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Аннотация. В статье рассматривается проблема использования альтернативных 
возобновляемых источников энергии. Для решения данной проблемы предлагается использовать 
микробиологическую переработку растительного сырья с целью получения биогаза в процессе 
метанового брожения. На основе проведенного лабораторного эксперимента доказано влияние 
различных концентраций целлюлозоразрушающих ферментов фирмы Бю§а8-АййШуе.йе СтЪН & Со. КС 
на активность метанообразующих бактерий и количество выхода биогаза в условиях лабораторной 
установки «Лучки» ООО «Альт Энерго». В рамках данной проблематики впервые изучено влияние 
целлюлозоразрушающих ферментов в первой стадии гидролиза метаногенеза на активность 
метанообразующих бактерий.
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Введение

Одной из важнейш их проблем развития современного общ ества является 
энергетический кризис, обусловленный, прежде всего, истощ ением природных 
ресурсов -  нефти, природного газа, угля, сланцев, как основных невозобновляемых 
источников энергии. Актуальны м становится использование альтернативных 
возобновляемых источников энергии, к которым относят и отходы 
агропромыш ленного комплекса. По наш ему мнению, в контексте реш ения проблемы 
энергетического кризиса первостепенным является изучение условий 
микробиологической переработки растительного сырья с целью получения биогаза в 
процессе метанового брожения.

М етановое брожение или метаногенез ш ироко распространен в природе, и 
одним из главных условий его протекания является отсутствие кислорода, то есть 
анаэробная среда. При определенном соотнош ении компонентов сырья, одним из 
основных продуктов разложения органических остатков в процессе метаногенеза 
является метан. В исследованиях ученых прототипами процесса, моделируемого в 
условиях биогазовых станций, являю тся процессы метанового брожения в природе с 
использованием богатой перегноем почвы [ М т  е! а1, 1997; Р ге е т а п  е! а1, 1997; 
ЬоквЫпа, УауШп, 1999; Б е д а гЛ тэ  е! а1, 2001; Сопгаф 2002; Уапд, Ь т ,  2003; Каки, ИеИ,
2010], содержимого, включая микрофлору, ж елудочно-киш ечного тракта ж ивотны х, в 
особенности ж вачны х млекопитающ их, а также разлагаю щ ихся фекалий [0 !Ь т а п  е! 
а1, 1996; Бопдо№8к1 е! а1, 2000; Башев е! а1, 2000; Б е п т е а Ь  е! а1, 2000; Уап Ьааг е! а1, 
2000; ВгоиЫБсои е! а1, 2000], отложений торф а [В егд тап  е! а1, 1999], нефтяных 
месторождений [Ра11а88ег, 2000], бытовых и промыш ленных стоков [ВгоидЬ!оп е! а1, 
1998; 8 а1к1 е! а1, 1999; КавдасЬага е! а1, 1999; Ргапсеэе е! а1, 2000; Воокег, РаИо8!а!Ы8, 
2000; М аг!у е! а1, 2001; РПМе1 е! а1, 2003; К1т  е! а1, 2003], заиленного дна пресных 
стоячих водоемов [Ьок8Ыпа, УауШп, 1999], морских донны х осадков [Вош п е! а1, 2002; 
МсНидЬ е! а1, 2003].

М икроорганизмами, способными осущ ествлять метаногенез, являются 
прокариоты -  архебактерии, или археи, родов МекапоЪаскепит, Ме1апозае1а 
(Ме1апо1кг1х), Мекапососсиз, МекапоЪгеьгЪаскепа и Мекапоругиз [ М т  е! а1, 1997; 
ШЫ!е, 1998; 8 Ы та, 2002; 1псе е! а1, 1997; 1псе е! а1, 2003; НосЬЬе1т е г  е! а1, 1998; РепЬег 
е! а1, 2004; К 1е!2т, А Ь ат8 , 1996; Ш рр1ег, ТЬаиег, 1999]. Для этих микроорганизмов 
метановое брожение является основным, а в некоторых случаях, единственным 
источником энергии. В процессе участвую т уникальны е коферменты птериновой 
природы -  птерины (2-амино-4-оксоптеридины), которые представляют собой класс 
гетероциклических соединений, ф ункционирую щ их в ж ивы х организмах в качестве 
коферментов. Ряд соединений (5,6,7,8-тетрагидроцианоптерин, 5,10-гидрофолат) 
обладают фоторецепторными свойствами. В природе птериновые ферменты 
выполняю т роль регуляторов ферментативного катализа и фотогенераторов 
синтлетного кислорода.

ООО «Альт Энерго» (г. Белгород) накоплен значительный опыт получения 
биогаза в процессе микробиологической переработки отходов агропромыш ленного 
комплекса, в том числе растительного сырья. И нтерес к целлюлозоразруш ающ им 
ферментам связан с тем, что они способствую т переводу труднодоступных для 
микроорганизмов компонентов растительного сырья в растворимую, более доступную 
для их переработки форму.

Материал и методы исследования

М атериалом для данного исследования явились: кукурузный силос,
используемый в качестве основного растительного сырья для получения биогаза, 
инокулюм -  субстрат из дображивателя действую щ ей биогазовой станции «Лучки» 
(Белгородская обл., П рохоровский р-н), целлю лозоразруш аю щ ие ферменты, 
предоставленные фирмой Вю§а8-АЬЬФгуе.Ье О тЪ Н  & Со. КО (Германия, г. 
Рудольш тадт).
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На первом этапе проведения лабораторного эксперимента проанализировано 
сырье на содержание сухого вещества (СВ) и органического сухого вещ ества (оСВ). Для 
анализа исходного сырья были использованы методики государственных стандартов 
[ГОСТ 31640-2012; ГОСТ 32045-2012] и методы оценки биогазового потенциала сырья 
[Лиллепярг, 2004]. Содержание СВ и оСВ определяется путем высуш ивания навесок 
силоса и инокулюма до постоянной массы -  сначала при температуре 105°С для 
определения СВ (%), затем происходит высуш ивание навесок при 550°С для 
определения оСВ (% от сухого вещества). В результате анализа были получены 
следующ ие данные: инокулюм -  СВ 4.42%, оСВ 78.05%; кукурузный силос -  СВ 
38.10%, оСВ 95.12%.

Исходя из полученных данны х и нормы содержания оСВ в сырье, было 
рассчитано соотнош ение количества кукурузного силоса и инокулюма, необходимого 
для проведения лабораторного эксперимента. Общая масса субстрата в каждой 
повторности лабораторного эксперимента составила 1569 г (инокулюм -  1500 г, 
кукурузный силос -  69 г).

В лабораторные ферментеры с подготовленным инокулюмом было загружено 
определенное количество субстрата (кукурузного силоса с различной концентрацией 
внесенных в него целлю лозоразруш аю щ их ферментов). Культивирование инокулюма 
в субстрате осущ ествлялось в анаэробных условиях при отсутствии освещ ения и 
постоянной температуре 38°С.

Л абораторны й эксперимент включал контроль и четы ре эксперимента в 
трехкратной повторности с использованием компонентов сырья в различном 
соотношении:
- контроль -  без внесения целлю лозоразруш ающ их ферментов при загрузке 
основного субстрата (кукурузного силоса);
- эксперимент 1 -  с внесением однократной нормы целлюлозоразруш ающ их 
ферментов при загрузке основного субстрата (кукурузного силоса);
- эксперимент 2 -  с внесением двукратной нормы целлюлозоразруш ающ их ферментов 
при загрузке основного субстрата (кукурузного силоса);
- эксперимент 3 -  с внесением однократной нормы целлюлозоразруш ающ их 
ферментов частями на протяжении всего эксперимента (1 раз в неделю) при загрузке 
основного субстрата (кукурузного силоса);
- эксперимент 4 -  с внесением двукратной нормы целлюлозоразруш ающ их ферментов 
частями на протяжении всего эксперимента (1 раз в неделю) при загрузке основного 
субстрата (кукурузного силоса).

Длительность лабораторного эксперимента составила 57 дней.
И змерение вырабатываемого количества биогаза проводилось через 

определенные промежутки времени с помощью барабанного счетчика К1**ег ТС3/3. 
Энергетическая ценность полученного продукта определялась с помощью 
газоанализатора ^га§ег Х - а т  7000.

Далее осущ ествлялся пересчет полученного количества биогаза на единицу 
исследуемого растительного сырья и оСВ по следующ ей формуле:

Количество биогаза на ед. сырой массы = (Количество биогаза на ед. оСВ х СВ х
оСВ)/1000

Статистическая обработка полученных данны х проводилась по ^-критерию 
Стьюдента. Выход биогаза по результатам проведенных опытов на момент окончания 
лабораторного эксперимента представлен в таблице 1.

Результаты исследований

В результате лабораторного эксперимента выявлена зависимость объема 
получаемого биогаза в лабораторны х ферментерах от количества внесенных в 
растительное сырье целлюлозоразруш аю щ их ферментов.
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Таблица 1 
ТаЪ1е 1

Зависимость объема биогаза от использования кукурузного силоса и 
ферментов в различном соотношении 

ТЬе йерепйепсе о^ 1Ье Vо1ите о^ Ыо§ав Ггош 1Ье иве о^ согп вИа§е апй
епгушев 1п ёШегеп! гайов

№ опыта Загружаемые
вещества

Выход 
биогаза из 

натуральной 
массы, м3/т 

силоса

Отношение 
выработки 
биогаза к 
данным, 

полученным 
из

натурального 
силоса (без 

ферментов), 
%

Выработка 
биогаза из 

органического 
сухого 

вещества, 
м3/тонна

Отношение 
выработки 
биогаза к 
данным, 

полученным 
из оСВ 

натурального 
силоса (без 

ферментов), 
%

Контроль кукурузный
силос 267 100 737 100

Эксперимент 1

кукурузный 
силос + 
ферменты (1- 
кратная 
норма, в 
начале 
опыта)

284 106.1 784 106.3

Эксперимент 2

кукурузный
силос +
ферменты
(2-кратная
норма, в
начале
опыта)

244 91.2 674 91.4

Эксперимент 3

кукурузный 
силос + 
ферменты (1- 
кратная 
норма, 
частями)

274 102.4 756 102.6

Эксперимент 4

кукурузный
силос +
ферменты
(2-кратная
норма,
частями)

250 93.5 692 93.8

Достоверное увеличение количества биогаза по сравнению с контрольным 
опытом наблюдалось в экспериментах 1 (2=2.44, при р>0.05) и 3 (2=15.24, при р>0.05) 
при добавлении к основному субстрату целлю лозоразруш ающ их ферментов в 
однократной концентрации. При добавлении исследуемых энзимов в начале 
экспериментов достоверный показатель роста выработки биогаза по сравнению с 
контролем наблюдался после 14 дня культивирования (2=3.4, при р>0.05), а при 
добавлении той же нормы частями было отмечено увеличение выхода продукта на 6 
сутки при первом измерении.

М аксимальный выход биогаза отмечен в эксперименте 1 при добавлении 
целлю лозоразруш аю щ их ферментов в однократной норме в начале эксперимента. В 
экспериментах 2 и 4 добавление двукратной нормы энзимов независимо от способа 
подачи привело к снижению общ его выхода биогаза и при каждом измерении 
количество вы работанного биогаза было ниже, чем в контроле (рис.).
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Рис. Объем биогаза на разны х этапах лабораторного эксперимента 
И д . ТЬе уо1ише Ыо§а8 а1 Ы йегеМ 81а§е8 1аЬога1огу ехрепш еп*

Заключение

Исходя из результатов лабораторного эксперимента, можно предположить, что 
повыш енная концентрация целлюлозоразруш ающ их ферментов приводит к 
угнетению активности метанообразующ их микроорганизмов. Это может быть связано 
с предполагаемым увеличением концентрации промеж уточны х продуктов метанового 
брожения, таких как летучие ж ирны е кислоты, образующ ихся на первых этапах 
брожения (гидролиз, кислотообразование). В связи с внесением в ф ерментер больш их 
концентраций целлюлозоразруш аю щ их ферментов при загрузке основного субстрата 
(кукурузного силоса) скорость разруш ения целлюлозы с образованием 
промеж уточных продуктов могла быть больш е скорости, с которой метаногенные 
микроорганизмы могли утилизировать данны е промеж уточные продукты, 
образовывая метан. В результате, повыш енные концентрации промеж уточных 
продуктов, таких как летучие ж ирны е кислоты, и могли ингибировать метаногенные 
микроорганизмы. Н аиболее заметное снижение их активности наблюдалось при 
внесении двукратной концентрации целлюлозоразруш ающ их ферментов 
(эксперименты 2 и 4). При внесении частями однократной нормы 
целлю лозоразруш аю щ их ферментов незначительное угнетение метаногенеза 
наблюдалось в первую неделю эксперимента, при расходе энзимов после 6 дня 
эксперимента отмечен рост выработки биогаза, что указывало на оптимальное 
развитие метанообразующ ей микрофлоры. Следует отметить, что однократное 
внесение определенного количества целлю лозоразруш аю щ их ферментов не вызывало 
угнетения микрофлоры и положительно влияло на увеличение объема выработки 
биогаза в первую неделю эксперимента (эксперимент 1).

Таким образом, на основании проведенных лабораторны х экспериментов 
установлено, что наибольш ее возрастание активности метанообразующ их бактерий 
наблюдается при разовом внесении однократной нормы целлюлозоразруш ающ их 
ферментов.
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