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Влияние переменных процесса делигнификации, таких как количество фермента липаза, темпе­
ратура и продолжительность реакции на число Каппа, исследовано с применением методологии 
поверхности отклика (RSM). Было обнаружено, что эффективность делигнификации увеличива­
ется с повышением и температуры продолжительности реакции и при выборе оптимального 
количества фермента. Наблюдались синергетические эффекты влияния изменяемых эксперимен­
тальных параметров. Получено полиномиальное уравнение третьего порядка зависимости числа 
Каппа от переменных величин с помощью модуля оптимизации в программном обеспечении Design- 
Expert, определены оптимальные условия делигнификации.

При использовании фермента липаза для де­
лигнификации сульфатной целлюлозы [1-3] было 
показано, что ферментная обработка крафт-цел- 
люлозы позволяет снизить расход химических ре­
агентов на отбелку и тем самым снизить количе­
ство выбросов, уменьшив нагрузку на окружаю­
щую среду. При этом по ряду параметров исполь­
зование ферментов класса эстераз более предпоч­
тительно в сравнении с ксиланазами и лакказами.

Настоящее исследование касается оценки сте­
пени ферментной делигнификации сульфатной 
целлюлозы с помощью статистического экспери­
ментального плана, поскольку в статистическом 
построении эксперимента его параметры могут 
изменяться одновременно. Статистический план 
эксперимента является полезным инструментом 
для наблюдения за взаимодействием двух или бо­
лее переменных при минимальном количестве ис­
пытаний. В настоящем исследовании для оптими­
зации эффективности ферментной делигнифика­
ции сульфатной целлюлозы использовалась мето­
дология поверхности отклика (RSM). Эта методо­
логия широко применяется с целью производства 
высококачественной продукции либо для более 
экономичного управления процессом и обеспече­
ния его стабильности и надежности [4-7].

В публикации [3] рассматривается влияние 
на число Каппа температуры и продолжитель­
ности процесса. Было установлено, что наибо­
лее сильное влияние на число Каппа оказывает 
температура ферментной обработки, после него 
по силе влияния следует продолжительность фер­
ментной обработки. Однако узкий диапазон ис-
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пользованного количества фермента не позво­
лил получить полную картину влияния парамет­
ров для выбора оптимальных условий использо­
вания ферментной обработки.

Целью данных исследований было определе­
ние интерактивных эффектов независимых пере­
менных на эффективность делигнификации и по­
строение статистической модели, представляющей 
собой зависимость числа Каппа от изменения этих 
независимых переменных в более широком интер­
вале количества фермента. В качестве независи­
мых переменных были выбраны температура в 
интервале от 20 до 80 °С, продолжительность ре­
акции от 30 до 120 мин и количество фермента от 
0 до 10 % от массы абсолютно сухой целлюлозы.

Для определения оптимальных условий про­
ведения ферментной обработки в выбранных 
пределах переменных параметров использовались 
экспериментальные данные работы [3], допол­
ненные новыми данными исследований в более 
широких интервалах значений по методикам, 
приведенным в указанной работе.

RSM является одним из наиболее часто ис­
пользуемых методов определения влияния неза­
висимых переменных на отклик и получение 
оптимального отклика. Температура, количество 
фермента и продолжительность реакции были 
выбраны в качестве независимых переменных, 
каждая на трех уровнях, (табл. 1).

Для анализа экспериментальных данных, 
оценки уравнения регрессии и оптимизации эк­
спериментальных условий использовали пробное 
программное обеспечение Design-Expert версии 11. 
Эмпирическая связь между ответом Y  и независи­
мыми переменными быта определена путем при-
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Таблица 1. Независимые переменные и их уровни при проведении процесса
ферментаци и липазо й

Независимые перем енные Обозначение
Уровень

-1 1 о | +1
Т емпература, °С X , 20 50 80
В р ем я ,ч Х 2 0,5 1,25 2

К оличество фермента липазы, 
% от массы сухой целлю лозы

Х 3 1 5,5 10

Таблица 2. Экспериментальные и прогнозируемые 
значения числа Каппа в зависимости от параметров 
модели центрального композицитногоплана(CCD)

№ X, V, Х3 Экс пери мент аль ны е 
значения

Прсг нозируе мые 
значения

1 20 0.5 3 и л 11.54
2 30 0.5 3 10.8 10.42
3 40 0.5 3 9.4 9.44

' 4 50 0.5 3 7.5 8.60
5 60 0.5 3 7.4 7.89
6 70 0.5 3 6.5 7.30
7 80 0.5 3 6.1 6.84
8 20 1 3 11 10.39
9 30 1 3 10 9.23
10 40 1 3 9.4 8.18
И 30 0.5 1 10.1 9.77
12 40 0.5 1 9.43 8.88
13 50 0.5 1 7.5 8.13
14 60 0.5 1 8.11 7.53
15 70 0.5 1 7.45 7.07
16 80 2 3 4.9 4.89
17 2 0 0.5 10 15.11 15.03
18 30 1 1 9.87 9.83
19 4 0 1 1 9.15 8,86
20 50 1 1 7.5 8.02
21 5 0 0.5 10 13.8 13.72
22 6 0 0.5 10 13.7 13.45
23 7 0 0.5 10 13.6 13.26
24 80 0.5 10 13.47 13.14

25 20 1 10 10 10.46
26 30 1 10 9.87 9.91
27 40 1 10 9.15 9.43
28 50 1 10 8.3 9.01
29 60 1 10 8 8.65
30 70 1 10 7.6 8.35

менения уравнения регрессии, которая включает 
линейное и перекрестное влияние переменных.

У==й0+а,7,+й272+й373+о,,,Х,Х2+я,37,73+

+  а 2 3 ^ Л + а П ^ 1 2 + а 22^2"+ а 33^32 + а 123^1^2^3"

-аиЛ % + а шХ]% + ат Х1Х2Ч а тХ]Х1+

+а223Х2% +а233ХЛ  2+а111^13+
+а222Х2ъ+аггХ33, ( 1)

где а0 -  модельная постоянная; я,, я2, а., -  линей­
ные коэффициенты; ап , я,3, а2Ъ я,,2, я ,,3, ат , яш , 
аш , а233, я ,23 -  интерактивные коэффициенты; 
я,,, а22, я33 -  квадратичные коэффициенты, я ,23, 
я ,,,, а222, я333 — кубические коэффициенты.

Дисперсионный анализ (ANOVA) применял­
ся для оценки несоответствия, коэффициента де­
терминации (R2) и адекватности модели. Взаи­
модействие между переменными процесса оце­
нивалось с использованием трехмерных графи­
ков поверхности и соответствующих контурных 
графиков.

Связь между числом Каппа и тремя изменя­
емыми параметрами была вычислена с исполь­
зованием уравнения (1), которое выражается в 
кодированных переменных следующим образом:

7=6,87-2,67,+0,181172+0,221173- 
-0,0474A17 2+0,6054X,X+0,0636J27 3+

+  0 ,3 7 4 9 7 ,2+ 2 ,0 6 7 22+ 1 ,6 7 32+
+ 0 ,0 6 2 2 7 , Х 2Х 3 - -0,13187,27 2- 

0,14657,273+0,27067,722+
+0,80917,7 32+2,6472273+ 

+0,4826727 32-0,01457,3-1,06723, (2)

где 7  представляет собой значение числа К ап­
па, а 7 ,, 7 2 и 7 3 являются независимыми пере­
менными температуры, продолжительности ре­
акции и количества фермента соответственно. 
Из уравнения (2) следует, что наиболее значи­
мыми факторами являются температура и соче­
тания температура-количество и продолжитель­
ность-количество.

Результаты расчетов и экспериментальные 
отклики, полученные в ходе исследований, при­
ведены в табл. 2. Как можно видеть, экспери­
ментальные отклики показывают, что число Кап­
па варьируется от 4.9 до 15.11 ед.

Полиномиальная модель третьего порядка 
была получена путем применения множествен­
ного регрессионного анализа к эксперименталь­
ным данным. Это модельное уравнение показы­
вает эмпирическую связь между числом Каппа и 
независимыми переменными:
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Таблица 3. Параметры кубической модели для расчета числа Каппа

Ф актор К оэф ф и ц и ен ты
С ум м а

к в а д р а н т н ы х

отклонений

К ол и ч ество
ст еп е н ей

с в о б о д ы

С р ед н ек в а д ­
р атичное

зн ач ен и е

/•'-критерий
Я -критерин>  

F - критерий

ао 6.87
X , -2.60 18.79 1 18.79 65.10 <0.0001
Х2 0.1811 0.09 1 0.09 0.31 0.5805
X, 0.2211 1.08 1 1.08 3.76 0.0557

ХхХ2 -0.0474 0.06 1 0.06 0.21 0.6461
Х\Х} 0.6054 12.16 1 12.16 42.14 <0.0001
Х: Х з 0.0636 0.17 1 0.17 0.58 0.4474
X ,2 0.3749 2.30 1 2.30 7.96 0.0058
А̂ 2 2.06 92.88 1 92.88 321.87 <0.0001
X ,2 1.60 21.10 1 21.10 73.12 <0.0001

X 1X2X3 0.0622 0.09 1 0.09 0.30 0.5836
х ,2х2 -0.1318 0.16 1 0.16 0.55 0.4582
Х , 2Хз -0.1465 0.29 1 0.29 1.01 0.3187
х ,х 22 0.2706 0.72 1 0.72 2.50 0.1176
Х ,Х з 2 0.8091 2.39 1 2.39 8.28 0.0050
Х 22Хз 2.(А 125.42 1 125.42 434.65 <0.0001
Х ,Х 32 0.4826 1.06 1 1.06 3.68 0.0581

X , 3 -0.0145 0.00 1 0.00 0.00 0.9532
х 23 -1.06 4.94 1 4.94 17.12 <0.0001
Х32 0 0.00 0

Модель 774.58 18 43.03 149.13 <0.0001
Невязка 26.84 93 0.2886

Неадекватность 26.84 65 0.4129
“ Ч истая”ошибка 0.0000 28 0.0000

Сумма 801.41 111

Т= ] 3,46-0,1291*;-3,6959-*;+1,6764-Х,- 
-0,02605^,^+0,00732*, Л -̂2,9666*^+  

+0,0009-*,2+6,52&Л;2-0,02716-*32+
+0,000615-*,Л̂ *3-0,000195-*, 2л;- 
-0,000036-*,2-*з+0,016036 ,̂-*22 
+0,001331*,-*32+ 1,04206Х22-*з+ 

+0,03178-*^*32-0,0000000539-*,3-
-2,5043-*23 (3)

Результаты проверки статистической значи­
мости и адекватности модели в формуле (3), 
ANOVA и F-тест представлены в табл. 3.

В табл. 3 F-значение модели составляет 
149.13. Множественный коэффициент корреля­
ции (Л2) модели составил 0.967 (рис.1). Это сви­
детельствует о хорошем соответствии между эк­
спериментальными и прогнозируемыми по мо­
дели значениями числа Каппа.

Значения вероятности (Р-критерии), указан­
ные в табл. 3, можно использовать как инстру­
мент для проверки значимости каждой перемен­
ной и их взаимодействия. Если P-критерий боль­

ше критерия Фишера менее чем на 0.050, то свя­
занная независимая переменная в модели влия­
ет на число Каппа. В табл. 3 P-критерий боль­
ше P-критерия для определенных переменных 
модели, что указывает на значимость модели. 
Таким образом, можно сказать, что закодиро­
ванные значения из Xv -*,-*3, X.2, X,2, X 2, Х1Х 2>

Эксперименталные значения 
числа Каппа, ед.

Рис. 1. Корреляция между экспериментальными и про­
гнозируемыми значениями числа Каппа.
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Отклонение от контрольной точки 
(кодированные единицы измерения)

Рис. 2. Влияние независимых закодированных перемен­
ных на число Каппа:
А -  температура; В -  время; С -  количество фермента.

80 0.5

Рис. 3. Интерактивное влияние температуры и продол­
жительности реакции на значение числа Каппа.

Х,2Ху и Х2 в формуле (3) являются статистичес­
ки значимыми величинами.

Графики возмущений (рис.2) показывают 
сравнение между закодированными переменны­
ми модели и их влиянием на желаемое значение 
числа Каппа. Эти графики показывают, что по­
вышение температуры вызывает монотонное 
уменьшение числа Каппа, в то время как про­
должительность реакции и количество фермента 
имеют экстремумы, в которых значение числа 
Каппа оказывается минимальным во всем про­
межутке изменения этих параметров реакции при 
неизменном значении остальных параметров. Из 
рис.2 следует, что существует такое соотноше­
ние параметров, при котором достигается мини­
мальное значение числа Каппа.

Трехмерные поверхности отклика и контур­
ные графики, полученные из кубической модели

Рис. 4. Интерактивное влияние температуры и количе­
ства липазы на значение числа Каппа.

Рис. 5. Интерактивное влияние продолжительности ре­
акции и количества липазы на значение числа Каппа.

для числа Каппа, были рассчитаны с использова­
нием заявленного программного обеспечения. На 
рис. 3-5 показано соотношение между значения­
ми числа Каппа и экспериментальными значени­
ями для каждой переменной. Эти поверхности 
можно использовать, чтобы обнаружить влияние 
любой из двух переменных, в то время как третья 
переменная остается постоянной. На рис. 3 и 4 
видно, что степень делигнификации увеличива­
ется с повышением температуры.

С помощью модуля оптимизации в заявлен­
ном программном обеспечении были определены 
оптимальные экспериментальные условия. Опти­
мальные значения температуры, количества фер­
мента и продолжительности реакции составили
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79.81 °С, 5.14 % и .1.31 ч соответственно, в этом 
случае число Каппа может достигнуть значения 4.61 ед.

-  Метод RSM был использован для оптимизации 
значений температуры, продолжительности реакции и 
количества фермента как независимых переменных па­
раметров в процессе делигнификации целлюлозы, осу­
ществленной с использованием фермента липаза с пос­
ледующей пероксидной обработкой. Определение вли­
яния интерактивны эффектов переменных процесса 
произведено путем анализа с помощью множествен­
ной регрессии (ANOVA). Получена репрезентативная 
статистическая модель, показывающая соотношение 
между числом Каппа и независимыми переменными. 
Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
на процесс делигнификации положительно влияет по­
вышение температуры, увеличение продолжительнос­
ти реакции и уменьшение количества фермента до 
определенного значения.

-  С помощью модуля оптимизации в программе 
Design-Expert 11 показано, что наиболее значимыми 
факторами являются температура, а также сочета­
ния температура-количество и продолжительность- 
количество, и найдены оптимальные значения тем­
пературы, количества фермента и продолжительнос­

ти реакции, которые равны соответственно 79.81 °С, 
5.14 % и 1.31 ч. В этих условиях эффективность де­
лигнификации, предсказанная моделью, определена 
как 4.61 ед.
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