход РВ от мас-
сы субстрата, чем целлюлоза, полученная азотно-
кислым способом. 
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Сравнением результатов процессов, проведен-
ных в объемах 0,150 и 11 л (в водной среде), проде-
монстрирован первичный этап масштабирования по 
объему ферментации технической целлюлозы, кото-
рый будет продолжен с применением ферментатора 
объёмом 60 л (коэффициент масштабирования соста-
вит 400). 

Исследованием в водной среде ферментатив-
ного гидролиза ТЦ ПОО, полученных разными спосо-
бами подтверждена зависимость выхода РВ от способа 
получения ТЦ с преимуществом комбинированного 
способа.  

Следует подчеркнуть, что биокатализ ТЦ по-
зволил получить преимущественно гексозные гидро-
лизаты (концентрация пентоз 1,6-3,1 г/л или 3,8-6,4 % 
к РВ). Такие гидролизаты могут быть потенциальным 
сырьём для получения не только биотоплив (биоэтано-
ла и биобутанола), но и широкой группы других цен-
ных соединений: как продуктов микробиологического 
синтеза (органических кислот, аминокислот, бактери-
альной целлюлозы и др.), так и непосредственно био-
массы (дрожжевой или микробиальной, использую-
щейся как кормовой белок или как источник для выде-
ления ценных минорных компонентов) [17, 18]. 
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