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УДК 579.222:546.11

ПЕРСПЕКТИВЫ ПРИМЕНЕНИЯ ОТХОДОВ  
АЛКОГОЛЬНОЙ ПРОМЫШЛЕННОСТИ В ФОТОВЫДЕЛЕНИИ  

ВОДОРОДА ПУРПУРНОЙ БАКТЕРИЕЙ RHODOBACTER SPHAEROIDES1

Л. С. ГАБРИЕЛЯН 1)

1)Ереванский государственный университет, ул. Алека Манукяна, 1, 0025, г. Ереван, Армения

В настоящее время рассматриваются возможности использования различных промышленных отходов при 
производстве биотоплива, что не только обеспечит новые, эффективные и дешевые источники молекулярного 
водорода (Н2), но и поможет решить проблему утилизации отходов. Исследованы перспективы применения от-
ходов алкогольной промышленности, таких как пивная дробина и зерновая барда, для получения H2 из пурпурной 
бактерии Rhodobacter sphaeroides MDC6522. Представленные данные указывают на возможность использования 
зерновой барды и пивной дробины в качестве источников углерода для производства H2. Продемонстрировано, 
что предварительная обработка отходов, их разведение и нейтрализация необходимы для обеспечения эффектив-
ного роста и выделения H2 у R. sphaeroides. Скорость роста и выход H2 при выращивании бактерий на разбав-
ленной в 2 раза зерновой барде увеличивались в 2 и 4 раза соответственно по сравнению с таковыми у культуры, 
выращенной на стандартной среде Ормерода. Тогда как скорость роста и фотовыделение H2 при использовании 
разбавленной в 10 раз пивной дробины превышали в 2 раза рост и выход H2 в контрольном образце. Таким обра-
зом, результаты проведенного исследования свидетельствуют о том, что данные отходы алкогольной промышлен-
ности могут служить перспективными субстратами для получения биоводорода.

Ключевые слова: Rhodobacter sphaeroides; фотоброжение; биоводород; отходы алкогольной промышленности.
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The possibilities of using various industrial wastes to produce biofuel are currently being considered. It will provide 
not only novel, efficient and cheap sources of hydrogen (H2), but will also help to solve the problem of waste disposal. 
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The current work presents the prospects of application of alcohol industry wastes, such as distillers grains and brewery 
spent grains, for production of H2 by the purple bacteria Rhodobacter sphaeroides MDC6522. The data obtained showed 
the possibility of using distillers grains and brewery spent grains as effective carbon sources for producing H2. It was 
shown that pre-treatment of wastes, their dilution and neutralization are necessary to ensure the effective bacterial growth 
and H2 production by R. sphaeroides. The growth rate and H2 yield during the cultivation of bacteria on a 2-fold diluted 
distillers grains medium increased 2- and 4-fold, respectively, compared with a  culture, grown on standard Ormerod 
medium. At the same time, the growth rate and photoproduction of H2 on a 10-fold diluted brewery spent grains medium 
were 2-fold higher, in comparison with the control. Thus, the results obtained indicate that these alcohol industry wastes 
can be used as promising substrates for biohydrogen production.

Keywords: Rhodobacter sphaeroides; photofermentation; biohydrogen; alcohol industry wastes.
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Введение
Пурпурные несерные бактерии имеют весьма разнообразный метаболизм, поскольку способны рас

ти как анаэробно при освещении (фототрофия), так и аэробно в темноте (хемотрофия), используя или 
органические соединения (гетеротрофия), или CO2 (автотрофия) в качестве источника углерода [1– 4]. 
Не менее сложен и многообразен водородный метаболизм пурпурных бактерий: одновременно в них 
протекают различные реакции с поглощением или выделением водорода  (H2 ) [2; 4; 5]. Водородный 
метаболизм пурпурных несерных бактерий обусловлен деятельностью двух ферментов – нитрогеназы 
и гидрогеназы [2; 4 – 6].

В последнее время возрос интерес к пурпурным несерным бактериям как эффективным продуцен-
там H2, являющегося перспективным видом экологически чистого биотоплива [2; 4 –7]. Пурпурные 
бактерии выделяют H2 в результате фотоброжения (photofermentation) органических соединений в про-
цессе аноксигенного фотосинтеза [5–8]. 

Ранее нами было показано, что пурпурные несерные бактерии Rhodobacter sphaeroides, выделенные 
из минеральных источников Армении, способны к фотовыделению H2 в анаэробных условиях [8; 9]. 
При этом выход H2 может стимулироваться добавлением экзогенных органических источников углерода, 
азота и микроэлементов [10 –13].

Одним из актуальных направлений водородной биотехнологии является создание оптимальных 
условий для более эффективного производства биоводорода. Выбор источника углерода – ключевой 
фактор для данного процесса. Крайне важно подобрать такие субстраты, которые могут эффективно 
усваиваться бактериями и обеспечивать высокие выход и продолжительность производства H2, являясь 
при этом экономически выгодными. Не менее важно определить их оптимальные концентрации и не-
обходимость предварительной обработки.

В настоящее время рассматриваются возможности использования различных промышленных от-
ходов для получения биотоплива, что, с одной стороны, обеспечит новые, эффективные и недорогие 
источники Н2, а с другой – поможет решить проблему утилизации отходов [4; 14; 15]. Главные отходы 
алкогольной промышленности – зерновая барда (отход производства этанола) и пивная дробина (ос-
новной отход пивоварения) – являются экономически выгодными источниками белков, углеводов, ор-
ганических и жирных кислот, аминокислот, а также витаминов [16 –19]. Элементный состав указанных 
отходов отличается высоким содержанием важных микроэлементов (фосфора, калия, магния, кальция, 
натрия, железа).

Отходы спиртового и пивоваренного производства в мире составляют около 30 и 40 млн т в год 
соответственно (в Армении – в сумме около 5 млн т в год), из которых, по разным данным, перера-
батывается примерно 10 –15 % [14; 15]. При этом единственным практическим направлением пере-
работки, например, зерновой барды является производство кормовых добавок из твердой фазы, 
а жидкая фаза (около 80 – 90 %) остается невостребованной и сбрасывается в окружающую среду, 
загрязняя ее вследствие содержания лабильных веществ, таких как белки, аминокислоты, сахара 
и углеводы, которые в разбавленной водной среде могут подвергаться процессам окисления, бро-
жения и  гниения  [20]. Такой подход к  использованию сырья, безусловно, нельзя считать рацио-
нальным. 

В данной работе исследованы перспективы применения зерновой барды и пивной дробины для по-
лучения H2 из пурпурной бактерии R. sphaeroides MDC6522.
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Материалы и методы исследования
Штамм, условия культивирования и характеристика роста. В работе использовали пурпурную 

бактерию R. sphaeroides MDC6522 (Центр депонирования микробов Национальной академии наук Ре-
спублики Армения, WDCM803), выделенную из минерального источника Джермук в Армении [8; 9]. 
Бактерии R. sphaeroides выращивались в анаэробных условиях в термостате типа ТПС-3 при темпера-
туре (30,0 ± 0,2) °С и освещении 2000 лк (50 Вт/м2 ) в течение 96 ч на жидкой питательной среде Орме-
рода, содержащей KH2 PO4 (0,9 г/л), K2HPO4 (0,6 г/л), MgSO4 ⋅ 7H2O (0,2 г/л), CaCl2 ⋅ 2H2O (0,075 г/л), 
FeSO4 ⋅ 7H2O (0,012 г/л), ЭДТА (0,02 г/л), сукцинат (30 ммоль/л) в качестве источника углерода, дрож-
жевой экстракт (2 г/л) в качестве источника азота и витаминов, а также микроэлементы [8–10]. Для 
освещения использовали галогеновые лампы (мощность 60 Вт). Интенсивность света измеряли люкс
метром LM37 (Carl Roth, Германия) [9; 10].

За ростом бактерий следили по изменению оптической плотности (ОП) суспензии с помощью спектро-
фотометра Spectro UV-Vis Auto (Labomed, США) при длине волны 660 нм (OП660 ) [8 –10]. Удельную ско-
рость роста (µ) определяли как частное от деления 0,693 (ln 2) на время удвоения ОП (τ) в интервале, 
когда изменение ОП во времени носило линейный характер, и выражали в часах в минус первой степени: 

µ τ= 0 693,  [8; 10]. Для получения спектров поглощения бактериальной суспензии в диапазоне длин волн 

400 –1000 нм использовали тот же спектрофотометр [9]. Величину рН определяли с помощью рН-метра 
селективным электродом типа HJ1131B (Hanna Instruments, Португалия). Начальное значение pH росто-
вой среды поддерживали на уровне 7,5 ± 0,1 [8 –10].

Определение окислительно-восстановительного потенциала (ОВП) среды и  выделения  H2. 
Величину ОВП определяли с помощью цифровых иономеров И-160МП (ОАО «Гомельский завод из-
мерительных приборов», Беларусь) с использованием платинового электрода ЭПВ-01, как описано 
ранее [10; 14; 15]. Потенциал данного электрода (относительно электрода сравнения) в контрольном 
растворе, содержащем смесь ферро- и феррицианидов калия, составлял (254 ± 5) мВ при температуре 
25 °С. После стабилизации показаний платинового электрода рассчитывали выход H2 на основе изме-
нения величины ОВП и выражали в миллимолях на литр, как описано ранее [8; 9].

Характеристики зерновой барды и пивной дробины, предварительная обработка отходов. Барда 
из обыкновенной (хлебной) пшеницы Triticum aestivum L. была предоставлена ликеро-водочным за-
водом «Алекс Григ» (Армения). Зерновая барда – полидисперсная система желто-коричневого цвета 
с дрожжевым ароматом, в которой компоненты растворены и суспендированы. Она получается при 
производстве этанола с использованием дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Необработанную барду 
фильтровали через вату и бумажный фильтр. Поскольку pH барды составлял ∼ 3,5, до автоклавирования 
его уровень доводили до 7,5 ± 0,1 с помощью NaOH. Затем фильтрат стерилизовали автоклавированием 
при 121 °С в течение 20 мин и использовали во время экспериментов [15]. 

Пивная дробина была предоставлена ЗАО «Ереванское пиво» (Армения). Первый этап обработки 
пивной дробины включал кислотный гидролиз содержащейся в ней лигноцеллюлозы с использованием 
0,7 % раствора серной кислоты и автоклавирование при 121 °С, после чего гидролизат фильтровали, 
доводили уровень рН до 7,5 ± 0,1 и снова стерилизовали [14]. В работе использовались отходы, раз-
бавленные в 2, 5, 10 и 20 раз. 

Использованные реактивы и статистический анализ. При проведении исследования применяли 
реактивы аналитической чистоты производства компаний Carl Roth (Германия) и Sigma-Aldrich (США). 
Статистическую обработку опытных данных выполняли с помощью компьютерной программы Excel. 
В статье приводятся средние арифметические значения из не менее 4 независимых экспериментов со 
среднеквадратическим отклонением результатов измерений и критерием достоверности Стьюдента для 
разницы результатов различных серий экспериментов  [8; 10]. Данные считаются достоверными при 
p < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Использование отходов спиртового и пивоваренного производства в биотехнологии микроорганиз-

мов экономически более выгодно, чем применение дорогостоящих источников углерода и азота. Зер-
новая барда и пивная дробина содержат необходимые для роста бактерий органические кислоты, угле-
воды, аминокислоты и витамины [16 –19]. Возможность использования данных отходов для получения 
Н2 из пурпурных бактерий обеспечит дешевые источники Н2 и поможет решить проблему утилизации 
промышленных отходов.
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Рост R. sphaeroides MDC6522 контролировали в средах, содержащих зерновую барду, разбавленную 
в 2 и 5 раз, и пивную дробину, разбавленную в 5 и 10 раз. В качестве контроля использовали культуру 
бактерий, выращенных на стандартной среде Ормерода с сукцинатом (30 ммоль/л) в качестве источни-
ка углерода. Cукцинат является одним из самых перспективных источников углерода для пурпурных 
бактерий [10; 12; 13]. Он присутствует в различных органических отходах, и анализ их утилизации 
может объяснить применение отходов при производстве H2 [16 –18].

Как видно из рис. 1, удельная скорость роста R. sphaeroides, выращенной на зерновой барде и пивной 
дробине, примерно в 1,5 раза превышала скорость роста контрольных клеток бактерии, выращенной 
на стандартной среде Ормерода. Максимальный рост бактерий был зафиксирован в среде, содержащей 
барду, разбавленную в 2 раза, и дробину, разбавленную в 10 раз. На неразбавленных отходах роста 
бактерий не наблюдалось, что может быть связано с высокой концентрацией органических кислот и са-
харов [16; 17; 19]. Как известно, высокое содержание сахаров может подавлять рост бактерий и об-
разование H2  [21]. Таким образом, разбавление отходов необходимо для оптимизации концентрации 
органических соединений и обеспечения роста бактерий.

Известно, что в процессе фототрофного роста пурпурных бактерий происходит синтез фотосинтети-
ческого аппарата, который представлен двумя светособирающими комплексами – B800 – 850 и B875 [9]. 
В состав этих комплексов входят фотосинтетические пигменты (бактериохлорофилл а (Бхл а) и кароти-
ноиды). В работе были получены спектры поглощения клеточных суспензий R. sphaeroides MDC6522, 
выращенных на средах, содержащих отходы алкогольной промышленности  (рис. 2). Как видно из 
рис. 2, во всех спектрах поглощения в диапазоне длин волн 400 –1000 нм наблюдаются несколько мак-
симумов, типичных для пурпурных бактерий [9]. Эти максимумы указывают на наличие Бхл a (590; 
800; 850 и 875 нм) и каротиноидов (450; 478 и 510 нм) соответственно. При культивировании бактерии 
на разбавленной в 2 раза барде и разбавленной в 10 раз дробине отмечается рост максимумов по-
глощения, типичных для каротиноидов, и уровня комплекса B800 – 850 (см. рис. 2). Данный комплекс 
участвует в аккумуляции и передаче световой энергии реакционному центру, тем самым и способствуя 
синтезу водорода [9].

Как известно, ОВП является важным параметром, определяющим рост бактерий. В работе была 
исследована кинетика ОВП при анаэробном росте R.  sphaeroides MDC6522 на различных средах. 
Рост контрольных клеток R. sphaeroides на среде Ормерода сопровождался падением величины ОВП 
от положительных значений (+ (130 ± 10) мВ) в начале лаг-фазы до низких отрицательных значений 
(– (550 ± 10) мВ) по истечении 72 ч (рис. 3). При росте бактерии на отходах наблюдалось более резкое 

Рис. 1. Удельная скорость роста R. sphaeroides MDC6522  
при культивировании на средах, содержащих отходы алкогольной промышленности. 

Здесь и далее: образец 1 – контроль (стандартная среда Ормерода);  
образец 2 – разбавленная в 2 раза зерновая барда; образец 3 – разбавленная в 5 раз зерновая барда;  

образец 4 – разбавленная в 5 раз пивная дробина; образец 5 – разбавленная в 10 раз пивная дробина
Fig. 1. The specific growth rate of R. sphaeroides MDC6522  

cultivated on alcohol industry wastes containing media.  
Here and after: sample 1 – control (standard Ormerod medium); 

sample 2 – 2-fold diluted distillers grains medium; sample 3 – 5-fold diluted distillers grains medium; 
sample 4 – 5-fold diluted brewery spent grains medium; sample 5 – 10-fold diluted brewery spent grains medium
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снижение ОВП. Максимальное падение ОВП (до – (715 ± 20) мВ) было зарегистрировано при выра-
щивании бактерий на разбавленной в 2 раза барде (см. рис. 3). Такое падение ОВП свидетельствует об 
усилении восстановительных процессов, что характерно для бактериального метаболизма в анаэроб-
ных условиях, а также о выделении H2 [8; 10; 14]. 

В нашей лаборатории установлена связь между падением ОВП и выделением H2 у R. sphaeroides [8 –10]. 
Как известно, пурпурные бактерии выделяют H2 при участии нитрогеназы, тогда как гидрогеназа от-
ветственна за поглощение (окисление) H2 [2]. Согласно полученным результатам, несмотря на то что 
сукцинат является наиболее эффективным источником углерода при производстве биоводорода, выход 
H2 на разбавленной в 2 раза барде превышал в 4 раза выход H2 в R. sphaeroides MDC6522, выращенной 
на среде Ормерода (рис. 4). Выделение H2 при использовании разбавленной в 10 раз пивной дробины 
возрастало в 2,5 раза по сравнению с контрольным образцом. При остальных разбавлениях отходов вы-
ход Н2 был значительно ниже, чем у бактерии, выращенной на среде Ормерода (не показано).

Рис. 2. Спектры поглощения R. sphaeroides MDC6522, выращенной на средах,  
содержащих отходы алкогольной промышленности.  

Контроль – культура бактерий, выращенных на стандартной среде Ормерода
Fig. 2. Absorption spectra of R. sphaeroides MDC6522 grown on alcohol industry wastes containing media.  

Control was bacteria grown on standard Ormerod medium

Рис. 3. Изменение ОВП среды при росте R. sphaeroides MDC6522
Fig. 3. Changes of medium redox potential during growth of R. sphaeroides MDC6522
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Увеличение выхода H2 может быть связано с активацией различных метаболических путей, что при-
водит к усиленному росту бактерий и выделению Н2. Отходы алкогольной промышленности, кроме 
сахаров и органических кислот, содержат значительное количество аминокислот, которые являются 
источниками азота, необходимого в производстве H2, и могут влиять на активность нитрогеназы – клю-
чевого фермента, катализирующего выделение H2 пурпурными бактериями [2; 5; 8].

Заключение
Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что отходы алкогольной промыш-

ленности могут служить перспективными субстратами для получения биоводорода. Это не только обе-
спечит эффективные и дешевые источники Н2, но и поможет решить проблему утилизации отходов. 
Проблема производства Н2 является комплексной, но при разработке новых подходов и использовании 
промышленных отходов она может получить принципиально новые решения, важные как с фундамен-
тальной, так и с практической точки зрения.
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