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Аннотация. В работе впервые исследуется ферментативный гидролиз четырех видов субстратов, полученных из 
мискантуса гигантского сорта КАМИС российской селекции, с помощью авторских методов химической предва-
рительной обработки, проводимой при атмосферном давлении с использованием разбавленных растворов 
HNO3 и NaОН. Одностадийная предварительная обработка мискантуса гигантского позволяет повысить содер-
жание полисахаридов до 90,4–90,8%, а двустадийная обработка – до 98,3–99,4%. Результаты опытных данных 
ферментативного гидролиза четырех полученных субстратов в диапазоне начальных концентраций от 30 до 
120 г/л аппроксимированы с использованием подходов фрактальной кинетики. Повышение начальных концен-
траций субстрата в указанном диапазоне приводит к повышению начальной скорости гидролиза в 2,8–3,3 раза 
и снижению выхода редуцирующих сахаров на 12,4–13,1%. Все четыре вида предобработки оказались чрезвы-
чайно эффективны для мискантуса гигантского, так как обеспечили повышение реакционной способности к 
ферментативному гидролизу в 34–36 раз по сравнению с исходным сырьем. Сниженные выходы редуцирующих 
сахаров наблюдаются при ферментативном гидролизе продукта щелочной делигнификации мискантуса гигант-
ского, что связано с устойчивостью мискантуса гигантского к обработке гидроксидом натрия. Повышение 
начальной концентрации субстратов от 60 до 90 г/л не приводит к существенному снижению выхода редуци-
рующих сахаров, поэтому ферментативный гидролиз высококонцентрированных субстратов может успешно 
использоваться для получения биотоплив и биохимикатов.

Ключевые слова: мискантус гигантский, ферментативный гидролиз, высокая концентрация, фрактальная 
кинетика.
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Abstract. This work is the first to study the enzymatic hydrolysis of four types of substrates obtained from Miscanthus 
giganteus of the KAMIS variety of Russian breeding. The study was conducting using the authors’ methodology 
based on a chemical pretreatment of substrates at atmospheric pressure with HNO3 and NaOH dilute solutions. A 
one-stage pretreatment of Miscanthus giganteus allows the polysaccharide content to be increased up to 90.4–90.8%, 
compared to 98.3–99.4% following a two-stage treatment. The experimental results of enzymatic hydrolysis of the 
four obtained substrates in the range of initial concentrations from 30 to 120 g/l are approximated using fractal 
kinetics approaches. An increase in the initial substrate concentrations in the specified range leads to an increase 
in the initial hydrolysis rate by 2.8–3.3 times and a decrease in the yield of reducing sugars by 12.4–13.1%. All 
four pretreatment types turned out to be extremely effective for Miscanthus giganteus, ensuring an increase in the 
reactivity to enzymatic hydrolysis by 34–36 times compared to the starting raw material. Lowered yields of reducing 
sugars are observed during enzymatic hydrolysis of the alkaline delignification product of Miscanthus giganteus, 
which is associated with the resistance of Miscanthus giganteus to treatment with sodium hydroxide. An increase 
in the initial concentration of substrates from 60 to 90 g/l does not lead to a significant decrease in the yield of 
reducing sugars. Therefore, enzymatic hydrolysis of highly concentrated substrates can be successfully used to 
produce biofuels and biochemicals.
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ВВЕДЕНИЕ
В связи с исчерпанием невозобновляемых углево-

дородов перед мировым сообществом встала задача 
поиска возобновляемого сырья для его трансформации 
в широкий спектр продуктов химического и микро-
биологического синтеза. В настоящее время обще-
признано, что именно целлюлозосодержащее сырье 
является базовым для развития экономики замкнутого 
цикла – это дает основания назвать ее биоэкономикой 
замкнутого цикла (экономикой, построенной на био-
логических ресурсах) [1, 2]. 

В настоящее время целлюлозосодержащее сырье 
рассматривается намного шире, чем древесина и 
отходы ее переработки: это и пожнивные остатки, и 
биомасса энергетических растений, и целлюлозная 
фракция бытовых отходов [3–5]. Наиболее эффективным 
источником биомассы являются энергетические рас-
тения, а одним из самых значимых энергетических 
растений во всем мире признан мискантус [6–9]. Как 
показали обзоры [8, 9], основными отраслями использо-
вания мискантуса являются энергетика, строительство, 
целлюлозно-бумажная промышленность, химическая 
промышленность и биотехнологическое производство. 
Биотехнологическое производство неслучайно стоит в 

этом списке на последнем месте – его эффективность 
является дискуссионным вопросом: в литературе есть 
иллюстрации как успешного применения мискантуса 
(например, для синтеза биоэтанола [6, 7]), так и не 
очень успешного его использования (например, для 
синтеза фумаровой кислоты [10]). 

Известно, что в трансформации любого целлюлозо-
содержащего сырья в продукты биотехнологического 
синтеза ключевой стадией, определяющей эффектив-
ность всего процесса, является предварительная обра-
ботка [3]. Второй по значимости и тесно связанной с 
первой является стадия ферментативного гидролиза [11]. 

Факторов, влияющих на эффективность конверсии 
целлюлозосодержащего сырья в редуцирующие сахара 
(РС), очень много. Условно можно разбить их на две 
группы: влияние ферментов и влияние субстратов (их 
происхождения и способов получения). Эти две группы 
факторов тесно связаны и оказывают друг на друга 
взаимное влияние. Несогласованность действия фер-
ментов приводит к неполному гидролизу целлюлозы и 
гемицеллюлоз, поэтому выход сахаров ниже теорети-
ческих значений [3].

При переходе на высококонцентрированные суб-
страты выход сахаров неизбежно будет уменьшаться, 
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поэтому повышение концентраций низкофермента-
бельных субстратов бессмысленно. Выход сахаров 
уменьшается из-за повышения вязкости реакционной 
массы, что приводит к снижению эффективности био-
конверсии целлюлозы, кроме того, при увеличении 
концентрации сахаров происходит ингибирование 
целлюлаз согласно принципу обратной связи [12]. Ко 
всему прочему, повышение вязкости реакционной 
массы приводит к снижению эффективности переме-
шивания и теплопередачи и, как следствие, к большему 
энергопотреблению [13, 14]. 

Тем не менее переход к высококонцентрированным 
концентрациям субстратов необходим для ряда биотех-
нологических производств, например, для получения 
биоэтанола. Осуществление процесса фермента-
тивного гидролиза при повышенных концентрациях 
субстрата позволяет снизить себестоимость готовой 
продукции, так как обеспечивает повышение выхода 
целевого продукта. Повышение выхода достигается 
благодаря сокращению продолжительности процесса, 
уменьшению дозировки ферментов и снижению веро-
ятности микробной контаминации. 

Исследования поведения субстратов в процессе 
ферментативного гидролиза при их повышенных кон-
центрациях имеют важное практическое значение для 
прогнозирования выходов целевых продуктов микро-
биологического синтеза (из растворов РС, полученных в 
процессе ферментативного гидролиза) и для экономи-
ческой оценки потенциальных производств. В данной 
работе впервые исследуется зависимость эффектив-
ности ферментативного гидролиза от начальной кон-
центрации четырех субстратов, полученных авторскими 
способами из мискантуса гигантского, выращенного 
в Российской Федерации.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве сырья в работе использовали мискантус 

гигантский (Miscanthus × giganteus) сорта КАМИС рос-
сийской селекции урожая 2022 г., который был предо-
ставлен ООО «Мастер Брэнд», г. Москва. Четыре суб-
страта для ферментативного гидролиза были получены 
в лабораторных условиях обработкой сырья при атмос-
ферном давлении и температуре 90–96 °С в одну или 
две стадии: 

1) продукт азотнокислой обработки (ПАО) – получен 
обработкой сырья 4%-м раствором HNO3 в одну стадию;

2) продукт щелочной делигнификации (ПЩД) – получен 
обработкой сырья раствором 4%-го NaОН в одну стадию; 

3) техническая целлюлоза, азотнокислый способ 
(ЦАС) – получен в две стадии путем обработки ПАО 
раствором 4%-го NaОН;

4) техническая целлюлоза, модифицированный 
щелочной способ (ЦМЩС) – получен в две стадии путем 
обработки ПЩД раствором 4%-й HNO3.

Полученные образцы высушивались на воздухе для 
анализа химического состава и дальнейшего фермен-
тативного гидролиза. Массовая доля сухих веществ 

образцов определялась на анализаторе влажности 
MB 23 (Ohaus, США). Анализ химического состава суб-
стратов проводился по общепринятым для анализа 
растительного сырья «мокрым» методам. Массовая 
доля целлюлозы по Кюршнеру в образцах ПАО и ПЩД 
определялась путем экстракции смесью HNO3 и спирта 
в соотношении 1:4 в течение 4 ч [15]. Массовая доля 
α-целлюлозы в образцах ЦАС и ЦМЩС оценивалась 
количественным определением нерастворившегося 
в 17,5%-м растворе гидроксида натрия остатка суб-
страта1. Массовая доля остаточного лигнина оцени-
валась в соответствии с методикой TAPPI T 222 om-022. 
Массовая доля пентозанов определялась спектрофо-
тометрическим способом на UNICO UV-2804 (United 
Products and Instruments, США) с использованием 
раствора орсина1. Зольность оценивалась путем сжи-
гания образца при 600 °C в течение 3 ч3. 

Ферментативный гидролиз проводился с помощью ком-
позиции из ферментных препаратов «Целлолюкс-A» («Сиб-
биофарм», Россия) и «Ультрафло Коре» (Novozymes A/S,  
Дания) в 0,05 М ацетатном буферном растворе (pH 4,7). 
Начальные концентрации субстратов составляли 30, 
60, 90 и 120 г/л. Ферментные препараты добавлялись 
в избытке: «Целлолюкс-А» – 0,1 г/г субстрата, «Ультрафло 
Коре» – 0,3 мл/г субстрата. Объем ацетатного буфера – 
150 мл, температурный режим – (46±2) °С, скорость 
перемешивания – 150 об/мин. Процесс гидролиза осу-
ществлялся с использованием горизонтального пере-
мешивающего устройства ЭКРОС ПЭ-6410 с нагревом 
(«Экохим», Россия). Через определенные промежутки 
времени проводился отбор проб из гидролизатов для 
определения концентрации РС с помощью спектро-
фотометра Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies, США) 
при длине волны 530 нм с использованием реактива 
на основе 3,5-динитросалициловой кислоты (Panreac, 
Испания) [16].

Обработка опытных данных включала расчет кон-
стант в кинетических закономерностях, полученных на 
базе математической модели фрактальной кинетики. 
Проверка воспроизводимости экспериментальных 
результатов осуществлялась по критерию Кохрена [17]. 
Каждая экспериментальная точка для всех образцов 
была получена при одинаковом числе параллельных 
измерений, которое было равно трем. В результате 
проверки установлено, что все опытные данные вос-
производимы, так как расчетные значения критерия 
Кохрена были меньше критических.

Проведенное исследование было выполнено с исполь-
зованием приборной базы Бийского регионального 
центра коллективного пользования СО РАН (Институт 
проблем химико-энергетических технологий СО РАН, 
г. Бийск, Россия).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Химический состав мискантуса и субстратов из него 

приведен в табл. 1. Одностадийная предварительная 
обработка мискантуса гигантского позволяет повысить 

1 Оболенская А.В., Ельницкая З.П., Леонович А.А. Лабораторные работы по химии древесины и цел-люлозы: учеб. пособие 
для студентов вузов. М.: Экология, 1991. 320 с.
2 TAPPI T 222 om-02. Acid-insoluble lignin in wood and pulp. Atlanta: TAPPI Press, 2002.
3 TAPPI T 211 om-85. Ash in wood, pulp, paper, and paperboard. Atlanta: TAPPI Press, 1985.

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour


397

Скиба Е.А., Кащеева Е.И., Золотухин В.Н. и др. Ферментативный гидролиз высококонцентрированных… 
Skiba E.A., Kashcheyeva E.I., Zolotukhin V.N., et al. Enzymatic hydrolysis of highly concentrated substrates obtained…

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

содержание гидролизуемых веществ (целлюлозы и геми-
целлюлоз) до 90,4–90,8%, то есть на 13,6–14,0% по 
сравнению с нативным мискантусом, а двустадийная 
обработка позволяет повысить содержание гидроли-
зуемых веществ до 98,3–99,4%, то есть на 7,5–9,0% по 
сравнению с одностадийной обработкой. При этом выход 
субстратов, полученных двустадийно, на 10,0–18,0% 
ниже, чем выход субстратов, полученных одностадийно. 
Явление значительного снижения выхода при понижении 
доли нецеллюлозных компонентов в продуктах перера-
ботки (субстратах) закономерно и хорошо описано для 
разных видов целлюлозосодержащего сырья4. 

Кроме режимов предварительной обработки хими-
ческий состав субстратов зависит от природы целлюло-
зосодержащего сырья. В данной работе нами были при-
менены авторские способы химической предварительной 
обработки мискантуса гигантского, проводимые при 
атмосферном давлении с использованием разбавленных 
растворов HNO3 и NaОН. Ранее эти подходы были иссле-
дованы нами на мискантусе сахароцветном, справоч-
но-химические составы мискантуса сахароцветного 
и субстратов из него также приведены в табл. 1 [18]. 
Химические составы мискантусов гигантского и сахаро-
цветного близки. Отличия состоят в большей массовой 
доле целлюлозы для мискантуса гигантского по срав-
нению с мискантусом сахароцветным (54% против 50%) 
и в меньшей зольности (1,7% против 5,6%). Эти отличия 
объясняют получение больших выходов субстратов 
из мискантуса гигантского по сравнению с мискан-
тусом сахароцветным: для одностадийно полученных 
субстратов – на 9–12%, для двустадийно полученных 
субстратов – на 5,0–5,5%.

Химические составы субстратов из мискантуса 
гигантского и мискантуса сахароцветного, полученных 
идентичными методами, также близки. Тем не менее 
нами обнаружено принципиальное отличие в поведении 
мискантуса гигантского, а именно его устойчивость к 
щелочной делигнификации: при одностадийной обработке 
гидроксидом натрия содержание остаточного лигнина 

в ПЩД мискантуса гигантского в 2,4 раза выше, чем в 
ПЩД мискантуса сахароцветного (9,0% против 3,8%). 
При этом в нативных мискантусах содержание лигнина 
находится на одном уровне около 21%. 

Делигнификация с помощью NaОН – это классический 
промышленный метод предобработки травянистого цел-
люлозосодержащего сырья, но для древесного сырья он 
менее эффективен [19, 20]. На волокно лубяного сырья 
NaОН не оказывает воздействия, а костра лубяного сырья 
делигнифицируется весьма умеренно [21]. Основное 
воздействие щелочи на целлюлозосодержащее сырье 
заключается именно в делигнификации. Гидроксид 
натрия эффективно атакует связи между лигнином и 
гемицеллюлозами в лигнин-углеводных комплексах и 
расщепляет эфирные и сложноэфирные связи. Кроме 
того, NaОН эффективно расщепляет сложноэфирные 
и углерод-углеродные связи в молекулах лигнина. 
Эффективность щелочной делигнификации целлюло-
зосодержащего сырья зависит от его технологических 
режимов, а также от химического состава сырья и его 
морфологических особенностей [19]. 

Мискантус гигантский более устойчив к щелочной 
делигнификации, чем мискантус сахароцветный, бла-
годаря своим морфологическим особенностям: это 
высокорослое, до 4 м высотой, растение с мощными 
стеблями толщиной до 2 см и крепкими междоузлиями. 
По прочности стебли мискантуса гигантского сравнимы 
с бамбуком, который, как и мискантус, относится к 
семейству злаковых. Мискантус сахароцветный может 
достигать высоты 3 м, но толщина стеблей составляет 
не более 0,8 см и после высушивания они напоминают 
стебли соломы.

Далее было исследовано поведение при фермента-
тивном гидролизе четырех субстратов, полученных из 
мискантуса гигантского. В табл. 2 представлены средние 
значения экспериментальных данных по кинетике фер-
ментативного гидролиза. 

Известно, что кинетика ферментативного гидролиза 
целлюлозосодержащего сырья подчиняется классиче-

4 Технология целлюлозно-бумажного производства: справ. материалы. В 3 т. Т. 1. Ч. 1. СПб.: Изд-во ЛТА, 2002. 420 с.

Таблица 1. Химический состав мискантуса и субстратов из него, %

Table 1. Chemical composition of miscanthus and substrates from it, %

Показатели Сырье
Субстраты

ПАО ПЩД ЦАС ЦМЩС
Мискантус гигантский (данная работа)

Массовая доля целлюлозы 54,0±0,4 83,0±0,4 86,3±0,4 96,9±0,4 94,0±0,4
Массовая доля пентозанов 22,8±0,1 7,4±0,1 4,5±0,1 2,5±0,1 5,3±0,1
Массовая доля кислотонерастворимого лигнина 21,0±0,1 7,5±0,1 9,0±0,1 0,5±0,1 0,6±0,1
Массовая доля золы 1,7±0,01 2,1±0,01 0,19±0,01 0,12±0,01 0,06±0,01
Сумма гидролизуемых веществ 76,8±0,3 90,4±0,3 90,8±0,3 99,4±0,3 98,3±0,3
Выход из 100 кг сырья – 50±0,1 48±0,1 32±0,1 38±0,1

Мискантус сахароцветный [18]
Массовая доля целлюлозы 50,3±0,4 79,2±0,4 86,5±0,4 95,8±0,4 92,6±0,4
Массовая доля пентозанов 22,7±0,1 7,0±0,1 9,4±0,1 2,5±0,1 6,4±0,1
Массовая доля кислотонерастворимого лигнина 21,4±0,1 9,6±0,1 3,8±0,1 1,5±0,1 0,6±0,1
Массовая доля золы 5,6±0,01 4,2±0,01 0,3±0,01 0,2±0,01 0,4±0,01
Сумма гидролизуемых веществ 72,3±0,3 86,2±0,3 96,0±0,3 98,3±0,3 98,0±0,3
Выход из 100 кг сырья – 37,7±0,1 39,0±0,1 24,6±0,1 33,4±0,1
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скому уравнению Михаэлиса – Ментен [22, 23]. Это 
уравнение справедливо для идеальных условий, когда 
используются химически чистые вещества и пере-
мешивание реагентов осуществляется в гомогенной 
среде. В реальных условиях твердая фаза субстрата 
имеет многокомпонентную по химическому составу 
фрактальную структуру. Это означает, что структуры 
субстратов обладают свойством самоподобия, когда 
объект в точности или приближенно совпадает с частью 
себя самого или, другими словами, целое имеет ту же 
форму, что и одна или более его частей. В высококон-
центрированных средах затруднен массо- и тепло-
обмен. В связи с этим для описания кинетики фермен-
тативного гидролиза субстратов с такой фрактальной 
структурой использование классических уравнений 
реакций первого порядка приводит к расхождениям 
между экспериментальными и теоретическими резуль-
татами [24]. 

По данной причине для описания процесса фер-
ментативного гидролиза наиболее пригодной является 
математическая модель, полученная на уравнениях 
реакций псевдопервого порядка [25, 26]. При построении 
подобной математической модели предполагается, что 
различные гидролитические ферменты оказывают 
единое влияние на расщепление нерастворимых 
субстратов [27, 28]. В таком случае кинетика фермен-
тативного гидролиза для всех субстратов может быть 
описана уравнением псевдопервого порядка реакции, 
имеющим вид

𝐶𝐶(𝑡𝑡) = 𝐶𝐶𝑚𝑚[1 − exp⁡(−𝑘𝑘 × 𝑡𝑡𝑎𝑎)],  (1)
где С(t) – мгновенная концентрация РС, кг/м3; Cm – 
предельная (максимальная теоретическая) концен-
трация РС для конкретного субстрата, г/л; k – кон-
станта, характеризующая скорость процесса гидролиза,  
ч-1; а – фрактальная константа, характеризующая степень 
реакции ферментативного гидролиза.

Выражение (1) использовалось при построении кине-
тических закономерностей для всех опытных образцов. 
При этом исходили из следующих предположений: 

– изменение концентрации РС от продолжительности 
процесса при ферментативном гидролизе подчиняется 
экспоненциальному закону;

– используемые субстраты существенно отличаются 
по исходному химическому составу;

– равномерность распределения ферментативного 
препарата по объему субстрата не контролировалась, 
что может оказывать существенное влияние на кинетику 
процесса.

Для вычисления записанных в выражении (1) кон-
стант данные табл. 2 были линеаризованы. В результате 
этого исходное выражение (1) было приведено к виду
 y = ax + b, (2)
где y = ln {ln[C/(C-Cm)]}; a = a; x = ln(t); b = ln(k).

Значение параметра Cm принималось равным 
величине максимальной возможной концентрации 
РС, которая определялась индивидуально для каждого 
субстрата.

В результате выполнения процедуры линеаризации 
исходных экспериментальных данных и их обратного 
преобразования были вычислены коэффициенты, вхо-
дящие в выражение (1). Результаты расчета коэффи-
циентов сведены в табл. 3, куда также были записаны 
значения коэффициентов детерминации R2 для всех 
видов субстратов. Высокие значения R2 (более 0,91), 
наблюдаемые во всех экспериментах, указывают на 
эффективность фрактальной кинетической модели при 
описании ферментативного гидролиза различных типов 
субстратов.

Все полученные зависимости, описывающие 
поведение кинетики ферментативного гидролиза по 
выражению (1), с учетом коэффициентов, записанных 
в табл. 3, подтвердили свою адекватность по критерию 
Фишера при уровне значимости 0,05.

Таблица 2. Средние значения экспериментальных данных по кинетике ферментативного гидролиза (приведены концентрации  
редуцирующих сахаров, г/л)

Table 2. Average values of experimental data on the kinetics of enzymatic hydrolysis (the concentrations of reducing sugars  
are given, g/l)

Образец Начальная концентрация 
субстрата, г/л

Продолжительность гидролиза, ч
8 24 32 48 56 72

ПАО

30 12,2±0,2 18,5±0,5 19,0±0,5 21,5±0,5 21,5±0,5 21,5±0,5
60 19,8±0,5 33,0±0,5 33,5±0,5 36,8±0,5 39,0±0,5 39,5±0,5
90 27,5±0,5 49,5±0,5 51,0±1,0 55,0±1,0 58,5±1,0 59,0±1,0

120 37,5±0,5 55,0±1,0 58,5±1,0 67,5±1,0 68,5±1,0 68,5±1,0

ПДЩ

30 10,0±0,2 17,0±0,2 19,1±0,2 19,8±0,5 20,2±0,5 20,2±0,5
60 18,3±0,2 31,0±0,5 34,0±0,5 35,2±0,5 37,0±0,5 37,3±0,5
90 25,8±0,5 42,0±0,5 48,5±0,5 53,5±1,0 55,0±1,0 55,0±1,0

120 33,8±0,5 53,0±1,0 57,3±0,5 63,4±1,0 64,2±1,0 64,0±1,0

ЦАС

30 12,8±0,2 17,5±0,2 18,5±0,2 20,0±0,5 21,0±0,5 21,0±0,5
60 22,8±0,5 30,5±0,5 32,8±0,5 36,5±0,5 39,0±0,5 39,0±0,5
90 32,0±0,5 48,2±0,5 50,0±0,5 53,0±1,0 57,5±1,0 57,5±1,0

120 41,3±0,5 54,0±0,5 58,0±1,0 67,5±1,0 67,5±1,0 67,5±1,0

ЦМЩС

30 13,0±0,2 17,5±0,2 20,0±0,5 20,5±0,5 21,0±0,5 21,0±0,5
60 23,0±0,5 31,0±0,5 36,2±0,5 38,0±0,5 38,5±0,5 38,5±0,5
90 31,8±0,5 49,5±0,5 50,5±1,0 52,0±1,0 53,5±1,0 56,5±1,0

120 40,0±0,5 60,5±1,0 65,0±1,0 66,0±1,0 66,5±1,0 66,5±1,0
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Расчет скорости реакции ферментативного гидролиза 
в любой момент времени должен осуществляться с 
учетом предложенного уравнения (1) по выражению

𝑑𝑑𝑑𝑑(𝑡𝑡)
𝑑𝑑𝑡𝑡 = 𝑑𝑑𝑚𝑚 × 𝑘𝑘 × 𝑎𝑎 × 𝑡𝑡𝑎𝑎𝑎𝑎 × exp⁡(−𝑘𝑘𝑡𝑡𝑎𝑎).  (3)

В то же время вычисление начальной скорости 
реакции для всех образцов аналитическим способом 
невозможно. Это связано с тем, что при t = 0 для a < 1 
выражение dC/dt → ∞.

По этой причине расчет начальной скорости реакции 
ферментативного гидролиза осуществлялся по формуле
 Δ𝐶𝐶

Δ𝑡𝑡 =
𝐶𝐶теор.(1)−𝐶𝐶теор.(0)

1−0 ,  (4)

где Стеор.(1) – теоретически вычисленное по выражению 
(1) с использованием коэффициентов табл. 3 значение 
концентрации РС при t = 1 ч от начала процесса фер-
ментативного гидролиза, г/л; Стеор.(0) = 0 – начальная 
концентрация РС в момент времени t = 0, г/л. 

Данные по расчету начальной скорости процесса 
ферментативного гидролиза по формуле (4) также были 
внесены в табл. 3. 

Константа, характеризующая скорость процесса 
гидролиза, k зависит и от вида предобработки, и от 
начальной концентрации субстрата. Для субстратов, полу-
ченных двустадийно (ЦАС и ЦМЩС), константа скорости 
гидролиза выше, чем для субстратов, полученных одно-
стадийно (ПАО и ПЩД), в 1,6–1,8 раза: 0,163–0,224 ч-1  

против 0,092–0,140 ч-1, что объясняется химической 
чистотой двустадийно полученных субстратов. Пове-
дение субстратов, полученных с помощью кислоты или 
щелочи на первой стадии, принципиально отличается 
при повышении начальной концентрации субстрата. 
Так, субстраты, полученные с использованием HNO3 на 
первой стадии предобработки (ПАО и ЦАС), при повы-
шении начальной концентрации субстрата демонстрируют 
небольшое снижение константы k: на 11,4% ПАО и на 
14,4% ЦАС, в то время как субстраты, полученные с 

использованием NaОН на первой стадии предобработки 
(ПЩД и ЦМЩС), напротив, при повышении начальной 
концентрации субстрата демонстрируют небольшое повы-
шение константы k: на 11,9% ПЩД и на 5,2% ЦМЩС.

Как было показано в работе [29], константа скорости k 
в основном связана с реакционной способностью пред-
варительно обработанного субстрата образовывать ком-
плекс с целлюлазами. Постепенное снижение константы 
скорости k при увеличении начальной концентрации 
субстрата связано с рядом явлений, таких как ингиби-
рование и дезактивация ферментов, затрудненность 
массопереноса из-за повышенного содержания твердого 
вещества [14]. Щелочная делигнификация приводит к 
образованию очень рыхлых субстратов [3], поэтому 
в указанном диапазоне начальных концентраций не 
наблюдается снижения k для субстратов ПЩД и ЦМЩС. 
В целом важно поддерживать баланс между высокой 
начальной концентрацией субстрата с целью увеличения 
концентрации РС в растворе и высокой скоростью фер-
ментативного гидролиза с целью получения высоких 
выходов РС.

Фрактальная константа а отражает влияние пред-
варительной обработки на структуру и доступность 
лигноцеллюлозы. Принято считать, что более низкие 
значения а характеризуют более доступные к дей-
ствию ферментов субстраты, характеризующиеся, в 
свою очередь, аморфной структурой и быстрым мас-
сопереносом [30]. В целом коэффициент скорости k 
больше связан с доступностью целлюлозы в начальный 
момент ферментативного гидролиза, а фрактальный 
показатель а – с доступностью целлюлозы для воздействия 
ферментов в процессе ферментативного гидролиза [27]. 

В данной работе двустадийно предобработанные суб-
страты демонстрируют значения а ниже в 1,2 раза, чем 
одностадийно предобработанные субстраты (0,65–0,75 
против 0,79–0,91). Это представляется обоснованным, 
так как при двустадийной обработке в субстратах меньше 
нецеллюлозных примесей и целлюлоза более доступна 
для взаимодействия с ферментами.

Таблица 3. Значения констант математической модели для четырех субстратов

Table 3. Values of mathematical model constants for four substrates

Образец Начальная концентрация 
субстрата, г/л

Константы
R2 Начальная 

скорость, г/(л×ч)Cm, г/л k, ч-1 a

ПАО

30 21,9 0,140 0,82 0,95 2,86
60 40,3 0,129 0,79 0,98 4,87
90 60,1 0,092 0,87 0,95 5,27

120 69,9 0,124 0,83 0,95 8,18

ПЩД

30 20,6 0,101 0,91 0,99 1,97
60 38,0 0,118 0,83 0,98 4,23
90 56,1 0,094 0,87 0,99 5,03

120 65,4 0,113 0,87 0,99 7,01

ЦАС

30 21,4 0,201 0,69 0,96 3,89
60 39,8 0,165 0,73 0,92 6,05
90 59,7 0,163 0,74 0,95 8,83

120 68,9 0,172 0,75 0,91 10,90

ЦМЩС

30 21,4 0,213 0,70 0,97 4,12
60 39,3 0,179 0,74 0,96 6,43
90 57,6 0,217 0,65 0,95 11,25

120 67,8 0,224 0,71 0,98 13,62
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Увеличение начальных концентраций субстрата не 
оказывает существенного влияния на фрактальную кон-
станту а. Это связано с тем, что в течение первых двух 
часов ферментативного гидролиза происходит быстрое 
снижение кажущейся вязкости и предела текучести 
суспензии субстрата, суспензия разжижается и пере-
ходит в жидкое состояние [31]. Из-за быстрого разжи-
жения фрактальная константа а, свидетельствующая 
о доступности целлюлозы при гидролизе, существенно 
не зависит от концентрации субстрата. Обе константы 
используют для оценки характеристик гидролиза раз-
личных видов предобработки биомассы. В работе [27] 
сравнение константы скорости k и фрактальной константы 
а при различных начальных концентрациях субстратов 
показало, что увеличение начальной концентрации суб-
страта значительно снижает доступность целлюлозы 
на начальной стадии гидролиза, не влияя при этом на 
доступность целлюлозы во время гидролиза. В нашем 
случае получены похожие закономерности.

Наглядно особенности ферментативного гидролиза 
любых субстратов характеризует начальная скорость 
гидролиза (см. табл. 3). Двустадийно предобработанные 
субстраты демонстрируют более высокие скорости 
гидролиза, чем одностадийно предобработанные, и 
в исследуемом диапазоне начальных концентраций 
от 30 до 120 г/л изучаемые субстраты по начальной 
скорости гидролиза можно расположить в ряд: ЦМЩС > 
ЦАС > ПАО > ПЩД. Для всех субстратов характерно 
повышение начальной скорости гидролиза при повы-
шении начальной концентрации субстрата: для ПАО 
в 2,9 раза, для ПЩД в 3,6 раза, для ЦАС в 2,8 раза, 
для ЦМЩС в 3,3 раза.

Главным критерием эффективности ферментативного 
гидролиза является не скорость гидролиза, а выход РС 
от массы субстрата [14, 22, 32]. Для всех субстратов 
при повышении начальной концентрации субстрата 
наблюдается повышение предельной концентрации Cm, 
что закономерно. Однако при увеличении Cm наблю-

дается снижение выхода РС. По выходу РС изучаемые 
субстраты можно расположить в следующий ряд: ПАО > 
ЦАС > ЦМЩС > ПЩД. Несколько сниженный выход РС 
для ПЩД (на 4–7% по сравнению с лидером) объясняется 
недостаточной делигнификацией мискантуса гигантского в 
выбранных условиях предобработки. Таким образом, для 
определения эффективности ферментативного гидролиза 
важно выполнить эксперимент до конца, не ограничи-
ваясь анализом только начальной скорости гидролиза.

Нативный мискантус гигантский при концентрации 
субстрата 30 г/л обеспечивает концентрацию РС через 
72 ч ферментативного гидролиза 0,6 г/л, что соответ-
ствует выходу РС 1,8%. Предобработка обеспечивает 
существенное повышение реакционной способности 
к ферментативному гидролизу в 34–36 раз (выход РС 
составляет 61% для ПЩД и 65% для ПАО). Это очень 
хороший результат, указывающий на высокую эффектив-
ность примененных предобработок. Согласно данным 
мировой литературы, предобработка считается эффек-
тивной, если она позволяет повысить реакционную спо-
собность к ферментативному гидролизу в 5–7 раз [3].

Снижение выхода РС при повышении начальной 
концентрации субстрата является неизбежным нега-
тивным эффектом. На рисунке показана зависимость 
концентрации и выхода РС по окончании фермента-
тивного гидролиза от начальной концентрации суб-
стратов, полученных из мискантуса гигантского. Для 
всех субстратов выход РС резко снижается от 62–65 
до 58–59% при повышении начальной концентрации 
субстрата от 30 до 60 г/л. В диапазоне от 60 до 90 г/л 
выход РС стабильно сохраняется на уровне 56–59%, а 
при дальнейшем повышении начальной концентрации 
субстрата до 120 г/л резко падает до 49–52%. В целом 
при повышении начальной концентрации субстратов 
от 30 до 120 г/л выход РС уменьшается на 12,4–13,1%. 
Таким образом, диапазон от 60 до 90 г/л вполне приемлем 
для дальнейшей биотехнологической трансформации 
в биотоплива и биохимикаты.

Зависимость концентрации (а) и выхода (b) редуцирующих веществ по окончании ферментативного гидролиза  
от начальной концентрации субстратов
Dependence of concentration (a) and reducing substances yield (b) at the end of enzymatic hydrolysis  
on the initial concentration of substrates

 а b
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Показательной является принципиальная разница 
при ферментативном гидролизе в поведении субстратов, 
полученных из мискантуса гигантского, в данной работе 
и в поведении субстратов, полученных их мискантуса 
сахароцветного, описанном нами ранее в работе [18]. 
Через 72 ч ферментативного гидролиза при начальной 
концентрации субстрата 30 г/л были получены следующие 
выходы РС в расчете на массу субстрата [18]: нативный 
мискантус сахароцветный – 11,1%; ПАО – 80,5%, ПЩД – 
79,9%, ЦАС – 72,1%; ЦМЩС – 81,0%. Таким образом, 
снижение выхода РС для субстратов из мискантуса 
гигантского по сравнению с выходом РС для субстратов 
из мискантуса сахароцветного составило 11,1–15,5%. 
При этом реакционная способность к ферментативному 
гидролизу нативного мискантуса гигантского в 6,2 раза 
ниже, чем нативного мискантуса сахароцветного (выход 
РС 1,8% против 11,1% соответственно). В работах при-
менены идентичные методы предобработки, разница 
состояла только в использовании разных видов сырья 
одного и того же биологического вида. Морфологические 
особенности сырья оказались определяющими для 
поведения субстратов при ферментативном гидролизе. 
Природа сырья такова, что мискантус гигантский более 
устойчив к физико-химическому и ферментативному 
воздействиям, чем мискантус сахароцветный. Устойчи-
вость нельзя считать недостатком мискантуса гигант-
ского, так как именно она определяет успешность его 
применения в целлюлозно-бумажной промышленности, 
строительстве, энергетике. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Из мискантуса гигантского сорта КАМИС российской 

селекции с применением авторских методов хими-
ческой предобработки, реализуемых при атмосферном 
давлении с использованием разбавленных растворов 
HNO3 и NaОН, получено четыре субстрата. Установлено, 
что одностадийная обработка мискантуса гигантского 
приводит к повышению содержания гидролизуемых 

веществ в субстратах до 90,4–90,8%, что на 13,6–14,0%  
выше по сравнению с нативным мискантусом, а дву-
стадийная обработка приводит к повышению содер-
жания гидролизуемых веществ до 98,3–99,4%, что 
на 7,5–9,0% выше по сравнению с одностадийной 
обработкой. При этом выход субстратов, полученных 
двустадийно, на 10,0–18,0% ниже, чем субстратов, 
полученных одностадийно.

В результате исследования ферментативного 
гидролиза полученных субстратов и математической 
обработки опытных данных установлено, что для суб-
стратов, полученных двустадийно, константа, характе-
ризующая скорость процесса гидролиза, в 1,6–1,8 раза 
выше, а константа фрактальности в 1,2 раза ниже, 
чем для субстратов, полученных одностадийно. При 
повышении начальной концентрации субстрата от 30 
до 120 г/л для всех субстратов наблюдается снижение 
выхода РС на 12,4–13,1% при повышении начальной 
скорости гидролиза в 2,8–3,3 раза.

Нативный мискантус характеризуется высокой 
устойчивостью к ферментативному гидролизу, выход РС 
от массы субстрата составляет всего 1,8%. Авторская 
предобработка привела к повышению реакционной 
способности субстратов к ферментативному гидролизу 
в 34–36 раз по сравнению с нативным сырьем, что 
является выдающимся результатом. Самые высокие 
выходы РС получены при одностадийной обработке 
мискантуса гигантского разбавленным раствором 
HNO3. Сниженные выходы РС наблюдаются при фер-
ментативном гидролизе продукта щелочной делиг-
нификации мискантуса гигантского, что связано 
с устойчивостью данного вида сырья к обработке 
гидроксидом натрия.

Ферментативный гидролиз высококонцентриро-
ванных субстратов может успешно использоваться для 
получения биотоплив и биохимикатов, так как повы-
шение начальной концентрации субстратов до 90 г/л 
не приводит к существенному снижению выхода РС.
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