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Анализ ситуации, сложившейся в спирто�
вой промышленности России, и сравнение ее с
ведущими зарубежными производителями пи�
щевого спирта показывает, что без внедрения
энерго� и ресурсосберегающих технологий и
реконструкции под них существующих пред�
приятий российская спиртовая отрасль некон�
курентоспособна. Интенсификация и удешев�
ление процесса производства спирта возможно
за счет использования более тонкого измельче�
ния зернового сырья, разработки новых спосо�
бов подготовки сырья к сбраживанию, оптими�
зации параметров активации спиртовых дрож�
жей перед сбраживанием и т. д. [1, 2]. В настоя�
щее время стремительно растет еще одно из
прикладных применений дрожжей и спиртово�
го брожения – производство топливного био�
этанола первого (из зернового сырья) [3–5]
и второго поколения (из целлюлозы) [6–7].

Возможность снизить затраты на всех ста�
диях производства биоэтанола интенсивно ис�
следуется в лабораториях как у нас в стране,
так и за рубежом. Вместе с тем в производстве
биоэтанола остаются нерешенными ряд задач:

– полнота гидролиза полисахаридов в
сбраживаемые сахара;

– обеспечение дрожжей питательными эле�
ментами, необходимыми для быстрого размно�
жения и синтеза ферментов – гидролитических
и цикла брожения;

– интенсификация процесса брожения;
– уменьшение энерго� и ресурсозатрат на

производство биоэтанола.
Решить проблему снижения энерго� и ре�

сурсопотребления можно измельчая сырье до
наноразмерных частиц, доступных действию

ферментов без предварительной водно�тепло�
вой обработки [8].

Проведенный анализ научных публикаций
показал, что в литературе отсутствуют данные
о возможном применении зернового сырья, из�
мельченного «сухим способом» до наноразме�
ров и обработанного ферментами при темпера�
туре не выше 60 оС. В связи с этим целью рабо�
ты являлось изучение влияния степени измель�
чения крахмалистого сырья и условий предва�
рительной активации дрожжей на выход спир�
та.

Материалы и методы
В наших экспериментах в качестве крахма�

листого сырья применяли зерновую смесь пше�
ницы и ржи (1:1) со средним содержанием влаги
11,3±0,3% и условной крахмалистостью
57,5±0,5%. Для исследования брали смесь стан�
дартного измельчения (с проходом через сито
с диаметром пор 1 мм не менее 90% измельченно�
го сырья) и образец, предварительно измельчен�
ный на варио�планетарной шаровой мельнице
РМ 400 (Retsch, Германия) в течение 30 минут при
400 об�1. Размер частиц определяли на автомати�
зированном интерференционном микроскопе на
базе микроскопа МИИ�4М (Россия) по методу,
описанному в [8]. Для сбраживания использова�
ли спиртовые сухие дрожжи Saccharomyces
cerevisiae расы «АНГЕЛ», полученные путем се�
лекции в исследовательском центре фирмы
ANGEL YEAST (Китай) и расы «XII», предос�
тавленные руководством ОАО «МордовспиртЪ».

В качестве дополнительного источника
минерального питания использовали KNO3 «ч»,
NaNO3«ч».
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Анализ водорастворимых углеводов осу�
ществлялся методом высокоэффективной жид�
костной хроматографии на приборе LC�20
Prominence (Shimadzu, Япония) с рефракто�
метрическим детектором с использованием ко�
лонок SupelcoGel PB со сдвоенной предколон�
кой по методу, описанному в [9]. Катионный
состав зерна определяли с помощью системы
капиллярного электрофореза (Капель 105,
Россия). Сусло для эксперимента готовили на
основе ультрадисперсного зернового сырья и
сырья стандартной степени измельчения из
расчета: 1 часть зерна к 3 частям воды, прово�
дили обработку замеса при температуре 60 оС
в течение 30 минут, обработанную массу под�
вергали осахариванию ферментными препа�
ратами в следующих дозах: Альфазим 2500L –
1,2 Е/г крахмала, Диазим Х5 – 5,8 Е/г, Лами�
некс БГ – 0,04 Е/г, предоставленные ОАО
«Мордовспирт», в течение 1 часа.

Полученное сусло охлаждали, рН доводили
до требуемого 1 н раствором H2SO4. Проводили
фильтрацию и стерилизацию сусла. Далее осу�
ществляли засев полученной среды сухими за�
севными дрожжами расы «АНГЕЛ» и расы
«XII» из расчета 0,1 г воздушно�сухих дрожжей
на 100 мл сусла. Культивирование вели в биоре�
акторе BIOSTAT Aplus (Sartorius, Германия) при
различной аэрации. В ходе проведения опыта
рост дрожжевой культуры контролировали гра�
виметрическим методом. Отбор проб для опре�
деления данных показателей проводили каждый
час до 17 часов культивирования дрожжей.

После оптимизации условий культивиро�
вания данный вариант использовали для акти�
вации сухих дрожжей. Полученный инокулят
(активированные дрожжи) добавляли в пред�
варительно осахаренное зерновое сусло в кон�
центрации 10%. Процесс брожения конт�
рольных и опытных проб проводили стацио�
нарно при постоянной температуре в течение
72 часов в биореакторе BIOSTAT Aplus
(Sartorius, Германия).

После завершения процесса брожения в
бражке определяли содержание спирта. Полу�
ченное содержание спирта пересчитывали на
содержание спирта в исходной бражке и рас�
считывали теоретический выход абсолютно�
безводного спирта.

Все результаты, полученные в ходе экспе�
римента, подвергли статистической обработке

с использованием стандартных программ. На�
ходили среднее арифметическое и ошибку сред�
него.

Так как количество объектов в выборке
мало (n<10), нормальность распределения
представляется сомнительной и для определе�
ния значимости различий полученных резуль�
татов целесообразно использовать непарамет�
рические критерии. Для суждения о достовер�
ности различий между выборками применялся
непараметрический Т�критерий Манна�Уитни
и критерий Крускалла�Уоллеса [10]. Различия
между выборками признавались статистичес�
ки достоверными при p<0,05.

Результаты и обсуждения
Двухэтапное измельчение зернового сырья

позволило получить наноразмерные частицы в
диапазоне от 4 до 250 нм (рис. 1).

Известно, что средний размер крахмаль�
ных зерен составляет от 0,2 до 2–5 мкм [11]. Сле�
довательно, можно предположить, что в полу�
ченных частицах крахмальные зерна разруше�
ны и не требуют воздействия жестких темпера�
турных режимов для разваривания. Кроме того,
происходит частичное высвобождение простых
сахаров даже без добавления гидролитических
ферментов (табл. 1).

 Поэтому на 1 этапе мы подбирали более
низкие температурные режимы для обработки
и последующего ферментативного гидролиза
сырья. Было выявлено, что температура 60 °С
является достаточной для удовлетворительно�
го гидролиза крахмала сырья (рис. 2).

На втором этапе мы анализировали прирост
биомассы в зависимости от условий культивиро�
вания. Как видно из рисунка 3, прирост биомассы
в основном наблюдался до 15–16 часов роста.

При этом наиболее интенсивный прирост
биомассы происходит в варианте с активной
кислотностью среды рН =4 как в случае с зер�
ном стандартной, так и ультрадисперсной сте�
пени измельчения (рис. 4 и 5).

Таблица 1. Влияние степени измельчения зерна
на концентрацию сахаров в сусле
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Рисунок 1. Трехмерное фазовое изображение частичек зерна
(определено с помощью интерференционной микроскопии)

 а)                                                                         б)

Рисунок 2. Влияние температуры на степень осахаривания (а)
и выход спирта (б):

�

 1 – зерно стандартной степени измельчения
 2 – зерно, измельченное на планетарной шаровой мельнице Retsch РМ 100

 Рисунок 3. Накопление биомассы в процессе роста дрожжей расы «Ангел»
на сусле из ультрадисперсного зернового сырья
 – ультрадисперсное зерно;  – стандартное зерно

Дрожжи, выращен�
ные на сусле из ультра�
дисперсного зернового
сырья, накапливали био�
массу на 25% больше от�
носительно стандартной
степени измельчения. Ве�
роятнее всего, это связа�
но с тем, что не только
значение активной кис�
лотности среды влияет на
размножение дрожжей,
но и степень измельчения
– а именно увеличение
доступности других ком�
понентов сырья для пита�
ния дрожжей (например,
источников азотного пи�
тания) [1, 12].

Варьирование тем�
пературными условиями
культивирования при ус�
тановленном оптималь�
ном значении активной
кислотности среды (рН =
4,0) показало, что наи�
больший прирост био�
массы для стандартной и
ультрадисперсной степе�
ни измельчения наблю�
дается при температуре
30 оС (рис. 6).

Вероятно, эта темпе�
ратура является опти�
мальной для роста ис�
пользуемых в ходе опыта
дрожжей расы «АНГЕЛ»
и «XII». Полученные дан�
ные коррелируют с дан�
ными других авторов о
тепловом шоке дрожже�
вых клеток при темпера�
туре выше 35 °С, сопро�
вождающемся гибелью
клеток [13].

Дрожжи проявляют
высокую требователь�
ность к уровню кислоро�
да в среде. Его недостаток
снижает выход активных
клеток [14]. При исследо�

Микробиология
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Рисунок 7. Влияние условий
культивирования на прирост

биомассы дрожжей расы «Ангел» в
процессе культивирования на

ультрадисперсном (уд) и стандартного
измельчения (ст) сырье

 – периодическое ст
 – полунепрерывное ст
 – периодическое уд
 – полунепрерывное уд

Рисунок 8. Влияние режима аэрации
сусла из ультрадисперсного (уд)
зернового сырья и стандартной

степени измельчения (ст) на прирост
биомассы дрожжей расы «Ангел» и

XII
 – «Ангел» уд
 – «Ангел» ст
 – XII уд
 – XII ст

а)                                                                       б)

Рисунок 6. Влияние температуры на прирост биомассы дрожжей расы «Ангел» (а)
и расы XII (б) в процессе культивирования на ультрадисперсном (уд)

и стандартного измельчения (ст) сырье
 25 уд  25 ст  30 уд   30 ст  37уд  37 ст

а)                                                                       б)

Рисунок 5. Влияние рН на прирост биомассы расы «Ангел» (а) и XII(б)
на сусле из зерна стандартной степени измельчения

 4;  4,5;  5;  5,5�6

а)                                                                    б)

Рисунок 4. Влияние рН на прирост биомассы дрожжей расы «Ангел» (а) и XII (б)
на сусле из ультрадисперсного зернового сырья, измельченного на планетарной

шаровой мельнице РМ 100 30 мин. при 400 об/мин
 4;  4,5;  5;  5,5�6

вании влияния условий
культивирования и сте�
пени аэрации сусла
было установлено, что
наибольший прирост
биомассы мы наблюда�
ли при полунепрерыв�
ном культивировании
дрожжей и степени
аэрации 1литр возду�
ха/1 литр среды�1 (рис.
7 и 8).

При анализе накоп�
ления биомассы дрож�
жей расы XII наиболь�
ший выход был достиг�
нут на сусле из зерна
ультрадисперсного из�
мельчения с добавлени�
ем нитрата калия. Такая
же закономерность на�
блюдается в накопле�
нии биомассы дрожжей
расы «АНГЕЛ» в браж�
ке из ультрадисперсно�
го зерна (рис. 9).

Это обусловлено
тем, что нитрат калия
является не только ис�
точником азота, но и со�
держит калий. Он необ�
ходим не только как пи�
тательный элемент, но
и как стимулятор раз�
множения дрожжей.
Стимулирующее дей�
ствие объясняется суще�
ственной ролью его в
окислительном фосфо�
рилировании и в про�
цессах гликолиза. Ка�
лий активирует дрож�
жевую альдолазу, необ�
ходим для действия
фермента пируваткар�
боксилазы и влияет, так
же как и азот, на липид�
ный обмен дрожжевых
клеток [15–17].

При добавлении
NaNO3 в сусло из зерна
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как стандартного, так и ультрадисперсного из�
мельчения прирост биомассы дрожжей был
меньше, чем при внесении KNO3. Возможно, это
связано с тем, что первоначальное содержание
натрия в самом зерне велико. Это подтвержда�
ется результатами, полученными при опреде�
лении концентрации ионов в сусле методом ка�
пиллярного электрофореза (содержание К+ –
121 мг/л, Na 38,6 мг/л для стандартного измель�
чения и 194,4 мг/л, 259,9 мг/л для ультрадис�
персного). Также из этих данных следует, что из
зерна стандартного измельчения в процессе
низкотемпературной обработки водно�зерново�
го замеса происходит недостаточное выщела�
чивание ионов металлов, что вероятно и обус�
лавливает более низкий прирост биомассы
дрожжей.

 На заключительном этапе анализировали
выход спирта в зависимости от добавления до�

полнительных источников азотного и мине�
рального питания на сусле оптимизированно�
го состава и при оптимальных условиях броже�
ния (рис.10).

Было выявлено, что наиболее высокое на�
копление спирта происходит при использова�
нии ультрадисперсного сырья и дрожжей расы
«Ангел».

Таким образом, проведенные эксперимен�
тальные исследования выявили актуальность
внедрения тонкого (до микро� и наноразмерных
частиц) помола зерна, которое позволяет про�
водить водно�тепловую обработку сырья при
более низких температурах (не более 60 °С), что
сократит в дальнейшем потребление пара и
электроэнергии на стадии подготовки крахма�
листого сырья к переработке и увеличит выход
спирта, в том числе за счет увеличения степени
гидролиза сырья.

05.07.2012

Рисунок 10. Влияние дополнительного минерального
и азотного питания на накопление спирта в бражке

дрожжами рас XII и «Ангел» при сбраживании сусла
из ультрадисперсного (уд) зерна и зерна

стандартного помола (ст)
 – «Ангел» уд  – «Ангел» ст
 – XII уд  – XII ст

Рисунок 9. Влияние дополнительного минерального
и азотного питания на накопление биомассы

дрожжами рас XII и «Ангел» в сусле из
ультрадисперсного (уд) зерна и зерна стандартной

степени измельчения (ст)
 – «Ангел» уд  – «Ангел» ст
 – XII уд  – XII ст
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Dragunova Yu.E., Atykyan N.A., Revin V.V.
EFFECT OF DEGREE OF GRINDING GRAIN RAW AND PRE;ACTIVATION OF YAST FOR ALCOHOL YEILDS
Ultrarefined particles of grain with size up to 250 nm were obtained. This refinement increases the output of

simple sugars, even without prior enzymatic hydrolysis as was shown. The possibility of using a low (less than 60
°C) temperature of enzymatic hydrolysis compared to classical schemes for the temperature treatment of grain
mash was investigated. Was revealed that the use of nanostructured grain raw material and pre�activation of
Saccharomyces cerevisiae allows to intensify the process of obtaining of ethanol, as result in fermentation
medium it accumulates to 8,6%.
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