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Изучен процесс биосинтеза бактериальной целлюлозы (БЦ) на ферментативном гидролизате волокни-
стого продукта плодовых оболочек овса. Волокнистый продукт плодовых оболочек овса получен обработкой 
разбавленным раствором гидроксида натрия на опытном производстве. Ферментативный гидролиз осущест-
влён в ферментёре объёмом 11 л. Синтез БЦ проведён с помощью симбиотической культуры Мedusomyces 
gisevii. Установлено, что численность уксуснокислых бактерий в  процессе культивирования на порядок 
меньше, чем дрожжей. Основная утилизация субстрата происходит за 6 суток культивирования, константа 
утилизации субстрата составляет 0,205 сут-1. Показано, что ферментативный гидролизат волокнистого про-
дукта плодовых оболочек овса не является доброкачественной питательной средой для биосинтеза БЦ, вы-
ход БЦ составил 5,0 %, что в 1,7 раз меньше, чем выход на синтетической питательной среде. Установлено, 
что структура бактериальной целлюлозы соответствует структуре растительной целлюлозы.
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The biosynthesis process of bacterial cellulose on an enzymatic hydrolyzate of oat hull pulp was studied. The 
oat hull pulp was obtained by dilute sodium hydroxide treatment in pilot production. Enzymatic hydrolysis was run 
in an 11-L fermentor. Microbial cellulose was synthesized using the symbiotic Мedusomyces gisevii culture. The 
cell count of acetobacteria during the cultivation was found to be an order of magnitude less than that of the yeast. 
The substrate utilization basically takes 6 days of cultivation, the substrate utilization constant being 0.205 day-1

. 
The oat-hull pulp enzymatic hydrolyzate was shown to be not a good quality nutrient broth for the biosynthesis 
of biocellulose: the BC yield was 5.0 %, which is 1.7 times lower than the yield obtained on a synthetic nutrient 
medium. The structure of BC was found to conform to that of plant cellulose. 
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Стандартная питательная среда, исполь-
зуемая для синтеза бактериальной целлю-
лозы (БЦ), имеет высокую стоимость и со-
держит в своем составе компоненты такие, 
как глюкоза, дрожжевой экстракт, пептон 
и др. [12]. Масштабирование процесса и ре-
ализация на практике биотехнологического 
производства зависит от таких факторов, 
как наличие воспроизводимого массового 
дешевого сырья; простота трансформации 
сырья в  питательную среду; возможность 
аппаратурного оформления производства 
стандартным либо новым эффективным 
оборудованием; высокий выход целевого 
продукта и обеспечение стандартности его 
качества. Ввиду перспективности исполь-
зования БЦ в различных отраслях промыш-
ленности  [6, 7, 15], для создания крупно-
масштабного промышленного производства 
важной задачей является поиск подходящих 
источников углерода, имеющих низкую 
стоимость и не конкурирующих с пищевой 

продукцией. По этой причине в последние 
годы многие исследования сосредоточе-
ны на попытках удешевить себестоимость 
БЦ, за счет использования эффективных 
штаммов целлюлозосинтезирующих бак-
терий, дешевых источников углерода, аль-
тернативных добавок [13]. В работе [8] ис-
следован биосинтез БЦ новым штаммом 
Gluconacetobacter sucrofermentans B-11267 
на отходах пищевой промышленности: ме-
лассе и  послеспиртовой барде в  статиче-
ских и динамических условиях и исследова-
ны ее физико-химические и  механические 
свойства. Установлено, что максимальное 
количество полисахарида образуется на 
фильтрате нативной барды – 7 г/л, что поч-
ти в 3 раза выше, чем на стандартной среде.

Широко обсуждается концепция био-
синтеза БЦ на средах кислотных или фер-
ментативных гидролизатов целлюлозосо-
держащего сельскохозяйственного сырья 
с нулевой пищевой ценностью [13]. В такой 
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концепции решается не только проблема 
снижения себестоимости БЦ, но и пробле-
ма утилизации отходов сельского хозяйства: 
из сырья с нулевой себестоимостью синте-
зируется нанопродукт с высокой добавлен-
ной стоимостью.

В ИПХЭТ СО РАН разработана техноло-
гия получения ферментативных гидролиза-
тов из недревесного целлюлозосодержаще-
го сырья – плодовых оболочек овса (ПОО). 
ПОО  – массовый отход зернопереработки, 
составляют до 28 % от массы зерна, содер-
жат 35–40 % целлюлозы и размещаются не-
посредственно в  промышленных районах 
на элеваторах. ПОО представляют собой 
калиброванное природой сырье (размеры 
частиц в диапазоне 0,007–0,012 м), готовое 
к  технологической переработке. ПОО под-
вергают предварительной химической либо 
физико-химической обработке, а затем фер-
ментативному гидролизу. Обработка прово-
дится с  помощью разбавленных растворов 
кислоты или щелочи, либо гидротропным, 
либо термобарическим способом. Фунда-
ментальные исследования ферментативно-
го гидролиза различных субстратов пока-
зали, что его эффективность, определяется 
способом предварительной химической об-
работки  [3]. Кроме того, для успешного 
микробиологического синтеза фермента-
тивный гидролизат должен обладать биоло-
гической доброкачественностью [4]. 

В данной работе в  качестве субстрата 
для ферментативного гидролиза выбран во-
локнистый продукт (ВП) ПОО. ВП ПОО 
получают обработкой сырья в одну стадию 
разбавленным раствором гидроксида на-
трия при атмосферном давлении в  стан-
дартном оборудовании, то есть экономи-
чески обоснован не только выбор сырья, 
но и  способ предварительной обработки; 
кроме того, данный субстрат обладает вы-
сокой реакционной способностью к  фер-
ментативному гидролизу [4]. Показано, что 
ферментативный гидролизат, полученный 
из ВП ПОО, является биологически добро-
качественным и для биосинтеза этанола не 
нуждается в  дополнительной технологи-
ческой обработке для освобождения его от 
вредных примесей [1].

Целью данной работы являлось изуче-
ние процесса биосинтеза БЦ на фермен-
тативном гидролизате ВП ПОО и  иссле-
дование структуры полученных образцов 
методом инфракрасной спектроскопии.

Материалы и методы исследования
ВП ПОО был получен обработкой разбавленным 

раствором гидроксида натрия на опытном производ-
стве ИПХЭТ СО РАН и имел следующий состав ( %, 
в пересчете на а.с.в.): массовая доля кислотонераство-

римого лигнина – 5,4, массовая доля золы – 1,1, мас-
совая доля альфа-целлюлозы  – 86,7, массовая доля 
пентозанов – 7,0. 

Ферментативный гидролиз ВП ПОО проводил-
ся в ферментере объёмом 11 м3 в водной среде при 
50 °С в течение 72 ч с помощью ферментных препа-
ратов Целлолюкс-А и Брюзайм BGX, активная кис-
лотность поддерживалась на уровне 4,7 с помощью 
гидроксида аммония, более подробно методика опи-
сана в работе [4]. 

Полученный ферментативный гидролизат от-
фильтровывался от остатков субстрата под вакуумом. 
Гидролизат представлял собой прозрачную жидкость 
соломенно-жёлтого цвета с кислым запахом с оттен-
ком горелого овса, активная кислотность 4,7 ед. рН. 
Общее количество редуцирующих веществ (РВ) со-
ставило 44,9 г/л, из них ксилозы  – 6,4 г/л. Для по-
лучения концентрации сахаров, обеспечивающей 
максимальный выход БЦ [2], ферментативный гидро-
лизат ВП ПОО разбавлялся водой до концентрация 
РВ 22 г/л. В ферментативный гидролизат вносился 
сухой чёрный байховый чай (5 г/л), после кипячения 
раствор отфильтровывался и использовался как пита-
тельная среда для получения инокулята продуцента 
и биосинтеза БЦ.

В качестве продуцента для синтеза БЦ использо-
валась симбиотическая культура Мedusomyces gisevii. 
Предварительно проводилась адаптация культуры на 
исследуемой питательной среде. Инокулят вносился 
в  питательные среды в  количестве 10 % от объема 
питательной среды, культивирование проводилось 
в  статических условиях при 27 °С в  течение 24 су-
ток. Условия культивирования выбраны на основании 
проведённых работ [2].

Микробиологические показатели (количество 
дрожжей и  уксуснокислых бактерий) контролирова-
лись с использованием микроскопа B – 150 OPTIKA. 
Прирост пленки БЦ оценивался гравиметрически 
(весы лабораторные аналитические Explorer EX-224), 
уровень активной кислотности контролировался 
с помощью иономера (иономер И-160 МИ). Концен-
трация редуцирующих веществ (РВ) контролиро-
валась спектрофотометрически (спектрофотометр 
«UNICO-2804», США) с использованием динитроса-
лицилового реактива, концентрация ксилозы опреде-
лялась по стандартной методике, которая основана на 
образовании фурфурола из пентозанов.

Структура бактериальной целлюлозы была ис-
следована на инфракрасном спектрофотометре «Ин-
фралюм ФТ-801» в таблетках KBr. 

Результаты исследования  
и их обсуждение

Концентрация РВ через 72 ч фермента-
тивного гидролиза в  ферментере объёмом 
11 л составила 44,9 ± 0,1 г/л, что соответ-
ствует выходу РВ 68,0 ± 0,2 %.

Сравнение выхода РВ с  результатами 
ферментативного гидролиза в  колбе Эр-
ленмейера (при аналогичной концентрации 
субстрата 60 г/л) [4] показывает снижение 
выхода на 10 %, что для данной стадии весь-
ма существенно. Таким образом, переход от 
объёма 150 мл к  объёму 9 л при реакции 
ферментативного гидролиза (коэффициент 
масштабирования 1:60) играет решающую 
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роль в снижении эффективности фермента-
тивного гидролиза. Это может быть связано 
с колебаниями активной кислотности в про-
цессе ферментативного гидролиза (в про-
цессе ферментативного гидролиза всегда 
наблюдается подкисление, а  поскольку рН 
поддерживался на заданном уровне вруч-
ную, то периодически рН отклонялся) или 
с наличием в среде ингибиторов (продуктов 
взаимодействия лигнина с щелочью), кото-
рые могут оставаться в реакционной массе 
даже после промывки ВП от щелочи. 

Изменение количества дрожжей и  ук-
суснокислых клеток в  процессе культиви-
рования Мedusomyces gisevii на фермента-
тивном гидролизате ВП ПОО представлено 
на рис. 1. На рис. 2 представлено изменение 
уровня активной кислотности в  процессе 
культивирования Мedusomyces gisevii. 

Концентрация клеток дрожжей в  пи-
тательной среде в  процессе культивиро-
вания оказалась на порядок выше, чем 
уксуснокислых бактерий. Для дрожжей 
лаг-фаза не наблюдалась, увеличение 
концентрации клеток происходило с 0 по 
9 сутки, с  9 по 13 сутки их количество 
оставалось постоянным, после 13 суток 
происходила фаза отмирания. Для уксус-
нокислых бактерий лаг-фаза также не 
наблюдалась, далее до 7 суток их коли-
чество увеличивалось экспоненциально, 
с 7 по 13 сутки количество клеток остава-
лось постоянным, с 13 суток происходила 
фаза отмирания. Полученные результаты 
подтверждают высказанное в  литературе 
предположение, что у  симбиотического 
организма сформировался особый вари-
ант обмена веществ, элементы которого 
локализованы у разных партнеров [9]. 

В процессе культивирования симби-
отической культуры Мedusomyces gisevii 
в  питательной среде накапливаются про-
межуточные продукты гликолиза: уксусная, 
глюконовая кислоты, этанол и глицерин [9], 
косвенно об их накоплении можно судить 
по изменениям рН. Начальная активная кис-
лотность питательной среды составляла 4,0, 
до шестых суток культивирования значение 
pH понизилось до 3,15, что свидетельствует 
о накоплении кислот и всегда фиксируется 
для данного продуцента  [11]. Далее в про-
цессе культивирования значение активной 
кислотности среды медленно повышалось 
от 3,15 до 3,3.

На рис. 3 представлена зависимость 
концентрации РВ и  выхода БЦ от продол-
жительности культивирования. 

Константа скорости утилизации суб-
страта рассчитана по формуле [10]:

	 ,	 (1)

где Ку.с.  – константа утилизации субстрата, 
сут-1; S1, S2 – концентрация РВ в начальный 
и конечный моменты времени; t1, t2 – началь-
ный и конечный моменты времени, сутки. 

Утилизация субстрата происходила 
в  два периода: с  0 по 6 сутки культиви-
рования константа скорости утилизации 
субстрата составила 0,250 сут-1, со 6 по 24 
значение снизилось в  12 раз и  составило 
0,020 сут-1. Быстрая утилизация РВ с  0 по 
6 сутки связана с  потреблением субстрата 
микроорганизмами и их активным размно-
жением. Со 6 по 24 сутки РВ медленно рас-
ходуются на поддержание жизнедеятельно-
сти микроорганизмов. 

Рис. 1. Изменение количества дрожжей 
и уксуснокислых клеток в процессе 

культивирования Мedusomyces gisevii

Рис. 2. Изменение уровня активной кислотности 
в процессе культивирования Мedusomyces gisevii
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Гидролизат ВП ПОО преимуществен-
но состоит из глюкозы, концентрация 
ксилозы в нулевой момент времени соста-
вила 2,7 г/л. На 7 сутки культивирования 
общая концентрация РВ составила 4,9 г/л, 
при этом количество ксилозы в  гидроли-
зате практически не изменилось и соста-
вило 2,4 г/л. Через 24 суток культивирова-
ния концентрация РВ в питательной среде 
составила 3,4 г/л, из них концентрация 
ксилозы составила 1,7 г/л. Из этого мож-
но сделать вывод, что микроорганизмы, 
входящие в  симбиоз, предпочтительнее 
потребляют глюкозу. 

Скорость синтеза продукта (бактериаль-
ной целлюлозы) рассчитана по формуле:

	 , 	 (2)

где Кс.п. – константа синтеза продукта, сут-1; 
С1, С2 – масса продукта в начальный и ко-
нечный момент времени; t1, t2 – начальный 
и конечный моменты времени, сутки. 

В первые сутки культивирования на 
поверхности питательной среды не наблю-
далось четко выраженной гель-пленки БЦ. 
На вторые сутки культивирования в объе-
ме питательной среды появились нити БЦ, 
тонкая гель-пленка БЦ образовалась на 
3 сутки культивирования. Основной при-

Рис. 3. Зависимость концентрации РВ и выхода БЦ от продолжительности культивирования

Рис. 4. ИК-спектр образца БЦ
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рост биомассы происходил с 3 по 9 сутки 
культивирования  – выход БЦ увеличился 
с  1,0 % до 5,0 %; константа скорости син-
теза продукта с 6 по 9 сутки культивирова-
ния составила 0,536 сут-1. 

Далее скорость синтеза БЦ резко пада-
ет: с 9 по 13 сутки константа скорости син-
теза продукта снижается до нуля. С 13 по 
24 сутки масса БЦ снижалась на 45 %, что 
указывает на идущие процессы деструкции, 
этот период совпадает с  фазой отмирания 
дрожжей и уксуснокислых бактерий. Таким 
образом, на практике начало фазы отмира-
ния симбиотических микроорганизмов мо-
жет служить критерием окончания процес-
са биосинтеза БЦ. 

Ферментативный гидролизат ВП ПОО не 
является благоприятной питательной средой 
для биосинтеза БЦ, наибольший выход БЦ 
составил 5,0 %, что в 1,7 раз меньше, чем вы-
ход БЦ на синтетической питательной среде 
при культивировании Мedusomyces gisevii 
в аналогичных условиях – 8,4 % [2]. Предпо-
ложительно это можно объяснить способом 
предобработки исходного сырья и  присут-
ствием примесей в  ферментативном гидро-
лизате волокнистого продукта ПОО, которые 
могут ингибировать биосинтез БЦ. Таким 
образом, использование субстрата с высокой 
реакционной способностью к ферментатив-
ному гидролизу не является гарантией высо-
кого выхода БЦ. Более того доброкачествен-
ность ферментативного гидролизата ВП 
ПОО для биосинтеза этанола [1] не является 
гарантией доброкачественности для биосин-
теза БЦ, что обусловлено большой требо-
вательностью к  качеству питательных сред 
симбиотических продуцентов Мedusomyces 
gisevii по сравнению с  Saccharomyces 
сerevisiae. Можно предположить, что для 
успешного биосинтеза БЦ следует использо-
вать более чистые субстраты, например тех-
ническую целлюлозу ПОО.

На рис. 4 представлен ИК-спектр образ-
ца БЦ на 7 сутки культивирования.

В инфракрасном спектре образца БЦ 
присутствует интенсивная полоса при 
3438 см-1, которая указывает на валентные 
колебания OH-групп. Менее интенсивная 
полоса при 2897 см-1 обусловлена валентны-
ми колебаниями групп CH2, CH. В спектре 
бактериальной целлюлозы слабая полоса 
при 1652 см-1 принадлежит деформацион-
ным колебаниям OH-групп прочно связан-
ной воды. Слабые полосы поглощения 
в  диапазоне: 1370–1430 см-1 обусловлены 
деформационным колебанием групп CH2; 
1360–1320 см-1  – деформационные колеба-
ния групп OH в CH2OH. Полосы при 1281 
и 1235 см-1 указывают на деформационные 
колебания OH-групп в спиртах. Полоса при 

1205 см-1 указывает на деформационные 
колебания OH-групп. Полосы поглощения 
в области 1000–1200 см-1 обусловлены в ос-
новном валентными колебаниями C-O-C 
и C-O в спиртах [5]. Таким образом, струк-
тура БЦ полностью соответствует структу-
ре растительной целлюлозы и представляет 
собой полимер β-1,4-глюкан.

Выводы
Исследован процесс биосинтеза БЦ 

симбиотической культурой Мedusomyces 
gisevii на ферментативном гидролизате ВП 
ПОО. Основная утилизация субстрата про-
исходит за 6 суток культивирования, кон-
станта утилизации субстрата составляет 
0,205 сут-1. Установлено, что численность 
уксуснокислых бактерий в  процессе куль-
тивирования на порядок меньше, чем дрож-
жей, и через 9 суток составляет 1,9 КОЕ/мл. 
Показано, что на практике начало фазы от-
мирания симбиотических микроорганизмов 
может служить критерием окончания про-
цесса биосинтеза, так как эта фаза совпада-
ет с  процессом деструкции БЦ. Показано, 
что ферментативный гидролизат ВП ПОО 
не является доброкачественной питатель-
ной средой для биосинтеза БЦ: выход БЦ на 
10 сутки культивирования составляет 5,0 %, 
что в 1,7 раз меньше, чем выход БЦ на син-
тетической питательной среде, а на 24 сутки 
выход падает до 2,5 %, то есть 45 % БЦ под-
вергается деструкции. Структура БЦ иссле-
дована методом инфракрасной спектроско-
пии, установлено ее соответствие структуре 
растительной целлюлозы. 
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