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Аннотация: Приведены результаты исследования кинетики твердофазного 

ферментативного гидролиза целлюлозосодержащего сырья в статико-динами-
ческом режиме с использованием культуры микроскопического гриба 
Trichoderma viride в зависимости от фракционного состава субстрата. Исследова-
ны варианты организации процесса с твердым субстратом тонкой (0…1 мм), уме-
ренной (1…3 мм) и грубой (3…5 мм) дисперсности. Установлено, что наиболее 
высокая концентрация ростовых факторов достигается в ферментативной среде, 
приготовленной с использованием твердого субстрата умеренной дисперсности. 
Применение такого субстрата обеспечивает благоприятные условия для интен-
сивного объемного аэрирования ферментативной среды и диффузионного контак-
та компонентов фермент-субстратного комплекса. Степень биоконверсии целлю-
лозы, достигаемая в течение четырех суток ферментолиза на субстрате с умерен-
ной дисперсностью, на 20 % выше, чем на тонко- и грубодисперсных субстратах. 

 
 

 
 

Введение 
 

При сохраняющемся мировом дефиците пищевых и энергетических ресурсов 
и постоянно возрастающем их потреблении наиболее актуальной задачей является 
поиск и технологическое освоение надежных возобновляемых источников сырья, 
остро необходимых для преодоления названного дефицита. В настоящее время 
одним из наиболее перспективных возобновляемых источников жизненно важных 
ресурсов признано целлюлозосодержащее сырье [1]. Это объясняется глобальным 
относительно однородным континентальным распределением целлюлозосодер-
жащего сырья и высочайшей интенсивностью его ежегодного воспроизводства  
в процессе фотосинтеза растительной биомассы, существенной частью которой 
является целлюлоза (по некоторым данным до 700 млрд т в год). Кроме того, важ-
ным фактором является то, что целлюлозосодержащее сырье имеет большие пер-
спективы для переработки с использованием экологически безопасных техноло-
гий, предотвращающих тепловое и химическое загрязнение  окружающей среды. 

В настоящее время основным способом многоцелевого использования цел-
люлозосодержащего сырья является его гидролиз, позволяющий осуществить 
конверсию полисахаридов в простые сахара, широко востребованные во многих 
отраслях промышленности и АПК. Среди существующих методов гидролиза,  
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к которым относятся физические, химические и биологические методы, послед-
ние являются наиболее перспективными для широкого применения. Это связано  
с тем, что биологические методы предотвращают загрязнение окружающей среды 
и являются менее энергоемкими. В основе биологических методов переработки 
целлюлозосодержащего сырья лежит ферментативный гидролиз, представляющий 
собой  биокаталитическую реакцию, в которой в качестве катализатора использу-
ются вырабатываемые микроорганизмами целлюлолитические ферменты. 

Во многих отраслях промышленности, сельского и лесного хозяйства, заня-
тых производством и переработкой растительного сырья, образуется большое ко-
личество целлюлозосодержащих отходов, компоненты которых имеют богатый 
сырьевой потенциал [2]. Однако для использования этого потенциала в целях по-
полнения пищевых, кормовых и энергетических ресурсов требуется конверсия 
целлюлозосодержащих компонентов до легко усвояемых и перерабатываемых 
форм сахаридов. Осуществление конверсии традиционным биотехнологическим 
методом (глубинным жидкофазным ферментолизом) является низко рентабель-
ным, вследствие низкого выхода продукта, и характеризуется значительным от-
рицательным экологическим эффектом при необходимости потребления больших 
объемов растворителя. 

Во многом перечисленные недостатки глубинного жидкофазного ферменто-
лиза могут быть преодолены с использованием методов твердофазного фермента-
тивного гидролиза. Преимущества твердофазного ферментолиза обусловлены 
низким содержанием влаги, высокой концентрацией питательных веществ и дру-
гих ростовых факторов в ферментативной среде и, как следствие, более высокой 
удельной производительностью, а также резким снижением остроты экологиче-
ских проблем [3, 4]. Еще одним существенным преимуществом твердофазного 
ферментирования является возможность организации процесса с использованием 
экономичного и надежного в эксплуатации оборудования [3, 4]. 

Результаты исследований, представленные в работах [5 – 7], свидетельству-
ют о целесообразности организации твердофазного ферментолиза целлюлозосо-
держащих отходов деревообрабатывающего производства в статико-динами-
ческом режиме с использованием целлюлаз, продуцируемых в процессе метабо-
лизма культуры микроскопического гриба Trichoderma viride. Установлено, что  
в статико-динамическом режиме ферментолиза достигается более высокая интен-
сивность биоконверсии при высоких показателях объемной однородности  фор-
мирования больших плодовых тел и минимальном спорообразовании по сравне-
нию, как со статическим, так и динамическим режимами [6]. Наибольшая эффек-
тивность ферментолиза по основным показателям обеспечивается, если статико-
динамический режим организуется при продолжительности периода между опе-
рациями перемешивания ферментативной среды, равной трем часам [7]. При со-
ответствующей частоте операций перемешивания, с одной стороны, достигается 
достаточно интенсивное обновление поверхности межфазного контакта, а с дру-
гой – сводится к минимуму негативное механическое воздействие на культуру 
микроскопического гриба.  

Однако в работах [5 – 7] без должного внимания остается влияние дисперс-
ности твердого субстрата на интенсивность ферментолиза, в то время как размер 
частиц субстрата определяет удельную поверхность и условия межфазного кон-
такта компонентов ферментативной среды. Настоящая работа посвящена иссле-
дованию влияния степени дисперсности отходов деревообрабатывающего произ-
водства на эффективность их ферментативного гидролиза с использованием куль-
туры микроскопического гриба Trichoderma viride, который характеризуется вы-
сокой целлюлазной активностью [8, 9].  
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Материалы и методы исследования 
 

Исследование кинетики твердофазного ферментативного гидролиза проведе-
но в статико-динамическом режиме организации процесса, технологические па-
раметры которого оставались инвариантными и соответствующими условиям 
ферментолиза, рекомендованным в результате ранее проведенных исследова-
ний [7]. Исследование выполнено с использованием трех вариантов субстрата  
в виде смеси древесных опилок лиственных пород деревьев определенного фрак-
ционного состава, пшеничных отрубей и солодового экстракта [5]. Соотношение 
компонентов субстрата и процедура его подготовки изложены в работах [5, 6]. 
Единственным отличием вариантов субстрата был фракционный состав древес-
ных частиц мелкой (0…1 мм), средней (1…3 мм) и крупной (3…5 мм) дисперсно-
сти. Ферментолиз проведен с использованием целлюлаз, являющихся продуктом 
метаболизма микроскопического гриба Trichoderma viride, вводимого в стерилизо-
ванный субстрат в виде водной суспензии (28,5 %) спор в количестве 10 масс. %. 
Ферментативный гидролиз имеет своей целью получение твердофазного субстра-
та, который может быть использован для выращивания макроскопических грибов 
продовольственного назначения и в качестве кормовой добавки для животновод-
ства. Такого рода продукты остро востребованы на предприятиях АПК [10, 11].  

Условия мягкого механического воздействия на мицелий микроскопического 
гриба в процессе ферментолиза обеспечены путем перемешивания ферментатив-
ной среды в режиме гравитационного обрушения ее откосов, периодически фор-
мируемых в засыпке медленно вращающегося барабана [5]. Скорость вращения 
барабана обеспечивала трехчасовую продолжительность периода статического 
состояния культуры между операциями перемешивания ферментативной среды. 
Аэрирование среды осуществлялось с использованием устройства ввода конди-
ционированного воздуха, размещенного по центру циркуляции материала в за-
сыпке барабана [5]. Согласно результатам ранее проведенных исследований [5 – 7] 
длительность процесса ферментолиза ограничена 96 часами. 

В процессе ферментолиза контролировались концентрация протеина, реду-
цирующих сахаров и содержание остаточной целлюлозы в ферментативной среде. 
Концентрация протеина определялась колориметрическим методом с применени-
ем биуретового реактива [12], содержание редуцирующих (восстанавливающих) 
сахаров – йодометрическим методом [13]. Содержание целлюлозы и целлюлазная 
активность в ферментативной среде контролировались с использованием методик, 
регламентированных действующими стандартами [14, 15]. Кроме измерения пе-
речисленных характеристик ферментативной среды осуществлялся визуальный 
контроль ее состояния с целью оценки состояния плодовых тел и спорообразова-
ния для различных вариантов фракционного состава целлюлозосодержащего  
субстрата. 

В процессе экспериментального исследования с периодом 24 часа проводил-
ся отбор образцов ферментативной среды для измерения концентрации протеина, 
сахаров и остаточной целлюлозы для трех вариантов фракционного состава цел-
люлозосодержащего субстрата. В целях снижения влияния случайных факторов 
на результат измерения и статистической оценки допущенной погрешности осу-
ществлялся параллельный отбор проб для определения каждой измеряемой харак-
теристики среды. Результаты параллельных измерений после проверки их стати-
стической однородности при 5%-м уровне значимости использовались для вычис-
ления среднего измеренного значения. 

При анализе результатов исследования исходили из основных общепринятых 
положений теории ферментативных реакций, в соответствии с которыми биоката-
лиз представляется в упрощенном виде как совокупность двух последовательных 
стадий [1]. На первой стадии при взаимодействии фермента и субстрата формиру-
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центрации белка и относительной скорости ее изменения от времени. Представ-
ленные результаты отражают зависимость концентрации белка и относительной 
скорости ее изменения от времени в ферментативной среде в процессе статико-
динамического твердофазного ферментолиза при различной дисперсности частиц 
целлюлозосодержащего субстрата. 

Анализ приведенных зависимостей позволяет сделать вывод о принципиаль-
но различной динамике прироста биомассы в случаях мелкой, средней и крупной 
дисперсности твердой фазы. Так, начальный этап культивирования характеризу-
ется ускоренным ростом биомассы для мелкодисперсного субстрата, отрицатель-
ным ускорением роста для крупнодисперсного и устойчивым темпом роста в слу-
чае субстрата средней дисперсности. Еще более значительное различие в кинети-
ке культивирования наблюдается на четвертые сутки процесса, когда стадия ус-
тойчивого роста концентрации белка на субстрате средней дисперсности сменяет-
ся стадией замедленного роста, а при культивировании на тонко- и грубодисперс-
ных субстратах в этот период происходит переход от стадии замедленного роста  
к стадии снижения белковой массы.  

Такого рода весьма резкий переход от стадии роста к стадии деградации бел-
ковой массы для процесса ферментолиза на тонкодисперсном субстрате объясня-
ется, очевидно, блокированием центров роста мицелия микроскопического гриба 
под действием эффекта агломерирования ферментативной среды. Данный эффект, 
характерный для тонкодисперсных материалов с высокой связностью частиц, 
приводит к резкому возрастанию диффузионного и теплового сопротивлений  
газообменных и теплообменных процессов, которые увеличиваются пропорцио-
нально квадрату диаметра формируемых агломератов [15, 16], что становится 
причиной ингибирования жизнедеятельности микроорганизмов. Таким образом, 
следствием процесса агломерирования ферментативной среды является формиро-
вание в ней центров с высокой концентрацией факторов, которые инициируют 
автолиз микроорганизмов. В первую очередь к таким факторам следует отнести 
дефицит газообразного субстрата и повышенные значения температуры и концен-
трации газообразного метаболита. 

Высокая интенсивность роста биомассы в первые сутки ферментирования на 
крупнодисперсном субстрате объясняется высокой интенсивностью диффузион-
ных и теплообменных процессов вследствие того, что центры роста мицелия кон-
центрируются на поверхности крупных частиц субстрата. Поверхность таких час-
тиц обогащена питательными веществами, входящими в состав жидкой фазы 
ферментативной среды, что обусловлено низкой диффузионной проницаемостью 
крупных частиц и относительно малой их удельной поверхностью межфазного 
контакта. В таких условиях межфазное взаимодействие ферментативной среды  
с аэрирующим воздухом характеризуется минимальными значениями диффузи-
онного и тепловых сопротивлений. 

Однако по этой же причине уже на вторые сутки ферментирования возмож-
ности для интенсивного протекания процесса культивирования исчерпываются  
и культура микроскопического гриба входит в стадию замедленного роста.  
Это связано, с одной стороны, с быстрым истощением питательных веществ  
в жидкой фазе культуральной среды в благоприятных условиях для жизнедея-
тельности микроорганизмов и, с другой стороны, является следствием ограничен-
ного доступа питательных веществ, генерируемых в процессе биокатализа.  
Интенсивность биокатализа ограничена вследствие неблагоприятных условий 
формирования фермент-субстратных комплексов по причине большого внутри-
диффузионного сопротивления переносу целлюлазы в частицах субстрата круп-
ного размера. В связи с этим за стадией замедленного роста закономерно следует 
фаза деградации белковой массы микроскопического гриба при отрицательном 
значении коэффициента скорости культивирования. 
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Наблюдаемые различия в кинетике ферментолиза во многом объясняются кине-
тическими закономерностями прироста белковой массы в процессе культивиро-
вания микроскопического гриба (см. рис. 2). 

На всех этапах ферментолиза высокие значения скорости процесса поддер-
живаются при его организации на субстрате с умеренной дисперсностью  
(1…3 мм), что подтверждается положением кривой 2 на рис. 5. Высокая интен-
сивность ферментативного гидролиза целлюлозы обеспечивается при этом за счет 
высокоразвитой и эффективно обновляемой при перемешивании субстрата по-
верхности межфазного контакта. Соответствующая дисперсность твердофазного 
субстрата оказывается благоприятной для организации эффективного объемного 
аэрирования ферментативной среды и, как следствие, для интенсивного тепломас-
сообмена при контакте среды с газообразным субстратом. Вместе с тем умеренная 
дисперсность частиц субстрата, очевидно, обеспечивает достаточно высокую 
диффузионную проницаемость частиц твердофазного субстрата биокатализато-
ром, который интенсивно генерируется поверхностной культурой микроскопиче-
ского гриба. Таким образом, в случае умеренной дисперсности твердого субстрата 
обеспечивается благоприятное сочетание внешних и внутренних (в отношении 
частиц твердой фазы) факторов роста культуры микроскопического гриба.  
В результате достигается возможность поддержания высокой скорости явлений 
внешнего и внутреннего массопереноса и оптимальных температурных условий  
в процессе твердофазного биокатализа. Как следствие, в процессе биокатализа 
целлюлозы на твердом субстрате с размером частиц 1…3 мм обеспечивается вы-
сокая интенсивность формирования фермент-субстратных комплексов с после-
дующей их диссоциацией на ферментолизат и свободный биокатализатор.  
Степень биоконверсии целлюлозы, достигаемая в течение четырех суток фермен-
толиза на субстрате с умеренной дисперсностью, на 20 % выше, чем на тонко-  
и грубодисперсных субстратах. 

Процесс биоконверсии целлюлозы с использованием крупнодисперсного 
твердого субстрата на начальном этапе протекает со значительно более высокой 
интенсивностью, чем в случае мелкодисперсного. Это объясняется высокой кон-
центрацией ростовых факторов для культуры микроскопического гриба вблизи 
поверхности крупных частиц субстрата, вследствие низких значений диффузион-
ных и тепловых сопротивлений тепломассообменных процессов, сопряженных  
с процессом биокатализа. Однако на последующих стадиях ферментолиз замедля-
ется настолько, что скорость биоконверсии целлюлозы становится меньше скоро-
сти, имеющей место в процессе, организованном с использованием тонкодис-
персного субстрата. Это объясняется снижением интенсивности формирования 
фермент-субстратных комплексов вследствие увеличения внутридиффузионного 
сопротивления твердой фазы в процессе углубления зоны проникновения биока-
тализатора в глубинные слои крупных частиц субстрата.  

В исследованном периоде твердофазного ферментолиза целлюлозосодержа-
щего сырья наблюдаются примерно равные средние интегральные значения ско-
рости процесса в случаях крупно- и мелкодисперсного субстратов, что подтвер-
ждается для них практически одинаковой достигнутой степенью конверсии цел-
люлозы (см. рис. 4). Однако динамика изменения кинетических характеристик 
ферментолиза в названных вариантах организации процесса позволяет сделать 
вывод о том, что на начальной его стадии более высокой интенсивностью харак-
теризуется вариант с крупнодисперсным твердым субстратом. На последующих 
же стадиях в таком варианте процесса, в отличие от альтернативных его вариан-
тов, наблюдается существенное и систематическое снижение интенсивности фер-
ментолиза, что, очевидно, связано с возрастающим доминированием в этом слу-
чае диффузионной кинетики. 
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Заключение 
 

Таким образом, в результате исследования определен фракционный состав 
твердого целлюлозосодержащего субстрата (1…3 мм), при использовании которо-
го достигается максимальная концентрация ростовых факторов культуры микро-
скопического гриба Trichoderma viride, способствующих интенсивному протека-
нию процесса ферментативного гидролиза. Высокая концентрация ростовых фак-
торов при использовании субстрата такой дисперсности обеспечивается вследст-
вие благоприятных условий для интенсивного объемного аэрирования фермента-
тивной среды и диффузионного контакта компонентов фермент-субстратного 
комплекса в процессе ферментолиза целлюлозы и культивирования микроорга-
низмов в статико-динамическом режиме. 
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Abstract: The results of a study of the kinetics of solid-phase enzymatic 

hydrolysis of cellulose-containing raw materials in a static-dynamic mode using  
a culture of the Trichoderma viridemicroscopic fungus depending on the fractional 
composition of the substrate are presented. Variants of the process organization with  
a solid substrate of fine (0–1 mm), moderate (1–3 mm) and coarse (3–5 mm) dispersion 
are investigated. It was found that the highest concentration of growth factors is 
achieved in an enzymatic medium prepared using a solid substrate of moderate 
dispersion. The use of such a substrate provides favorable conditions for intensive 
volumetric aeration of the enzymatic medium and diffusion contact of the components 
of the enzyme-substrate complex. The degree of cellulose bioconversion achieved 
during four days of fermentolysis on a substrate with moderate dispersion is 20 % 
higher than on finely and coarsely dispersed substrates. 
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Kinetik der Festphasen-Biokatalyse der zellulosehaltigen Rohstoffe 
im statisch-dynamischen Regime auf Substraten 

unterschiedlicher fraktioneller Zusammensetzung 
 
Zusammenfassung: Es sind die Ergebnisse der Untersuchung der Kinetik der 

enzymatischen Festphasenhydrolyse von zellulosehaltigen Rohstoffen im statisch-
dynamischen Modus unter Verwendung der Kultur des mikroskopischen Pilzes 
Trichoderma viride in Abhängigkeit von der fraktionellen Zusammensetzung des 
Substrats vorgestellt. Die Varianten der Prozessorganisation mit festem Substrat von 
feiner (0...1 mm), mäßiger (1...3 mm) und grober (3...5 mm) Dispersität sind untersucht. 
Es ist festgestellt, dass die höchste Konzentration an Wachstumsfaktoren in dem 
enzymatischen Medium erreicht wird, das unter Verwendung des festen Substrats mit 
mittlerer Dispergierbarkeit hergestellt wird. Die Verwendung eines solchen Substrats 
bietet günstige Bedingungen für eine intensive volumetrische Belüftung des 
enzymatischen Mediums und einen Diffusionskontakt der Komponenten des Enzym-
Substrat-Komplexes. Der Grad der Zellulose-Biokonversion, der während der 
viertägigen Fermentolyse auf einem mäßig dispergierten Substrat erreicht wird, ist um 
20 % höher als auf fein und grob dispergierten Substraten. 

 
 
Cinétique de la biocatalyse en phase solide de la matière première  

de maintien de la cellulose en mode statique et dynamique sur  
des substrats de différentes compositions fractionnaires 

 
Résumé: Sont présentés les résultats de l'étude de la cinétique de l'hydrolyse  

enzymatique en phase solide de la matière première contenant de la cellulose en mode 
statique-dynamique en utilisant une culture du champignon microscopique Trichoderma 
viride en fonction de la composition fractionnée du substrat. Sont étudiées les options 
d'organisation du processus avec un substrat solide de dispersion fine (0...1 mm), 
modérée (1...3 mm) et grossière (3...5 mm). Est établi que la concentration la plus 
élevée des facteurs de croissance est obtenue dans un milieu enzymatique préparé  
à l'aide d'un substrat solide de dispersion modérée. L'utilisation d'un tel substrat fournit 
des conditions favorables pour l'aération volumétrique intensive du milieu enzymatique 
et le contact de diffusion des composants du complexe enzyme-substrat.  
La bioconversion de la cellulose obtenue en quatre jours sur un substrat à dispersion 
modérée est supérieure de 20% à celle des substrats à dispersion fine et grossière. 
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