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Аннотация.  

В настоящее время ведется активный поиск альтернативных 

доступных, возобновляемых и экологически чистых источников 

энергии в связи с комплексом факторов, усложняющих добычу и 

переработку традиционных ископаемых ресурсов, и их негативным 

влиянием на окружающую среду. Лигноцеллюлозное, растительное 

сырье является самым распространенным возобновляемым 

полимером на Земле и его запасы практически неисчерпаемы. 

Целлюлоза, получаемая из него, служит удобным модельным 

субстратом для отработки способов ее конверсии в продукты 

топливного назначения. Целью настоящей работы являлось 

исследование влияния выбора ферментного препарата и методов 

предобработки микрокристаллической целлюлозы на выход 

редуцирующих веществ. Методами исследования в работе являлись 

весовой анализ для оценки выхода целлюлозы и содержания лигнина; 

фотометрический метод определения α-целлюлозы; SEM для оценки 

результатов химической предобработки целлюлозы; 

фотометрический метод определения РВ. В результате было 

исследовано влияние методов предварительной обработки 

микрокристаллической целлюлозы различными реагентами (ZnCl2, 

NaOH, H3PO4) на выход редуцирующих веществ. Подобраны 

оптимальные условия ферментативного гидролиза для препарата 

«Целлюлаза». Экспериментально установлено оптимальное 

соотношение ферментных препаратов «Целлюлаза» и «Ксиланаза» с 

целью максимизации выхода РВ и проведен гидролиз всех исследуемых 

образцов данной смесью препаратов в установленном соотношении. 

Содержание редуцирующих веществ в пересчете на глюкозу в 

гидролизатах определено фотометрическим методом по реакции с 

медно-щелочным реактивом. Также предложена принципиальная 

технологическая схема по переработке целлюлозосодержащего 

сырья в продукты с высокой добавленной стоимостью топливного 

назначения.  

http://vestnik.kuzstu.ru/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.ru


 Вестник Кузбасского государственного технического университета. № 1. 2022.  
 

 

ТЕХНОЛОГИЯ ОРГАНИЧЕСКИХ ВЕЩЕСТВ  

45 

  

Для цитирования: Масютин Я.А., Ван Е.Ю., Смага М.А., Басова Ю.С., Михайлов В.Г. Исследование 

влияния методов предобработки микрокристаллической целлюлозы и условий ее ферментативного 

гидролиза на выход редуцирующих веществ // Вестник Кузбасского государственного технического 

университета. 2022. № 1 (149). С. 44-55. doi: 10.26730/1999-4125-2022-1-44-55 

 

Целью настоящей работы являлось исследование влияния выбора ферментного препарата и 

методов обработки микрокристаллической целлюлозы (МКЦ) на выход редуцирующих веществ. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

• обработка образцов МКЦ тремя различными реагентами (хлорид цинка, гидроксид 

натрия, фосфорная кислота) с целью увеличения ее реакционной способности; 

• исследование основных физико-химических свойств полученных образцов целлюлозы по 

ГОСТ 595-79; 

• подбор оптимальных параметров ферментативного гидролиза целлюлозы для 

ферментных индивидуальных препаратов «Целлюлаза» и «Ксиланаза»; 

• подбор соотношения ферментных препаратов «Целлюлаза» и «Ксиланаза» с целью 

увеличения выделения редуцирующих веществ в процессе ферментативного гидролиза; 

• проведение ферментативного гидролиза полученных образцов целлюлозы в оптимальных 

условиях с мониторингом выделения редуцирующих веществ. 

 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Получение и обработка целлюлозы 

Первая стадия эксперимента включала в себя несколько этапов:  

1) проведение обработки образцов МКЦ с целью увеличения ее реакционной способности; 

2) проверка качества полученного материала в соответствии по ГОСТ 595-79; 

3) изучение структуры полученных образцов методом SEM.  

Далее проводилась обработка образцов микрокристаллической целлюлозы (образца Ц1) 

согласно методикам [5-7]. 

Образец Ц2 получали методом обработки МКЦ раствором хлорида цинка по методике [5]. 

Образец Ц3 получали согласно методике [6] обработкой МКЦ раствором гидроксида натрия. 

Образец Ц4 получали согласно методике [7] обработкой МКЦ ортофосфорной кислотой. 

Выход полученных образцов целлюлозы относительно исходного образца МКЦ (% масс.) 

рассчитывали по формуле (1):  

    % мас. =  
𝑚1

𝑚2
 · 100,  (1) 

где % мас. – выход полученной целлюлозы относительно сухой образца МКЦ, %;  

m1 – масса сухого образца МКЦ, г; 

m2 – масса целлюлозы, полученной в ходе процесса делигнификации, г. 

Результаты определения выхода полученных целлюлоз относительно сухой биомассы 

представлены в Таблице 1. 

Полученные образцы целлюлоз проверяли на соответствие ГОСТ 595-79. Целевыми 

показателями качества полученных образцов были выбраны массовая доля остатка, 

нерастворимого в серной кислоте (лигнина) и массовая доля α-целлюлозы. Методики 

определения целевых показателей проводили согласно ГОСТ 595-79. Результаты определений 

представлены в Таблице 2. 

Показатели для образца Ц1 были взяты согласно техническим характеристикам целлюлозы 

микрокристаллической (М 102) Авицель. 

После оценки основных показателей качества образцы подготавливались для проведения 

сканирующей электронной микроскопии (SEM) для оценки структуры до и после химической 

обработки. Для проведения SEM было необходимо обезводить образцы. Для этого полученные 

образцы выдерживали в формалине и растворах этанола (70, 80, 90, 96 %-ные растворы), затем в 

ксилоле. Обезвоженные образцы передавали в лабораторию НТП «Фабрика» БФУ им. И. Канта, 

где они были исследованы методом электронной микроскопии на двухлучевой станции Zeiss 
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Crossbeam 540, входящей в состав уникальной научной установки «Научно-образовательный 

многофункциональный комплекс подготовки и проведения синхротронных исследований» 

(УНУ «Synchrotron-like»). 

Поверхность необработанного образца МКЦ Ц1 (Рис.1 1) неоднородна, заметны 

кристаллические грани. Структура поверхности образца Ц2 (Рис.1 2) в отличие от образца Ц1 

более аморфна, менее упорядочена, относительно гладкие края. Структура поверхности образца 

Ц3 (Рис.1 3) также более аморфна в сравнении с поверхностью образца Ц1, наименее измененная 

из трех обработанных образцов. Структура поверхности образца Ц4 (Рис.1 4) наиболее аморфна, 

четкость граней отсутствует. 

По результатам SEM изменения структуры МКЦ от наименьших к наибольшим в ряду 

выглядят следующим образом: 

Ц1 < Ц3 < Ц2 < Ц4 

Предполагается, что реакционная способность целлюлозы напрямую зависит от 

модификации ее исходной структуры. Следовательно, наибольший выход редуцирующих 

Таблица 1. Выход полученной целлюлозы относительно сухой биомассы 

Table 1. Yield of obtained pulp relative to dry biomass 

Целлюлоза Выход, % 

Ц2 59,90 ± 2,99 

Ц3 55,30 ± 2,77 

Ц4 51,00 ± 2,55 

 

Таблица 2. Целевые показатели исходного и полученных образцов целлюлозы 

Table 2. Target values of the initial and obtained samples of pulp 

Образцы целлюлозы 

Показатели 

Массовая доля 

лигнина, % 

Массовая доля α-

целлюлозы, % 
Влажность, % 

Ц1 < 0,1 95-97 3,0-5,0 

Ц2 < 0,1 95,7 ± 4,8 10,10 ± 0,51 

Ц3 < 0,1 95,4 ± 4,8 8,90 ± 0,45 

Ц4 < 0,1 96,8 ± 4,8 9,70 ± 0,49 

 

 
Рис. 1. Микрофотографии поверхностей образцов МКЦ  

(1 – МКЦ без обработки (Ц1); 2 – МКЦ с обработкой ZnCl2 (Ц2); 3 – МКЦ с обработкой NaOH (Ц3); 

4 – МКЦ с обработкой H3PO4 (Ц4)) 

Fig. 1. Microphotographs of the surfaces of MCC samples 

(1 - MCC without treatment (C1); 2 - MCC with ZnCl2 treatment (C2); 3 - MCC with NaOH treatment (C3); 

4 - MCC with H3PO4 treatment (C4)) 
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веществ из МКЦ может быть получен из образца, обработанного фосфорной кислотой (Ц4). Для 

подтверждения гипотезы на второй стадии эксперимента проводили ферментативный гидролиз 

полученных образцов МКЦ. 

Подбор параметров ферментативного гидролиза 

В настоящей работе исследовалось влияние ферментного препарата на выделение РВ в 

результате ферментативного гидролиза целлюлозы. Для эксперимента был выбран ферментный 

препарат «Целлюлаза» (активность 4 000 ед/г), а также его смесь с препаратом «Ксиланаза» 

(активность 4 000 ед/г), приобретенные у ООО «ТД «Биопрепарат». Данные ферментные 

препараты относятся к типу гидролаз гликозидазного действия. Выбор препарата «Целлюлаза» 

обусловлен его специфичностью и направленным действием по расщеплению шестичленных 

сахаров. В то же время известно, что при использовании смеси целлюлазы и ксиланазы с одной 

Таблица 3. Параметры ферментативного гидролиза для препарата «Целлюлаза» 

Table 3: Parameters of enzymatic hydrolysis for the "Cellulase" preparation 

Параметры 

Варьируемые Постоянные 

Концентрация 

фермента Cфп, 

мг/см3 

Температура 

T, °C 

pH 

среды 

Гидромодуль 

(т:ж) 

Масса 

субстрата, 

г 

Время ферментолиза t, 

мин 

10,0  

50 

 

3,6* 

1:30 0,20 

Определяется 

экспериментально по 

снижению выделения РВ 

либо выходу на плато 

4,0 

20,0 

55 
4,4 

30,0 
5,6 

60 
6,0 

40,0 
6,4 

*- оптимальные параметры pH для препарата «Ксиланазы». 

 

 
Рис. 2. Содержание РВ в зависимости от pH среды и концентрации ферментного препарата 

«Целлюлаза» при температуре 55 °C. 

Fig. 2. RV content depending on pH of the medium and concentration of the enzyme preparation "Cellulase" 

at 55 °C 
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стороны наблюдается синергизм их действия при гидролизе смешанных субстратов, содержащих 

гемицеллюлозы и целлюлозу, а с другой стороны, ксиланаза обеспечивает дополнительное 

расщепление лигноуглеводных связей, частично подвергает деструкции саму целлюлозу, что 

должно увеличивать ее доступность, например, в процессе отбеливания сульфатной целлюлозы 

[8,9]. В связи с этим в рамках настоящей работы была также поставлена задача подобрать смесь 

ферментов «Целлюлаза» и «Ксиланаза» для максимизации выхода РВ из целлюлозы. С другой 

стороны, при дальнейшем масштабировании данных экспериментов придется иметь дело с 

реальными объектами, получаемыми из лигноцеллюлозного (растительного) сырья, которые 

помимо гексозных полимеров (целлюлоза) также содержат пентозные полимеры, в первую 

очередь на основе ксилана. 

В связи с вышеизложенным были последовательно подобраны оптимальные условия 

ферментативного гидролиза для «Целлюлазы», а затем для смеси «Целлюлазы» и «Ксиланазы». 

Граничные значения параметров ферментативного гидролиза были выбраны на основании 

методик [10, 11]. В качестве варьируемых параметров, влияние которых может отражаться на 

 
Рис. 3. Динамика ферментативного гидролиза при различных концентрациях ферментного 

препарата «Целлюлаза». 

Fig. 3. Dynamics of enzymatic hydrolysis at different concentrations of the enzymatic preparation 

"Cellulase". 

 

 
Рис.4. Содержание редуцирующих веществ в зависимости от соотношения ферментных 

препаратов и их концентрации. 

Fig.4. Content of reducing substances depending on the ratio of enzyme preparations and their 

concentration. 
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выделении целевых продуктов, были выбраны: концентрация ферментного препарата; 

кислотность среды; температура. Постоянными оставались такие параметры, как: гидромодуль; 

масса субстрата; время ферментолиза. 

Подбор параметров ферментативного гидролиза для препаратов «Целлюлаза» 

При подборе параметров были учтены биохимические параметры ферментного препарата 

«Целлюлаза» [12]. 

Согласно оптимальным характеристикам ферментного препарата были определены 

варьируемые параметры ферментативного гидролиза (Таблица 3). Помимо этого, 

ферментативный гидролиз для препарата «Целлюлаза» проверялся и на параметрах, подходящих 

препарату «Ксиланаза» для дальнейшего подбора смеси: pH среды 5,6; 6,0; 6,4. Обозначенные 

параметры, хотя и не входят в оптимум «Целлюлазы», однако находятся в рабочем диапазоне pH 

препарата.  

Методику ферментативного гидролиза для подбора параметров осуществляли согласно 

методике [10]. Подбор параметров производился на исходном образце МКЦ (Ц1). Содержание 

РВ в гидролизатах определяли медно-щелочным фотометрическим методом [13].  

Оптимальная продолжительность ферментолиза составила t = 360 мин, после чего 

концентрация РВ в гидролизатах не увеличивается. Наибольший выход РВ был достигнут при 

температуре 55°C, результаты экспериментов при которой отражены на гистограмме (Рис. 2), и 

концентрации ферментного препарата Cфп = 40 мг/см3. Выделены два значения pH среды: pH = 

4,4 выделено как наибольшее по содержанию РВ (РВ = 5,14 мг/см3); pH = 3,6 выбрано как второе 

по величине содержания РВ (РВ = 4,92 мг/см3) и наиболее близкое к оптимальным параметрам 

«Ксиланазы» для подбора смеси ферментов. 

Так как наибольшее выделение РВ происходило при концентрации ферментного препарата 

Cфп = 40 мг/см3, необходимо было исследовать концентрацию Cфп = 50 мг/см3 на возможность 

выделения большего количества РВ. Динамика ферментативного гидролиза при различных 

параметрах сохраняется, поэтому опыт для концентрации ферментного препарата «Целлюлаза» 

Cфп = 50 мг/см3 был проведен на подобранных ранее лучших по количеству образования РВ 

параметрах (pH = 4,4, температура Т = 55 °C) (Рис. 3). 

По Рис. 3. видно, что наибольшее выделение РВ происходит при концентрации ферментного 

препарата Сфп = 40 мг/см3 на 360-ой минуте ферментативного гидролиза. При продолжении 

ферментолиза концентрация РВ в гидролизатах падает. 

Принимая во внимание биохимические параметры для препарата «Ксиланаза», для смеси 

ферментов препаратов «Целлюлаза» и «Ксиланаза» были установлены следующие оптимальные 

условия: pH = 3,6, температура 55 °C [14]. 

 

Подбор параметров ферментативного гидролиза для смеси препаратов «Целлюлаза» и 

«Ксиланаза» 

На данном этапе работы производили подбор параметров для смеси ферментативных 

препаратов «Целлюлаза» (Ц) и «Ксиланаза» (К). Оптимальными соотношениями были выбраны: 

К:Ц = 1:1; 1:2; 1:3; 2:3. Препарат «Целлюлаза» брался равным (1:1) или в избытке за счет своих 

функциональных особенностей и являлся основной активностью смеси. «Ксиланаза» была 

выбрана как дополнительная активность. Результаты подбора представлены на Рис. 4. 

Данные по концентрации РВ представлены на 240 мин ферментолиза. При продолжении 

гидролиза наблюдался спад содержания РВ. По Рис. 4 видно, что наибольшая концентрация РВ 

в гидролизатах достигается при смеси ферментов К:Ц = 2:3 и ее концентрации Сфп = 40 мг/см3. 

С установленными оптимальными параметрами (pH 3,6; температура T = 55 °C; 

соотношение ферментов К:Ц = 2:3; концентрация смеси фермента Сфп = 40 мг/см3) проводили 

итоговый ферментативный гидролиз на образцах целлюлозы (Ц1–Ц4), полученных в первом 

блоке работы. По результатам эксперимента построены графики, отражающие динамику 

протекания реакции ферментолиза (Рис. 5). 

Согласно Рис. 5, образцы целлюлозы в ряду от меньшей реакционной способности к 

большей по результатам мониторинга выделения из них РВ в ходе ферментативного гидролиза 

смесью препаратов «Ксиланаза» : «Целлюлаза» 2:3 выглядят следующим образом: 

Ц1 < Ц3 < Ц2 < Ц4 
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Таким образом, была подтверждена гипотеза об активности образцов, сформулированная на 

основе анализа данных микроскопии SEM. 

Полученные результаты обусловлены различной реакционной способностью образцов 

целлюлоз в результате различных методов обработки. Так, образец нативной целлюлозы (Ц1) 

ввиду плотной кристаллической структуры дает наименьший выход РВ в процессе ФГ. Выход 

РВ увеличивается при ферментолизе образцов МКЦ, подвергшихся химической обработке, 

которая аморфизирует структуру целлюлозы, разрушает водородные связи и уменьшает 

упорядоченность исходной волокнистой структуры – последовательно от образца МКЦ, 

обработанного раствором гидроксида натрия (Ц3), к образцу МКЦ после обработки раствором 

хлорида цинка (Ц2) и, наконец, до образца после обработки ортофосфорной кислотой (Ц4). 

 
Рис. 5. Динамика ферментативного гидролиза образцов целлюлоз (Ц1-Ц7) со смесью препаратов 

«Ксиланаза» : «Целлюлаза» 2:3. 

Fig. 5. Dynamics of enzymatic hydrolysis of cellulose samples (C1-C7) with Xylanase : Cellulase 2:3 

mixture. 

 

 
 

Рис. 6. Принципиальная технологическая блок-схема процесса предобработки МКЦ с последующим 

получением целевого продукта. 

Fig. 6. Principle flowchart of the MCC pretreatment process with subsequent production of the target 

product. 
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Таким образом, можно сделать вывод об эффективности использования ортофосфорной кислоты 

для модификации структуры микрокристаллической целлюлозы. Причем фосфорная кислота 

практически не гидролизует целлюлозу в отличие от агрессивных соляной и серной кислот, а 

происходит именно процесс растворения с сохранением первичной структуры, на чем даже 

основан метод измерения степени полимеризации целлюлозы по измерению вязкости ее 

растворов в фосфорной кислоте [15]. 

На основании проведенных исследований авторами предложена принципиальная 

технологическая схема процесса предобработки МКЦ с последующим получением целевого 

продукта, состоящая из таких этапов, как:  

- механическая активация МКЦ [16], заключающаяся в измельчении исходной 

микроцеллюлозы до класса <0,1 мм, в связи с неоднородностью фракционного состава МКЦ от 

различных производителей;  

- химическая активация обработкой ортофосфорной кислотой в массовом соотношении 

Ж:Т=18:1, с последующей сушкой активированного сырья;  

- смешивание (шихтование) активированной МКЦ с ферментными препаратами 

«Ксиланаза»:«Целлюлаза» = 2:3; 

- ферментативный гидролиз с получением редуцирующих веществ (pH 3,6; температура T = 

55 °C; соотношение ферментов К:Ц=2:3; концентрация смеси фермента Сфп = 40 мг/см3)  

- фильтрование с отделением твердого осадка и РВ раствора, направляемых на 

последующую переработку. Блок-схема представлена на Рис. 6. 

 

ВЫВОДЫ 

В ходе работы в лабораторных условиях были получены образцы МКЦ после ее обработки 

тремя различными реагентами (хлорид цинка, гидроксид натрия, фосфорная кислота). Были 

исследованы основные характеристики полученных образцов (Таблица 2). По результатам 

эксперимента лучшей по качеству целлюлозой является целлюлоза, полученная обработкой 

МКЦ раствором фосфорной кислоты (Ц8). Данный образец имеет наименьшее в ряду 

содержание лигнина и наибольшее содержание α-целлюлозы. Качество полученных образцов по 

вышеуказанным параметрам уменьшается в ряду: Ц4 > Ц2 > Ц3. 

Была проведена SEM полученных образцов целлюлозы (Рис. 1). По результатам анализа у 

всех исследуемых образцов выявлены структурные изменения по сравнению с необработанным 

образцом МКЦ (Ц1): у обработанных образцов МКЦ Ц2, Ц3, Ц4 в отличие от образца сравнения 

МКЦ Ц1 наблюдается отсутствие четких кристаллических граней, структура более аморфна. На 

основе SEM и выявленных структурных особенностей образцов предположен ряд, отражающий 

реакционную способность: Ц1 < Ц3 < Ц2 < Ц4. 

Влияние методов обработки образцов целлюлозы на выделение РВ исследовали путем 

ферментативного гидролиза. Для проведения реакции ФГ экспериментально были подобраны 

параметры для ферментного препарата «Целлюлаза». Границы параметров определяли в 

соответствии с характеристиками ферментных препаратов. Постоянными параметрами 

являлись: гидромодуль (1:30), масса субстрата (0,20 г). Варьируемыми параметрами являлись: 

концентрация ферментного препарата, температура, pH среды, продолжительность процесса. 

Лучшими условиями для препарата «Целлюлаза» являются: pH = 4,4, концентрация 

ферментного препарата Cфп = 40 мг/см3, температура T = 55℃; при постоянных параметрах: 

масса субстрата 0,20 г, гидромодуль (тв:ж) = 1:30, время ферментолиза t = 360 мин (Рис. 2). При 

данных условиях достигается максимальная концентрация РВ = 5,14 мг/см3. Для повышения 

выхода РВ в гидролизатах экспериментально подбирали соотношения смеси препаратов 

«Целлюлаза» и «Ксиланаза» для изучения их совместного гидролитического действия на 

исследуемые образцы целлюлозы. Опытным путем было выявлено лучшее соотношение К:Ц = 

2:3 (Рис. 4). При таком параметре на образце Ц1 выделяется РВ = 18,48 мг/см3, что позволяет 

значительно увеличить выход целевого продукта. 

Далее в установленных оптимальных условиях был проведен ферментативный гидролиз 

всех четырех исследуемых образцов целлюлозы смесью ферментных препаратов в соотношении 

2:3. Было установлено максимальное выделение РВ для каждого образца (Рис. 5). Образцы от 

наименьшего выделения РВ к наибольшему расположены в ряду: Ц1 < Ц3 < Ц2 < Ц4, что 

подтвердило выдвинутую ранее гипотезу о реакционной способности после анализа морфологии 
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образцов по результатам SEM. Таким образом, образец предварительной обработанный 

фосфорной кислотой демонстрирует наибольший выход РВ после ФГ. 

На основании проведенных исследований предложена принципиальная технологическая 

схема процесса предобработки МКЦ с последующим получением целевого продукта. 

 

Авторы выражают благодарность Ивану Игоревичу Лятуну, научному сотруднику МНИЦ 

«Когерентная рентгеновская оптика для установок «Мегасайенс» (МНИЦ «РО») БФУ им. 

И. Канта за проведение SEM образцов целлюлозы.  
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Abstract.  

Nowadays, an active search for alternative natural, ecological and 

environmentally friendly energy sources is being studied in connection with 

a complex of factors that complicate the recovery and processing of 

conventional fossil resources, and their negative impact on the environment. 

Lignocellulosic plant material is the most abundant polymer on Earth, and 

its reserves are practically inexhaustible. Cellulose obtained from 

lignocellulose is used as a model substrate for testing its conversion in fuel 

products. The study is aimed at the investigation of the impact of an enzyme 
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composition and methods microcrystalline cellulose pretreatment on 

reducing substances yields. The research methods in the study were weight 

analysis to assess the yield of cellulose and lignin content; photometric 

method for the determination of α-cellulose; SEM to evaluate the results of 

chemical pretreatment of cellulose; photometric method for determining 

reducing substances. As a result, the effect of pretreatment of 

microcrystalline cellulose with various reagents (ZnCl2, NaOH, H3PO4) on 

the yield of reducing substances was studied. The optimal conditions for 

enzymatic hydrolysis for the composition "Cellulase" were found. The 

optimal ratio of the enzyme preparations "Cellulase" and "Xylanase" was 

experimentally established in order to maximize the yield of reducing 

substances, and all the studied samples were hydrolyzed with this mixture of 

enzymes in the established ratio. The content of reducing substances in terms 

of glucose in the hydrolyzates was determined by the photometric method by 

reaction with a copper-alkaline reagent. The principal technological scheme 

for the processing of cellulose-containing raw materials into products with 

high added value for fuel purposes is also proposed. 
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