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Введение
Каталитические технологии занимают одно из 

ведущих мест среди перспективных направлений 

химической промышленности [1]. В настоящее 

время широко востребованы биокаталитические 

процессы для переработки растительной биомас-

сы различного происхождения: лесных ресурсов, 

сельскохозяйственных культур, микроводорослей 

и др. Этот спрос продиктован как минимум дву-

мя аспектами современного состояния смежных 

отраслей — химической, энергетической и нефте-

добывающей. Прежде всего, это ставшие вполне 

очевидными ограничения использования традици-

онной углеводородной энергетики, связанные с ис-

тощением мировых природных запасов ископаемых 

ресурсов и значительным экологическим ущербом 

от ее распространения. И второе, — это вполне оче-

видный потенциал использования возобновляемой 

растительной биомассы, имеющей практически 

бесконечный ресурс и экологическую чистоту пере-

работки и потребления [2, 3]. К одному из перспек-

тивных видов возобновляемой биомассы относят 

целлюлозосодержащие растительные материалы 

(отходы сельского хозяйства, отходы производств 

зерноподготовки, быстрорастущие растения) [4, 5]. 

Работы по биокаталитическому превращению раз-

ных видов сырья, включая целлюлозосодержащее, 

в этанол [6] и химической трансформации вторич-
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ного целлюлозного сырья в эфиры целлюлозы [7] 

встречаются в литературе. На сегодняшний день 

эти виды сырья, благодаря большим запасам и пос-

тоянному воспроизводству, являются уникальным 

источником альтернативной энергии [8]. Преиму-

щества использования альтернативной энергии, в 

частности биотоплив, обеспечивают увеличение 

объемов ее производства и возрастание конкурен-

тоспособности традиционной топливной углеводо-

родной энергетике, особенно на фоне прогнозиро-

вания спада потребности в углеводородном сырье 

[9]. Одной из проблем, ограничивающих конверсию 

целлюлозосодержащего сырья (ЦСС) в технологии 

производства возобновляемой энергии, является 

трудность расщепления входящих в него высокомо-

лекулярных углеводов.

Высокая стоимость ферментов и прочность лиг-

ноцеллюлозной структуры ЦСС являются серьез-

ными препятствиями для его внедрения в произ-

водство биоэтанола в качестве исходного сырья [10]. 

Кроме того существует ряд факторов, с которыми 

приходится сталкиваться при проведении биока-

талитического гидролиза этих видов сырья: дезак-

тивация фермента, снижение синергетического 

эффекта, изменение реакционной способности суб-

страта, ингибирование продуктом [11]. Отдельное 

внимание уделяется применяемым в технологии 

ферментным катализаторам, которые должны ока-

зывать комплексное воздействие, обладая ксилана-

зной и β-глюкозидазной (целлобиазной) активнос-

тями [12]. 

В ИПХЭТ СО РАН ведутся фундаментальные ис-

следования в области использования альтернатив-
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ных и возобновляемых источников энергии. Одним 

из приоритетных направлений является разработка 

технологии получения биоэтанола из таких видов 

ЦСС, как мискантус и плодовые оболочки овса. 

Стратегия этих исследований основана на приме-

нении методов ферментативного катализируемого 

гидролиза [13]. К настоящему времени накоплен 

опыт проведения гидролиза в небольших объемах 

субстратов, приготовленных на ацетатном буфере. 

Получены позитивные результаты по проведению 

гидролиза с применением биокатализаторов трех 

видов: целлобиогидролазы (экзоцеллюлазы), эндо-

глюконазы (эндоцеллюлазы) и β-глюкозидазы [14, 15]. 

Исследована подверженность различных видов суб-

стратов ферментативному гидролизу в зависимости 

от различных способов предварительной обработки 

ЦСС, благодаря которым раскрывается кристалли-

ческая структура субстратов, делая их более доступ-

ными для ферментов. Продуктами ферментатив-

ного гидролиза мискантуса являются волокнистые 

материалы, полученные после предварительной 

обработки различными способами, и технические 

целлюлозы, образующиеся в результате облагора-

живания волокнистых материалов.

В дальнейших исследованиях сделан акцент на 

изучении возможности масштабирования результа-

тов ферментативного гидролиза целлюлозосодержа-

щего сырья для создания технологии промышленного 

производства. Кинетика биокаталитического гидро-

лиза, как правило, характеризуется высокой началь-

ной скоростью и существенным снижением скорости 

гидролиза биомассы во времени, в результате чего 

наблюдается неполное преобразование целлюлозы и 

гемицеллюлоз до растворимых сахаров [16]. Поэтому 

наряду с упомянутыми факторами необходимо изу-

чить применение различных стратегий технологии 

ферментативного гидролиза [17]. Для проведения ис-

следований потребовалась пилотная установка, кото-

рая отличалась бы простотой конструкции и облада-

ла бы набором функций, достаточных для создания 

условий действия ферментов и впоследствии жизне-

деятельности дрожжевых клеток. Решение постав-

ленных задач стало возможным с разработкой ориги-

нальной конструкция пилотного ферментера. 

Конструкция аппарата

В основу конструкции заложена модель верти-

кального аппарата с перемешивающим устройст-

вом, оборудованного теплообменным элементом, 

приспособлениями для подачи сред, отбора проб 

(рис. 1). 

Ферментер является физической моделью про-

мышленного ферментера с многоярусным переме-

шивающим устройством и выполнен с сохранением 

типового соотношения высоты и диаметра аппа-

рата 3 : 1. Такой подход при разработке ферментера 

позволит провести масштабирование процесса по 

объему и осуществить гидролиз в оборудовании, 

конструктивно и технологически приближенном к 

промышленным видам ферментеров. Последнее ус-

ловие является весьма важным при переходе к про-

мышленным объемам ферментации.

Фирмами — производителями оборудования 

для биотехнологических процессов предлагаются 

лабораторные, лабораторно-пилотные и промыш-

ленные ферментеры для ведения широкого круга 

микробиологических процессов (с ферментами, 

бактериями, грибами, водорослями, растительны-

ми и животными клетками). В базовую комплекта-

цию входит набор устройств и аксессуаров (системы 

водоподготовки, воздухоподготовки, залива сред, 

аэрации, отбора проб, пеногашения, стерилизации 

оборудования и портов подачи сред, герметизации, 

автономные источники питания, измерительные 

и контрольные блоки и ряд других), позволяющих 

вести любые микробиологические процессы. Их ха-

рактеризует идентичность конструкции при пере-

ходе от аппаратов малого объема к большим. 

Комплектация разработанного ферментера (см. 

рис. 1) является упрощенной, учитывающей специ-

фику процесса ферментативного гидролиза исследуе-

мых целлюлозосодержащих субстратов: отсутствие 

систем аэрирования, пеногашения, автоматической 

стерилизации, автоматического контроля уровня 

кислотности; используются типовые элементы гер-

метизации. Для контроля глубины протекания про-

цесса по содержанию редуцирующих веществ пре-

дусмотрен отбор проб через нижний штуцер; анализ 

проб также позволяет оценить уровень кислотности 

в среде и произвести ее корректировку внесением 

щелочных или кислотных растворов. Для гермети-

зации ферментера использованы: манжетное уп-

лотнение вала аппарата, сальниковое уплотнение 

патрубков змеевика и фторопластовые прокладки в 

соединениях крышки и днища с обечайкой. 

Несмотря на конструктивные упрощения по от-

ношению к промышленным ферментерам, пред-

ставленная конструкция реализует основные прин-

ципы управления биотехнологическим процессом 
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в условиях механического перемешивания, обес-

печивая его полноценное протекание. Для этого 

аппарат оборудован элементами контроля и авто-

матического управления основными параметрами 

процесса: температурными условиями и эффектив-

ностью перемешивания в объеме. При поддержании 

кислотности на надлежащем уровне сочетание этих 

возможностей позволяет вести процесс в течение 

длительного времени. Корпус аппарата целесооб-

разно выполнить из стекла, это делает возможным 

визуальное наблюдение за изменениями в культу-

ральной среде при действии ферментов. С этой це-

лью корпус аппарата образуется путем установки 

стеклянной обечайки между верхним фланцем ап-

парата и фланцем сварного днища и фиксации с по-

мощью шпилек.

Перемешивание в ферментере 

обеспечивается многоярусным пе-

ремешивающим устройством, ос-

нащенным двухлопастными ме-

шалками. Лопастные мешалки 

просты в конструкции и обеспечи-

вают турбулизацию в объеме сре-

ды с широким диапазоном вяз-

кости. Конструкция мешалок 

имеет наклонное исполнение ло-

пастей, что приводит к образова-

нию осевых потоков при работе 

перемешивающего устройства; в 

результате создаются циркуля-

ционные контуры, обеспечиваю-

щие равномерное перемешивание 

среды и распределение фермента, 

субстрата, выравнивание темпе-

ратуры и уровня кислотности по 

всему объему.

Работа многоярусного переме-

шивающего устройства регулиру-

ется с помощью частотного пре-

образователя в широком диапа-

зоне частоты вращения в зависи-

мости от стадии ферментации и 

вязкости среды, что способствует 

доступности всей поверхности 

целлюлозы для действия фер-

ментов. Приведение во вращение 

перемешивающего устройства про-

исходит с помощью ременного 

привода, который расположен в 

верхней части ферментера. Для 

герметизации вала использовано манжетное уплот-

нение.

Температура, при которой ведется процесс фер-

ментации, оказывает огромное влияние на состоя-

ние фермента и его активность. Данная зависимость 

носит экстремальный характер, поэтому для каждо-

го фермента необходима оптимальная температура, 

поддерживаемая в производственных условиях с 

точностью ±1 °С. В разработанной установке пре-

дусмотрена система обеспечения температурного 

режима с необходимой точностью. Она включает в 

себя жидкостной термостат для подготовки и пода-

чи теплоносителя и теплообменный элемент. В ка-

честве последнего используется змеевик спирально-

го типа. Измерительные и регулирующие приборы 

в виде датчика температуры и измерителя ПИД-ре-

Рис. 1. Общий вид ферментера с элементами управления:
1 – обечайка; 2 – сварное днище; 3 – фланец аппарата; 4 – вал перемешивающего 
устройства; 5 – лопастная мешалка; 6 – змеевик; 7 – нижняя опора вала; 8 – сливной 
патрубок; 9 – плоская крышка; 10 – штуцеры подачи и отвода теплоносителя; 
11 – штуцеры подачи сред; 12 – привод; 13 – датчик температуры; 14 – опорная пла-
стина ферментера; 15 – шпильки; 16 – термостат; 17 – измеритель ПИД-регулятор; 
18 – частотный преобразователь
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гулятора, обеспечивающие работу контура теплооб-

мена в автоматическом режиме, поддерживают тем-

пературу в ферментере с точностью ±1 °С. 

Оснащенность установки устройствами для 

контроля и регулирования температуры и частоты 

вращения позволяет проводить процесс круглосу-

точно, гарантируя исключение негативного влия-

ния перепада температур на ферментный препарат, 

обеспечивает возможность регулировки интенсив-

ности перемешивания в зависимости от разжиже-

ния суспензии, а также возможность визуального 

контроля.

Проведение процесса ферментации предусмат-

ривает поддержание необходимого уровня кислот-

ности в среде. Для этого в конструкции ферментера 

предусмотрено наличие технологического штуцера, 

расположенного на крышке аппарата и служащего 

для подачи реактивов в среду при проведении кор-

ректировки кислотности среды в необходимом на-

правлении. Попадая в аппарат, реактив вовлекается 

в реакционную среду и равномерно распределяется 

по объему среды. Контроль кислотности осущест-

вляется путем измерения уровня рН в пробе, отби-

раемой из аппарата через нижний сливной штуцер. 

Аппарат снабжен съемной плоской крышкой 

фланцевого типа, позволяющей производить быст-

рую разборку после завершения процесса фермен-

тации. В крышке расположены штуцеры для пода-

чи рабочих сред (субстрата, реактивов, ферментов), 

подвода и отвода теплоносителя, а также техноло-

гический штуцер, предусмотренный для отвода об-

разующихся газов при сбраживании гидролизатов. 

Съем крышки производится вместе с перемешива-

ющим устройством, после чего из аппарата вынима-

ется змеевик. Таким образом происходит демонтаж 

всех внутренних элементов из корпуса аппарата, 

что обеспечивает удобство их мойки и дезинфекции 

при свободном доступе ко всем частям. Освободив-

шийся корпус аппарата легко подвергается ручной 

мойке и стерилизации. 

Технические характеристики установки пред-

ставлены в таблице.

Апробация установки

Порядок исследования ферментативного гидро-

лиза на представленной установке включает в себя 

следующие стадии: загрузка субстрата, включение 

перемешивания и обогрева до рабочей температуры, 

отбор пробы для определения рН, корректировка рН 

(при необходимости) дозировкой в ферментер опре-

деленного количества растворов кислоты или осно-

Технологические характеристики ферментера

Характеристика Значение

Общий объем, л 11

Рабочий объем, л 7–9

Рабочая среда Водный субстрат 
целлюлозосодержащего продукта

Диапазон регулирования рабочей температуры, °С 30–50

Точность поддержания температуры в установленном режиме, °С ±1

Время выхода на температурный режим, мин 15–25

Температура теплоносителя, °С 40–62

Диапазон регулирования частоты вращения мешалки, об/мин 250–750

Мощность привода мешалки, кВт 0,12

Вид перемешивающего устройства Многоярусное

Тип мешалок Двухлопастные с наклонными лопастями

Теплоноситель Горячая вода

Уплотнение вала мешалки Манжетное

Уплотнение патрубков ввода-вывода змеевика Сальниковое

Уплотнение крышки и днища аппарата Фторопластовая прокладка

Мойка и стерилизация Ручная
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вания, подготовка ферментного комплекса и дози-

ровка его в ферментер, установка рабочей частоты 

перемешивания, отбор проб для контроля процесса 

до окончания гидролиза, разгрузка аппарата, опре-

деление количества продукта. 

Произведен запуск установки на модельной сре-

де. Проверка надежности работы установки в те-

чение семи суток с контролем заданных значений 

температуры и скорости перемешивания показала, 

что ферментер обеспечивает поддержание парамет-

ров процесса с точностью ±1 °С по температуре и 

±2 об/мин по частоте вращения мешалок.

С использованием разработанного ферментера 

проведены исследования зависимости концентра-

ции редуцирующих веществ (РВ) в гидролизате от 

продолжительности ферментативного гидролиза 

с получением опытного образца водного гидроли-

зата. В качестве первичного субстрата использо-

вана техническая целлюлоза, полученная комби-

нированным способом из мискантуса российского 

происхождения на опытном производстве [18, 19] с 

последующим облагораживанием путем обработки 

перекисью водорода в щелочной среде. Подготов-

ленный субстрат с концентрацией в воде 83,3 г/л 

(гидромодуль 1 : 12) загружался в ферментер, где 

проводилось предварительное перемешивание сус-

пензии при рабочей частоте вращения перемеши-

вающего устройства 750 об/мин с выходом на тем-

пературный режим проведения ферментации 50 °С, 

который достигался через 20 мин. Температура по-

даваемого теплоносителя в змеевик поддерживалась 

на уровне 60—62 °С. После корректировки и стаби-

лизации кислотности среды на уровне рН 4,7 путем 

использования ортофосфорной кислоты и (или) 

гидроксида аммония в реакционную массу вносили 

комплекс из ферментов, включающий три фермен-

тных препарата: «Брюзайм BGX», «Целлолюкс-А» и 

«Рапидаза ЦР», каждого по 0,04 г/г субстрата. Ис-

пользование данного комплекса ранее было апро-

бировано при ферментации технической целлюло-

зы мискантуса в ацетатном буфере в малом объеме и 

установлено, что их совместное использование поз-

воляет достичь наибольшего выхода редуцирующих 

веществ и сокращения времени проведения процес-

са [14, 20]. По мере разжижения суспензии в течение 

часа варьировали частоту вращения ПУ от 750 до 

350 об/мин. Процесс ферментации проводили при 

температуре 50 °С в течение трех суток. В ходе про-

цесса проводился отбор проб через каждые 8 ч для 

определения концентрации РВ в гидролизате. 

На рис. 2 в качестве результата проведенного с 

использованием ферментера эксперимента пред-

ставлена зависимость концентрации РВ от продол-

жительности ферментации целлюлозы мискантуса. 

Первые 12 ч гидролиза характеризуются высокой 

скоростью реакции: концентрация РВ возрастает от 

0 до 32 г/л. За следующие 12 ч прирост РВ составляет 

всего 10 г/л; через 64 ч ферментации концентрация 

РВ достигает 56 г/л, а к 72 ч составляет 56,7 г/л, что 

позволяет констатировать завершение гидролиза, 

так как в дальнейшем накопление РВ практичес-

ки не происходит. Полученная зависимость хоро-

шо согласуется с общими представлениями о фер-

ментативном гидролизе целлюлозообогащенного 

продукта [21] с конечным выходом редуцирующих 

веществ в количестве 69 % от массы субстрата. Ре-

зультаты проведенной в водной среде ферментации 

(см. рис. 2) воспроизводят результаты лабораторной 

ферментации в ацетатном буфере [13, 22, 23], что 

свидетельствует о возможности масштабирования 

процесса биокатализа целлюлозы мискантуса при 

использовании разработанного ферментера. 

Полученный гидролизат был протестирован 

на доброкачественность сбраживанием в этанол в 

лабораторных условиях с контролем химического 

состава полученной бражки. Параллельно с лабо-

раторным [13] было проведено сбраживание выра-

ботанных гидролизатов в разработанном фермен-

тере. Результаты показали возможность реализации 

основных стадий биокаталитической трансформа-

Рис. 2. Зависимость концентрации РВ от продолжитель-
ности ферментации целлюлозы мискантуса
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ции продукта переработки ЦСС в этанол, что сви-

детельствует об универсальности разработанной 

установки.

Заключение

Разработана оригинальная установка для иссле-

дования биокаталитического превращения продук-

тов переработки недревесного сырья. Проведено ее 

опробование в процессах ферментации целлюлозы 

мискантуса и сбраживания полученных гидроли-

затов. Показано, что разработанное оборудование 

обеспечивает надежность и необходимую точность 

проведения экспериментов при исследовании фер-

ментативного гидролиза субстратов технических 

целлюлоз из возобновляемого ЦСС с получением 

доброкачественных гидролизатов, пригодных для 

использования в качестве питательной среды при 

последующем проведении спиртового брожения са-

харомицетами. Продемонстрирована возможность 

масштабирования ферментативного гидролиза (от 

колбы в ацетатном буфере к емкостному аппарату 

в водной среде). Экспериментально подтверждена 

применимость установки для проведения процес-

сов как ферментативного гидролиза, так и сбражи-

вания. 

Конструкция ферментера и его аппаратурная ос-

нащенность позволяют получать доброкачествен-

ные гидролизаты, пригодные для микробиологичес-

кой конверсии, включая выращивание гель-пленки 

в технологии получения бактериальной целлюлозы 

медицинского назначения [24]. 

Работа выполнена в рамках научного проекта V.40.2.1 

«Разработка физико-химических основ технологии полу-

чения полупродуктов и биотоплив из недревесного расти-

тельного сырья» Программы V.40.2 «Фундаментальные 

исследования синтеза высокоэнергетических соединений 

с большим содержанием азота и композиций на их основе, 

полупродуктов и биотоплив из растительного сырья. Раз-

работка основ технологии их получения и переработки» 

(государственная регистрация темы проекта 

№ 01201051012).
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