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(57) Спосіб одержання гідролізатів пивної дро-
бини, який передбачає відмивання, сушіння, розд-
рібнення пивної дробини, проведення подальшого
гідролізу до максимального одержання в реакцій-
ній суміші вмісту глюкози, який відрізняється тим,
що пивну дробину піддають безпосередньо фер-
ментативному гідролізу при рН 4,5 - 5,0 і темпе-
ратурі 45 - 48°С протягом 48-50 годин, компо-
зицією целюлаз і оксидаз культур дейтеро- і ба-
зидіоміцетів - целовірідину Г Зх (Trichoderma viride)
та прзутину Г 10х ( Conolus hirsutus (Fr.) Quel.,
ИБК-069) у співвідношенні 3:1 - 7 1 і в кількості
1,0 - 1,6% бід маси сухих речовин пивної дробини.

Винахід відноситься до харчової, мікробіо-
логічної та гідролізної промисловості і може бути
використаний у біотехнопогічних процесах гідро-
лізу полісахаридів рослинної сировини шляхом до-
давання до неї ферментної композиції целюлаз і
оксидаз культур дейтеро- і базидіоміцетів.

Відомі способи гідролізу полісахаридів рос-
линної нативної сировини до водорозчинних цукрів
з використанням ферментних систем, які про-
дукуються нищими грибами та бактеріями при без-
посередньому рості таких продуцентів на поживно-
му середовищі, яке містить целюлозний субстрат
[Mandels M., Andreotti R.E. Problems and challenges
in the cellulose to cellulase fermentation. - Process
Biochem., 1978; Способ ферментативного гидро-
лиза целлюлозы Заявка Франції" № 2309637, МКИ2

С 13 К 1/02, публ. 31 12.76, № 53, - Изобретения
за рубежом, 1977, № 1; Биохимический способ
деградации лигноцеллюлозы. Заявка Великобри-
тании № 1560021, МКИ2 С 12 N 1/22, публ.
30.01.80; Ферментативный способ получения бел-
ков из отходов пивоваренного производства Заяв-
ка ФРГ № 2629298, МКИ2 С 12 D 13/06, публ
8.09.77, № 36. - Изобретения в СССР и за ру-
бежом, 1978, №1; Способ расщепления лигноцел-
люлозы. Заявка Франции №2368537, МКИ2 С 12 D
13/00, публ. 23.06.78, № 25. - Изобретения в СССР .
и за рубежом. 1978, №11; Способ сбраживания
целлюлозы. Патент США № 4266033, МКИ3 С 12 N
1/22, публ. 5.05. 81, № 1. - Изобретения в СССР и
за рубежом. 1982, № 1; Способ превращения цел-

люлозного субстрата в глюкозу при помощи Micro-
spora hispora, штамм Rutgers R&W. PCT, между-
народная заявка № 85/011065, МКИ3 С 12 Р 19/14,
19/02, 7/10, 1/02; С 12 N9/42, 1/14.1/06, D 21 С
1/00; С 12 R 1/645, публ 14.03.85, № 7. - Изобре-
тения стран мира, № 10, 1985 ]

Використання культур мікроорганізмів як
продуцентів целюлозолітичних ферментів виклю-
чає технологічні стадії виділення, концентрації та
очистки ферментного препарату. Такі прийоми
мають значні недопіки, зокрема для накопичення
біомаси мікроорганізмів та біосинтезу достатньої
кількості целюлаз потрібний тривалий термін тех-
нологічного процесу Для цих мікроорганізмів вла-
стиві сезонні коливання динаміки росту та про-
дукування гідролітичних ферментних систем, які
вимагають стартового запасу розчинних цукрів,
джерел азоту, а також вітамінів. В такому техно-
логічному процесі значна частина цукрів, отри-
маних при гідролізі, споживається мікроорганізма-
ми. Отримані при гідролізі розчинні цукри, навіть
після відокремлення непрогідролізованого субст-
рату, містять ряд небажаних метаболітів, що приз-
водить до значної дорожнечі процесу за рахунок
організації додаткових етапів технології очистки
продуктів гідролізу.

Описано ряд інших способів гідролізу рос-
линних целюлозомістких відходів основного ви-
робництва харчових продуктів. Вони засновані на
використанні препаратів целюлаз, які в значній
кількості продукуються аскоміцетами роду Tricho-
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derma [Способ осахаривания лигноцеллюлозных
материалов предварительной обработкой амином
Заявка Франции № 2518573, МКИ3 С 12 Р 9/24,
публ 24 06 83, № 25 Изобретения в СССР и за
рубежом, 1983, №11, Способ осахаривания расти-
тельных волокон Заявка Японии № 57-21316,
МКИ2 С 12 Р 19/14, 39/00, С 12 R 1/785, 1/885,
публ 05 03 80, № 55-27666 Изобретения в СССР
к за рубежом, 1982. № 11, Ферментативное осаха-
ривание целлюлозы Патент США № 3642580,
МКИ1 С 12 D 13/04, публ 2 15 72 • Изобретения
за рубежом, 1972, № 5 ] Оцукрювання бактеріаль-
ними препаратами целюлаз [Способ гидролиза
целлюлозного субстрата Заявка Франции №
2509749, МКИ С 12 РІ 9/02, 19/12, С 12 R 1/01,
1/38, 1/645, публ 21 01 83, № 3 Изобретения в
СССР и за рубежом, 1983, № 6, Sinner М, Та-
rameswaran N , Dietnchs Н Н Enzymatishe Hydro-
lyse der Zellwand-Abhangigkeit von Xylan-, Mannan-
und Lignin-enffernung - "Papier", (BRD), 1978, 32,
№12]

ВІДОМІ також способи гідролізу рослинних
субстратів фільтратами культуральної рідини ба-
зидіальних грибів [А с СССР 648605, М Кл С 12 N
9/14 Способ гидролиза растительного сырья /Я-
ровенко В Л , Даниляк Н И , Мельничук Г Г , Колес-
нева Г В Заявл 12 10 1977 № 2532925, опубл
25 02 1979, БИ №7]

3 метою інтенсифікації процесу гідролізу та
в зв'язку з тим, що більшість препаратів целюлаз
за своїм компонентним складом і активностям
ферментних компонентів не є достатньо збалансо-
ваними для ведення процесу гідролізу до розчин-
них цукрів, застосовують способи гідролізу з ви-
користанням комплексних препаратів, які містять
комплекси пдролаз двох або декількох продуцен-
тів [А с СССР 9490002, М Кл С 13 К 1/02 Способ
получения сахара из целлюлозосодержащего сыр-
ья / Березин И В , Калунянц К А , Рабинович М Л ,
Клесов А А и др - Заявл 03 05 1980 № 2899311,
опубл 23 10 1982]

Використання ферментних препаратів при
гідролізі полісахаридів рослинної сировини в ши-
роких- промислових масштабах призводить до
збільшення собівартості продукту, тому предме-
том постійного наукового пошуку залишаються
технологічні прийоми, які передбачають паралель-
но-послідовне використання ферментерів, а також
виділення спеціальними буферними розчинами

• ферментів, які адсорбуються на поверхні нероз-
чинних продуктів гідролізу, для їх повторного ви-
користання [Ферментативный способ гидролиза
целлюлозы и содержащих целлюлозу материалов
Экон патент ГДР № 212534, МКИ3 С 12 Р 19/00.
публ. 15 08 84, № 33 Изобретения стран мира,
1985, № І] Всі ЦІ технологічні прийоми вбачають
головну мету - зменшення витрат ферментного
препарату на одиницю пдролізуючого субстрату

В цих технологічних рішеннях основним фак-
тором, який знижує ефективність гідролітичних
процесів, є інгібування основних ферментів це-
люлазного комплексу кінцевими продуктами гідро-
лізу - целобіозою та глюкозою

Існує також ряд технологічних рішень, які
дозволяють отримувати найбільш високий вихід
кінцевого продукту, зокрема ступеневе здійснення
процесу гідролізу, видалення з реакційної суміші

водорозчинних цукрів [Способ осахаривания цел-
люлозы Заявка Японии № 61-9039, МКИ4 С 12 Р
19/14, заявл 20 05 83 - Изобретения стран мира,
1986, №11]

Вишукано спосіб найбільш повного викорис-
тання білків, які містить зерно ячменю [Способ по-
лучения не содержащих балластных веществ и
богатых белками фракций из пивной дробины
Заявка ЕС № 0050330, МКИ С 12 F 3/ 06, А 21 D
2/26, А 23 J 1/00, А 23 L 1/16, публ 28 04 82, № 17
-Изобретения в СССР и за рубежом, 1983, № 7]
При цьому пивну дробину сушать в пульсуючому
потоці горячого повітря, яку ділять на грубі шматки
зернової оболонки та тонкі білкові частки ,

З метою пошуку найбільш ефективних спо-
собів використання вуглеводів злакових культур ВІ-
ДОМІ работи з використанням комплексного фер-
ментного препарату з широкою субстратною спе-
цифічністю - ксилоглюканофостидину П 10х и
амілосубтиліну Г 20х [А с СССР 1267780, МКИ3 С
12 N 9/00 Комплексный ферментный препарат
для получения пивного сусла из несоложеного
сырья Орещенко А В , Калунянц К А , Колчева
Р А , Месхи РГ Заявл 13 07 1982, № 3422521,
опубл 12 12 1984] 3 цією ж метою запропоно-
вано використовувати целоконинпну П 10х для гід-
ролізу некрох-малистих вуглеводів зерна після дії
амілаз [Г В Полыгалина, А П Рухлядева, Э Д
Паукова Влияние целлюлолитических ферментов
на осахаривание углеводов зерна // Ферм-ная и
спирт пром-сть 1986, № 6, с 30-31 ] Для більш
повного використання полісахаридів некрохмаль-
ного вмісту запропоновано також використовувати
композиції амілолітичних та пектолітичних фер-
ментних систем в три стадії [А с СССР 985025,
МКИ3 С 12 К 1/06 Способ производства гидро-
лизатов крахмалосодержащего сырья / Восканян
Р А , Бачурнн П Я , Устинников Б А , Мазур Н С
опубл 1982]

Поряд з пошуком ефективних способів фер-
ментативного гідролізу за рахунок застосування
високопродуктивних ферментних препаратів та їх
композицій, пошуком високотехнолопчних при-
йомів самого процеса гідролізу, ВІДОМІ також інже-
нерні рішення використання технологічних субст-
ратів та застосування їх попередньої хімічної об-
робки

Найбільш близьким до заявленого технічно-
го рішення є гідроліз пивної дробини целюлазними
препаратами [С В Толстова, К А Калулянц, А И
Садова, Г М Лисюк Гидролиз пивной дробины
целлюлазными препаратами // Ферм-ная и спирт
пром-сть, 1984 № 7 с 16-17 ] (прототип)

За цим способом, з метою інтенсифікації гід-
ролітичних процесів, для попередньої обробки, вуг-
леводні субстрати піддають кислотному гідролізу.
для чого використовують розчин сірчано» кислоти
в співвідношенні - 25 г пивної дробини вологістю
78% та 40 мл 1% розчину сірчаної кислоти Для
наступного ферментативного гідролізу пивної дро-
бини використовують ферментні препарати це-
люлаз з різних продуцентів Trichoderma vinde - це-
ловірідин, Aspergillus foetidus - пектофоетидин та
ксилоглюканофоетидин Таке застосування компо-
зиційних ферментних препаратів для гідролізу
пивної дробини, хоча і дозволило підвищити сту-
пінь гідролізу, до вмісту відновлюючих цукрів 13.5-
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14,7 г/л, але вміст глюкози в гідролізатах по відно-
шенню до загальної КІЛЬКОСТІ ВІДНОВНИХ цукрів ск-
ладав незначну величину - 4,8-5,5 r/л, при 10%
витратах препаратів

Зазначений спосіб гідролізу пивної дробини,
що передбачає кислотний гідроліз, тобто поперед-
ню хімічну обробку сірчаною кислотою, не дозво-
ляє забезпечити широкомасштабне впровадження
цього способу в промисловості через те, що

-застосування композиції ферментних пре-
паратів целюлаз в КІЛЬКОСТІ 10% визначає еконо-
мічну невигідність процесу в реальних умовах,

- використання сірчаної кислоти для по-
передньої обробки пивної дробини, призводить до
забруднення гідролізату продуктами невпорядко-
ваного гідролізу, а саме, альдегідами, кислотами
та сірчистим ангідридом,

- практичне здійснення попередньої хімічної
обробки пивної дробини, тобто кислотного гідро-
лізу викликає необхідність встановлення в техно-
логічному циклі обладнання з нержавіючої сталі,
яке дорого коштує

В основу нашого винаходу поставлено за-
дачу удосконалення способу одержання гідроліза-
тів пивної дробини, направлене на підвищення йо-
го продуктивності шляхом використання компо-
зиції целюлаз і оксидаз культур дейтеро-1 базидіо-
міцетів

Технічний результат, який виникає від реа-
лізації винаходу, полягає в сполученні в одному
процесі ферментативного гідролізу та окислення,
що сприяє суттєвому підвищенню продуктивності
способу, а саме, значному підвищенню вмісту від-
новних цукрів в цільовому продукті

СПОЖИВЧІ властивості, які пов'язані з техніч-
ним результатом, полягають в підвищенні КІЛЬКОСТІ
мономерів в продуктах гідролізу, що надає можли-
вість принципово нового використання гідролізатів
пивної дробини в виробництві продуктів дієтичного
харчування, лікарських препаратів, кондитерських
виробів, в хлібопекарстві, дозволяє використо-
вувати пивну дробину у принципово новому приз-
наченні, як джерело для отримання цукристої си-
ровини, З ВИСОКИМ ВМІСТОМ ГЛЮКОЗИ

Досягається технічний результат тим, що в
способі одержання гідролізатів пивної дробини
який передбачає відмивання сушіння, роздрібнен-
ня пивної дробини проведення подальшого гідро-
лізу до максимального одержання в реакційній су-
міші вмісту глюкози і заключається в тому, що пив-
ну дробину піддають безпосередньо фермента-
тивному гідролізу при рН 4,5-5 0 і температурі 45-
48"С протягом 45-50 годин, композицією целюлаз і
оксидаз культур дейтеро-1 базидіоміцетів - целові-
рідину Г Зх (Tnchoderma vinde) та прзутину Г 10х
(Conolus hirsutus (Fr) Quel, ИБК - 069) у співвідно-
шенні 3 1 - 7 1 в КІЛЬКОСТІ 1 0-1,6% від маси сухих
речовин пивної дробини

Наукове обгрунтування запропонованого
способу полягає в тому що вищі базидіоміцети в
процесі культивування утворюють систему це-
люлаз, зокрема ендо-1,4-р-0-ендоглюкозидази,
ендоглюканази, Р-глюкОзидази, а також окисно-вщ-
новні ферменти фенолоксидази накази, перокси-
дази, целобюзооксидази, ферменти, які розщеп-
люють вуглерод-вуглеродні зв'язки в протоновому
боковому ланцюгу лігніну Целобюзооксидаза і це-

ло-бюхіноноксиредуктаза відносяться до так зва-
них "флавінових" ферментів, для яких характерні
переходи від окисленої до відновної форми

Крім того, процес деполімеризації целюлази
ферментними системами вищих базидіоміцетів,
спряжений з циклом конверсії лігніну та його мо-
номерів, де глюкозооксидаза, яка перетворює глю-
козу в глюколактон, генерує Н2Ог, » активує при
цьому процеси деструкції лігніну та його мономе-
рів В результаті утворення в реакційній суміші
H2O2, процес гідролізу целюлози може здійсню-
ваться також і неферментативним шляхом, де
Н2О2 відновлюється двухвалентним залізом з ут-
воренням - ОН

Н2О2 + Fe+2 -> ОН* + ОН + Fe+ 1

При цьому перекис водню в присутності,
двухвалентного заліза утворює високоактивні ра-
дикали, які здійснюють окисну деградацію вугле-
водів та вмикають послідовне окислення глю-
козидних одиниць біля атомів Сб. С21 Сз до альде-
гідів з наступним переутворенням альдегідних
груп в карбоксильні Внаслідок цього відбувається
розрив глюкопіранозних кілець

Вищі базидіоміцети в процесі культивування
накопичують моно- та дикарбонові кислоти, внаслі-
док чого безпосередньо окисно впливають на це-
люлазні ланцюги, викликаючи також суттєву не-
ферментативну модифікацію лігноцелюлозних
субстратів [Даниляк Н И , Семичаевский В Д , Дуд-
ченко Л Г , Трутнева И А Ферментные системы
высших базидиомицетов - Киев Наук думка,
1989 -280 с ]

Саме використання для ферментативного пд-
ролізу пивної дробини суміші ферментних препара-
тів, що продукують дейтеро- та базидіоміцети у зап-
ропонованому співвідношенні дозволяє підвищити
вихід відновних цукрів, в першу чергу, глюкози за
рахунок здійснення процесів сполучення фермента-
тивного гідролізу та окислення, в яких чинником
мультиферментної композиції виступає система це-
люлаз і оксидаз дейтеро- та базидіоміцетів

Запропоноване співвідношення ферментних
препаратів одержано експериментальним шляхом
і є оптимальним за максимальним вмістом віднов-
них цукрів (див приклад №1)

Заявлений спосіб здійснюють таким чином,
тобто, пивну дробину відмивають від залишків во-
дорозчинних цукрів та крохмалю, висушують до
вологи 7,0-9 0% а потім піддають подрібненню до
розмірів 0,4-1,0 мм Гідролітичний процес здійс-
нюють при рН 4 5-5 0 та температурі 45-48°С про-
тягом 48 - 50 годин, періодично перемішуючи реак-
ційну суміш

Для ферментативного гідролізу полісахари-
дів, які містить пивна дробина, використовують
ферментні препарати промисловий препарат це-
ловірідин Г Зх - продуцент Tnchoderma vinde і
одержаний в лабораторних умовах прзутин Г 10х -
продуцент Conolus hirsutus (Fr) Quel, ИБК- 069
Гідроліз полісахаридів здійснюють сумішшю цих
препаратів при спгевіднсиенні 3 1 - 7 1 в КІЛЬКОСТІ
1,0 -1,6% від маси сухих речовин пивної дробини

Спосіб ілюструється прикладами його конк-
ретного використання

Приклад №1.
З метою пошуку оптимального співвідношен-

ня застосованих ферментних препаратів, при ст-
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воренні композиції гідролаз на основі двух пре-
паратів - целовірідину Г Зх та гірзутину Г 10х, для
отримання максимальної кількості відновних цук-
рів, з найбільшим вмістом глюкози, використовува-
ли композицію обох препаратів, в кількості 1,6%,

від ваги сухих речовин пивної дробини, в співвід-
ношенні 0,2% целовірідину Г Зх та 1,4% гірзутину
Г 10х, при подальшому збільшенні кількості це-
ловірідину, в композиційному препараті до 0,4; 0,6;
0.8; 1,2; і 1,4% від ваги сухих речовин субстрата.

Таблиця 1

Склад препарату,
целовірідин

Г Зх • гірзутин П О х

0,2%+ 1,4%

0 , 4 % + 1,2%

0 , 6 % + 1.0%

0 , 8 % + 0,8%

1,2%+0,4%

1,4%+ 0,2%

Відновні
цукри, г/л

13,54

14,76

15,74

16,62

21,08

23,21,

Глюкоза,
г/л

5,57

4,67

5,84

5,93

7,42

7,32

Глюкоза,
% від суми
відновних

цукрів

41,13

41,64

37,10

35,68

32,20

31,54

Співвідношення
целовірідин

Г Зх : гірзутин П О х

1 : 7

1 : 3

.1 : 1,7

1 : 1

3 : 1

7 : 1

Як ми бачимо з таблиці 1, максимальна кіль-
кість розчинних відновних цукрів - 21 - 23 г/л до-
сягається при створенні композиції целовірідину Г
Зх та гірзутину Г 10х в співвідношенні 3:1-7:1. В
цих умовах гідролітичного процесу вміст глюкози в

гідролізатах складає 31,5 - 32,2% від загальної
кількості розчинних відновних цукрів.

Показники заявленого способу, що підтверд-
жують досягнення технмного результату в порівнянні
зі способом-прототипом, наведені в табл. № 2.

Таблиця 2

Технологічні показники способу

Використовують ферментні

препарати

Відновні цукри, г/л,

в тому числі глюкоза, г/л

Кислотний гідроліз

Заявлений спосіб

Суміш целовірідину Г Зх

та гірзутину Г 10х

21,08-23,21

7,32 - 7,432

Не здійснюють

Спосіб-прототип

Целовірідин Г Зх

13,5-14,7

4,8 -5,5

Здійснюють

Крім того, перевагами заявленого способу є
те що:

- полісахариди пивної дробини не підля-
гають попередньому кислотному гідролізу, що вик-
ликає забруднення продуктів гідролізу та істотне
збільшення витрат на придбання технологічного

устаткування, за рахунок необхідності виготовлен-
ня його з нержавіючої сталі;

- витрати препарату в запропонованому на-
ми способі в 6,3 • 7,1 раза менше, ніж це про-
понується за прототипом, що також дозволяє зни-
зити собівартість готового продукту.
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