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Освещены химические аспекты биотехнологии получения топлив, по-
тенциальные ресурсы и возможности биотопливной технологии. Рассмот-
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Последнее десятилетие характеризуется все возрастающим интере-
сом к проблеме освоения возобновляемых источников энергии. Одно из
главных направлений этой работы связано с использованием солнечной
энергии. В последние годы существенное развитие получают биотехно-
логические способы конверсии солнечной энергии в топливо. Мировой ин-
терес к данной проблеме высок, ежегодно проводится большое число
симпозиумов, конференций и семинаров.

Новое научно-техническое направление «топливо из биомассы» доста-
точно активно развивается в нашей стране [1—6]. Ряд разработок вы-
шел на уровень технических решений, другие проходят стадию лабора-
торного исследования и опытного освоения.

I. ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ РЕСУРСЫ И ВОЗМОЖНОСТИ БИОТОПЛИВНОЙ
ТЕХНОЛОГИИ

Биомасса — самая дешевая и крупномасштабная форма аккумули-
руемой и возобновляемой энергии. Под термином биомасса мы подразу-
меваем любые материалы биологического происхождения, продукты жиз-
недеятельности и органические отходы, образующиеся в процессе их
переработки. Ежегодный прирост биомассы на Земле составляет
200 млрд. т., что составляет в энергетическом эквиваленте 3-Ю"1 Дж [7,
8].

Системы преобразования энергии путем получения биотоплив доста-
точно разнообразны и включают в себя процессы получения метана, во-
дорода, этанола, метанола, бутилового спирта и ацетона, ряда других
компонентов, представляющих интерес как топливные материалы. Об-
щие возможности биотопливной технологии достаточно высоки и обсуж-
даются в обзоре [9].

Потенциальным сырьем для производства биотоплива могут служить
продукты естественной вегетации, отходы сельского хозяйства, разнооб-
разные отходы промышленности и коммунального хозяйства и, наконец,
урожай специально выращиваемых, так называемых «энергетических»
плантаций (сахарный тростник, маниок, картофель, микроводоросли
и т. д.).
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Таблица 1

Энергоемкость некоторых видов топлив, отходов и биомассы [10j

Топлива

Уголь
Кокс
Торф сухой, беззольный
Торф, высушенный воз-

духом (25% Н2О)
Бурый уголь
Лигнит, коммерческое

топливо
Неочищенная нефть
Дизельное топливо
Бензин
Керосин
Очищенный газ
Натуральный газ а

Коксовый газ а

Водорода

Метана

Биогаз (60% СН 4 ) а

Метанол
Этанол 95%
этанол 100%
Изопропанол
н-Пропанол
н-Бутанол

Энергоемкость,
МДж/кг

29,3
28,4
21,0
16,3

14,7
26,8

42,3
41,0
43,5

45,6—47,8
41,0

31,7—39,8
16,1
12,1
37,7
22,3
22,4
28,2
29,7
33,0
33,6
36,2

Биомасса и отходы

Типичная биомасса
Бактерии
Микроводоросли
Солома (15% Н2О)
Солома сухая
Травянистые материалы
Натуральные растения
Древесина (мокрая)
Древесина сухая без-

зольная
Неочищенные отходы
Отходы топлива
Навоз крупного рогатого

скота
Свиной навоз
Моносахариды
Полисахариды
Лигнин
Белок
Жир
Карбогидраты
Неочищенное волокно

Энергоемкость
МДж/кг

14,0
22,7
20,0

14,2—15,5
17,0
17,5
18,3
16,0
18,7

9,0—11,0
14,7—15,6

21,4

20,0
15,5
17,6
31,1
23,9
31,4

16,7—17,6
18,8—19,7

1 Энергоемкость в МДж/м'.

Энергоемкость некоторых видов топлив, отходов и биомассы приведе-
на в табл. 1. Для многих материалов самым простым способом получе-
ния из них энергии является сжигание. Другие методы переработки ис-
ходного сырья приведены на следующей схеме:

Биомасса
или отходы

Биологические методы
(10—60° С, давление,
близкое к атмосферно-
му)

Анаэробная конверсия в
метан

Ферментация в этанол,
ацетон, бутанол

Биофотолиз воды

Термохимические мето-
ды (высокая температу-
ра, часто высокое дав-
ление)

газообразное
Пиролиз->или жидкое

топливо

Газификация->Н2, СО, СН4

газообраз-
Гидрогенизация-^ное или

жидкое
топливо
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Принципиально важны оценки потенциального вклада биотоплив в
суммарную энерговооруженность общества. Очевидно, что для разви-
вающихся стран, с относительно низкой энерговооруженностью, распо-
ложенных в зонах высокой биопродуктивности, биотопливная техноло-
гия может составить основу новой энергетики. Для высокоразвитых
стран оценки процентного вклада биотоплив оживленно дискутируются
в литературе.

В настоящее время использование биомассы в США составляет 2%
общего потребления энергии (1,5квад/г или 1,6· 10" GI/г) '. Различные
оценки на уровне 2000 г. дают от 4 квад/г. (4,2· 109 GI/г.) до 17 квад/г.
(1,8-1010 GI/г.). Последняя величина составляет 15—20% общего энер-
гопроизводства США [11].

Значительное внимание уделено перспективам использования возоб-
новляемых источников энергии в Европе. Детально и тщательно про-
анализирована проблема получения биогаза для различных европейских
•стран в работах [10·—12]. Основной вывод этих исследований заключа-
ется в том, что биотоплива будут играть существенную роль в энерге-
тике этих стран. На уровне 2000 г. вклад биотехнологии получения топ-
лив в общей энергетической потребности стран «Общего рынка» будет
составлять 5—10%. Для сравнения укажем, что производство гидро-
энергии в общем балансе энергии составляет всего лишь 2%.

Анализируется роль биомассы в энергообеспечении стран Латинской
Америки. Показано, что 10—20% общих потребностей в энергии стран
Латинской Америки, могут быть покрыты путем использования биомас-
сы и биотехнологии ее конверсии в топливо [13].

Энергетическая программа Китая обсуждается в работах [14, 15].
Показано, что до 30% энергообеспечения страны может быть реализо-
вано путем использования биотоплив.

Экологические проблемы использования биомассы и связанные с
этим преимущества обсуждаются в работе [16].

II. БИОГАЗ

Наиболее развитой представляется технология получения биогаза
(смеси 50—80% метана и 20—50% углекислоты) путем анаэробной кон-
версии различного растительного сырья и органических отходов [17—
20]. В настоящее время работы в этой области ведутся как в рамках
фундаментального исследования процесса образования метана сложны-
ми микробными ассоциациями, так и в рамках создания усовершенст-
вованной технологии с целью интенсификации процесса.

1. Основы получения метана

Анаэробная конверсия биомассы в метан (метановое брожение) —
сложный многоступенчатый распад разнообразного органического ма-
териала в анаэробных условиях под действием бактериальной флоры,
конечным результатом которого является образование метана и угле-
кислого газа. Согласно современным представлениям, анаэробное пре-
вращение практически любой биомассы в метан происходит через четы-
ре последовательных этапа: фаза гидролиза (расщепления) сложных
биополимерных молекул (белков, целлюлозы, липидов и др.) на более
простые, например мономеры: аминокислоты, углеводы и др.; фаза фер-
ментации образовавшихся мономеров до еще более простых веществ —
низших кислот и спиртов; ацетогенная фаза (образование Н2, СО2, фор-
миата и ацетата) и непосредственно метаногенная фаза, которая ведет
к конечному продукту расщепления — метану [19, 21]:

1 Один квад соответствует 1015 британских термических единиц, каждая из кото-
рых равна 1,06· 109 GI. Эта величина соответствует приблизительно 50 млн. т. угля.
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Биомасса (лигноцеллюлоза, липиды, белки и т. д.

Мономеры (сахара, аминокислоты и др.)

II

Бутанол, пропанол,
этанол, ацетон, бути-
рат, пропионат, лактат
и др.

Формиат Ацетат Н2
СО,

IV

СН4

В работах [21—29] описано изучение кинетики метаногенеза из раз-
личных субстратов (целлюлозы, гемицеллюлоз моносахаров, этанола,
метанола, бутирата, ацетата), построены кинетические схемы и созданы
компьютерные модели, описывающие процессы образования метана ч
таких системах, в присутствии природных метаногенных ассоциаций,,
ассоциации Methanobacillus kuzneceovii и чистой культуры Methanosar-
cina vacuolata. Для примера на рис. 1 приведена динамика анаэробной
конверсии глюкозы в меган, в присутствии метаногенной ассоциации
Methanobacillus kuzneceovii. Громадный экспериментальный материал,
накопленный при изучении этого процесса, обобщен в виде следующей
кинетической схемы:

С6Н12О6 + Н2О --* 2Н2 + 2СО2 + С2Н5ОН + СН3СООН
С2Н5ОН + Н2О -» СН3СООН + 2Н2

СНдСООН -» СН4 + СО2

С О 2 + 4 Н 2 -> Ο ί , - f 2Н2О

Первые две реакции осуществляет неметаногенный микроорганизм по
пути Эмбдена — Мейергофа, третью и четвертую — ацетатиспользую-
щий и водородиспользующий метаногены.

На основании предложенной кинетической схемы была создана ма-
тематическая модель процесса, представляющая собой систему девяти
нелинейных дифференциальных уравнений [27—29]. Адекватность
предложенной модели проверена решением так называемой прямой за-
дачи. Решение же обратной задачи позволило определить из имеющих-
ся экспериментальных данных кинетические параметры и константы
процесса конверсии глюкозы в метан. Математические расчеты под-
тверждают хорошее качество описания эксперимента.

Метановое брожение может протекать в диапазонах температур от
10 до 65° С. Показано, что термофильное метановое брожение (45—
65° С) в 2-—3 раза интенсивнее мезофильного брожения (25—30° С),
причем, изменение температуры влияет лишь на скорость процесса, но
не на качественный состав образующихся продуктов.

Кислотогенный этап, определяемый деятельностью первичных ана-
эробов, протекает при рН от 5 до 6,5—7 и характеризуется интенсивным
развитием бактерий, сбраживающих свободные углеводы. Этот период.
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Рис. 1. Динамика анаэробной конверсии глюкозы в
присутствии ассоциации Methanobacillus kuzneceovii

[24]

.сопровождается уменьшением содержания углеводов в среде, снижени-
ем величины рН среды, возрастанием общего содержания летучих жир-
ных кислот, представленных муравьиной, уксусной, пропионовой, мас-
ляной и другими кислотами. Преобладают в этот период пропионовая
и масляная кислоты [17, 21, 30]. Микробиологические и биохимические
процессы этой стадии изучены еще недостаточно [17, 20, 34].

Среди обширной группы кислотогенных бактерий особое значение
имеют ацетогенные, молочнокислые и маслянокислые бактерии, а так-
же продуценты капроновой и янтарной кислот, этанола, бутанола и дру-
гих низших спиртов и кетонов (в литературе всю эту группу часто на-
зывают бактерии, синтезирующие растворители).

В последние годы наметился определенный интерес к всестороннему
изучению анаэробных бактерий кислотогенной стадии, представляю-
щих важное значение не только с позиций метангенерирования, но и яв-
ляющихся непосредственно продуцентами биотопливных веществ.

2. Метанобразующие бактерии

Метаногены являются облигатными анаэробами, чувствительными к
кислороду. Окислительно-восстановительный потенциал среды их роста
составляет —300 мВ и ниже [31]. На сегодняшний день известно свыше
45 видов метанобразующих бактерий.

В зависимости от видов метанобактерии могут использовать в каче-
стве источников энергии ограниченное количество субстратов (табл. 2).
Среди них наиболее важным является ацетат, который занимает первое
место среди предшественников (более 75%) [17, 23—29, 32—35]. За
ацетатом следует углекислота [26—29, 36—38], формиат, метанол [22,

Таблица 2

Химические реакции, осуществляемые метаногенами [54]

Химические реакции

СО 2+4Н 2->СН 4+2Н 2О
4НСО0-+4Н + ^СН 4 +2Н а 0 + ЗСО2

4СО-г2Н2О^СН4+ЗСО2

СНзСОО-+Н+->СН4+СО2

4СНзОН-^ЗСН4 + СО2 + 2Н2О
4CH3NH24-2H2O^3CH4+CO2 + 2NH.,
2(CH 3) 2NH+2H 2O^.3CH 4+CO 2+2NH 3

4(СНз)3К
!+6Н2О^9СН4 + ЗСО2 + 4К'Н3'

Δ(?' на СН4 (кДж/молЫ

—139
—119
—180

—31
—103

—75
— 74
—75
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23, 41], метиламины [42], метилкобаламин [17], окись углерода [17],
Никакие другие соединения углерода, по имеющимся данным, рост ме-
танобразующих бактерий не поддерживают.

Метаногенные бактерии 90—95% используемого углерода превра-
щают в метан, чтобы за счет сопряженного образования трансмембран-
ного потенциала аккумулировать необходимую для конструктивного
обмена энергию, и лишь 5·—10% углерода превращается в биомассу.
Благодаря указанной особенности до 80—90% огранического вещества,
разлагающегося в процессе развития метаногенного консорциума, пре-
вращается в газ [17].

В смешанных культурах метанобразующие организмы легко опреде-
ляются с помощью флуоресцентной микроскопии [43, 44]: они дают
либо зеленую флуоресценцию за счет фактора F4 3 0 или голубую флуо-
ресценцию за счет 7-метилптерина [45] (см. ниже).

Очень важные данные получены при исследовании рРНК- Оказа-
лось, что по последовательности нуклеотидов 16 S РНК метанобразую-
щих бактерий отличается от всех других организмов [46, 47]. Кроме
того, метанобразующие бактерии резко отличаются от других организ-
мов по составу переносчиков электронов, а также ряду коферментов.
Имеются особенности и в процессах их метаболизма [41, 47].

На этом основании и, прежде всего, в результате исследований 16 S
рРНК метанобразующие бактерии рассматривают как особую ветвь
эволюции организмов и относят к архебактериям [46].

3. Механизмы образования метана

Биосинтез метана — основная реакция, приводящая к получению не-
обходимой для развития клетки энергии. Универсальная схема образо-
вания метана бактериями была впервые предложена в 1956 г. Баркером
и объединила процессы биосинтеза метана из Н2/СО2, формиата, ацета-
та и метанола [48]:

ХН + СО2 СН3ОН + ХН

i +2Н +2Н . . „ . . +2Н

-Н2О

+ 2Н
ХСООН -гщо^ХСНО > ХСН2ОН г н ^ ХСН3 * СН 4+ХН

t
-2Н - С О 2

СН3СООН + ХН

Так как еще раньше было показано, что формиат, формальдегид и ме-
танол не являются промежуточными интермедиатами, выделяемыми в
культуральную среду, в процессе образования метана из СО2, то автор
предположил, что эти d-соединения в различных степенях восстановле-
ния в процессе трансформации в метан должны быть связаны с одним
или несколькими соединениями «X». Интенсивные биохимические и фи-
зико-химические исследования последних 10—15 лет позволили заметно
прояснить природу соединений «X». Прежде всего из метаногенов было
выделено и идентифицировано, по крайней мере, шесть уникальных ко-
ферментов, практически не встречающихся у других видов бактерий.

Первым открыто и доказано участие в образовании метана соедине-
ния, получившего название кофермента Μ (СоМ):

HS—СН2—СН2—SC£

Кофермент Μ может присоединять к себе метильную группу, превра-
щаясь в метилкофермент Μ (CH3SCH2CH2SO3"~). Последний играет
центральную роль в терминальной стадии образования метана, которая
связана с деметилированием С Н 3 — S — С о М [47].

C H 3 - S - C o M + 2Н+ + 2ё ΚΟΜΠ· Λ · к о м п - в ' M g 2 + ' А Т Ф _ СН4 + HS-CoM
метилкофермент Μ редуктаза

Эта формально простая реакция катализируется сложным комплек-
сом ферментов и кофакторов [51]. Компонент А — белковый комплекс,.
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проявляющий гидрогеназную активность. Из этого комплекса были вы-
делены четыре компонента: три белка (Аь А2 и А3) и кофермент ФАД.
[52]. Aj — кислород-резистентная гидрогеназа, которая использует ко-
фермент F4 2 0 как субстрат. Гидрогеназа А! может быть идентична ко-
фермент Р420-восстанавливающей гидрогеназе, выделение которой опи-
сано в [53]. Соединения А2 и А3 — кислород-лабильные белки. Предпо-
лагают, что А2 может участвовать в восстановлении как на формильном
уровне, так и как активатор метилкофермент Μ редуктазной системы
[54]. Функция А3 пока непонятна.

Компонент В·—кислород-чувствительный, термостабильный кофак-
тор [51], имеющий молекулярный вес около 1000 Д и содержащий аде-
нозиновый остаток [54]. Каталитические количества АТФ и Mg i + тре-
буются для функционирования метилкофермент Μ редуктазной системы.
Вероятно, АТФ активирует ферменты или связанные с ферментами ко-
ферменты за счет реакций ацилирования и фосфорилирования [55].

Метилкофермент Μ редуктаза представляет собой кислородстабиль-
ный белок, состоящий из трех субъединиц и имеющих максимум погло-
щения около 425 нм [56]. В качестве простетических групп выступают
две молекулы недавно обнаруженного фактора F4 3 0 [57].

Фактор F4 3 0, названный так после обнаружения характеристического
максимума его поглощения при 430 нм [58] является никельсодержа-
щим тетрапирролом [59—65]. Структура этого хромофора, модифици-
рованного метилированием карбоксиметил- и карбоксиэтилгрупп уста-
новлена Пфальцем и соавт. [66]:

-со2сн3 0

Фактор F4 3 0 обычно образует комплексы с коферментом Μ в соотноше-
нии ~ 1 : 1 и комплекс обычно обозначается CoMF430 [67].

Функция CoMF430 в процессе метанообразования до конца не уста-
новлена. С химической точки зрения это соединение вероятнее всего·
выступает как переносчик электрона [54].

Образование метана из углекислоты представляет собой перенос
восьми электронов от водорода на СО2. Как свидетельствуют данные по
фракционированию изотопов М. thermoautotrophicum, H + в метан пере-
ходит из воды, Н2 служит только донором электронов, а углекислота
используется в газообразной форме [70, 71]. Переносчиком электронов
в этом процессе выступает кофермент F4 2 0, получивший название по
максимуму флуоресценции в окисленной форме, впервые описанный з
1972 г. и имеющий низкий окислительно-восстановительный потенциал
(£„ = — 0,34 отн. н. в. э.) [72—74]
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СН2-СН-СН-СН-СН2-О-Р-О-СН-С-
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N - H

о
соо- о СОО"

I! I
—NH—СН—СН 2 -СН 2 —C-NH—СН

I
сн2

сн2

соо-

Это соединение является первичным электронным акцептором гидроге-
назы [39, 52, 53], формиатдегидрогеназы [75—77], F42o — зависимой
НАДФ-редуктазы [78] и является электронным донором на терминаль-
ной стадии восстановления СО2. Более того, F4 2 0 — это донор электро-
нов для двух критических реакций клеточного синтеза, осуществляемых
пируватдегидрогеназой и а-кетоглутаратдегидрогеназой.

В 1978 г. эксперименты с меченым 14СО2 показали, что за время от
2 до 20 с 25·—50% метки связывается в соединение, дающее яркую жел-
тую флуоресценцию [36]. Эти результаты позволили предположить, что
соединение позднее идентифицированное как 5,10-метенил-5,6,7,8-тет-
рагидрометаноптерин (5,10-метенил-ТГМП) [80] является интермедиа-
том при восстановлении СО2 до СН4. После инкубации, при невосста-
новительных условиях, 5,10-метенил-ТГМП превращается в соединение,
имеющее уже голубую флуоресценцию и являющееся метаболическим
предшественником 5,10-метенил-ТГМП (оно не содержит d-единицы от
СО,). Это соединение названо метаноптерин [81]. Метаноптерин выде-
лен из клеток Methanobacillus thermoautotrophicum в 1983 г. [82]. Его
структура определена в 1984 г. с использованием ЯМР-спектроскопии.
высокого разрешения (500 МГц) комбинированным методом ЯМР Ή
и ЯМР 13С [83]:

Η Η Η

I I I I
с — с — с — с — с н .
Η ОН ОН ОН

со.

сн-.

о—сн

со;

Methanosarcina barkeri содержит другое метаноптериновое производ-
ное, названное сарцинаптерин. Отличие от метаноптерина заключается
в наличии глутаминовой кислоты, присоединенной к с-гидроксиглутаро-
вой кислоте [81 ].

Кратковременная инкубация клеточной суспензии М. thernwautofro-
phicum с Н13СО3~ (в атмосфере водорода) и последующее выделение
5,10-метенил-ТГМП показали, что метка присутствует в виде метениль-
ной ( = СН—) группы [54].

Таким образом, метаноптерпн выступает как d-переносчик в двух
последовательных стадиях восстановления СО2, что проявляется в обра-
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зовании метилен-ТГМП и метил-ТГМП соответственно [54]. Экспери-
ментальное подтверждение таких процессов получено в работах [79,
84J.

Прямое доказательство роли метаноптерина при восстановлении СО2

до метана сделано в работе [15], где показано, что стимулированное
коферментом Μ поглощение СО2 и, так называемый, RPG-эффект (см.
ниже) требуют согласованного действия двух стабильных к кислороду я
нагреванию соединений, одно из которых метаноптерин. Второе соеди-
нение, получившее название CDR-фактор (СО2-восстанавливающий
фактор), было открыто в 1982 г. [86] и является еще одним кофермен-
том метаногенов; CDR-фактор встречается в двух формах, а именно,
как свободный амин и как формамид:

I \ гнп ^ V_о /—СН2°~\=/
О СОСГ О ГОСТ О СОСГ
' I i ϋ II I

—CH 2 CH 2 NHCCH 2 CH 2 CHNHCCH 2 CH 2 CHNHCCH 2 CH 2 CHCHCH 2 CH 2 COO-

СОСГ

о
II

R = C H 2 N H 2 или CH 2 NHCH

В последнем случае, как предполагают, формильная группа берет про-
исхождение от СО2, так как именно эта форма накапливается в реак-
ционной смеси при инкубации в атмосфере Н2 и СО2 в отсутствие мета-
ноптерина. Это доказывает, что CDR-фактор действует как С4-пере-
носчик раньше, чем ТГМП-производное. В литературе встречается так-
же другое название CDR-фактора — метанофуран [87]. Активация СО2

протекает за счет энергии, получаемой из АТФ [89]. Энергетически
предпочтительным типом СО2-фиксации является восстановительное
карбоксилирование.

Важным представляется объяснение так называемого RPG-эффекта
[90]: резкого увеличения восстановления СО, при добавлении в реак-
ционную смесь СН3—S—СоМ. Такой эффект дает и серия на первый
взгляд разнородных соединений: серии [54], формальдегид, гидрокси-
метилкофермент Μ [91], пируват, L-кетоглутарат, L-малат и изоцитрат
[92]. Общее свойство этих соединений заключается в том, что все они
могут выступать донорами С4-интермедиатов на различных стадиях
восстановления: формильной группы (пируват, L-кетоглутарат, малат и
изоцитрат), = С Н — (серии, формальдегид, гидроксиметилкоферментМ)
и метальной группы (СН3—S—СоМ). Кроме этого, RPG-эффект ясно
указывает на прямую связь между терминальной (восстановления
СНа—S—СоМ) и начальной (активация СО2) стадиями метаногенеза
[47, 91].

Несмотря на принципиальную правильность схемы метаногенеза,
•предложенной Баркером, она все же носит слишком общий характер.
За последние 30 лет предпринималось несколько попыток конкретизи-
ровать эту схему [46, 88], но недостаточная изученность биохимии мета-
ногенов не позволяла выйти за рамки общих рассуждений и предполо-
жений. И только в 1984 г. Келтьенс, суммировав новейшие данные,
предложил молекулярную модель образования метана из СО2 и водо-
рода [54].

Модель Келтьенса исходит из предпосылки, что активация СО2 осу-
ществляется метилредуктазной системой (рис. 2). Одноэлектронное вос-
становление комплекса CH3SCoMF43o приводит к образованию метана
и высокоактивного тиул-радикала, который активирует и захватывает
СО2 с образованием тиокарбоксилрадикала. Возможность существова-
ния тиул-радикала в молекулярных системах образования метана до-
казана экспериментально [69]. Образовавшийся тиокарбоксилрадикал
подвергается атаке CDR-фактора, сопряженной с одноэлектронным вос-
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Рис. 2. Молекулярная модель восстановления СО2 до метана по Келтьенсу [54]

становлением, в результате чего образуется комплекс тиокарбамата
CDR-фактора и CoMF430 (рис. 2). Еще одна одноэлектронная стадия вос-
становления приводит к образованию формамидной формы CDR-факто-
ра и высвобождению тиул-радикала. Последующие стадии включают
перенос формилыюй группы ТГМП и образование метил-ТГМП. Они
протекают с потреблением четырех электронов и промежуточным обра-
зованием метенил- и метилен-ТГМП. Метил-ТГМП является относитель-
но слабым донором метилкарбониума (СН 3

+). Для того, чтобы пере-
нести его па тиул-раднкал, СН3

+-ион должен быть сначала восстанов-
лен до метил-радикала. Это может быть функцией компонента В метил-
кофермент М-редуктазной системы (рис. 2).

После добавления RPG-эффекторов увеличение восстановления СО2,
как уже отмечалось выше, вызвано допированием С4-единиц, которые в
конечном итоге приводят к повышению концентрации тиул-радикалов,
необходимых для связывания СО,. Однако RPG-эффект носит транзит-
ный характер, что вызвано, по-видимому, двумя причинами: действием
радикальных ловушек и истощением Сгинтермедиатов при восстановле-
нии СО2 для синтеза клеточного углерода.

Выше мы подробно рассмотрели метаболизм и биохимические осо-
бенности метаногенных организмов, специализирующихся в основном
па конверсии Н2/СО2 и (или) формиата. Метаболизм и биохимические
особенности организмов, основными субстратами для которых являются
ацетат, метанол, метиламины, изучены значительно меньше, что объяс-
няется как меньшей численностью этой группы организмов, так и опре-
деленными методическими трудностями при их культивировании и ис-
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следовании [42, 93]. К настоящему времени, методом меченых атомов
и некоторыми другими методами твердо установлено, что общим терми-
нальным переносчиком метилыюй группы, для всех метаногенов, высту-
пает кофермепт Μ [36, 50, 93—96]. Предполагают, что первичными ре-
ципиентами метилыюй группы могут выступать метаноптерины или
корриноиды, а дальнейший перенос метильной группы осуществляется
так же, как и при восстановлении СО2 водородом [93, 97].

Существуют два базовых механизма трансформации ацетата в метан
и СО2. Механизм I, называемый еще ацетокластическим [98, 99] описан
выше и включает расщепление ацетата таким образом, что метильная
группа превращается в метан, а карбоксильная в СО2. Механизм II
предложен в 1936 г. Баркером и Ван Нилом и является двустадийным
процессом [100]. Сначала ацетат разлагается до водорода и СО2, затем
идет восстановление СО2 водородом. Согласно гипотезе Ван Нила, все
потенциальные метаногенные субстраты сначала конвертируются до
окисленных продуктов и СО2, а метапообразование происходит восста-
новлением СО2 [100]. Дифференцировать эти два механизма можно,
используя 14С-меченые субстраты.

Многочисленными экспериментами было показано, что чистые куль-
туры, относящиеся к семейству Meihanosarcina, а также Methanotrix
soengenii конвертируют ацетат по I механизму [98, 101, 102]. Не вы-
зывает также сомнения, что формиат, метанол и метиламины конверти-
руются в метан чистыми культурами метаногеноз по I механизму [46].
Гипотеза Ван Нила подтверждается для других субстратов, таких как
спирты (С2 и больше) и жирные кислоты (С3 и больше), но при сущест-
венной ее модификации, заключающейся в том, что конверсия этих суб-
стратов протекает при участии не одного, а нескольких микроорганиз-
мов. Взаимодействие нескольких микроорганизмов осуществляется за
счет процесса, получившего название межвидовой перенос водорода
[103]. Такое явление впервые было продемонстрировано на этанолокис-
ляющей культуре, названной Methanobacillus omelianskii [103]. Подоб-
ное взаимодействие культур показано при метаногеппой деградации
целлюлозы и гемицеллюлозы [21, 104], глюкозы [24—26, 105], бутира-
та [21, 106, 107], пропионата [108], ацетата [109], а также метанола,
этанола и ацетата метаногепной ассоциацией Methanobacillus kuzneceo-
vii [23—26, 108, 110]. Особенно важное значение межвидовой перенос
водорода играет при анаэробной деградации жирных кислот, так как
их окисление по термодинамическим причинам может протекать только
при очень низких парциальных давлениях водорода в системе, которые
и обеспечиваются деятельностью водородпотребляющих организмов
[111 — 113].

Метаногены сыграли огромную роль в генезисе природного газа на
Земле. Геохимическими методами анализа показано, что в СССР более
80% газовых месторождений промышленного значения приходится на
долю биологического метана, который накопился в таких колоссальных
количествах за миллиарды лет деятельности метаногенов [17]. Дости-
жения современной биотехнологии позволяют надеяться, что в недале-
ком будущем промышленное получение метана способно заменить зна-
чительную часть добываемого природного газа.

4. Технологические основы получения биогаза

Явление выделения горючего газа при разложении органического
материала в анаэробных условиях известно давно. Первое практическое
применение биогаза относится к концу XIX века, когда в 1885 г. в анг-
лийском городе Экзетер метан, полученный из септического танка, ис-
пользовался для освещения улиц [114].

Первый крупномасштабный завод по производству биогаза построен
в 1911 г. в Бирмингеме для стерилизации осадка сточных вод этого го-
рода. Образовавшийся метан перерабатывался в электроэнергию. В на-
стоящее время имеется бесчисленное количество примеров использова-
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ния метантанков в различных странах мира, и сейчас эта область био-
технологии переживает период интенсивного развития [1, 5, 10, 11, 14].

Промышленное получение биогаза из органических отходов имеет
ряд преимуществ [5]:

1) теплотворная способность биогаза составляет 20—28 МДж/м3,
(0,7—0,8 кг условного топлива); переработка 1 τ органического вещест-
ва (по сухому весу) дает до 800 м3 биогаза;

2) процесс протекает периодически, полупериодически и непрерывно
в разномасштабных реакторах объемом от нескольких кубических мет-
ров до тысячи кубических метров, реакторы, как правило, просты в из-
готовлении;

3) метановое брожение осуществляет эффективную очистку сточных
вод, а переработка отходов животноводства, растениеводства и актив-
ного ила приводит к получению обеззараженных высококачественных
удобрений и полной минерализации азота и фосфора;

4) высокий коэффициент конверсии энергии органических веществ
в биогаз, достигающий 90%;

5) биогаз может с высокой эффективностью использоваться и непо-
средственно как топливо или посредством газогенераторов с к. п. д. 83%
трансформироваться в электрическую и тепловую энергию;

6) при анаэробной переработке отходов можно наряду с биогазом
получать ценные биологически активные соединения, например вита-
мин Bi2.

Критический анализ экономических проблем, связанных с внедрени-
ем биогазовой технологии, дан в работе [115]. Показано, что производ-
ство биогаза может быть экономически оправдано лишь при соблюде-
нии серии условий: должна существовать обеспеченность сырьем с ми-
нимальными и пренебрежимыми транспортными расходами и расхода-
ми на хранение; должна существовать система использования газа без
его накопления и хранения; должен существовать дешевый источник
низкопотенциального тепла для обогрева и термостатирования метан-
танка.

Наибольший практический интерес вызывают работы, направленные
на конверсию в биогаз отходов животноводческих ферм, которая рас-
сматривается как интегральная составная часть современного животно-
водческого производства [116]. Крупномасштабная реализация биога-
зовой технологии позволяет в одном процессе решать три взаимосвязан-
ные задачи — получение топлива, конверсию и обеззараживание отхо-
дов, получение концентрированных удобрений.

Усовершенствованная технология конверсии отходов животноводче-
ского производства описана в работах [117, 120].

Лимитирующей стадией получения биогаза является деструкция
биомассы на олигомерные и мономерные составляющие. В этом плане
ведутся исследования по интенсификации процессов деполимеризации
с помощью различных методов. Одно из последних направлений в этой
области связано с использованием ионизирующего облучения. Показа-
но, что предварительное облучение биомассы γ-радиацией может в не-
сколько раз интенсифицировать процесс образования метана [29, 121].

Ведутся исследования по автоматизации и контролю метангенери-
рующего процесса. Так, например, найдена корреляция между продук-
тивностью метангенератора и содержанием кофермента F42o. Развиты
методы определения F42o в смесях и предложены способы оценки «метан-
генерирующей силы» смешанной культуры по содержанию кофермен-
та F4 2 0 [123].

Принципиально новые возможности биотехнологии получения топли-
ва связаны с разработкой способов биогазификации торфа [124]. Как
известно, во многих странах имеются большие запасы торфяного топли-
ва, разработка которых сдерживается отсутствием экологически прием-
лемой технологии.

Первые попытки конверсии торфа в биогаз относятся к 20-м го-
дам [125]. В настоящее время разрабатываются несколько проектов;
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ориентированных на получение биогаза из торфа. Проект, развиваемый
Институтом газовой технологии (Чикаго, США), получивший название
«Биотермгаз-процесса», предусматривает комбинированную конверсию
торфа в метан с участием стадий биологической и термохимической га-
зификации [126, 127].

Второй проект, работы над которым ведет фирма Дайнотек (США),
предусматривает химическую переработку торфа щелочью, сопряжен-
ную с окислительным процессом, с последующей анаэробной конверсией
в биогаз [128, 129].

Проведено сравнение технико-экономических показателей различных
процессов, в том числе и традиционных, и показано, что оба развивае-
мых проекта в ближайшем будущем могут вывести на экономически
значимую технологию. Основные резервы улучшения технологии связа-
ны с разработкой способов предобработки торфа с улучшением его спо-
собности к биодеградации [124].

Авторы [130] провели сравнение скоростей метанообразования для
целлюлозы и гемицеллюлозы при мезофильном и термофильном разло-
жениях. При мезофильном процессе (35°) конверсия гемицеллюлозы
была выше, чем целлюлозы, однако гемицеллюлоза существенно хуже
конвертировалась по сравнению с целлюлозой в условиях термофиль-
ного разложения (55° С). Скорости образования газа из гемицеллюло-
зосодержащих материалов, в зависимости от условий процесса, состав-
ляет 0,3—0,6 объема биогаза на объем реактора в день при содержании
метана 52—63%.

Большой интерес представляют попытки объединения в одной систе-
ме получения атомной энергии и биогаза. Имеются сообщения, согласно
которым в рамках атомной электростанции в Бельгии создана система
получения биогаза, основанная на использовании тепла охлаждающей
воды. За счет низкопотенциального бросового тепла электростанции в
водоемах осуществляется культивация водорослей, конвертируемых в
биогаз на последующей метаногенной стадии [131, 132].

Обзор современного состояния биогазовой промышленности в мире
дан в работах [5, 10, 11].

III. ЭТАНОЛ

1. Химические основы получения

С ростом дефицита жидкого ископаемого топлива в ряде стран воз-
никает необходимость замены топлива из нефти на топливный этанол,
в первую очередь, для нужд автомобильного транспорта. Источниками
сырья для производства топливного этанола, являются растения с вы-
соким содержанием сахара (сахарный тростник, сахарная свекла
и т. д.), крахмала (картофель, кукуруза и т. д.), зерновые культуры,
а также разнообразный дешевый растительный материал лигноцеллю-
лозного характера.

Принципиальная схема биотехнологического получения этанола вы-
глядит следующим образом:

Сахара

Крахмал
Амилолитические
ферменты

Целлюлозосо-
держащие
материалы Предобработка Гидролиз
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Ферментация Разделение

Спирт

ί

ι
Сопутствующие
продукты

В широком масштабе реализуется пока только часть этой схемы,
основанная на использовании в качестве исходного сырья крахмала
или Сахаров (мелассы). Низкосортный кукурузный крахмал разжижа-
ется α-амилазой при высокой температуре (80°, 20—30 мин), гидроли-
зуется глюкоамилазой до растворимых Сахаров — в основном до глю-
козы, далее осуществляется дрожжевое брожение глюкозы до этанола,
который подвергается затем ступенчатой дистилляции [133].

Лимитирующей стадией конверсии дешевого целлюлозосодержащего
сырья является стадия гидролиза (целлюлоза примерно в 100 раз труд-
нее подвергается гидролизу, чем крахмал). В настоящее время в про-
цессе развития и конкуренции находятся три основных способа гидро-
лиза целлюлозы: 1) разбавленными минеральными (серная) кислота-
ми при высокой температуре; 2) концентрированными минеральными
кислотами при низкой температуре (серная кислота, соляная или пла-
виковая кислота); 3) ферментативный гидролиз при низкой темпера-
туре. Каждый из способов имеет определенные преимущества и недо-
статки.

При применении концентрированных кислот достигаются высокие
скорости гидролиза целлюлозы, но возникают проблемы с восстанов-
лением кислот и коррозией оборудования.

Процессы с использованием разбавленных кислот требуют высоких
температур, чтобы достичь технологических скоростей конверсии цел-
люлозы, но одновременно с этим увеличивается скорость разложения
глюкозы и опять же протекает коррозия оборудования [143, 144].

Ферментативный гидролиз не имеет указанных выше недостатков,
но на сегодняшний день стоимость целлюлаз (ферментов, осуществляю-
щих гидролиз целлюлозы) достаточно высока. Кроме того, очень часто
для достижения больших глубин конверсии целлюлозы необходима
интенсивная предобработка для разрушения лигниновой оболочки и
перевода целлюлозы из кристаллического состояния в аморфное. Дру-
гие проблемы ферментативного гидролиза заключаются в ипгибирова-
нии целлюлаз продуктами гидролиза и инактивации ферментов.

В общем, гидролиз разбавленными кислотами позволяет достичь
выходов глюкозы только 50—60% от теоретического, в то время как
гидролиз концентрированными кислотами или многостадийный процесс,
включающий декристаллизацию целлюлозы (процесс Тсао-Пурдю) мо-
гут потенциально достичь выходов в 90% от теоретического. Выход
глюкозы для ферментативного гидролиза сильно зависит от типа пред-
обработки (механическое измельчение, делигнификация растворителя-
ми, обработка острым паром, прегидролиз гемицеллюлоз разбавленной
кислотой) и может варьировать от меньше, чем 50% до больше, чем 90%
от теоретического [134—140].

Авторы работы [134] провели экономический анализ по стоимости
конечного продукта — этанола для различных способов гидролиза цел-
люлозы. Ни один из них экономически не имеет преимущества по срав-
нению с традиционным для США получением этанола из зерна. Но эко-
номическая ситуация может существенным образом измениться, если
коммерческую значимость в качестве химического агента найдет фур-
фурол — главный побочный продукт кислотного гидролиза древесины
[134].

В этой связи ведутся исследования по использованию различных
компонентов биомассы, не подвергающихся спиртному сбраживанию.
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Интересное направление работ связано с разработкой методов получе-
ния мономеров из биомассы [141, 142]. Так, описан способ получения
2-винилфурана — компонента, способного составить основу новых полп-
винильных полимеров.

Многообещающе выглядит также использование гибридного процес-
са, в котором разбавленная кислота используется для предобработки и
отделения соответствующей фракции древесины (в основном гемицел-
люлозной), а ферментативный гидролиз для превращения оставшейся
целлюлозы в глюкозу [154].

Частичная деструкция целлюлозы осуществляется также с помощью
ряда физических методов, например, обработкой целлюлозы острым па-
ром или ее гамма-облучением. Исследован эффект на ферментативный
и кислотный гидролиз предварительной обработки биомассы. Показано,
что при дозах выше 10 Мрад происходит деградация багассы (остаток-
сахарного тростника после отжимки сока), багасса, облученная дозой
в 100 Мрад, дает в 2—4 раза больше глюкозы по сравнению с необлу-
ченным образцом. Облучение влияет на кислотный гидролиз больше, чем
на ферментативный [145—147].

Вторая стадия переработки целлюлозы — конверсия углеводов в эта-
нол— один из наиболее древних микробиологических процессов, исполь-
зуемых человечеством:

С,Н12О,^*2С2Н5ОН + 2СО2

Коэффициент преобразования энергии в этой реакции равен 98%.
Механизм микробиологического получения этанола достаточно сло-

жен, однако весьма детально изучен па микробиологическом и биохими-
ческом уровнях [1], см. схему 1.

В технологическом масштабе сбраживание Сахаров в этанол осу-
ществляют, как правило, дрожжи (Candida brassicae, Candida utilis,
Saccharomyces cerevisiae и др.). Теоретический выход этанола по весу
51 % от начальной концентрации глюкозы, практический, из-за роста
дрожжей и образования побочных продуктов — 47%. Много проблем
создает инактивация дрожжей высокими концентрациями этанола (свы-
ше 10—12%), поэтому активно разрабатываются методы экстрагирова-
ния этанола из культуральной среды [148]. Большие надежды в этом
плане возлагаются на бактерии Zymomonas mobilis, осуществляющие
ферментацию Сахаров вдвое быстрее дрожжей [149]. Так, иммобили-
зованные в Са-альгинатных шариках клетки Z. mobilis давали на выхо-
де из реактора 102—116 г/л-ч этанола при входящей концентрации глю-
козы 100 г/л [150].

В последние годы широкое распространение получили идеи прямой,
фактически одностадийной конверсии полисахаридов в этанол. Особен-
но перспективными в этом плане являются термофильные анаэробные
бактерии: они не требуют аэрации, растут при высоких (60—65° С) тем-
пературах, обладают большой скоростью генерации при росте на цел-
люлозе и высокой метаболической активностью, содержат полный па-
бор ферментов целлюлазного комплекса, сбраживают целлюлозу и са-
хара с образованием ограниченного спектра метаболитов: этанол, лак-
тат, Н2 и СО2 [137]. Эти бактерии обладают также рядом преимуществ,
свойственных термофилам в целом. Так, при высоких температурах, во-
первых, падает растворимость кислорода и других газов, что снижает
их токсическое действие и увеличивает время поддержания анаэробио-
за, во-вторых, снижается вязкость растворов и увеличивается раствори-
мость субстратов, что улучшает их доступность для ферментов, и, нако-
нец, в-третьих, возрастает летучесть этанола, что позволяет проводить
непрерывный процесс его отгонки с использованием небольшого вакуу-
ма и тем самым снижать его ингибирующее действие.

Технологическое применение термофильных анаэробных бактерий
ограничивает ряд недостатков: несбалансированность целлюлазного
комплекса ферментов; относительно небольшой выход этанола в расче-
те на молекулу сброженного сахара; повышенная чувствительность к
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этанолу (как правило, метаболизм практически полностью подавляется
уже при 0,5%-ных концентрациях этанола в среде); невысокая способ-
ность сбраживать продукты гидролиза гемицеллюлоз [137].

В настоящее время пригодные для прямой конверсии растительного
сырья в этанол природные штаммы микроорганизмов нуждаются в улуч-
шении их биологических характеристик. Оно может быть достигнуто ме-
тодами селекции соответствующих мутантов и конструированием реком-
бинантных штаммов с заданными свойствами методами генетической
инженерии, а также поиском новых природных штаммов и подбором
микроорганизмов, пригодных для совместного культивирования. Разви-
тию усовершенствованных методов получения этанола, созданию новых
штаммов микроорганизмов, толерантных к повышенному содержанию
этанола и низким рН, посвящены_работы [152, 153].

2. Технологические особенности и экономика

Наибольший опыт применения этанола как топлива имеет Бразилия.
Итогом почти полувековых изысканий в этом направлении стала Нацио-
нальная спиртовая программа (PROALCOOL), принятая правитель-
ством Бразилии в 1975 г. Главная цель этой программы была направле-
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на на снижение импорта нефти путем частичной замены бензина на эта-
нол и предусматривала производство к 1985 г. 107 млрд. литров этано-
ла в год [156J. Источник спирта в этом случае — сбраживание сахара,
полученного из сахарного тростника [155]. Надо отметить, что Брази-
лия, в целом, успешно выполняет эти планы. Проводимая в стране кам-
пания по замене бензина спиртом позволяет Бразилии ежегодно эконо-
мить 2 млрд. долларов. Результатам бразильского эксперимента по раз-
витию систем получения топливного этанола из сахарного тростника по-
священа работа [156].

Как уже отмечалось, традиционным для США является производство
этанола из зерна, его стоимость 42 цента/л [134]. Использование по-
следнего в качестве субстрата объясняется низкими ценами и некоторы-
ми излишками производства зерна, главным образом, кукурузы [157,
158]. Указанные обстоятельства, а также энергетический кризис приве-
ли к принятию в США национальной спиртовой программы, направлен-
ной, в основном, на производство газохола (90% бензин, 10% этанол)
[159]. Популярность нового топлива была обусловлена его хорошими
антидетонаторными свойствами (10—20% этанола эквивалентны 1—
2 см3 тетраэтилсвинца/галлон) [159] и экономичностью — расход газо-
хола на 25,3 г/км меньше, чем неэтилированного бензина [160].

Из разработок по кислотному гидролизу лигноцеллюлозных мате-
риалов следует выделить процесс, разработанный в Нью-Йоркском уни-
верситете [134]. Для достижения технологически приемлемых скоростей
гидролиза древесины разбавленной серной кислотой и снижения потерь
от разложения Сахаров при высокой температуре, процесс проводят в
непрерывном режиме с коротким (10 с) временем удержания в зоне вы-
соких температур в специально сконструированном реакторе при темпе-
ратуре 232° С и давлением 34,02 атм. От получающейся взвеси отделяют-
ся нерастворимые вещества (лигнин, непрореагировавшая целлюлоза,
зольные компоненты и гипс), а получающийся раствор, содержащий
растворимые сахара в концентрации 10—11 мас.% подается в периоди-
ческий реактор, где сбраживается до этанола дрожжами. Время рецик-
л а — 48 ч. Концентрация этанола на выходе 5,2 масс.% или 6,5 об.%-
Последняя стадия — дистилляция этанола [134].

Экономические расчеты, сделанные для завода производительностью
914,6 млн. л этанола в год, показывают, что общие капитальные вложе-
ния составляют около 132 млн. долларов, расчетная стоимость этанола
будет составлять 72 цента/л. Таким образом, из приведенных расчетов
видно, что стоимость этанола, полученного кислотным гидролизом, до-
статочно высока и такая технология пока не может развиваться без го-
сударственных дотаций.

Недавно группой ученых Мичиганского университета предложен но-
вый процесс гидролиза древесины с помощью газообразного фтористого
водорода. Обработка сухой древесины протекает при пониженном дав-
лении в течение часа. В результате из целлюлозы образуется глюкозил-
фторид (с выходом от теоретического до 99%). Далее глюкозилфторид
гидролизуется водой (1 ч, 140°) с образованием глюкозы и фтористого
водорода. Последний рециклизуется вакуумированием или с помощью
небольшого нагревания, а его остатки в растворе нейтрализуются карбо-
натом кальция. Осадок CaF2 обрабатывается серной кислотой для дости-
жения более полной рециклизации HF. Основные продукты процесса —
глюкоза и лигнин. Глюкоза далее сбраживается в этанол. Оценочная
стоимость глюкозы 12 центов за кг, из которых 7,5 центов — стоимость
исходной древесины [161]. К сожалению, сообщений о масштабирова-
нии этого процесса пока не поступало.

Все многообразие научно-технологических решений по ферментатив-
ной переработке целлюлозы в этанол в США может быть сведено к трем
базовым процессам.

1) Использование отдельных реакторов для наработки целлюлаз.
гидролиза целлюлозы и ферментации Сахаров в этанол (Армейские ла-
боратории Нэйтик).
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2) Использование отдельного реактора для наработки целлюлаз и
совместное проведение процесса осахаривания целлюлозы и фермента-
ции образовавшихся Сахаров в спирт. («Галф Ойл Кемикалс Ко» — уни-
верситет штата Арканзас).

3) Использование одного единственного реактора для прямой кон-
версии целлюлозы в этанол с помощью одного или нескольких видов
микроорганизмов (Массачусетский технологический институт).

Наиболее разработанной, с точки зрения техники и экономики, явля-
ется технология компании «Галф Ойл Кемикалс Ко». Гидролиз целлю-
лозы осуществляется целлюлозными ферментами гриба Trichoderma
reesei, а сбраживание образующихся Сахаров в этанол клетками Candi-
da brassicae [135, 162, 163]. Масштабирование данного технологическо-
го процесса предполагалось осуществить в 3 этапа, причем на послед-
нем этапе, который запланирован на конец 80-х гг будет построен завод
по комплексной переработке 3 тыс. τ сухих отходов в день. Помимо про-
изводства 200 млн. л абсолютного спирта в год, завод будет давать
при сжигании неиспользованной целлюлозы еще 52,5 МВт электроэнер-
гии в год. Полная стоимость проектируемого завода, составляет 230 млн.
долларов. Коммерческая стоимость производимого этанола составит
38 центов/л [135].

Лаборатории в г. Нэйтик в сотрудничестве с компанией «Нью-Бран-
свик» построили пилотную установку, где древесина подвергается обра-
ботке паром, затем гидролизуется целлюлозами, полученными глубин-
ным культивированием мутантного штамма Т. reesei в отдельном 400 л
ферментере. Образовавшиеся сахара в реакторе объемом 250 л фермен-
тируются в спирт, последний дистиллируется. Лигнин и непрореагиро-
вавшая целлюлоза сжигаются. Установка в высшей степени автомати-
зирована для целей анализа и контроля [134, 164].

Экономика процесса проанализирована для завода мощностью
100 млн. л в год 95%-ного этанола, перерабатывающего 495 тыс. τ го-
родских отходов, содержащих 375 тыс. τ целлюлозы. Капитальные вло-
жения на создание такого завода ожидаются в размере 83,5 млн. дол-
ларов, себестоимость этанола — 42 цента [135, 164]. По другим данным
себестоимость этанола для этого процесса составляет 55 центов/л [134]..

Разработка Массачусетского технологического института (МТИ)
основана на использовании мутантных штаммов термофильных бакте-
рий С. thermocellum и С. thermosaccharolyticum для прямого получения
этанола из сельскохозяйственных целлюлозосодержащих отходов. В ла-
бораторных экспериментах выход спирта достигал 85% от теоретически
возможного [165]. Недостатком этой разработки является относитель-
но низкие скорости конверсии целлюлозы в этанол. Проведенный эконо-
мический анализ базировался на проекте завода по технологии МТИ,
перерабатывающего 1500 т/день стеблей кукурузы, способного произво-
дить примерно 100 млн. л этанола в год. Себестоимость этанола состав-
ляет 28 центов/л при стоимости сырья 30 долларов за тонну. Капи-
тальные затраты на строительство и работу завода составляют 34,4 млн.
долларов [135].

Процесс Тсао-Пурдю основан на методе предобработки целлюлозо-
содержащих материалов, заключающемся в растворении целлюлозной
фракции в циклогексане, этилендиамине, концентрированной фосфор-
ной, серной и соляной кислотах и последующем осаждении целлюлозы
уже в аморфном виде метанолом или водой [166]. В последнее время
процесс Тсао-Пурдю подвергся критике из-за больших технических
сложностей при масштабировании и считается экономически невыгод-
ным [135].

Канадская фирма «Айэтик» разработала эффективный метод пред-
обработки лигноцеллюлозных материалов для последующего гидролиза.
При этом используют метод Мэйсона (или так называемый паровой
взрыв), когда острый пар под давлением проникает в биомассу, а за-
тем от мгновенной декомпрессии происходит разрушение упорядочен-
ной структуры лигноцеллюлозы и превращение ее в рыхлую аморфную
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массу. Лигнин при этом плавится и легко отделяется от целлюлозной
фракции. Помимо этого, при такой обработке происходит извлечение ге-
мицеллюлозной фракции, которая переходит в воду после конденсации
пара. Гидролиз целлюлозы осуществляется ферментными препаратами
Т. reesei С-30 и A. niger. При этом за 100 ч при 45—50° С осахаривается
90—95% целлюлозы и 80—85% гемицеллюлозы. Ферментация получае-
мой глюкозы в этанол происходит с 95% выходом. Выход этанола —
270 л из 1 τ древесины. Ксилоза дрожжами не ферментируется и ее кон-
центрированный раствор после упаривания служит коммерческим про-
дуктом под названием «кормовые мелассы». Если будет также реали-
зован эффективный процесс ферментации ксилозы в спирт, то выход
этанола может составить 360 л на 1 τ древесины. Оставшийся после
гидролиза лигнин используется для приготовления фенол-формальдегид-
ных пластмасс и адгезивов.

Технико-экономические расчеты для проектируемого фирмой «Айэ-
тик» завода по переработке 250 τ лигноцеллюлозы в день, производи-
тельностью 30 млн. л этанола в год, показывают, что общие капиталь-
ные вложения будут в районе 10 млн. долларов, а стоимость этанола —
45 центов/л [133, 135]. Одна из канадских компаний планирует расши-
рение завода в Манитобе, уже производящего этанол из ячменя, за счет
использования процесса «Айэтик».

Аналогичный проект разработан другой канадской фирмой «Стейк
Технолоджи». Отличие его от процесса «Айэтик» заключается в реали-
зации непрерывной предобработки лигноцеллюлозногосырья [133,135].

Комплексный подход Канады к использованию биомассы проявляет-
ся также в разработке интегрированных сельскохозяйственных проек-
тов, включающих, например, выращивание кукурузы, производство го-
вядины и топливного этанола [167].

Во Франции правительство в 1981 г. выделило 26 млн. долларов на
программу по развитию производства газохола. Предполагается, что
реализация этой программы к 1990 г. позволит Франции на 25—50%
удовлетворить национальные потребности в транспортном топливе. Пла-
нируется производить этанол из древесины, соломы и артишоков, сбра-
живание глюкозных сиропов иммобилизованными клетками будет со-
вмещено с удалением этанола экстракцией для предотвращения ингиби-
рования процесса [168].

В Японии интерес к получению этанола из биомассы возник в 50-х гг.
Японские технологи разработали три процесса гидролиза целлюлозо-
содержащего сырья концентрированными кислотами при атмосферном
давлении и температуре не выше 100°С [169].

К сожалению, недостатки, свойственные гидролизу концентрирован-
ными кислотами, японским исследователям до конца преодолеть не уда-
лось, и в национальном проекте по получению топливного этанола, осу-
ществляемом министерством международной торговли и промышленно-
сти с 1980 по 1986 г., большое внимание уделяется ферментативному
гидролизу. Японские исследователи сообщают, что создали очень про-
стой метод ферментативного осахариваиия целлюлозосодержащих мате-
риалов и получения Сахаров и этанола низкой стоимости при значитель-
ной экономии энергии [135, 155].

Научно-технологическую активность в сфере разработки процессов
получения топливного этанола из биомассы проявляют также Индия,
Финляндия, Италия, Швеция, Австрия, Австралия, Новая Зеландия,
ЮАР, Маврикий и др. страны [114, 170, 171].

IV. АЦЕТОНО-БУ7ИЛОВОЕ БРОЖЕНИЕ

В настоящее время вновь возрождается интерес к получению орга-
нических растворителей микробиологическим путем. Обращение к исто-
рии показывает, что интерес к ацетоп-бутанол-этанольному брожению
то падал, то возникал вновь, определяя возможности использования ко-
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нечных продуктов ферментации, а также стимулируя научные исследо-
вания в этой области.

Первые большие усовершенствования процессов превращения угле-
водов в бутанол, ацетон и этанол в промышленных масштабах зафикси-
рованы во время и после первой мировой войны. Спрос на ацетон был
достаточно высок, что привело к быстрому развитию производства. Одно
время бутанол не имел большой ценности, а его хранение и применение
представляло трудности. Однако со временем было обнаружено, что бу-
танол является весьма ценным химическим продуктом, и некоторые из
его эфиров стали использовать в производстве лаков для автомобилей
и других отраслей промышленности.

Необходимо отметить, что СССР явился пионером в развитии микро-
биологического ацетоно-бутилового производства, научные основы ко-
торого были разработаны академиками Шапошниковым и Иерусалим-
ским.

Основные процессы, осуществляющиеся в промышленном масштабе
до второй мировой войны, представляли собой сбраживание отходов
производства кукурузы, крахмала и патоки. Экономичность производст-
ва зависела, главным образом, от стоимости сырья и после второй ми-
ровой войны, в связи с развитием производства синтетических раствори-
телей из дешевой нефти, микробиологическое получение растворителей
было прекращено в большинстве стран как экономически невыгодное
[172, 173].

Возрастающая стоимость продуктов нефтепереработки за период
70-х гг. дала толчок к созданию более совершенных технологий по полу-
чению бутанола. Коммерчески выгодное производство разработано на
основе ферментации тростниковой патоки культурой С. acetobutylicum
L174].

Бутанол, как топливо, имеет высокие характеристики. Смешивая бу-
танол в количестве до 50% с бензином получают удовлетворительный
топливный продукт.

Культуры, используемые для ацетоно-бутилового брожения, относят-
ся к виду С. acetobutylicum и кроме морфологических различий, отли-
чаются по углеводным средам, которые они конвертируют, по скорости
сбраживания, типу требуемых азотистых питательных веществ и соот-
ношению получаемых растворителей.

Поиски новых штаммов связаны с необходимостью использования
более дешевого и легкодоступного сырья, чем дорогие углеводы. Воз-
можность получения бутанола из гидролизатов сосновой древесины была
изучена с помощью С. acetobutylicum NCI 13-2951 [176]. Ферментацию
осуществляли при 30° С, в течение 5—7 дней. Полученный гидролизат —
30 г/л (ксилоза 4, манноза 6, галактоза 2, глюкоза 88%). Обесцвечива-
ние и обработка паром основного гидролизата, только в сочетании друг
с другом, приводили к удалению ингибиторов и позволили получить до
1,6 г/л бутанола, что равняется 9% выхода продукта от поглощенных уг-
леводов. Однако в процессе обесцвечивания, гидролизаты теряли до30%
присутствующих Сахаров. Использование для очистки гидролизатов ком-
бинации катионо- и анионообменных смол позволило в результате по-
следующей ферментации получить наивысший выход бутанола (5,7 г/л —
17%) от использованных углеводов).

Для определения оптимальных условий получения бутанола и ацето-
на из кислой молочной сыворотки использовали культуру С. acetobutyli-
cum АТСС 324 L177]. Культура указанного продуцента способна исполь-
зовать несколько углеводов, в том числе и лактозу с образованием бу-
танола, ацетона и этанола в соотношении 6 : 3 : 1 . Максимальный синтез
растворителей наблюдали при использовании стерильной молочной сы-
воротки в ферментере без перемешивания. Через 120 ч рН понижался
до 5,2, концентрация растворителей достигала 9,2 г/л, а остаточной мас-
ляной кислоты в среде — 2,5 г/л. Автоклавирование и отсутствие переме-
шивания приводит к увеличению выхода растворителей. Периодическая
ферментация С. beijerinckii на ультрафильтрате сыворотки, глюкозе,
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лактозе и галактозе, используемых в качестве углеродного источника,
позволила сравнить условия получения бутанола из ультрафильтрата
сыворотки с другими субстратами и определить оптимальные параметры
процесса [178].

Основным направлением исследований по интенсификации и удешев-
лению производства бутанола в нашей стране является замена ценного
пищевого сырья (муки) непищевым (например, свеклосахарной мелас-
сой). Перспективным представляется использование культуры С. асе-
tobutylicum штамм S, которое позволило изменить соотношение раствори-
телей и получить достаточно высокий выход бутанола (69—72%) при
содержании остаточного сахара от 0,6 до 0,3%· Процесс заканчивается
через 42 ч, содержание растворителей к концу процесса составляло
15,07 г/л, в том числе: бутанола—11,03; ацетона — 3,38, этанола — 0,6
[179].

В работе [177] проводили сравнение утилизации С. acetobutylicum
различных Сахаров гемицеллюлозных гидролизатов. Выход бутанола
90% от теоретически возможного наблюдался при ферментации глюко-
зы. Другие пять Сахаров обеспечивали образование бутанола в убываю-
щем порядке: целлобиоза>манноза;>арабиноза;>ксилоза;>галактоза.

Важным вопросом остается поиск штаммов, утилизирующих целлю-
лозу. Оказалось, что целлюлолитической активностью обладают только
2 из 21 проверенных штаммов вида Clostridium, образующих растворите-
ли [180]. Кроме того, в результате дальнейших исследований, было об-
наружено, что эти же штаммы проявляют эндоглюканазную и целлоби-
азную активности, но, в целом, их активность недостаточна для гидроли-
за кристаллической целлюлозы.

Биохимические основы анаэробного метаболизма разработаны доста-
точно подробно и изложены в работах [181 —183]. У С. acetobutylicum
глюкоза метаболизируется в пировиноградную кислоту по пути Эмбде-
на-Мейергофа, с образованием 2 молекул АТФ и 2 молекул НАДФ.
Ацетил-КоА, СО2 и Н2 образуются в результате фосфорокластической
реакции расщепления пирувата. Количество водорода у С. acetobutyli-
cum варьируется в зависимости от наличия НАДН-ферредоксиноксидо-
редуктазы [184]. Образовавшийся ацетил-КоА превращается в ацетат
(синтезируется АТФ), в этанол (требуется 2 молекулы НАДН) и в аце-
тоацетил-КоА, который или же трансформируется в ацетон или восста-
навливается (требуется 2 молекулы НАДН) в бутирил-КоА. С. beijerinc-
kii восстанавливает ацетон в изопропанол [185]. Ранее предполагали,
что образование бутирата связно с трансферазной активностью, но по-
следние исследования показали, что основной путь метаболизма прохо-
дит через бутирилфосфат и образование АТФ [186, 187]. Бутирил-КоА
далее восстанавливается в бутанол с участием двух молекул НАДН. Во-
дород, выделяющийся на первых этапах превращения глюкозы, идет на
образование НАДН, используемого при восстановлении бутанола.

Известно, что в течение фазы роста, при периодическом культивиро-
вании С. acetobutylicum, основными продуктами являются уксусная и
масляная кислоты, водород и СО2. Кислоты повторно ассимилируются,
когда рН культивирования падает, и превращаются в растворители при
одновременном потреблении сахара. Существует мнение, что накопле-
ние бутирата в среде активирует новую ферментативную систему, при-
водящую к образованию ацетона и бутанола и нарушает обычный ме-
ханизм цикла. Переход от кислоты к синтезу растворителя может быть
частично объяснен последними энзимологическими исследованиями на
уровне ферментов этих двух фаз. Показано, что активность фосфатаце-
тилтраисферазы и ацетилкиназы была значительно снижена, а фосфат-
бутирилтрансфераза исчезала в фазе синтеза растворителя у С. acetobu-
tylicum АТСС824 [187]. Сходная ситуация обнаружена у С. acetobutyli-
cum DS 14: бутиральдегид- и бутанолдегидрогеназные активности оп-
ределялись только для клеток, синтезирующих ацетоно-бутанольную
смесь [186]. Тот же феномен наблюдался у С. beijerinckii [185]. C.aceto-
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butylicum обладает трансферазной системой, переводящей ацетоацетил-
КоА из цикла на синтез ацетоацетата, последний может быть де-
карбоксилирован в ацетон. Ацетат (бутират)-КоА-трансфераза ·—фер-
мент с широкой субстратной специфичностью, который также имеет бо-
лее высокую активность в клетках синтезирующих бутанол, чем в клет-
ках, синтезирующих кислоту [174, 186]. Декарбоксилирование ацето-
ацетата в ацетон стимулирует трансферазную реакцию посредством хо-
рошо известной ацетоацетатдекарбоксилазы, которая опять же индуци-
руется только в клетках, синтезирующих бутанол [174, 186, 187].

Синтез восстановленных конечных продуктов зависит от восстано-
вительного потенциала клетки. В течение кислотной фазы в периодиче-
ской культуре часть его теряется в виде Н2. При синтезе растворителя
на 1 моль глюкозы образуются 2 моля НАДН, некоторое количество по-
следнего образуется и из восстановленного ферредоксина. Следователь-
но, для увеличения количества бутанола, необходимо увеличить общее
количество НАДН. Это может быть, например, осуществлено при инги-
бировании гидрогеназы на стадии образования кислот [145] или по-
средством непрерывного культивирования, на стадии получения раство-
рителей. Максимальный теоретический выход 1 г глюкозы: бутанола —
0,41 г, ацетона — 0,32 г, этанола — 0,5 г. Таким образом, при образова-
нии смеси этих продуктов, максимальный теоретический выход зависит
от соотношения продуктов. Если это соотношение имеет вид 6 : 3 : 1 (бу-
танол— ацетон — этанол), типичный вариант, когда максимальный тео-
ретический выход растворителей составит 0,39 г/г.

Установлено, что при высоком значении рН синтезируются, в основ-
ном, кислоты, в то время как при низком рН образуется ацетоно-бута-
нольная смесь. Оптимальные рН для синтеза растворителей варьируются
в зависимости от штамма и условий культивирования и, как правило,
лежат в диапазоне 4,0—6,0 [180, 189]. По-видимому, это связано с тем,
что ацетоацетатдекарбоксилаза имеет оптимум рН в районе 5,0 [190].
Кроме того, рН влияет на соотношение между диссоциированными и не-
диссоциированными формами уксусной и масляной кислот и известно,
что только недиссоциированная форма проникает через клеточную мем-
брану [191].

Эти выводы, однако, нельзя применить ко всем видам Clostridium,
синтезирующих бутанол. В С. beijerinckii PI 13436 существенный синтез
бутанола достигается при рН 6,8, и не обнаружено величины значения
концентрации кислоты или рН, которая могла бы коррелировать с нача-
лом образования бутанола [185]. У С. acetobutylicum NCIB 8052 (АТСС
824) синтез бутанола мог быть индуцирован при рН 7,0 добавлением
высоких концентраций ацетата и бутирата (100 мМ каждого) [192], а у
некоторых культур С. acetobutylicum, выделенных в Египте, конечное
значение рН, вплоть до 6,4, не предотвращало синтеза бутанола (20 г/л)
[193]. Какой бы ни был механизм процесса, добавление ацетата и бути-
рата в периодическую культуру влияет на время начала синтеза [185,
192, 194], на конечные соотношения продуктов, концентрацию и выход в
той мере, которая не может зависеть исключительно от простой конвер-
сии кислот в ацетоно-бутанол-этанольную смесь [195].

Важным фактором в образовании ацетоно-бутанольной смеси являет-
ся концентрация углеродного источника. Слишком низкие концентрации
глюкозы [189, 196, 197] давали в результате только кислоты. В перио-
дической культуре организмы не входили в фазу образования бутанола
при этих условиях, в непрерывных системах концентрация субстрата
должна быть не ниже 5 г/л [198].

Детальные исследования кинетики образования продуктов были про-
ведены в условиях хемостатного культивирования, при лимитации глю-
козой, азотом, фосфатом [199]. Удельная скорость потребления глюкозы
повышалась с увеличением скорости разбавления. Увеличение скорости
разбавления приводило к повышению скорости образования кислоты,
которая не появлялась при низких скоростях роста. Совершенно другая
картина имелась в скоростях образования ацетона, бутанола и этанола.
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Показано, что их количества увеличиваются с увеличением скорости
разбавления до определенного момента (0,1—0,2 ч~'), а потом быстро
убывают снова. Экстраполяция указывает на образование ацетоно-бута-
нольной смеси при нулевой скорости роста. Таким образом, синтез бу-
танола только частично связан с ростом. Если клетки, синтезирующие
бутанол, вновь поместить в буферный раствор, они продолжают синте-
зировать растворители. Таким же образом могут быть использованы
нерастущис клетки для продолжительного образования бутанола [198,
200].

Слабым местом в ацетоно-бутанольной ферментации является низ-
кая концентрация целевых продуктов (около 2%). Растворители, особен-
но бутанол, токсичны для клеток бактерий. В тестовых экспериментах,
скорость роста С. ас eto but у И сит АТСС 824 ингибировалась на 50% при
концентрации бутанола 7—13 г/л, ацетона — 40 г/л и этанола — 50·—
60 г/л [201]. Общее ингибирование роста наблюдалось при 14—16 г/л
бутанола, 70 г/л ацетона и этанола. Нижний предел концентрации —
4,4—8 г/л бутанола, при котором не происходит никакого уменьшения
скорости роста. Аналогичную реакцию на органические растворители
показывали и другие штаммы, в некоторых случаях они были еще более
чувствительны, чем штамм 824. Для культуры С. acetobutylicum P 262
добавление 10 г/л бутанола практически прекращало рост.

Различие в ингибирующей концентрации растворителей может быть
объяснено различиями в гидрофобности спиртов [202]. Действию раство-
рителей подвергаются липидныеслои клеточных мембран. Показано, что
бутанол (0,5—1,5% объемных), добавленный в липидную фракцию, по-
лученную из клеток, находящихся в середине экспоненциальной фазы
роста штамма С. acetobutylicum АТСС 824, значительно увеличивает
подвижность спин-меченых углеводородов в липидных дисперсиях, гово-
ря иначе, бутанол приводит к «разжижению» липидного бислоя [203].
Установлено, что состав липидных ацилцепочек при переходе от экспо-
ненциальной к стационарной фазе роста изменяется к более высокому
процентному содержанию насыщенных цепочек. Добавление бутанола
(0,5—1 об.%) к культурам влияет на состав цепочек таким же образом.
Был сделан вывод, что способность увеличивать процентное содержание
насыщенных жирных кислот в мембране в ответ на увеличение уровня
бутанола, противодействует «разжижающему» эффекту последнего
[203].

С. acetobutylicum чувствительна не только к бутанолу, но также к
уксусной и масляной кислотам. Эффект ингибирования кислотами кор-
релируется с внутриклеточной концентрацией недиссоциирующих струк-
тур и значением рН [204]. Двукратное уменьшение скорости роста про-
исходит при 8—15 г/л уксусной и 6—13 г/л масляной кислот [201].

В настоящее время промышленная ферментация при периодическом
культивировании приближается к пределу биологических возможно-
стей, используемых культур. Например, С. acetobutylicum штамм Вей-
смана, культивируемый в 90 м3 периодическом ферментере на тростни-
ковой мелассе, дает общий выход растворителей 19,5 г/л в соотношении
6 : 3 : 1 (бутанол — ацетон — этанол) за 30—34 ч с выходом 0,3 г/г и про-
дуктивностью 0,6 г/л-ч. Для сравнения, лучший результат, полученный
на лабораторной установке с глюкозой, как источником углерода: общий
выход ацетоно-бутанольной смеси 18,4—21,3 г/л, продуктивность 0,3—
0,9 г/л-ч [205].

Переход от периодических к непрерывным режимам культивирова-
ния позволил повысить продуктивность ацетоно-бутанольной фермен-
тации. В работе [199] описано двустадийное хемостатное культивирова-
ние С. acetobutylicum DS 1731, оптимизированное по рН и температуре.
Первая стадия проводилась при скорости разбавления (D)—0,125 ч - 1

(37° С, рН 4,3), а вторая при £> = 0,03 ч-1 (33° С, рН 4,3). Проток синте-
тической среды содержал 0,1 г/л КН2РО4 и 54 г/л глюкозы. Эти условия
позволили провести полную утилизацию углеродного источника, давая
выход конечного продукта 18,2 г/л (4,87:12,78:0,78 г/л ацетон — бута-
нол — этанол).
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Хемостатное культивирование С. acetobutylicum ATCC 824 с лимита-
цией глюкозой (50 г/л) и использованием комплексной среды при D =
0,1 ч""1 дало общий выход растворителей 15,9 г/л (5,4 : 9,5 : 1 г/л ацетон—
бутанол—этанол), выход бутанола 0,32 г/г, продуктивность 2,56 г/л-ч
получена при /) = 0,22 ч~'. Высокая продуктивность этой системы связа-
на с высокой концентрацией биомассы, как результат использования
комплексной среды. Очевидно можно еще увеличить продуктивность,
используя рециркуляцию биомассы.

Непрерывное образование ацетона и бутанола также может осущест-
вляться при использовании иммобилизованных клеток. С целью сниже-
ния потерь активности, разработана техника дозировки питательных ве-
ществ [198]. Используя эту технику, осуществили непрерывное полу-
чение ацетоно-бутанольной смеси из клеток С. acetobutylicum ATCC 824,
иммобилизованных в Са-альгинатный гель или адсорбированных на дре-
весных буковых стружках [198]. В системе адсорбированных клеток
лучшие результаты достигнуты при D = 0,2 ч~': выход растворителей
6,3 г/л, выход бутанола — 0,33 г/г и продуктивность—1,2 r/л-ч. Это
многообещающие цифры, если принять во внимание, что скорость роста
микроорганизмов не была доведена до максимума, а среда не оптими-
зирована.

Для непрерывного получения бутанола и изопропанола проводили
иммобилизацию растущих клеток С. beijerinckii МД 27,6 в Са-альгинат-
ный гель. Среда содержала глюкозу и дрожжевой экстракт. Лучший ре-
зультат получен при 2) = 0,3 ч~': общий выход растворителей — 9—Юг/л,
продуктивность— 1,5 г/л-ч.

Таким образом, несмотря на то, что ацетоно-бутанольная фермента-
ция является одним из первых чисто микробиологических процессов,
разработанных на индустриальном уровне, возобновление интереса к
этому производству может быть оправдано только с решением ряда воп-
росов, способных привести к экономически выгодным результатам. Ис-
пользование более совершенной технологии, такой как непрерывное
культивирование и иммобилизованные клетки, может повысить продук-
тивность ферментации. Попытки решения проблемы токсичности бута-
нола и ацетона и повышения выхода синтезируемых продуктов сконцент-
рировались на адаптации и селекции толерантных штаммов, а также на
получении различных мутантов в изучении генетического контроля про-
дукции бутанола. В настоящее время появились работы по разработке
методов генетического анализа, позволяющие манипулировать с соот-
ветствующими генами для создания штаммов, способных к более про-
дуктивному синтезу растворителей и к изменению их соотношения.

Следует отметить, что ацетоно-бутиловая ферментация является без-
отходным производством. Углекислый газ и водород, образующиеся в
процессе брожения, можно считать вторичными продуктами. Двуокись
углерода, жидкая и твердая, находит применение в пищевой промышлен-
ности, а водород используется как топливо, либо в процессах метанооб-
разования. Жидкий отход производства, барда, содержащая рибофлавин,
витамины и белок, используется на корм скоту.

V. ВОДОРОД

Важный природный феномен, который представляет большой инте-
рес, с точки зрения конверсии энергии, был обнаружен в 1942 г. [206].
При адаптации в темноте, в анаэробных условиях, в течение нескольких
часов, клетки микроскопических водорослей, при освещении, начинают
активно выделять водород. Поскольку микроскопические водоросли на
свету способны продуцировать молекулярный кислород, представляется
принципиальная возможность использовать механизм фотосинтеза для
осуществления реакции биофотолиза воды с преобразованием световой
энергии в топливную форму [ 1 ].

В последующие годы, феномен обоазования водорода микроскопи-
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ческими водорослями исследовался в ряде лабораторий. Обсуждение
современного состояния этого вопроса дано в обзорных работах Ц, 2,
206, 207]. Имеется несколько примеров лабораторных процессов полу-
чения водорода. В работе [208] описано использование термофильных
водорослей Mastigoladus laminosus. Система для получения водорода
действовала в течение нескольких суток, с эффективностью по использо-
ванию энергии солнечного света 2,7%. Сохранение культуры водорослей
от действия кислорода осуществлялось с помощью смеси аргона, азота
и СО,.

Определенный интерес, в этом плане, представляют сине-зеле-
ные водоросли, обладающие как гидрогеназной, так и нитрогеназной
активностью. Ограничения в подаче азота промотируют образование
водорода в 2,5—3,5 раза по сравнению с обычными условиями [133].
Эксперименты, проведенные с сине-зелеными водорослями Anabaena су-
lindrica показали, что выход водорода увеличивается примерно на 70%
при использовании периодического освещения (период 10 с). В лабора-
торных условиях создана установка по производству водорода, в кото-
рой суспензия водорослей циркулировала между темной и освещенной
зонами [209].

Практическое использование феномена фотовыделения водорода
микроскопическими водорослями в настоящее время еще не реализова-
но, в связи с низкой эффективностью выделения водорода в стационар-
ном режиме. Возможно, дальнейшие исследования, оптимизация и уве-
личение эффективности процесса создадут условия технологической экс-
плуатации этого явления.

Эксперименты, проведенные с фотосинтезирующими бактериями по-
казали, что наилучшими кандидатами для получения водорода являют-
ся пурпурные бактерии и цианобактерии. Сообщается, что использова-
ние иммобилизованных клеток фотосиптезирующих бактерий позволило
достигнуть продуктивности выделения водорода — 40 мл Н2 на г сухих
клеток в час [210]. Непрерывным культивированием пурпурной бактерии
Rhodospirillum rubrum на среде с лактатом также достигались доста-
точно высокие продуктивности— 180 мл Н, с литра культурной среды в
час [211].

В конце 70-х — начале 80-х гг. активно велись также работы по ис-
кусственному фотосинтезу [1, 68, 76, 213]. Лучшие результаты были до-
стигнуты на искусственных системах, содержащих освещаемые хлоро-
пласты и ферментативные препараты бактериальных гидрогеназ. Такие
системы были способны в течение нескольких часов выделять водород
со скоростями до 94 мкмолей Н2 на мг хлорофилла в час [212].

Генетическая модификация фотосинтезирующих организмов, изуче-
ние их биохимических путей, повышение гидрогеназной и нитрогеназной
активностей, оптимизация питания, режимов освещения, иммобилиза-
ции микроорганизмов — вот пути, ведущие к увеличению эффективности
фотосинтеза и его индустриализации [133].

Достаточно давно была также зафиксирована способность некоторых
хемотрофных организмов выделять молекулярный водород. В последую-
щем этот феномен детально исследовался у нас в стране и за рубежом.
Современное состояние вопроса детально анализируется в работе [79].

Водородобразующие микроорганизмы широко распространены в при-
роде, при этом образование водорода может идти из соединений углевод-
ного характера, включая крахмал и целлюлозу, из амино- и кетокислот.

При полном распаде глюкозы только до СО2 и Н2 теоретически мо-
жет реализоваться предельный к.п. д. преобразования энергии равный
99%.

CeH12OG + 6Н„О -+• 6СО2 -f 12H2, AGO = — 260 кДж/моль

Практически при клостридиальном брожении процесс идет с образо-
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ванием, помимо СО2 и Н2, ацетата или ацетата и бутирата.

С6Н12Ов + 4Н2О -> 2СН3СОО" + 2НСОз + 4H f + 4Н2,

Δΰό = — 206,6 кДж/моль

СвН12О6 + 2Н2О -> СН3СН2СН2СОО- + 2НСОз + ЗН+ + 2Н2,

AGO = — 255,2 кДж/моль

В первом случае в водородную форму конвертируется 33% запасен-
ной в глюкозе энергии, во втором — 16,7%. Это определяется тем, что
значительная доля энергии остается в алифатических кислотах [1]. Для
повышения к. п. д. преобразования энергии образующие алифатические
кислоты можно превращать в топливо с помощью электролиза Кольбе
[118]. Процесс активно изучается в компании «Дайнотек» (США) [133].
Органические кислоты селективно экстрагируются из культуральной
жидкости керосином. Реэкстракция кислот проводится водным раство-
ром. Превращение органических кислот в жидкое и газообразное топли-
во осуществляется по реакции:

2СН3СН2СН2СООН->С6

Принципиальные анодные и катодные реакции электролиза приведены
ниже:

Органические
кислоты

RCO"

RCO,, RCO,

димер Кольбе

R—R Анодная

реакция

другие продукты

Η •*- и" Катодная реакция

Получающиеся алканы могут служить хорошим топливом для двигате-
лей внутреннего сгорания, а образовавшаяся смесь водорода и СО 2 ис-
пользуется для производства электричества.

Определенный интерес вызывают также анаэробные бактерии, кото-
рые способны наряду с водородом образовывать этанол. В работе [119]
описана новая термофильная водородообразующая культура, выделен-
ная из гидротерм Камчатки, разлагающая глюкозу по уравнению:

Н 2 О -> 2Н 2 + 2СО2 + С2Н5ОН + СН3СООН,

AGO = — 201,44 кДж/моль

С 6 Н 1 2 О 6

В этой системе к. п. д. преобразования энергии (суммарно в водородную
и этанольную формы) равен 79%.

Одно из последних достижений в области получения водорода из во-
ды — создание микробиологических систем биофотолиза воды на основе
культур микроорганизмов, сопряженных по метаболитам [122, 175].
В настоящее время созданы и прошли лабораторные испытания системы
фоторазложения воды на водород и кислород под действием солнечно-
го света с раздельным получением газов. Получены производительности
до 0,5 л Н 2 на л среды-ч (соответственно 0,25 л О2 на л среды-ч) [175].

В заключение данного раздела, можно отметить определенные успе-
хи в лабораторных исследованиях фотобиологических процессов получе-
ния водорода, а также создание нескольких демонстрационных устано-
вок. Масштабирование таких процессов является пока еще сложной био-
технологической задачей, но колоссальные преимущества водородной
энергетики вселяют надежды, что исследования в этом направлении бу-
дут продолжаться и принесут ожидаемые практические результаты.
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VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Последние годы характеризуются все возрастающим интересом к
разработке возобновляемых источников энергии и сырья. Важное место
в этих проектах занимают процессы биотехнологического характера.
Национальные программы в области топливной биотехнологии активно
развиваются в США, Великобритании, Франции, Бразилии, Японии, Ка-
наде, КНР и в других странах.

Последние 10 лет в ряде стран, в том числе и в нашей стране, про-
зодятся работы по использованию биосистсм для получения энергети-
чески емких соединений топливной природы. Эти исследования направ-
лены на создание принципиально новых энергетических технологий, ис-
пользующих возобновляемые источники энергии, прежде всего солнеч-
ную энергию.

В настоящее время в перспективе просматриваются две категории
систем, способных внести существенный вклад в энергообеспеченность
страны.

Биоэнергетическая технология первого поколения предполагает ши-
рокое промышленное освоение процесса метаногенеза, который уже се-
годня вышел на уровень технических решений.

Процесс представляет собой анаэробную микробиологическую кон-
версию целлюлозосодержащих материалов в смесь метана и углекисло-
го газа. В настоящее время исследованы количественные закономерно-
сти процесса, изучены пути превращения веществ в сложной последо-
вательности реакций, выявлены ключевые промежуточные соединения,
впервые созданы математическая модель и методы регуляции метаноге-
неза.

Крупномасштабная реализация биогазовой технологии позволяет ре-
шить три крупные взаимосвязанные задачи — получение топлива, кон-
центрированных органоминеральных удобрений, проблему охраны окру-
жающей среды от загрязнений биологического характера (отходы сель-
ского хозяйства). Только за счет утилизации отходов в СССР можно
получить до 150 млн. τ условного топлива, что полностью покрывает бу-
дущие потребности сельского хозяйства в энергии.

В настоящее время сельское хозяйство потребляет 60—62 млн. τ неф-
тепродуктов. За счет процесса получения биогаза сельскохозяйственное
производство может перейти на энергетическую самообеспеченность.

Существенный вклад может внести процесс получения топливного
этанола и ацетоно-бутанолыюй смеси из целлюлозы.

Биоэнергетическая технология второго поколения связана с создани-
ем масштабированного процесса биофотолиза воды — реакции разложе-
ния воды на водород и кислород под действием солнечного света. В на-
стоящее время такого рода реакция осуществлена на основе микробио-
логических культур, сопряженных по промежуточным соединениям.

Сложности создания систем преобразования солнечной энергии со-
стоят в необходимости освоения техническими конструкциями достаточ-
но больших территорий. В силу этого конструкции должны быть макси-
мально просты, удобны в эксплуатации, не требовать дорогостоящих ма-
териалов.

Предполагается, что биоэнергетические промышленные установки по-
лучат развитие в 1990—2000 гг., что создаст новую энергетическую тех-
нологию, использующую энергоемкое и экологически чистое топливо.
При достаточном развитии эта категория процессов может покрыть су-
щественную часть энергетических затрат общества.
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