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Введение
Растительные материалы резистентны к дейст-

вию гидролизующих агентов. Это обусловлено их 

нерастворимостью, высокой степенью кристаллич-

ности природной целлюлозы, защитной матрицей, 

образованной лигнином и гемицеллюлозой, в кото-

рую погружены целлюлозные волокна [1]. Размеры 

пор лигнифицированных тканей растений слишком 

малы для прохождения молекул ферментов. Поэто-

му для использования растительной биомассы не-

обходимо увеличить ее реакционную способность, 

прибегнув к эффективным методам обработки для 

разрушения кристаллической высокоупорядочен-

ной структуры целлюлозы и (удаления) лигнина. 

При этом увеличивается поверхность целлюлозы, 

доступная молекулам ферментов [2]. 

Чистая природная целлюлоза (например, отходы 

хлопка) и лигноцеллюлоза (древесина) — субстраты 

с низкой реакционной способностью [3]. Всесто-

роннее их использование возможно только при на-

личии методов предварительной делигнификации и 

декристаллизации [4].

Исследования по предобработке растительного 

материала для получения целевого продукта ведут 

многие химические и микробиологические лабо-

ратории Европы, Японии, Америки и др.[1, 2, 4—7]. 

Разработаны четыре группы методов предобработ-
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ки растительного сырья: механические, физичес-

кие, химические, биологические. 

Механические методы обработки субстратов за-

ключаются в их измельчении мельницами (шаровы-

ми, коллоидными, вибрационными), дезинтеграто-

рами, дробилками, диспергированием в вальцах. [9]. 

Физические методы — обработка γ-лучами или 

потоком электронов, микроволновым излучением, 

нагревание на воздухе или в инертном газе, воде или 

органическом растворителе, охлаждение, обработка 

при повышенном или пониженном давлении, ульт-

развуком [10—13]. 

Химические — основаны на способности соедине-

ний при гидролизе, окислении и т.п. переводить суб-

страт в более доступную для превращения форму. 

Биологические — предусматривают деструкцию 

сырья под действием ферментов.

Для увеличения реакционной способности сы-

рья по отношению к лигнолитическим и целлюло-

золитическим ферментам предварительная подго-

товка субстрата должна:

— приводить к разрушению связей между лигни-

ном и углеводным комплексом;

— увеличивать поверхность целлюлозы, доступ-

ной для ферментов;

— быть экономичной и не загрязнять окружаю-

щую среду.

Предварительная обработка природного сырья 

может определять последующие скорость и глуби-

ну биодеструкции лигнина [2, 9, 12], что позволит 

целенаправленно изменять структуру и свойства 

материалов, что особенно актуально в целлюлоз-

но-бумажной промышленности и в производстве 

биодизельтоплива. При этом используются самые 

разные методы модификации: термокаталитичес-
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кая активация в условиях взрывного автогидроли-

за, ультразвуковая обработка, органо-сольвентные 

способы делигнификации и др [14]. 

Применение ультразвука для интенсификации 

экстракции разных веществ из растительного сырья 

или усиления действия реагентов, а также собствен-

но ультразвука на конечный продукт исследуется 

достаточно широко [11—16]. За увеличение скорости 

экстракции веществ «отвечают» кавитация, частич-

ное разрушение клеток, усиление обтекания частиц 

потоками растворителя и, следовательно, массопе-

реноса. Кроме того, кавитация вызывает химиче-

ские эффекты, приводящие к накоплению в среде 

гидроксил-радикалов и пероксида водорода [13]. 

Обработка древесины ультразвуком на воздухе даже 

при значительном увеличении ее продолжитель-

ности (с 15 до 35 мин) практически не влияет на ко-

личества лигнина определяемого и способного рас-

творяться в спирте, тогда как в результате обработки 

древесины ультразвуком в воде растворимость лиг-

нина в спирте повышалась в 2,5 раза по сравнению с 

растворимостью лигнина из необработанной древе-

сины [13, 15, 16]. Б.А. Янковским [17] показано, что 

ультразвуковая обработка древесины сосны спо-

собствует извлечению лигнина, особенно в водной 

среде. Нарушения структуры лигнина обусловлены 

химическими эффектами, возникающими под вли-

янием кавитации при ультразвуковых колебаниях.

Для изучения в данной работе возможности ис-

пользования разрушающего влияния ультразвуко-

вого воздействия на лигноцеллюлозный материал 

предусматривалось:

— выбрать параметры ультразвуковой предобра-

ботки для наиболее полного разрушения структуры 

лигноцеллюлозного матрикса;

— исследовать влияние ультразвука и биокон-

версии на структуру лигнина;

— изучить деструкцию основных компонентов 

предобработанного ультразвуком лигноцеллюлоз-

ного субстрата при культивировании бактериями 

рода Bacillus.

Оборудование и методы исследований

Обрабатывая сырье ультразвуком частотой 30 кГц, 

использовали генератор «IKASONIC U 50 control» 

(рис. 1), преобразующий электрические колебания 

в механические упругие и передающий их обра-

батываемой среде. Прибор имеет насадку «US 50-3 

Sonotool» диаметром 3 мм обеспечивающую интен-

сивность до 460 Вт/см2. Предобработка сырья про-

водилась с охлаждением.

Для биодеструкции использовали штамм бак-

терий рода Bacillus, выделенный на кафедре био-

технологии и химии. Культура депонирована во 

Всероссийской коллекции промышленных микро-

организмов, как Bacillus subtilis PrEA под номером 

В-10040. Выделенный штамм обладает лигноцеллю-

лозной активностью (в частности, полифенолокси-

дазной, тирозиназной).

По окончании процесса во всех образцах опреде-

ляли (стандартными методиками [18]) массу остат-

ка, содержание целлюлозы (методом Кюршнера) и 

лигнина (методом Комарова), легко- и трудногид-

ролизуемых полисахаридов.

Определение оптимальных условий 
ультразвуковой обработки 
лигноцеллюлозного материала

Выбор среды очень важен для определения оп-

тимальных условий ультразвуковой обработки. 

В качестве жидкой фазы использовали дистиллиро-

ванную воду, так как, во-первых, за счет водородных 

связей молекулы воды прочно взаимосвязаны, во-

вторых, у воды низок порог кавитации из-за большо-

го поверхностного натяжения, в-третьих, дистил-

Рис. 1. Ультразвуковой генератор «IKASONIC U 50 control»
1 – кнопка пуска; 2 – зеленый светодиод; 3 – красный 
светодиод; 4 – резервный пуск; 5 – держатель; 6 – кабель; 
7 – излучатель; 8 – концентратор излучателя; 9, 10 – под-
готовительные устройства для излучателя; 11 – ручка на-
стройки амплитуды; 12 – ручка настройки цикла и пуль-
сация/пауза; 13 – корпус
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лированная вода содержит небольшое количество 

растворенных газов, «смягчающих» кавитационные 

эффекты или даже препятствующих им [12]. 

Кавитация наиболее интенсивна на границе фаз 

«вода—твердое вещество», благодаря чему поверх-

ность растительного материала испытывает посто-

янное сжатие и расширение вследствие появления и 

схлопывания кавитационных пузырьков [12].

В качестве модельного субстрата для исследо-

вания была взята лузга подсолнечника. В экспе-

рименте на опытной установке варьировали ин-

тенсивность и продолжительность ультразвуковой 

обработки. Полученные данные свидетельствуют 

о деструкции растительного материала под воз-

действием ультразвука (рис. 2). Увеличение интен-

сивности ультразвука позволяет увеличить выход 

легко- (ЛГ) и трудногидролизуемых (ТГ) полисаха-

ридов соответственно до 14,2 % и 16 % а.с.в. (абсо-

лютно сухого вещества). 

Изменение содержания ЛГ и ТГ полисахаридов, 

определяемых в виде концентрации редуцирующих 

веществ, свидетельствует о деструкции целлюлозы 

и гемицеллюлозы.

В состав растительного материала наряду с орга-

ническими входят также минеральные вещества в 

свободном и связанном состоянии. Результаты ис-

следования свидетельствуют, что наряду с разруше-

нием полимеров высвобождаются минеральные ве-

щества (рис. 3). Следовательно, при ультразвуковой 

обработке происходит дезинтеграция растительной 

клетки.

Быстрее всего разрушаются вещества с наиболь-

шей относительной молекулярной массой (лигнин). 

Экпериментальные кривые (рис. 4) для всех образ-

цов сближаются на последних стадиях процесса, до-

стигая одного и того же уровня. Эти результаты объ-

ясняются обычно тем, что с ростом относительной 

молекулярной массы макромолекулы понижается 

вероятность, что она будет двигаться в изменяю-

щемся акустическом поле как единое целое. Скорее 

всего, именно быстро движущиеся молекулы рас-

творителя будут разрывать связь С—С при соударе-

нии с участком биополимера. Однако не исключена 

возможность разрыва связей С—Н. Места разры-

ва не зависят от прочности связи и имеют гауссово 

распределение. Тем не менее, где бы не разрывалась 

макромолекула, в результате образуются макрора-

дикалы [12].

Как показано на рис. 4, в течение 15 мин происхо-

дит деструкция лигнина, после чего содержание его 

постепенно увеличивается, что, вероятно, связано с 

инициирующим действием ультразвука на полиме-

ризацию лигнина. При этом инициирующими час-

тицами могут быть образующиеся при кавитации 

радикалы Н• или ОН• (порознь или вместе), либо 

Рис. 2. Зависимость остаточного содержания компонен-
тов растительного материала:  – целлюлозы,  – лигни-
на,  – легкогидролизуемых полисахаридов от интенсив-
ности ультразвука

Рис. 3. Зависимость остаточного содержания минераль-
ных компонентов растительного материала от интенсив-
ности ультразвука

Рис. 4. Влияние ультразвука интенсивностью 368 Вт/см2 

на содержание основных компонентов в растительном 
материале
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радикалы, образующиеся при деструкции полимера 

[12, 19]. 

Одновременно уменьшается выход твердого лиг-

ноцеллюлозного остатка до 92,6 %.

Полученные результаты позволяют считать оп-

тимальными условия предварительной обработки 

субстрата, при которых достигается наилучшая де-

струкция растительного материала: интенсивность 

368 Вт/см2 и продолжительность не более 15 мин. 

После ультразвукового воздействия при опти-

мальных параметрах в спектрах субстрата измени-

лось соотношение полос интенсивности полос при 

1510 см–1и 1615 см–1, возможно, в связи с деметили-

рованием сирингильных единиц лигнина. Появ-

ляется четко выраженная линия 1428 см–1, опреде-

ляемая скелетными колебаниями ароматического 

кольца, и линия 1034 см–1, характерная для дефор-

мационных плоскостных колебаний С—Н связей в 

ароматическом кольце гваяцильного типа. Все это 

указывает на преобладание в необработанном мате-

риале сирингильных, а в обработанном ультразву-

ком — гваяцильных структур. 

Очевидно, что ультразвуковое воздействие в 

водной среде нарушает связи между субъединица-

ми лигнина; в результате деградирует лигниновая 

сетка, что способствует увеличению доступной по-

верхности непосредственно целлюлозного ядра без 

снижения упорядоченности. 

Частичное разрушение лигнина будет способс-

твовать доступу ферментов к гликозидным связям 

полисахаридов, что должно привести к увеличению 

биоконверсии растительного субстрата.

Влияние ультразвуковой обработки 
на делигнификацию растительного 
материала

Процесс делигнификации в природе достаточ-

но сложен и включает этапы механической, фер-

ментативной, опосредованно ферментативной и 

неферментативной деструкции лигнина [1, 2]. Для 

изучения этого процесса в условиях in vitro обычно 

используется один штамм микроорганизма-делиг-

нификатора, хотя в природе этот процесс осущест-

вляется консорциумом микроорганизмов.

Исследование взаимосвязи между процессами 

разрушения целлюлозы и лигнина при культиви-

ровании на исходном и модифицированном суб-

стратах — один из способов изучения механизма 

биодеградации лигноцеллюлозного сырья в приро-

де — позволит ускорить процесс делигнификации и 

биоконверсии лигнинсодержащих отходов, прово-

дить контролируемое культивирование микроорга-

низмов для целенаправленного изменения структу-

ры и свойств сырья.

Процесс ферментативного гидролиза целлюлозы 

осложняется наличием в исходной древесине лиг-

нина, заполняющего пространство между структу-

рами, состоящими из целлюлозы и гемицеллюлозы. 

К микробной деградации, как показывают резуль-

таты экспериментов, лигнин более стоек, чем цел-

люлоза. Он механически скрепляет и одновременно 

защищает целлюлозу от прямых внешних воздейс-

твий. В связи с этим исследовалось изменение объ-

ема пор лигнина при биоконверсии. Для анализа 

был выделен лигнин лузги подсолнечника на деся-

тые сутки после ферментации обработанного уль-

тразвуком субстрата и необработанного.

Экспериментальные данные (рис. 5) характерны 

для микропористых материалов со слоистой струк-

турой [21].

В процессе биоконверсии растительного сырья 

под действием ферментов микроорганизмов проис-

ходит более интенсивное разрушение лигнинугле-

водного комплекса предобработанного субстрата. 

В результате при выделении лигнина из обрабо-

танного ультразвуком субстрата вымывается крис-

таллическая составляющая гемицеллюлозы, что 

приводит к возрастанию объема пор на 10—30 %. 

Также возрастает и общая площадь поверхности 

сульфолигнина от 3,393 м2/г до 5,142 м2/г, наблю-

дается увеличение количества микропор с 9,5 до 

11 % и макропор с 14 до 16 %. Таким образом, в про-

цессе ультразвуковой предобработки лузги подсол-

нечника происходит изменение лигнинуглеводного 

Рис. 5. Распределение объема пор сульфолигинина 
из предобработанного ультразвуком (1) и необработан-
ного (2) субстрата



62 Катализ в промышленности, № 5, 2010

Биотопливо

матрикса. В результате лигнин становится более 

доступным для деметоксилирования и разрушения 

сетчатой структуры. Данные на рис. 6 подтверждают 

количественное изменение лигнина при фермента-

ции обработанного и необработанного ультразву-

ком субстрата. 

Известно, что биосинтез лигнолитических фер-

ментов микроорганизмов происходит на стадии 

вторичного метаболизма «в ответ» на недостаток уг-

лерода, азота или серы в питательной среде. По мере 

исчерпания доступной целлюлозы усиливаются био-

синтез лигнолитических ферментов и деградация 

лигнина, что приводит к увеличению доступности 

целлюлозы. Таким образом, чередуются целлюлозо- 

и лигнолитическая активности [20]. Можно полагать, 

что биосинтез отдельных компонентов растительно-

го материала определяется физико-химическими 

свойствами субстрата: соотношением основных ком-

понентов, содержанием смолистых веществ, степе-

нью кристалличности [1—3, 19].

Заключение

Ультразвуковая предобработка растительного ма-

териала наиболее способствует разрушению прочных 

связей между лигнином и гемицеллюлозным комп-

лексом в сравнении с другими методами физического 

воздействия. Полученные данные свидетельствуют, 

что предварительная обработка субстрата ультразву-

ком изменяет скорость и глубину разложения сырья 

при культивировании и может быть применена для 

ускорения биоконверсии лигноцеллюлозных суб-

стратов в производстве биодизельного топлива

В результате экспериментов были выбраны оп-

тимальные условия ультразвуковой обработки мо-

дельного субстрата — лузги подсолнечника в водной 

среде: интенсивность 368 Вт/см2, продолжитель-

ность обработки 15мин. При выбранных параметрах 

деструкция целлюлозы достигает 16 % а.с.в., лигни-

на — 11,4 % а.с.в.

На основании сравнительных анализов с исполь-

зованием физико-химических методов (ИК-Фурье 

спектроскопии и низкотемпературной адсорбции 

азота) показано, что ультразвуковая предобработка 

способствует увеличению биодоступности расти-

тельного субстрата для экзоферментов микроор-

ганизмов вида Bacillus subtilis. В результате ультра-

звуковой обработки происходит деметилирование 

сирингильных единиц лигнина.

В ходе биодеструкции предобработанного суб-

страта лигнин преобразуются наиболее интенсивно 

вследствие разрушения связей его с целлюлозой при 

ультразвуковой обработке.

Дальнейшие исследования в этом направлении 

могут вестись с расширением сырьевой базы лигно-

целлюлозных материалов, на опытно-промышленном 

уровне с использованием современных ультразвуко-

вых промышленных установок объемом свыше 200 л.
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