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ВЛИЯНИЕ ФЕРМЕНТА ЛИПАЗЫ НА ДЕЛИГНИФИКАЦИЮ 
СУЛЬФАТНОЙ ДРЕВЕСНОЙ ЦЕЛЛЮЛОЗЫ
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Е.Ю. Демъянцева, М.Н. Тараченкова

Санкт-Петербургский государственный университет промышленных технологий и дизайна,
Высшая школа технологии и энергетики

Изучено влияние дозировки фермента в последовательности делигнификации древесной сульфат
ной небеленой целлюлозы «обработка ферментом липаза Lipex 200L -  отбелка пероксидом водо
рода». Использование малого количества фермента позволяет снизить число Каппа на 4-5 ед. 
При увеличении дозировки фермента наблюдается отрицательный эффект, выражающийся в 
повышении числа Каппа до исходных значений. По данным ИК-спектроскопии, воздействие фер
мента независимо от его процентного содержания приводит к увеличению адсорбируемой на 
волокнах воды в 1.2-1.7 раза для лиственной и хвойной целлюлозы.

Отбелка в цикле переработки целлюлозосо
держащего сырья предполагает использование 
большого количества химикатов и, соответствен
но, связана с большим количеством сбросов и 
выбросов в окружающую среду. Продукты от ис
пользования этих химикатов представляют собой, 
в том числе, хлорированные органические веще
ства. Некоторые из них являются токсичными, 
мутагенными, стойкими и биоаккумулирующими- 
ся и вызывают многочисленные нарушения в био
логических системах [1-3]. Кроме того, использо
вание хлорсодержащих реагентов приводит к заг
рязнению получаемой целлюлозы хлором, что су
щественно снижает ее потребительские свойства 
как сырья для изготовления нетканых одноразо
вых материалов, контактирующих с кожей чело
века или пищевыми продуктами [4, 5].

Для предприятий, рассматривающих переход 
на отбелку с пониженным использованием хлор
содержащих реагентов, существуют варианты с 
делигнификацией кислородом, пероксидом водо
рода и озоном в качестве альтернативы. Большин
ство из этих вариантов, в том числе реализация 
бесхлорной технологии TCF, требует модифика
ции процесса и достаточно больших капиталов
ложений. Устанолено, что ферментная обработка 
позволяет снизить, при равной конечной белиз
не, потребление хлорсодержащих агентов пример
но на 30% или пероксида водорода на 50%, число 
Каппа, содержание хлорсодержащих соединений 
в стоках и продукционной целлюлозе [1, 2, 6].

Все это явилось основанием для использо
вания ферментов как простого и экономичного
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способа сократить расход хлорсодержащих со
единений и других отбеливающих химикатов. 
Процесс ферментной обработки легко комбини
руется со многими последовательными стадия
ми отбелки целлюлозы.

Преимущества, получаемые при использова
нии ферментов, зависят как от последователь
ности стадий химической отбелки, так и от со
держания остаточного лигнина в целлюлозе. Наи
более часто ферменты используются для предва
рительной делигнификации, в том числе фер
менты могут быть применены перед пероксид- 
ной стадией [7]. Н20 2 используется в качестве 
сооксиданта. Сохраняя прочностные характери
стики обработанной целлюлозы, можно делиг- 
нифицировать сульфатную и сульфитную цел
люлозу из древесины мягких и твердых пород, а 
также целлюлозу из однолетних растений [8, 9].

В настоящее время промышленное примене
ние в отбелке сульфатной целлюлозы и ее делиг
нификации имеют только гемицеллюлазы (кси- 
ланазы). Промышленно перспективные лигнино- 
литические ферменты (лакказн) проходят пилот
ные испытания. Ксиданазы гидролизуют некото
рые осажденные ксиланы на волокнах, увеличи
вая их проницаемость и обеспечивая более лег
кое и плавное проникание отбеливающих веществ 
к лигнину. Использование грибных лакказ в при
сутствии окислительно-восстановительных меди
аторов, так называемой системы лакказа-медиа- 
тор, предполагает возможность отбеливать цел
люлозу в различных последовательностях отбел
ки из-за способности лакказ разлагать лигнин, в 
отличие от ксиланаз, которые удаляют лигнин 
только косвенным путем. Наиболее эффективны-
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Таблица 1. Характеристика исходной небеленой целлюлозы

Образец
целлюлозы

Ч исло 
Каппа, ец.

Влагосодер- 
жаше, %

Содержание, %

цеплюозы, % 1 лигнина*

Лиственная 48.0 7.4 92 6.7
Хвойная 27.5 8 94 2.8
*Содержание лигнина определялось по ИК-спектрам поглощения.

ми медиаторами для делигнификации пульпы 
являются вещества, содержащие группу >N-OH, 
например, 1-гидроксибензотриазол. Однако про
цесс отбелки с использованием лакказ еще не пол
ностью разработан из-за наличия эффективных и 
стабильных в промышленных условиях вариаций 
фермента, высокой стоимости и потенциальной 
токсичности медиаторов, а также длительного 
времени реакции. Другие типы ферментов, в том 
числе целлюлазы, липазы, маннаназы и перокси- 
дазы марганца, также были протестированы в ка
честве средств для отбелки целлюлозы, однако в 
силу разных причин, в том числе недостаточной 
изученности, нестабильности при использовании 
в различных условиях и высокой стоимости, не 
применяются до настоящего времени [2].

Новые биотехнологические исследования 
направлены на поиск альтернатив используемым 
в настоящее время препаратам с целью повыше
ния эффективности и стабильности получаемых 
с помощью ферментов результатов. Такой аль
тернативой могут быть микробные липазы, по
лучаемые, например, из мицелиальных грибных 
культур.

В настоящее время липазы широко применя
ются при производстве биотоплива, парфюмер
ных изделий и индустрии моющих средств, в фар
мацевтической, пищевой и текстильной отраслях 
промышленности [10]. Липазы традиционно ис
пользуются в целлюлозно-бумажной промышлен
ности для удаления смолистых веществ древеси
ны, очистки сточных вод и других целей [2, 11].

Опыт использования липаз для делигнифи
кации сульфатной целлюлозы показ ал, что их 
эффективность выше, чем у ксиланаз. В частно
сти, было доказано, что ферменты липаза могут 
разлагать гексенуроновые кислоты, образующи
еся на ксилане во время сульфатной варки дре
весины, и отбеливать сульфатную целлюлозу. 
Липаза улучшает отбеливание в большей степе
ни, чем ксиланаза, и позволяет получать целлю
лозу с более низким числом Каппа. Наличие 
комплекса гексенуроновой кислоты и лигнина -  
это основная причина устойчивости остаточно
го лигнина. Липаза специфически расщепляет 
гексенуроновую кислоту и, как следствие, уда
ляет с этой кислотой связанный лигнин [12-14].

Целью данной работы было определение опти
мального количества этого фермента при исполь
зовании в процессе делигнификации, а также 
характера его влияния на структуру целлюлозы.

В качестве фермента использовалась липаза 
Lipex 200L, полученная из Aspergillus с активно
стью 28.3 ед/г (“Novozymes” , Дания). Как отбе
ливающий агент использовали пероксид водо
рода, совместно со щелочью. Объектом иссле
дований служила небеленая лиственная сульфат
ная целлюлоза с содержанием хвойных пород 20% 
Светогорского Ц БК и хвойная сульфатная цел
люлоза, произведенная на Марийском ЦБК. О с
новные свойства использованных в эксперимен
тах целлюлоз представлены в табл. 1.

Было изучено влияние дозировки фермента 
в последовательности делигнификации: обработ
ка ферментом липаза (X) -  отбелка пероксидом 
водорода совместно со щелочью (ЕР).

Делигнификацию целлюлозы проводили по 
следующей методике. Предварительно готовили 
рабочий раствор ферментного препарата к о н 
центрацией 0.1% путем растворения в дистилли
рованной воде. Навески небеленой сухой крафт- 
целлюлозы помещали в стеклянные стаканы и 
готовили при перемешивании суспензию с кон 
центрацией массы целлюлозы 5%. Образцы цел
люлозы обрабатывали разными дозами рабочего 
раствора ферментного препарата (ФП), варьиру
ющимися от 0 до 10%, что соответствует расходу 
фермента от 0 до 1800 г/т абсолютно сухой цел
люлозы, и выдерживал и при температуре 50 °С в 
течение 60 мин при перемешивании. После это
го целлюлозу промывали 2 л дистиллированной 
воды, суспензию фильтровали и определяли чис
ло Каппа. Целлюлозу, не обработанную и обрабо
танную ферментным препаратом, после промыв
ки отбеливали с помощью пероксида водорода с 
начальной концентрацией 31% и гидрооксидом 
натрия с начальной концентрацией 10%, в усло
виях реакции: 0.7% Н20 2, 1% NaOH, и 5% сухой 
целлюлозы при 80 °С в течение 120 мин. После 
отбелки целлюлозу снова тщательно промывали и 
определяли в ней число Каппа.

После промывки целлюлоз оценивали по 
числу Каппа. Определение числа Каппа как по
казателя степени делигнификации целлюлозы
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Рис. 1. Число Каппа хвойной («) и лиственной (б) цел
люлозы, обработанной различным количеством фермента 
с последующей отбелкой Н 20 2 и NaOH:
1 -  X; 2 -  Х-ЕР.

проводили в соответствии с ISO 302-2015 [15].
Для исследования возможных изменений в 

составе и структуре небеленых целлюлоз на раз
ных стадиях делигниф икации были записаны 
И К -спектры поглощения образцов воздушно
сухой целлюлозы на И К-Ф урье спектрометре 
ФСМ  2201 в диапазоне частот 4000-400 с м '1 с 
разрешением сканирования 2 ем"1 и количе
ством накоплений сигнала 16. Образцы для из
мерения спектров готовили в виде таблеток, по
лученных в результате прямого прессования 
волокон в пресс-форме без использования по
рошка КВг. Спектры нормировались на поло
су валентных колебаний связей СН в области 
частот 3010-2750 см"1, интегральная интенсив
ность которой после нормировки становилась 
равной 100 см"1.

Содержание лигнина, карбонильных и карбок
сильных групп, связей С=С и связанной воды по 
ИК-спектрам поглощения исследованных образ
цов оценивали в области частот 1450-1850 см"1. По 
спектральным данным была рассчитана интег
ральная интенсивность полосы поглощения лиг
нина при 1510 см-1 (параметр 11510 -  поглоще
ние в диапазоне частот 1527-1498 см"1). По ин
тенсивности данной полосы, используя калиб
ровочную модель [16, 17], оценивали содержа
ние лигнина в образцах целлюлозы.

По ИК-спектрам были рассчитаны интеграль
ные интенсивности полосы поглощения лигнина 
и валентных колебаний сопряженных связей С=С 
и С = 0  гексенуроновых кислот при 1600 см-1 (па
раметр 11600 -  поглощение в диапазоне частот 
1615-1565 см"1), полосы поглощения связанной с во
локнами воды при 1650 см-1 (параметр 11650 -  по
глощение в диапазоне частот 1714-1616 см-1) и 
полосы поглощения валентных колебаний несоп
ряженных связей С = 0  при 1740 с м 1 (параметр 
11740 -  поглощение в диапазоне частот 1760- 
1724.8 см"1) [18, 19].

С помощью специальной программы по ИК- 
спектрам поглощения исходных и обработанных 
образцов целлюлозы была оценена степень упо
рядоченности целлюлозы. Этот параметр пока
зывает долю упорядоченных областей (параметр 
Ц1уп), образованных макромолекулами целлюло
зы ’с конформацией Ц1 [20, 21].

Спектры каждого образца были записаны для 
трех проб, что позволило оценить средние зна
чения и погрешности спектральных параметров.

Результаты делигнификации представлены на 
рис. 1 в виде зависимостей числа Каппа от дози
ровки раствора ферментного препарата (ФП) пос
ле стадий ферментной обработки и отбелки цел
люлозы с помощью Н20 2 в щелочной среде NaOH 
в последовательности Х-ЕР.

Из полученных зависимостей следует, что 
использование малого количества рабочего ра
створа ферментного препарата липазы (1-5%) 
позволяет снизить число Каппа исходной цел
люлозы на 4-5 ед., однако при увеличении до
зировки фермента дальнейшего снижения чис
ла Каппа не происходит, а затем наблюдается 
отрицательный эффект, выражающийся в по
вышении числа Каппа до исходных значений. 
Данные явления наблюдаются как у целлюло
зы, обработанной только ферментом, так и у 
целлюлозы, обработанной ферментом с после
дующей отбелкой пероксидом водорода. Увели
чение концентрации фермента, вероятно, при
водит к его взаимодействию с экстрактивными 
веществами целлю лозы, что сопровождается 
образованием ассоциатов и адсорбцией их на 
волокнах целлюлозы, удалить которые путем 
промывки затруднительно.

По ИК-спектрам поглощения обработанных 
и необработанных волокон целлюлозы был рас
считан параметр надмолекулярной структуры 
целлюлозы параметр Ц1 , который оценивает 
долю упорядоченных областей, образованных 
макромолекулами целлюлозы с конформацией Ц1 
(табл. 2, 3). Наблюдается незначительное увели
чение степени упорядоченности целлюлозы при: 
всех видах воздействия на небеленые волокна. 
Значение параметра Ц1уп изменялось в пределах 
0.280 -  0.305 при погрешности измерения 0.008. 
Вероятно, удаление аморфных компонентов во
локон за счет прямого действия липазы на смо
лы и жирные кислоты и косвенного на гемицел
люлозы приводит к  увеличению доли упорядо
ченных областей природной целлюлозы. Н аи
большее влияние на этот структурный параметр 
оказывает отбелка пероксидом водорода с пред
варительной обработкой ферментом.
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Рис. 2. ИК-спектры поглощения хвойной сульфатной 
целлюлозы в области 1850-1450 с м 1:
1 -  исходной; 2, 3, 4 -  после обработки раствором 
ферментного препарата; 5, 6  -  после отбелки перок
сидом водорода и пероксидом водорода с ферментом.

Заметные изменения при воздействии фермен
та наблюдались в области частот 1800-1490 см-1, где 
лежат полосы поглощения лигнина, связанной с 
волокнами воды и сопряженных и несопряженных 
связей С = 0  и С=С (рис. 2 и 3). Отбелка целлюлозы 
направлена на удаление остаточного лигнина и хро
мофорных групп, имеющих сильное влияние на 
белизну целлюлозы и ее стабильность. В связи с 
этим данный диапазон частот является информа
тивным для оценки воздействия фермента и перок
сида водорода на сульфатную целлюлозу.

В ИК-спектрах исследованных целлюлоз в 
диапазоне частот 1850-1450 см-1 присутствуют 
четыре разрешенные полосы поглощения при 
1510, 1600, 1650 и 1740 см-1. Для количественной 
оценки наблюдаемых изменений для каждой из 
перечисленных полос вычисляли интегральное 
поглощение в диапазоне ее полуширины. Значе

Рис. 3. ИК-епектры поглощения исходной лиственной 
целлюлозы в области 1850-1450 см ’:
1 -  исходной; 2, 3, 4 -  после обработки раствором 
ферментного препарата.

ния интегральных интенсивностей четырех по
лос представлены в табл. 2 и 3 (параметры 115.10, 
11600, 11650 и 11740).

По данным ИК-спектроскопии, содержание 
остаточного лигнина, оцененное по интенсив
ности полосы поглощения около 1510 см~! (па
раметр 11510), при обработке ферментом не 
уменьшается, а при больших дозировках фермен
та увеличивается (табл. 2 и  3). Наименьшее зна
чение интенсивности полосы при 1510 см '1 име
ет образец после ферментной обработки при до
зировке липазы 5%. Можно сделать вывод о том, 
что обработка ферментом не приводит к удале
нию остаточного лигнина.

В отличие от обработки ферментом пероксид 
водорода сам и в сочетании с ферментом практичес
ки полностью удаляет лигнин, так как интенсивность 
полосы поглощения лигнина при 1510 см'1 стано
вится близкой к нулю. (табл. 2 и 3).

Таблица!. Спектральные характеристики состава и структуры волокон хвойной 
сульфатной небеленой целлюлозы с числам Каппа 27.5 до и после воздействия 

ферментам и отбелки пероксидом водорода

Образец
целлюлозы

Щуп, 
о т  ед.

11510, 
ош. ед.

11740, 
ош. ед.

11600, 
о т  ед.

11650, 
о т  ед.

Содержание 
лигнина, %

Исходный 0.280 0.45 0.18 2.1 5.9 2.75
Беленый 0.297 0 0.15 1.9 5.5 0
Обработанный 
раствором 3%-ным ФП с 
последующей отбелкой

0.304 0 0.10 1.8 5.4 0

Обработанный 3%-ным 
раствором ФП

0.293 0.53 0.01 1.8 8.4 3.05

Обработанный 5 %-ным 
раствором ФП

0.285 0.51 0 1.3 9.9 2.98

Обработанный 10%-ным 
раствором ФП

0.282 0.59 0.01 1.6 9.2 3.27
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Таблица 3. Спектральные характеристики состава и структуры волокон лиственной 
сульфатной небеленой целлюлозы с числом Каппа 48 до и после воздействия ферментом

Образ щ 
целлюлозы

Щш 
о т  ед.

11510 
сут .  ед.

11740 
о т  ед.

11600 
стгн. ед.

11650 
отв. ед.

Содержание
яишина,%

Исходный 0.290 1.52 0 4.8 7.6 6.69
Обработанный 3%-ным 
раствором ФП

0.297 1.50 0.04 3.8 9.9 6.62

Обработанный 5%-ным 
раствором ФП

0.285 1,48 0.01 3.7 9.4 6.55

Обработанный 10%-ным 0.293 1.65 0 3.9 11.0 7.17
раствором ФП

Уменьшение интенсивности этой полосы 
наблюдалось после обработки стеблей кукурузы 
и пшеничной соломы щелочью или после ис
пользования двухэтапного процесса, основанного 
на предварительной обработке паровым взрывом 
с последующей обработкой пероксидом водоро
да [22, 23]. Частичное или полное удаление лиг
нина также имело место при обработке сельско
хозяйственных отходов, таких как стебли куку
рузы и пшеничной соломы, при механическом 
дефибриллировании до и после вымачивания 
грибковыми культурами или при обработке в сме
си уксусной кислоты с водой, доказательством 
чего являлось уменьшение интенсивности поло
сы в области 1520 см '1 в обработанных целлю
лозных волокнах [24, 25].

В полосу поглощения около 1600 см '1 вносят 
вклад как колебания ароматического кольца лиг
нина, так и валентные колебания сопряженных 
групп С = 0  и С=С гекеенуроновых кислот [19,26]. 
Интенсивность данной полосы уменьшилась под 
воздействием фермента (табл. 2 и 3). Так как при 
обработке ферментом интенсивность полосы по
глощения лигнина при 1510 см"1 не уменьшается, 
то снижение поглощения вблизи 1600 см 1 связано 
с уменьшением содержания гекеенуроновых кис
лот. Наиболее сильное уменьшение интенсивно
сти происходит под воздействием раствора ФП 
липазы 3-5%, что коррелирует с химически оп
ределенным содержанием остаточного лигнина 
(рис. 1). Отбелка пероксидом водорода в сочета
нии с ферментной обработкой также позволяет 
удалить лигнин и вызвать деструкцию гексенуро- 
новых кислот, о чем свидетельствует исчезнове
ние полосы 1510 см4 и уменьшение интенсивнос
ти полосы поглощения при 1600 см '1.

В области частоты около 1640 см'1 в ИК-спек- 
трах исходных и обработанных образцов целлюло
зы (рис. 2 и 3) наблюдается интенсивная полоса 
поглощения. В гидрофильных материалах здесь по
является полоса поглощения деформационных ко
лебаний молекул воды, связанных с материалом [27].

Воздействие фермента приводит к увеличе
нию адсорбируемой на волокнах воды независи

мо от содержания фермента для обоих типов цел
люлозы (табл. 2 и 3). Для сульфатной хвойной 
целлюлозы интенсивность полосы поглощения 
воды, связанной с волокнами (параметр 11650) 
увеличилась в 1.4-1.7 раза (табл. 2). В лиственной 
сульфатной целлюлозе с большим содержанием 
остаточного лигнина наблюдалось увеличение 
интенсивности полосы поглощения связанной 
воды в 1.2-1.4 раза (табл. 3). Известно, что фер
мент липаза действует на смолы и жирные кис
лоты, локализованные на поверхности целлюлоз
ных волокон. Под действием липазы в результате 
деструкции и изменения компонентов смолы гид- 
рофобность волокон снижается [28]. Ферментная 
обработка вызывает изменение и удаление рас
положенных на поверхности волокна гидрофоб
ных компонентов смолы, в результате чего откры
ваются гидрофильные группы и происходит уве
личение содержания связанной воды.

При отбелке пероксидом водорода небеле
ной смешанной целлюлозы такого эффекта не на
блюдается. Отбелка целлюлозы оксидом водорода 
после обработки ферментом не приводит к увели
чению гидрофильности сульфатной целлюлозы. 
Ранее было показано, что внутриклеточная смола 
при отбелке может освобождаться и выходить на 
поверхность. То есть происходит обратный про
цесс -  увеличение щдрофобности волокон [11].

Полосы в области частот 1740 см '! в ИК-спек- 
трах связаны с валентным колебанием связей 0 = 0  
в ацетильных группах и уроновых кислотах, ко
торые являются характерными группами гемицел
люлоз [29, 30]. В ИК-спектрах исходных образ
цов эта полоса малоинтенсивна (рис. 2 и 3). Под 
воздействием фермента полоса около 1740 см '1 
практически полностью исчезает, т.е. уходят по
чти все несопряженные группы С = 0 . При от
белке целлюлозы пероксидом водорода полоса 
сохраняет свои значения.

Уменьшение интенсивности этой полосы в 
ИК-спектрах небеленой сульфатной целлюлозы, 
обработанной ферментом, свидетельствует о ча
стичном удалении гемицеллюлоз при фермент
ной обработке.
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-  Обработка ферментом Lipex 200L сульфатных цел
люлозных волокон различных пород древесины способству
ет удалению аморфных компонентов, в том числе гексену- 
роновых кислот или их модификаций. Наибольшее воздей
ствие на гексенуроновые кислоты обнаружено при обработ
ке целлюлозы небольшим количеством фермента (в услови
ях эксперимента 5%), что подтверждается наименьшим зна
чением числа Каппа как после стадии X, так и поете после
довательности Х-ЕР независимо от пород древесины, а также 
сравнительным анализом ИК-спектров. При более высо
кой дозировке фермента степень делигнификации снижает
ся вплоть до исходных значений, что, по-ввдимому, связа
но с его взаимодействием с экстрактивными веществами 
целлюлозы и продуктами их гидролиза с образованием и 
адсорбцией ассоциатов на волокнах целлюлозы, удалить 
которые путем промывки невозможно.

-  ИК-спектральный анализ показал, что максималь
ное уменьшение интенсивности полосы при 1600 см 1, ха
рактеризующей количество гекеенуроновых кислот, наблю
дается для волокон с большим содержанием лигнина. Фер
мент липаза, вызывая деструкцию и изменение поверхно
стно расположенных компонентов смолы, приводит к уве
личению интенсивности поглощения полосы связанной 
воды. Более сильное увеличение гидрофильности целлю
лозы после ферментной обработки наблюдается для цел
люлозы с меньшим содержанием остаточного лигнина.

-  Отбелка пероксидом вызывает удаление значи
тельной части остаточного лигнина, при этом нет воз
действия на гексенуроновые кислоты. Ори отбелке суль
фатной целлюлозы пероксидом водорода с использова
нием предварительной ферментной обработки идет как 
удаление остаточного лигнина, так и удаление групп гек- 
сенуроновых кислот.
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