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Введение
Биокатализ привлекает к себе все большее вни-

мание в целях получения низкомолекулярных ве-

ществ — реактивов для направленного синтеза 

[1—10]. Известно, что вид растительного сырья и 

способ выделения целлюлозы из него определяют 

физико-химические свойства субстрата, следова-

тельно, обусловливают реакционную способность 

к ферментативному гидролизу [2—4]. Именно по-

этому зависимость ферментолиза целлюлозных 

субстратов от характеристик целлюлозы (степени 

измельчения, кристалличности, полимеризации, 

наличия нецеллюлозных примесей и т.п.) является 

предметом многих исследований [3, 5—8, 9].

Например, авторами [6—8] было показано сходс-

тво и различие поведения целлюлоз, выделенных 

из мискантуса и плодовых оболочек овса двумя 

различными способами (азотнокислым и комби-

нированным), в условиях ферментативного гидро-

лиза c применением мультиэнзимной композиции 

(МЭК), состоящей из трех промышленных фермен-

тных препаратов: «Целлолюкс-А», «Брюзайм BGX» 

и «Рапидаза CR». В отличие от химической гид-

ротермобарическая обработка любого вида сырья 

осуществляется безреагентно, поэтому может рас-

сматриваться в качестве самого простого способа 
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преодоления так называемой «неподатливости» 

кристаллической целлюлозы к биохимической 

трансформации [3, 9]. В продолжение ранее прове-

денных исследований ферментативного гидролиза 

волокнистых продуктов, полученных гидротермо-

барической обработкой (ГТБО) со взрывом двух ви-

дов ежегодно возобновляемого сырья — российско-

го мискантуса и плодовых оболочек овса в реакторе 

высокого давления [10], необходимо было исследо-

вать ферментативный гидролиз целлюлоз, получен-

ных облагораживанием волокнистых продуктов, 

что явилось целью данной работы.

Экспериментальная часть

В качестве сырья использовали два вида целлю-

лозосодержащего сырья (ЦСС): выведенный в Инс-

титуте цитологии и генетики СО РАН российский 

вид — мискантус сорта Сорановский [11, 12] и реаль-

ные отходы переработки овса — плодовые оболочки 

овса (ПОО) [13].

Для получения волокнистых продуктов было 

проведено несколько серий гидротермобаричес-

кой обработки сырья в реакторе высокого давления 

(РВД) [14, 15] (давление, МПа/продолжительность, 

с): мискантуса — 1,5/600; 1,5/900; два опыта в одина-

ковых условиях — 2,5/600; ПОО — два опыта в оди-

наковых условиях — 1,5/600. 

Целлюлозу (Ц) получали следующим образом: 

навеску влажного волокнистого продукта помещали 

при перемешивании в 2,0 %-ный раствор NaOH при 

температуре 55 °С, через 30 мин добавляли перекись 

водорода (из расчета 10 мл 50 %-ного раствора на 20 г 

абсолютно сухого вещества — а.с.в.), выдерживали 
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90 мин, после чего суспензию отфильтровывали и 

полученную целлюлозу промывали дистиллиро-

ванной водой. Условия получения волокнистых 

продуктов и наименования выделенных из них об-

разцов Ц указаны в табл. 1.

Определение основных характеристик субстра-

тов (массовой доли — м.д.) α-целлюлозы, м.д. ос-

таточного (кислотонерастворимого) лигнина, м.д. 

золы) проводили по стандартным методикам [16], 

м.д. пентозанов — по методике [17]. Степень поли-

меризации (СП) целлюлоз определяли по вязкости 

растворов в кадоксене на вискозиметре ВПЖ-3 с 

диаметром капилляра 0,92 мм по методике [18].

Ферментативный гидролиз проводили по мето-

дике, подробно изложенной в работах [10, 19]. Ис-

пользованы ФП в следующей дозировке: 0,004 кг 

ФП/кг субстрата ФП «Целлолюкс-А», 0,004 л ФП/кг 

субстрата ФП «Брюзайм BGX» и 0,002 л ФП/кг суб-

страта ФП «Рапидаза CR». ФП «Целлолюкс-А» 

(производитель ООО ПО «Сиббиофарм», г. Бердск), 

«Брюзайм BGX» и «Рапидаза CR» (поставщик — 

компания «Русфермент», г. Москва). «ЦеллоЛюкс-А» 

и «Брюзайм BGX» в соответствии с аналитичес-

кими паспортами стандартизованы по целлюлаз-

ной и ксиланазной активности, а «Рапидаза ЦР» 

обладает высокоэффективным комплексом геми-

целлюлазных ферментов и целлобиазной активно-

стью. 

Концентрацию РВ в пересчете на глюкозу в гид-

ролизате определяли спектрофотометрическим мето-

дом с использованием реактива на основе 3,5-ди-

нитросалициловой кислоты (Panreac, Испания) на 

UNICO UV-2804 (США); относительная погреш-

ность метода составляет 3,45 %.

В полученном по окончании процесса гидроли-

зате анализировали концентрацию РВ и концентра-

цию пентоз модифицированным железоорсиновым 

способом [17] (относительная погрешность состав-

ляет 5,00 %). 

Выход РВ рассчитан в двух вариантах: на массу 

субстрата (0,005 кг) и на массу гидролизуемых ком-

понентов (с вычетом нецеллюлозных примесей золы 

и лигнина). Для обоих случаев выход РВ рассчитан 

с учетом коэффициента 0,9, обусловленного при-

соединением молекулы воды к ангидроглюкозным 

остаткам соответствующих мономерных звеньев в 

результате ферментативного гидролиза. Выход кси-

лозы в гидролизате через 72 ч ферментации рассчи-

тан с учетом коэффициента 0,9 от м.д. пентозанов в 

субстрате.

Результаты и их обсуждение

Массовые доли основных компонентов Ц—суб-

стратов в пересчете на абсолютно сухое вещество 

представлены в табл. 2.

Субстраты Ц М, полученные при одинаковом 

давлении (1,5 МПа) и различной продолжительнос-

ти выдержки (600 и 900 с), имеют в своем составе гид-

ролизуемые компоненты (целлюлозу и пентозаны) 

в количестве 93—94 %, СП целлюлозы в них самая 

высокая из всех субстратов — 710—780. Субстраты Ц 

М, полученные при данном давлении (1,5 МПа), ха-

рактеризуются большей м.д. гидролизуемых компо-

нентов в сравнении с образцами Ц М, полученными 

при большем (2,5 МПа) давлении — 93 против 76—

78 % соответственно; СП образцов Ц М (1,5 МПа) 

в 3,5 раза выше соответствующих значений Ц М 

Таблица 1
Наименования субстратов и условия обработки мискантуса (М) и плодовой оболочки овса (ПОО) 
в реакторе высокого давления

Обозначение субстрата (МПа/с)
Условия обработки

Давление, МПа Время выдержки, с Температура, °С

Ц М (1,5/600) 1,5 600 196–197

Ц М (1,5/900) 1,5 900 196–197

Ц М (2,5/600-1) 2,5 600 219–220

Ц М (2,5/600-2) 2,5 600 219–220

Ц ПОО (1,5/600-1) 1,5 600 196–197

Ц ПОО (1,5/600-2) 1,5 600 196–197

Примечание.  В наименовании субстрата обозначено: 1 – использована смесь из трех ФП, 2 – использована смесь 
из двух ФП – «Целлолюкс-А» и «Брюзайм BGX».
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(2,5 МПа): 710—780 против 180—240. Сравнение 

компонентных составов субстратов из мисканту-

са и ПОО, полученных при одинаковых условиях 

(1,5/600), показало близкие значения суммы м.д. 

гидролизуемых компонентов — 93 и 90—91 % соот-

ветственно, а также различные степени полимери-

зации Ц М и Ц ПОО всего в 1,3 раза: 710—780 против 

550—590.

Результаты исследования ферментативного гид-

ролиза в виде зависимостей концентрации РВ в 

гидролизате от продолжительности ферментации 

Ц М представлены на рис. 1. Наибольшую началь-

ную скорость гидролиза демонстрирует образец Ц 

М (1,5/600): концентрация РВ через 24 ч гидролиза 

составляет 25 г/л, а уже через 48 ч достигает макси-

мального значения 30 г/л и стабилизируется. Значи-

тельно меньшей реакционной способностью обла-

дает субстрат Ц М (1,5/900): конечная концентрация 

РВ в 1,25 раза меньше, чем при гидролизе образца Ц 

М (1,5/600) (24 г/л и 30 г/л соответственно), несмотря 

на одинаковую сумму гидролизуемых компонентов 

в обоих субстратах и меньшую м.д. негидролизуе-

мых компонентов лигнина и золы в субстрате Ц М 

(1,5/900). Практически одинаковой и самой низ-

кой скоростью гидролиза обладают субстраты Ц М 

(2,5/600-1) и Ц М (2,5/600-2): концентрация РВ через 

72 ч гидролиза достигает лишь 19,5—21,0 г/л, что сви-

детельствует о близком химическом составе данных 

образцов (см. табл. 2). Следует отметить, что исполь-

зование двух ФП для Ц М (2,5/600-2) вместо трех ФП 

для Ц М (2,5/600-1) не привело ни к снижению на-

чальной скорости ферментативного гидролиза, ни к 

уменьшению конечной концентрации РВ.

Результаты исследования ферментативного гид-

ролиза в виде зависимостей концентрации РВ в гид-

ролизате от продолжительности ферментации Ц 

ПОО представлены на рис. 2.

Аналогично образцу Ц М (1,5/600) субстрат Ц 

ПОО (1,5/600-1) характеризуется высокой реакци-

онной способностью к ферментации, которая выра-

жается высокими концентрациями РВ в начальный 

период процесса: 10 г/л за 8 ч, 18 г/л за 16 ч, 25 г/л за 

24 ч — и выходом на плато через 40 ч — 30 г/л. Следу-

ет подчеркнуть, что СП этих целлюлоз различаются 

незначительно: 590 и 780 для Ц ПОО и Ц М соот-

ветственно. Субстраты Ц ПОО (1,5/600-1) и Ц ПОО 

(1,5/600-2) характеризуются одинаковыми значени-

ями м.д. целлюлозы и пентозанов, но при этом ис-

пользование трех ФП в первом случае способствует 

увеличению скорости ферментолиза на протяжении 

всего процесса; разница в значениях концентраций 

РВ, полученных через 24 ч (25,0 и 22,5 г/л), сохраня-

ется до окончания гидролиза.

Рис. 1. Зависимость концентрации РВ в пересчете 
на глюкозу от продолжительности ферментации целлюлоз 
мискантуса (Ц М), полученных при различных условиях:

 – Ц М (1,5/600);  – Ц М (1,5/900);  – Ц М (2,5/600-1); 
 – Ц М (2,5/600-2)

Таблица 2
Массовые доли основных компонентов Ц – субстратов

Обозначение субстрата 
(МПа/с)

Массовая доля компонента, %
Степень 

полимеризацииα-Целлюлоза
Кислотонерастворимый 

лигнин
Зола Пентозаны

Ц М (1,5/600) 88,9 4,4 2,4 4,0 780

Ц М (1,5/900) 89,6 3,0 0,9 3,6 710

Ц М (2,5/600-1) 74,9 3,9 1,9 0,7 240

Ц М (2,5/600-2) 77,5 4,0 1,9 0,7 180

Ц ПОО (1,5/600-1) 87,3 6,2 4,8 3,5 590

Ц ПОО (1,5/600-2) 87,1 5,1 3,5 3,3 550
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Таблица 3
Характеристики гидролизатов после ферментолиза всех субстратов

Наименование 
субстрата

Конечная 
концентрация 

РВ, г/л

Концентрация 
пентоз, 

г/л

Выход, %

РВ 
от массы 
субстрата

РВ от массы 
гидролизуемых 

компонентов

Пентоз от содержания 
пентозанов 
в субстрате

Ц М (1,5/600) 29,97 0,82 80,9 86,8 55,4

Ц М (1,5/900) 23,75 0,51 64,1 66,7 38,3

Ц М (2,5/600-1) 19,50 0,17 52,7 55,9 65,6

Ц М (2,5/600-2) 21,00 0,12 56,7 60,3 46,3

Ц ПОО (1,5/600-1) 29,89 1,13 80,7 90,7 87,2

Ц ПОО (1,5/600-2) 28,00 0,79 75,6 82,7 64,6

Примечание.  В наименовании субстрата обозначено: 1 – использована смесь из трех ФП, 2 – использована смесь 
из двух ФП – «Целлолюкс-А» и «Брюзайм BGX».

Конечные концентрации РВ и пентозанов, выхо-

ды РВ в пересчете на массу субстрата (0,005 кг а.с.в.) 

и на массу только гидролизуемых компонентов, а 

также выход пентоз от содержания пентозанов в 

субстрате приведены в табл. 3 (м.д. основных компо-

нентов Ц см. в табл. 2). Из табл. 2 и 3 следует, что из 

всех субстратов наибольшей реакционной способ-

ностью к ферментации характеризуются образцы 

Ц М (1,5/600) и Ц ПОО (1,5/600-1) с выходами РВ 

80,9 и 80,7 % (от массы субстрата) и 86,8 и 90,7 % (от 

массы гидролизуемых компонентов) соответствен-

но, при этом вклад пентоз в РВ незначителен (2,7—

3,8 %), хотя выход пентоз от содержания пентозанов 

в субстрате составляет 55—87 %. Другими словами, 

ферментолиз данных субстратов гарантирует полу-

чение гидролизатов, в составе редуцирующих ве-

ществ которых преимущественно глюкоза. Следует 

отметить, что в данном случае МЭК одинаково по-

ложительно катализирует гидролиз как целлюлоз, 

так и гемицеллюлоз. 

Сравнение результатов гидролиза образцов Ц М, 

полученных в разных условиях, показывает, что Ц, 

полученные при меньшем давлении (1,5/600), обла-

дают в 1,4—1,5 раза большей реакционной способ-

ностью, чем Ц, полученные при большем давлении 

(2,5/600-1, 2,5/600-2): конечные концентрации РВ в 

гидролизате составляют 30,0 и 19,5—21,0 г/л соот-

ветственно. Следует подчеркнуть, что более реак-

ционноспособный субстрат Ц (1,5/600) характеризу-

ется высоким значением СП — 780 против 180—240. 

Данный факт дополняет общие представления о 

влиянии СП на реакционную способность к фер-

ментолизу целлюлозы и подтверждает, что корреля-

ция между скоростью ферментативного гидролиза и 

СП отсутствует, таким образом, СП целлюлозы не 

является решающим фактором ферментолиза, что 

согласуется с классическими трудами [2], но не сов-

падает с результатами исследований биокаталити-

ческого гидролиза образцов целлюлоз с различны-

ми СП в статье [9].

На примере субстрата Ц М отмечено, что увели-

чение времени выдержки сырья в РВД приводит к 

снижению выхода РВ при ферментолизе, что мож-

но объяснить потерей гидролизуемых компонентов 

при более продолжительной выдержке в реакторе — 

нативных гемицеллюлоз и легкогидролизуемой час-

ти целлюлозы, продукты гидролиза которых при 

последующей промывке и облагораживании удаля-

ются из твердой фазы — будущего субстрата. 

Полученные результаты, как и ранее представ-

Рис. 2. Зависимость концентрации РВ в пересчете 
на глюкозу от продолжительности ферментации Ц ПОО, 
полученных при различных условиях

 – Ц ПОО (1,5/600-1);  – Ц ПОО (1,5/600-2)



72 Катализ в промышленности, № 6, 2013

Биокатализ

ленные [10], показали, что повышение давления и 

увеличение продолжительности обработки мис-

кантуса в РВД приводит к снижению реакционной 

способности к ферментативному гидролизу полу-

ченных таким образом целлюлозных субстратов. 

Близкая реакционная способность целлюлоз 

из различных видов сырья, полученных ГТБО при 

одинаковых условиях, может быть обусловлена фи-

зическим воздействием на лигноцеллюлозную мат-

рицу, после удаления части лигнина и гемицеллюлоз 

из которой доступность целлюлозы к ферментолизу 

не зависит от вида сырья. Ранее нами было показа-

но, что субстраты Ц, полученные как азотнокислым 

способом, так и комбинированным способом из раз-

личных видов сырья, характеризуются различной 

реакционной способностью — лучшей в случае ПОО 

[6, 8].

Заключение

Установлено, что гидротермобарическая обра-

ботка двух видов недревесного сырья — мискантуса 

и плодовых оболочек овса — в устройствах типа РВД 

без катализаторов с последующим облагораживани-

ем полученных волокнистых продуктов приводит к 

получению целлюлоз с высокой реакционной спо-

собностью к ферментации. Показано, что гидролиз 

как субстрата Ц М (1,5/600), так и Ц ПОО (1,5/600-1) 

обеспечивает максимальный выход редуцирующих 

веществ — 80,9—80,7 % (от массы субстрата) и 86,8—

90,7 % (от массы гидролизуемых компонентов), что 

свидетельствует об универсальности примененного 

способа предварительной обработки недревесного 

сырья для успешного ферментолиза. Установлено, 

что повышение давления и увеличение продолжи-

тельности обработки мискантуса в РВД приводит к 

снижению реакционной способности к ферменто-

лизу полученных целлюлоз. Глюкозные гидролиза-

ты, получаемые описанным в работе способом, яв-

ляются доброкачественным сырьем для биосинтеза 

не только топливных спиртов, но и широкого круга 

продуктов микробиологического синтеза: амино-

кислот, органических кислот, гель-пленки бактери-

альной целлюлозы, белково-витаминных концент-

ратов и т.д.

Работа выполнена в рамках проекта фундаментальных 

исследований № 5 «Химическое обогащение возобнов-

ляемого «концентрированного» целлюлозосодержащего 

сырья в различных средах в реакторах под давлением» 

Программы 3 Президиума РАН.
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Введение
Одним из актуальных направлений развития 

биотехнологии на сегодняшний день является ис-

пользование непищевой растительной биомассы в 

качестве сырья для получения различных полезных 

продуктов. Входящие в состав растительной био-

массы полисахариды (целлюлоза и гемицеллюлозы) 


