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Введение
Иммобилизация клеток микроорганизмов озна-

чает любое ограничение свободы перемещения их 

в пространстве, достигаемое применением разных 

носителей для клеток. Иммобилизация позволяет 

создавать и поддерживать высокие концентрации 

клеток в реакционных средах при биотехнологи-

ческих процессах, повышать их скорости, а также 
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стабильность функционирования клеток, много-

кратно и продолжительно использовать их, перехо-

дить к организации непрерывных технологических 

процессов [1]. Применение биокатализаторов им-

мобилизованных форм клеток микроорганизмов в 

разных процессах получения биотоплив — иннова-

ционный подход к решению задач по интенсифика-
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ции и повышению экономической и экологической 

привлекательности уже существующих производств 

[2]. Известно, что стабильность действия гетероген-

ных биокатализаторов на основе иммобилизован-

ных клеток микроорганизмов (бактерий, дрожжей и 

мицелиальных грибов) сохраняется и после их дли-

тельного хранения [3].

Огромные природные запасы возобновляемо-

го органического сырья, содержащего целлюлозу, 

а также большие объемы отходов сельского хозяйс-

тва и промышленности создают предпосылки для 

разработки и использования технологий получения 

биотоплив на их основе. Известно, что обязательная 

физико-химическая предобработка целлюлозосодер-

жащего сырья (ЦСС) приводит к тому, что в получае-

мых средах содержится фурфурол, фенольные произ-

водные, танины, уксусная кислота, терпены и другие 

вещества [4], ингибирующие каталитическую актив-

ность суспензионных клеток дрожжей и снижающие 

продуктивность получения этанола в целом. В этой 

связи интерес к использованию биокатализаторов на 

основе иммобилизованных клеток дрожжей, облада-

ющих повышенной резистентностью к воздействию 

негативных факторов, крайне высок [5—8].

Известно, что дрожжи, традиционно используе-

мые для конверсии в этанол моносахаридов, содер-

жащихся в гидролизатах разного ЦСС, не способны 

превращать в целевой продукт пентозы (ксилозу и 

арабинозу), часто присутствующие в больших кон-

центрациях (до 20 г/л) в обрабатываемых клетками 

средах. Показано, что для конверсии в этанол пентоз 

наряду с моносахаридами могут применяться мице-

лиальные грибы родов Aspergillus, Мисоr и Rhizopus, 

однако известно, что они крайне чувствительны 

к накапливающемуся в среде этанолу [9, 10], и его 

концентрация 45 г/л вызывает практически полное 

ингибирование ферментационного процесса.

В настоящее время бутанол производится из не-

фти гидролизом галогеналканов или гидролизом и 

гидратацией алкенов. Однако, в связи с растущим 

интересом к биотопливам из возобновляемых ис-

точников энергии, большой интерес представляет 

производство бутанола биотехнологическим спосо-

бом. Ферментация сахаров клетками рода Clostridium 

с образованием смеси растворителей «ацетон-бута-

нол-этанол» (АБЭ) известна давно, но ее промыш-

ленная реализация лимитирована тем, что концен-

трация 1—2 % бутанола, накапливающегося в среде, 

существенно ингибирует метаболизм клеток [11, 12]. 

В этой связи большой интерес представляет исполь-

зование продуцирующих бутанол клеток в иммо-

билизованном виде, обеспечивающем их высокую 

стабильность к целевому продукту [13, 14].

В работе исследовалась возможность исполь-

зования нового биокатализатора на основе клеток 

дрожжей Saccharomyces cerevisiae ph.v. bayanus, иммо-

билизованных в криогель поливинилового спирта 

(ПВС) [15], для получения этанола из фермента-

тивно обработанных отходов сельского хозяйства 

и промышленности. Для сравнения в аналогичных 

условиях процесс получения целевого метаболита 

проводился с использованием свободных клеток 

той же культуры. Также исследовалась эффектив-

ность применения нового биокатализатора, разра-

ботанного на основе клеток мицелиальных грибов, 

иммобилизованных в криогель ПВС [16], для полу-

чения этанола из ферментализатов ЦСС в сравне-

нии со свободными клетками тех же культур. Кро-

ме того, изучалось влияние иммобилизации клеток 

Clostridium acetobutylicum в криогель ПВС на продук-

тивность их по биобутанолу.

Выбор криогеля ПВС в работе для создания био-

катализаторов был не случайным, и продиктован 

тем, что именно этот носитель оказался одним из 

лучших для иммобилизации клеток микроорга-

низмов, успешно использованных в разнообразных 

биотехнологических процессах [17—21].

Материалы и методы

Использовались мицелиальные грибы Mucor cir-

cinelloides ВП 4-26 un 20, Rhizopus oryzae NNRL-395, 

Fusarium oxysporum 11 dn1, Aspergillus terreus ю4а1, ко-
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торые поддерживались на агаризованной среде со-

става: глюкоза — 20 г/л, MgSO4 — 0,2 г/л, СаСО3 — 

0,2 г/л, картофель — 200 г, агар — 20 г/л (рН 6,8). Для 

наращивания спор грибную культуру высевали на 

чашки Петри и матрацы с агаризованной средой. 

После образования спор чашки Петри и матрацы 

хранили при +4 °С.

Клетки дрожжей Saccharomyces cerevisiae ph.v. 

bayanus (Zymasil Killer) (AEB-group) хранили при 4—

8 °С на агаризованной полусинтетической среде. Для 

накопления дрожжевой биомассы использовали 

жидкую питательную среду состава, г/л: глюкоза — 

10; дрожжевой экстракт — 2,0; NaCl — 0,5; KH2PO4 — 

2,5; MgSO4 · 7H2O — 0,5; (NH4)2SO4 — 2,0.

Культивировали клетки дрожжей при 26 °С в аэ-

робных условиях строго до конца логарифмической 

фазы роста при постоянном перемешивании (180 об/

мин) на термостатируемой качалке (IRC-1-U фирмы 

«Adolf Kunner G Apparaebau», Швейцария). Получен-

ную дрожжевую биомассу отделяли при 10000 об/

мин в течение 10 мин (центрифуга «Beckman 2-21», 

США) и затем использовали для иммобилизации в 

криогель ПВС. 

Для получения биобутанола использовались 

строгие анаэробные клетки штамма Clostridium 

acetobutylicum B-1787. Накопление биомассы клеток 

C. acetobutylicum для их иммобилизации в криогель 

ПВС, а также культивирование иммобилизованных 

клеток проводилось в анаэробных условиях при 

37 °С в среде состава, г/л: пептон (триптон) — 10; 

дрожжевой экстракт — 5; глюкоза — 25. 

Иммобилизация клеток мицелиальных грибов, 

дрожжей и бактерий в криогель ПВС проводилась 

согласно ранее разработанным способам, соответст-

вующим разным типам клеток [15, 16, 21]: рН в экс-

периментах контролировали потенциометрически 

рН-метром модели PBL, Швейцария).

Концентрацию сахаров в разных средах опре-

деляли методом жидкостной хроматографии при 

высоком давлении (хроматограф «Agilent 1100» c 

амперометрическим детектором, США), используя 

анионообменную колонку «Dionex Carbopak PA-20». 

Раствор 7,5-мМ NaOH применялся в качестве элю-

ента. Для определения концентрации глюкозы в 

среде использовали глюкозидазный метод с при-

менением стандартного реагента фирмы «Импакт» 

(Россия).

Концентрацию этанола и бутанола определяли 

методом газовой хроматографии на хроматографе 

«Кристалюкс 4000 М» с пламенно-ионизационным 

детектором (ПИД). В качестве газа-носителя ис-

пользовали азот. Температура термостата-колонок 

190 °С, детектора и испарителя 240 и 260 °С соот-

ветственно.

Результаты и обсуждение

Биокатализатор на основе иммобилизованных 
клеток дрожжей для получения биоэтанола. Изу-

чалась возможность конверсии сахаров, содержа-

щихся в отходах промышленности и сельского хо-

зяйства после их ферментативной предобработки, 

для получения этанола (табл. 1). При сбраживании 

аналогичных субстратов, например, тростниково-

го жома, пшеничной соломы и бумажных отходов, 

зарубежными специалистами отмечался 50—80 % 

выход этанола для свободных клеток дрожжей [22—

24], что значительно меньше достигнутого в этом 

исследовании при использовании как свободных, 

так и иммобилизованных клеток. Аналогичной ин-

формации в отношении иммобилизованных клеток 

дрожжей в литературе по конверсии исследованных 

субстратов обнаружено не было, а это значит, что 

данные виды сырья впервые были обработаны по-

добным биокатализатором.

Было показано, что во всех протестированных 

Таблица 1
Концентрация, г/л, (числитель) и выход, %, 
(знаменатель) этанола от теоретически возмож-
ного уровня в результате конверсии моносахари-
дов, содержащихся в ферментализатах отходов 
сельского хозяйства и промышленности, иммо-
билизованными в криогель ПВС (А) и свободны-
ми клетками дрожжей S. bayanus (Б)

Субстрат Сисх
субстр, 

г сух. в-ва/л
τпроцесс, 

ч

Этанол

А Б

Отходы 
переработки 

сои 
265 24 53,7/90,3 50,5/85,0

Тростниковый 
жом 50 90 9,0/95,1 8,7/92,0

Пергамент 50 90 10,8/94,9 10,3/91,9

Пшеничная 
солома 

50 90 11,7/92,6 11,1/87,8

Свекловичный 
жом 50 96 15,0/82,9 8,2/45,3

Кукурузная 
кочерыжка 50 24 8,6/98,3 7,6/87,4
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образцах ферментализатов сырья степень конверсии 

сахаров в этанол под действием иммобилизованных 

клеток дрожжей выше, чем в случае свободных кле-

ток. При этом разработанный биокатализатор в ви-

де иммобилизованных клеток успешно функциони-

ровал в разных средах, обеспечивая выход целевого 

продукта, превышающий 90 % (см. табл. 1).

Отметим, что отходы сои используются, в ос-

новном, для производства биодизельного топлива 

[25]. В литературе данных по использованию отхо-

дов, остающихся при переработке соевых бобов, для 

производства топливного этанола, не обнаружено. 

Таким образом, впервые было показано, что раз-

работанный биокатализатор на основе иммобили-

зованных в криогель ПВС клеток дрожжей может 

успешно применяться для получения этанола из 

гидролизатов сои, остающихся в качестве отхода 

производства на заводах по производству пищевого 

соевого белка, при этом может быть получена кон-

центрация этанола в 5—10 раз выше по сравнению с 

другими источниками сырья (табл. 1).

Несмотря на интенсивные исследования, кото-

рые ведутся во всем мире в поисках путей интен-

сификации производства этанола и снижения его 

себестоимости, только в очень узком перечне работ 

[26—29] обсуждается возможность промышленного 

использования иммобилизованных клеток в таких 

процессах, что связано с отсутствием практически 

значимых образцов биокатализаторов на современ-

ном мировом рынке. Более того, сегодня возмож-

ность использования иммобилизованных клеток 

дрожжей для получения этанола обсуждается более 

в отношении крахмалосодержащего сырья [26—28, 

30] и лактозосодержащих отходов [29, 31], а не ЦСС, 

поскольку последний источник сахаров считается 

трудно обрабатываемым и содержащим большее 

количество веществ, способных негативно воздейс-

твовать на клетки. В этой связи разработанный и 

исследованный биокатализатор на основе иммоби-

лизованных клеток дрожжей может представлять 

большой практический интерес.

Биокатализатор на основе иммобилизованных кле-
ток мицелиальных грибов для получения биоэтано-
ла. Первоначально была исследована возможность 

применения клеток мицелиальных грибов, иммо-

билизованных в криогель ПВС, в процессах транс-

формации сахаров в этанол. Сравнительный анализ 

эффективности функционирования свободных кле-

ток и биокатализатора на основе иммобилизован-

ных клеток мицелиального гриба Mucor circinelloides 

в процессе конверсии сахаров в этанол показал, что 

концентрация накапливающегося целевого продук-

та при использовании иммобилизованных клеток 

за одно и то же времяв 1,4—4,8 раз выше (табл. 2), 

чем при использовании свободных клнток. Была 

установлена возможность многократного задейст-

вования одних и тех же иммобилизованных клеток 

грибов для сбраживания разных индивидуальных 

сахаров в периодическом режиме, при этом продук-

тивность биокатализаторов не изменялась, по край-

ней мере, пять рабочих циклов (по 24 ч). 

Исследовалась возможность применения биоката-

лизаторов на основе иммобилизованных клеток мице-

Таблица 2
Концентрации этанола, накапливающиеся в процессе конверсии различных сахаров (45 г/л) 
в этанол за 48 ч под действием свободных (числитель) и иммобилизованных (знаменатель) клеток 
гриба Mucor circinelloides

Сахара Концентрация этанола, г/л Сахара Концентрация этанола, г/л

Арабиноза 1,9/7,2 Рафиноза 2,3/4,0

Галактоза 2,2/3,4 Рибоза 3,4/16,5

Глюкоза 4,0/16,0 Сахароза 2,8/4,1

Ксилоза 1,6/2,3 Фруктоза 6,4/14,3

Мальтоза 3,7/5,7 Целлобиоза 3,8/12,7

Таблица 3 
Концентрация, г/л, основных моносахаридов 
в ферментализатах образцов ЦСС 

ЦСС Глюкоза Арабиноза Ксилоза

Пшеничная солома 24,0 – 5,2

Пергамент 23,0 – 4,2

Свекловичный жом 13,0 10,4 0,2

Тростниковый жом 18,5 2,9 6,1
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лиальных грибов для конверсии сахаров в ферментали-

затах сельскохозяйственных отходов, состав которых 

указан в табл. 3. Было установлено, что в результате 

конверсии сахаров, присутствующих в исследуемых 

средах, под действием свободных и иммобилизован-

ных клеток мицелиальных грибов накапливается эта-

нол. В случае применения биокатализаторов на основе 

иммобилизованных клеток концентрация этанола до 

22,5 раз (в зависимости от штамма и используемого ис-

ходного сырья) превышает результаты, полученные в 

тех же средах с использованием свободных клеток ми-

целиальных грибов (табл. 4). 

Выходы этанола в средах, представляющих фер-

ментализаты свекловичного и тростникового жома, 

рассчитанные по концентрации конвертируемой 

глюкозы, превысили 100 %-ный теоретически воз-

можный уровень (см. табл. 4). Очевидно, что пре-

вышения ожидаемых концентраций этанола по-

явились именно в этих средах за счет конверсии в 

этанол пентоз, преимущественно арабинозы, что 

согласуется с данными табл. 3.

Как и в случае с иммобилизованными клетка-

ми дрожжей (см. табл. 1), для биокатализаторов на 

основе разных иммобилизованных клеток мицели-

альных грибов были проведены исследования кон-

версии отходов переработки сои в этанол (табл. 5). 

Исходный образец сырья содержал сахарозу, ста-

хиозу, раффинозу, фруктозу и галактозу. Ввиду вы-

сокой вязкости исходных растворов для конверсии 

сахаров в этанол их разбавляли водой до конечной 

суммарной концентрации сахаров в среде 50 г/л пе-

ред внесением иммобилизованных клеток мицели-

альных грибов. 

Как и в других экспериментах, лучшие показа-

тели конверсии сахаров в этанол были у биоката-

лизатора, полученного на основе клеток Mucor cir-

cinelloides, обеспечивающего практически 90 %-ный 

выход целевого продукта в данной среде. Лучшими 

продуцентами биоэтанола при сравнении иммоби-

лизованных клеток мицелиальных грибов и дрож-

жей следует признать последние, характеризующи-

еся более высокими скоростями продуцирования 

этанола, очевидно, вследствие повышенной их то-

лерантности к негативным факторам, сопровожда-

ющим процесс, в частности, к накоплению целевого 

продукта и снижению рН среды в процессе фермен-

тации. Однако мицелиальные грибы показали воз-

можность использования гораздо более широкого 

спектра субстратов, которые могут быть конверти-

рованы в этанол.

Биокатализатор на основе иммобилизованных кле-
ток бактерий Clostridium acetobutylicum для получения 
биобутанола. Был разработан биокатализатор на ос-

нове водород-продуцирующих анаэробных клеток 

бактерий Clostridium acetobutylicum, иммобилизован-

ных в криогель ПВС, концентрация влажной био-

массы клеток в таком биокатализаторе 10 %, а кон-

центрация криогеля ПВС— 15 %. 

АБЭ-процесс с участием биокатализатора прово-

дили в мини-реакторе, в котором отношение объема 

среды к объему газовой фазы составляло 2,0. 

Таблица 4
Использование свободных (числитель) и иммобилизованных (знаменатель) в криогель ПВС клеток 
мицелиальных грибов для получения этанола из ферментативно предобработанных образцов ЦСС

ЦСС, мицелиальный гриб Глюкоза*, г/л
Этанол 

С, г/л Выход, % от теор. возм.

Тростниковый жом, Mucor circinelloides 18,5 3,9/11,0 41,5/117,0

Пшеничная солома, Mucor circinelloides 24 0,4/9,0 3,2/73,5

Свекловичный жом, Mucor circinelloides 13 6,9/9,1 104,1/137,3

Пергамент, Rhyzopus oryzae 23 1,4/9,1 11,9/77,6
* В среде после ферментативной переработки ЦСС.

Таблица 5
Конверсия сахаров, содержащихся в отходах 
переработки сои в этанол под действием 
иммобилизованных клеток мицелиальных грибов 
в течение 96 ч

Иммобилизованные клетки 
мицелиальных грибов Этанол, г/л

Fusarium oxysporum 9,3±0,5

Mucor circinelloides 23,4±1,0

Aspergillus terreus 10,9±0,3
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Анализ культуральной жидкости после 72 ч рабо-

ты биокатализатора на основе иммобилизованных 

клеток Clostridium acetobutylicum, показал, что в среде 

содержатся, г/л: ацетон — 0,95; бутанол — 2,90; эта-

нол — 0,23; ацетат — 0,66; масляная кислота — 3,00. 

Сравнение этих данных с теми же характеристика-

ми среды, полученной в аналогичных условиях, но 

с использованием суспензионных клеток, позволи-

ло заключить, что иммобилизация клеток и их ис-

пользование в АБЭ-процессе в выбранных условиях 

приводит к изменениям в составе культуральной 

жидкости. Так концентрация бутанола, накапли-

вающаяся за трое суток в среде культивирования 

иммобилизованных клеток, была в 2,5 раза выше 

обнаруженной в среде со свободными клетками 

(рисунок). Это изменение отражалось на соотноше-

нии растворителей (ацетон:бутанол:этанол), накап-

ливающихся в среде: почти 4:12:1 вместо 3:6:1, уста-

новленного для свободных клеток той же культуры. 

Определение остаточной концентрации глюкозы в 

среде с иммобилизованными и свободными клетка-

ми показало, что в случае иммобилизованных кле-

ток ее потребление было выше на 35 %. 

Ранее авторами статей, посвященных исследова-

нию иммобилизованных клеток рода Clostridium [13, 

14] подобных изменений в соотношении продуци-

руемых растворителей отмечено не было. Видимо, 

полученный результат обеспечивался выбранным 

носителем для клеток, а также условиями их иммо-

билизации и использования в АБЭ-процессе.

Была показана возможность многократного 

использования биокатализатора на основе иммо-

билизованных в криогель ПВС клеток Clostridium 

acetobutylicum для получения бутанола в периодичес-

ких условиях функционирования мини-реакторов. 

При этом не менее, чем за пять рабочих циклов по 

72 ч указанное соотношение растворителей в среде 

практически не изменялось.

Современное развитие производства бутанола 

идет по пути создания и применения в АБЭ-процес-

се новых генетически модифицированных штаммов 

клеток рода Clostridium [32, 33], обеспечивающих по-

лучение сред с измененным соотношением накап-

ливающихся растворителей в сторону увеличения 

доли бутанола. В данной работе иммобилизация 

клеток позволила добиться аналогичного результата 

с использованием для получения бутанола уже хо-

рошо изученной бактериальной культуры, повысив 

эффективность ее применения — увеличив выход 

целевого продукта без поиска и введения в процесс 

новых, в том числе рекомбинантных штаммов. 

Заключение

Показана высокая эффективность получения био-

этанола из разнообразных отходов промышленности 

и сельского хозяйства (пшеничная солома, свекло-

вичный и тростниковый жом, пергамент, кукурузная 

кочерыжка, соевые отходы) с использованием био-

катализаторов на основе клеток дрожжей и мицели-

альных грибов, иммобилизованных в криогель ПВС. 

Установлено, что иммобилизованные клетки мице-

лиальных грибов способны конвертировать в этанол 

более широкий спектр сахаров, присутствующих в 

обрабатываемых средах, чем дрожжи, традиционно 

используемые в этанольном брожении.

Для биокатализаторов, полученных на основе 

иммобилизованных клеток как дрожжей, так и ми-

целиальных грибов, в процессах получения этанола 

отмечены более высокие степени конверсии потреб-

ленных субстратов в целевой продукт и, соответст-

венно, накопление более высоких концентраций 

этанола по сравнению со свободными клетками тех 

же микроорганизмов. Анализ результатов, полу-

ченных при исследовании дрожжей и мицелиаль-

ных грибов, позволил установить, что указанные 

тенденции в изменении характеристик процессов, 

проводимых с использованием иммобилизованных 

клеток, являются общими.

Установлено, что иммобилизация клеток, проду-

цирующих бутанол, позволяет устойчиво изменить 

соотношение между накапливающимися в среде 

Накопление спиртов свободными (а) и иммобилизован-
ными (б) клетками бактерий Clostridium acetobutylicum 
при одинаковых условиях их 72-ч культивирования 
(концентрация клеток в среде 43 г/л, 37 °С)
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растворителями с увеличением доли бутанола, что 

может сделать промышленное получение этого це-

левого продукта биотехнологическим методом с 

использованием нового биокатализатора более при-

влекательным по сравнению с процессом, традици-

онно использующим свободные клетки бактерий.

Данная работа выполнена при финансовой поддержке 
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