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Цель настоящей работы – разработка технологии подготовки нейтрально-сульфитных щелоков, образующихся 

при получении волокнистых полуфабрикатов – целлюлозы из древесины березы для последующего использования в 

качестве питательной среды для культивирования микроорганизмов. Кислотный гидролиз проводили при температуре 

100 °С при соотношении 10%-ного раствора серной кислоты к пробе щелока 1 : 1. Ферментативный гидролиз 

нейтрально-сульфитных щелоков осуществляли ферментными препаратами Accellerase XY и Accellerase XC при темпе-

ратуре 50±2 и 60±2 °С. Окончание гидролиза определялось по прекращению увеличения содержания редуцирующих 

веществ (РВ) в гидролизате. Исходный нейтрально-сульфитный щелок содержал 9.4% сухих веществ, 2.17% редуциру-

ющих веществ, рН 5.3±0.2. Показано, что в результате ферментативного гидролиза происходит снижение содержания 

нерастворимого сухого остатка в гидролизате до 8.32 и 8.41% соответственно, а при кислотном гидролизе – до 7.8%. 

Содержание РВ в нейтрально-сульфитном щелоке после кислотного гидролиза увеличивается в среднем в 3 раза, тогда 

как после ферментативного гидролиза – максимум в 2 раза. 

Методом газожидкостной хроматографии было установлено, что в полученных гидролизатах преобладают пен-

тозы. Микробиологическая переработка сред с подобным углеводным составом возможна рядом штаммов микроорга-

низмов, способных ассимилировать пентозы, например, дрожжеподобными грибами семейства Saccharomycetaceae и 

бактериями семейства Enterobacteriaceae. 

Ключевые слова: береза, нейтрально-сульфитный щелок, углеводы, кислотный гидролиз, ферментативный гид-

ролиз, редуцирующие вещества. 

Введение 

В настоящее время интенсивно развивается 

биотехнологическая индустрия, позволяющая по-

лучать ценнейшие целевые продукты в сочетании 

с механической и химической переработкой расти-

тельного сырья. Комплексная переработка расти-

тельного сырья – биорефайнинг – позволяет пе-

рейти на инновационный путь решения проблем в 

экономике и экологии [1]. 

Следует отметить, что комплексная перера-

ботка лесных ресурсов осуществляется с зарожде-

ния целлюлозно-бумажной и лесохимической от-

раслей промышленности, эффективная работа ко-

торых насчитывает более столетия. Традиционные 

технологии получения целлюлозы из древесного 
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сырья и однолетних растений предусматривают последующее использование образующихся вторичных ре-

сурсов. Переработка сульфатных щелоков биохимическими методами на современных предприятиях не 

производится. Это связано с тем, что образующиеся при сульфатном производстве целлюлозы щелока, со-

держащие лигнин и углеводы, используют в качестве источника тепловой энергии и для регенерации хими-

ческих веществ. Получаемую тепловую энергию направляют на производство бумаги и картона, что эконо-

мически и экологически целесообразно [2–4]. 

Наряду с сульфатным способом производства целлюлозы из древесины традиционным способом яв-

ляется сульфитный способ получения целлюлозы. В составе сульфитных щелоков содержатся углеводы, 

пригодные для утилизации разнообразными видами микроорганизмов. Однако простой отбор щелоков при 

варке целлюлозы не дает возможности культивирования микроорганизмов по целому ряду причин. Так, из-

вестно, что в этих средах нет легкоусваиваемых соединений азота и недостаточно фосфорных соединений, 

кроме того, отсутствуют биостимуляторы роста и витамины, но самым важным фактором, подавляющим 

развитие микроорганизмов, является присутствие в этих средах в значительном количестве ингибиторов 

роста: фурфурола, 5-оксиметилфурфурола, диоксида серы и др. [5–7]. 

С целью создания питательной среды для культивирования микроорганизмов сульфитные щелока 

подвергают предварительной очистке. Ранее были предложены многоступенчатые технологии подготовки 

щелока к биохимической переработке, включающие такие стадии, как улавливание целлюлозного волокна, 

десульфитация и удаление летучих веществ, окисление сульфитов и фенолов, нейтрализация, введение пи-

тательных веществ, осветление и охлаждение [8–10]. 

Опубликованные данные свидетельствуют о том, что биоресурс сульфитных щелоков используется 

не в полной мере и разработка способов подготовки сульфитных щелоков для культивирования микроорга-

низмов находится в постоянном фокусе внимания исследователей [11–12]. В работе [13] показан способ 

переработки продукта биохимического окисления сульфитных щелоков. Предложенная технология вклю-

чает стадии: упаривания, смешивания со щелочным реагентом, обработки продукта озоно-воздушной сме-

сью, выдерживания при подаче воздуха под давлением при повышенной температуре и охлаждения. Обога-

щение сульфитных щелоков редуцирующими веществами позволяет эффективно перерабатывать этот суб-

страт микроорганизмами на этанол и кормовой белок. Одновременно по рассматриваемой биотехнологии 

технологии получают лигносульфонаты – продукт, востребованный во многих отраслях промышленности. 

Несмотря на более эффективное использование сульфитных щелоков по сравнению с сульфатными 

щелоками, сульфитный способ производства целлюлозы до сих пор недостаточно проработан с точки зре-

ния экологии и регенерации химикатов. Такое положение стимулирует совершенствование методик хими-

ческой переработки древесины и способствует созданию различных вариантов бисульфитных и нейтрально-

сульфитных способов получения волокнистых полуфабрикатов для производства бумаги и картона. Вариа-

ции сульфитных способов получения волокнистых полуфабрикатов позволили расширить перечень исполь-

зуемых пород древесины, снизить антропогенную нагрузку на окружающую среду и в некоторых случаях 

осуществить регенерацию химикатов путем сжигания щелоков [14]. 

Вместе с тем при всестороннем изучении сульфитных щелоков как сырья для получения питательных 

сред для микроорганизмов из поля зрения исследователей практически исчезли субстраты, содержащиеся в 

бисульфитных и нейтрально-сульфитных щелоках. Реальных технических и технологических решений по 

биохимической переработке бисульфитных и нейтрально-сульфитных щелоков не предлагается. На пред-

приятиях, получающих волокнистые полуфабрикаты бисульфитным и нейтрально-сульфитным способами, 

отсутствуют биотехнологические производства. При значительном содержании в таких щелоках углеводов 

– основного источника углерода для микроорганизмов – из них получают только лигносульфонаты, каче-

ство которых не соответствует качеству лигносульфонатов, получаемых при биохимической переработке 

сульфитных щелоков.  

Из приведенного выше анализа существующих способов использования щелоков, образующихся при 

получении целлюлозы из древесины, следует вывод о необходимости создания устойчивой технологии био-

рефайнинга лигноцеллюлозосодержащих отходов ЦБК, отвечающей современным экономическим и эколо-

гическим требованиям и направленной на получение широкого ассортимента таких товарных продуктов, 

как кормовые добавки для кормления сельскохозяйственных животных, жидкое и газообразное биотопливо 

(биогаз, биоэтанол и биодизель), различные химические соединения (бутанол, органические кислоты, ами-

нокислоты, ацетон, изопропанол, формиаты, лактаты и т.д.) [15–18]. 
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Цель настоящей работы – разработка технологии подготовки нейтрально-сульфитных щелоков для 

последующего использования в качестве питательной среды для культивирования микроорганизмов. Для 

достижения поставленной цели проводили кислотный и ферментативный гидролиз нейтрально-сульфитных 

щелоков, образующихся при получении волокнистых полуфабрикатов (целлюлозы) из древесины березы. 

Экспериментальная часть  

Используемый в работе черный щелок, полученный при производстве нейтрально-сульфитной цел-

люлозы высокого выхода, был предоставлен ООО «Прикамский картон». В качестве сырья для серии 

нейтрально-сульфитных варок использовали древесину березы. В состав варочного раствора входили суль-

фит натрия, вода техническая и для забуферивания раствора подавался гидроксид натрия. Содержание SO2 

в варочном растворе составляло 68–72 г/л, температура – не ниже 40 °С, рН – 10.6–10.8. Нейтрально-суль-

фитная варка осуществлялась при следующих параметрах процесса: давление пара на варку – 7–9 кгс/см2, 

температура варки – 168–175 °С, время варки – 32–40 мин, гидромодуль – 1 : 1, остаточное содержание SO2 

– не менее 3.0 г/л, рН конца варки – не менее 5.0, выход волокнистого полуфабриката – 69.0%, жесткость 

целлюлозы высокого выхода – 95±5 ед. Каппа. Отработанный нейтрально-сульфитный щелок содержал не-

растворимых сухих веществ 9.4%, взвешенных веществ – 1000 мг/л, редуцирующих веществ – 2.17%, имел 

зольность 27.4%, рН 5.3±0.2. 

Для кислотного гидролиза применялась серная кислота по ГОСТ 2184-2013 [19]. Кислотный гидролиз 

проводили 10%-ным раствором серной кислоты при температуре 100 °С в течение 2 ч. Соотношение объе-

мов раствора кислоты и пробы составляло 1 : 1. Кислотный гидролиз контролировали определением содер-

жания редуцирующих веществ (РВ) и считали оконченным после прекращения увеличения содержания РВ 

в гидролизате. 

Ферментные препараты, используемые для ферментативного гидролиза, характеризовались следую-

щими показателями: 

– Accellerase XС, фирмы «DuPont», производства США. Активность: эндоглюканаза 1000–1400 ед./г 

по КМЦ, кислая ксиланаза 2500–3800 ед./г, оптимальная температура 45–65 °С и pH 3.5–6.5; 

– Accellerase XY, фирмы «DuPont», производства США. Активность: эндоглюканаза 1000-1400 ед./г 

по КМЦ, кислая ксиланаза 20000–30000 ед./г, оптимальная температура 50–75 °С и pH 4.5–7.0. 

Ферментативный гидролиз нейтрально-сульфитных щелоков проводилипри температурах 50±2 °С и 

60±2 °С, pH 5.3±0.2. Расход фермента Accellerase XY составлял 0.03–0.08 мл на грамм абсолютно сухой 

клетчатки, расход фермента Accellerase XC составлял 0.075–0.1925 мл на грамм абсолютно сухой клетчатки. 

Ферментативный гидролиз контролировали определением содержания редуцирующих веществ (РВ) и счи-

тали оконченным после прекращения увеличения содержания РВ в гидролизате. 

Гидролизат отделяли от взвешенных веществ центрифугированием при 7000 мин-1 в течение 10 мин. 

Определение редуцирующих веществ в гидролизатах проводили следующим методом: к 120 мкл исследуе-

мой пробы добавляли 1200 мкл дистиллированной воды и 600 мкл 3,5-динитросалициловой кислоты 

(DNSA). Выдерживали пробы 10 мин при 100 °С, затем 5 мин при 0–5 °С. Далее добавляли во все пробы по 

6 мл дистиллированной воды и измеряли оптическую плотность при 540 нм при рабочей толщине кюветы 

5 мм. В контрольный образец вместо пробы вносили 120 мкл дистиллированной воды [20]. 

Определение сухого нерастворимого остатка проводили гравиметрическим методом [21]. 

Анализ состава жидких фаз исходного сырья, кислотного гидролизата и ферментолизата определяли 

методом газожидкостной хроматографии (ГЖХ) триметилсилильных производных [22]. Подготовка пробы 

осуществлялась следующим образом: экстракт образца в 50%-ном этаноле (1 : 15 вес/объем) высушивали в 

вакууме при температуре 38 °С, после чего обрабатывали 1,1,1,3,3,3-гексаметилдисилазаном в смеси 1 мл 

пиридина и 1 мл ацетонитрила в присутствии трифторуксусной кислоты при 60 °С в течение 1 ч. Получен-

ный раствор помещали в пробозадатчик хроматографа GC-2010 (Shimadzu, Япония). Условия анализа: ко-

лонка SBP5-25 (25 м×0.25 мм×0.2 мкм); газ-носитель N2, 20 см/с; программа температур – 1 мин при 70 °С, 

подъем 4 °С/мин до 320 °С, 5 мин при 320 °С; температура ввода пробы 240 °С, делитель потока 1 : 30, 

объем пробы 2 мкл (автоматический пробозадатчик АОС-20i); детектор пламенно-ионизационный, темпе-

ратура 325 °С, скорость подачи водорода 40 мл/мин, азота 25 мл/мин, кислорода 250 мл/мин. Отнесение 

пиков осуществляли по временам удерживания после серии калибровочных анализов модельных смесей 

заданного состава. Расчет содержания компонентов по усредненной площади пиков проводили после ка-

либровки по внешнему стандарту. 
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Обсуждение результатов  

При анализе результатов кислотного гидролиза разбавленной серной кислотой нейтрально-сульфит-

ных щелоков с содержанием нерастворимых сухих веществ 9.4% было установлено, что в течение первого 

часа происходит выделение 90% редуцирующих веществ, тогда как через 2 ч наблюдается максимальный 

выход редуцирующих веществ (рис. 1).  

Повышение эффективности гидролиза высокомолекулярных углеводов в нейтрально-сульфитных 

щелоках имеет важное практическое значение, поскольку позволяет увеличить выход РВ, однако образую-

щийся гидролизат имеет низкое значение рН 1.5±0.2 и требует дальнейшей нейтрализации и очистки. 

Обработка нейтрально-сульфитных щелоков, содержащих высокомолекулярные углеводы, фермент-

ными препаратами Accellerase XС и Accellerase XY приводила к ферментативной деструкции полисахари-

дов в нейтрально-сульфитных щелоках. Эндоглюканаза (эндо-β-1,4-глюканаза, КМЦаза, целлюлаза) гидро-

лизует внутренние β-1,4-глюкозидные связи, удаленные от концов полимерной цепи целлюлозы, уменьшая 

степень полимеризации и приводя к образованию коротких волокон целлюлозы и целлоолигосахаридов 

[23]. Ксиланаза – фермент, осуществляющий деградацию ксилана до ксилозы путем гидролиза β-1,4-связи 

в ксиланах. Ксиланазы катализируют гидролиз 1,4-β-ксилозидной связи в ксиланах по эндодеполимераз-

ному механизму [24]. Совместное действие ксиланаз и эндоглюканаз обеспечивает быстрое снижение вяз-

кости обрабатываемых растворов. 

Ферментативный гидролиз нейтрально-сульфитных щелоков проводили при температуре 50±2 °С и 

60±2 °С с различной концентрацией используемых ферментных препаратов. Как показали проведенные ис-

следования, наибольшее повышение редуцирующих веществ (более чем в 2 раза) наблюдается через 6 ч при 

применении ферментного препарата Accellerase XС с расходом 0.195 мл/г абсолютно сухого вещества 

нейтрально-сульфитного щелока. 

Следует отметить, что в течение первых 4 ч ферментативного гидролиза происходит интенсивное 

увеличение РВ, затем интенсивность образования РВ снижается (рис. 2 и 3). При проведении ферментатив-

ного гидролиза в промежуток от 4 до 6 ч наблюдается незначительный прирост РВ. По истечении этого 

времени увеличение РВ прекращается, что можно объяснить исчерпанием в субстрате доступных для фер-

ментативного гидролиза углеводов. 

Данные исследования показали, что ферментативный гидролиз можно проводить в менее агрессивных 

для оборудования условиях, в частности, при pH 5.3±0.2, что дает преимущество по сравнению с кислотным 

гидролизом. Однако при кислотном гидролизе образуется большее количество РВ за 2 ч обработки (рис. 1), 

что является свидетельством более полного расщепления углеводов в нейтрально-сульфитном щелоке. 

  

Рис. 1. Зависимость содержания РВ в 

гидролизате от продолжительности 

проведения кислотного гидролиза:  

1 – исходный нейтрально-сульфитный 

щелок; 2 – гидролизат после 1 ч 

кислотного гидролиза; 3 – гидролизат 

после 2 ч кислотного гидролиза 

Рис. 2. Влияние продолжительности ферментативного 

гидролиза нейтрально-сульфитных щелоков на 

содержание редуцирующих веществ при температуре 

50±2 °С  
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Рис. 3. Влияние продолжительности 

ферментативного гидролиза нейтрально-

сульфитных щелоков на содержание 

редуцирующих веществ при температуре 

60±2 °С   

На полноту гидролиза углеводов указывают результаты анализа содержания сухого нерастворимого 

остатка в гидролизате (рис. 4).  

Согласно результатам исследования, исходный нейтрально-сульфитный щелок содержал в своем со-

ставе 9.4% сухихнерастворимых веществ. Снижение концентрации сухих нерастворимых веществ до 7.8% 

при кислотном гидролизе нейтрально-сульфитных щелоков связано с частичным осмолением за счет дегид-

ратации углеводов при кислотном катализе и коагуляции коллоидных веществ. 

Следует отметить, что ферментативный гидролиз нейтрально-сульфитных щелоков приводит к не-

значительному уменьшению сухого нерастворимого остатка: до 8.32% при обработке комплексом фермен-

тов Accellerase XC и до 8.41% – при обработке комплексом ферментов Accellerase XY. 

Изменение углеводного состава нейтрально-сульфитного щелока после кислотного и ферментатив-

ного гидролиза представлено в таблице. 

Рис. 4. Изменение содержания 

сухого нерастворимого остатка в 

гидролизатах нейтрально-

сульфитного щелока  

Состав моно- и дисахаридов нейтрально-сульфитных щелока и его гидролизатов 

Углевод 

Исходный нейтрально-

сульфитный щелок 

Кислотный гидролизат 

нейтрально-сульфитного ще-

лока 

Ферментативный гидролизат 

нейтрально-сульфитного щелока после 

обработки препаратом Accellerase XC 

Содержание сахаров, % от суммы 

Арабиноза 1.21 18.56 5.61 

2-Дезоксиглюкоза 0.58 0.82 Менее 0.1 

Целлобиоза 61.14 Менее 0.1 9.95 

Фруктоза 9.04 3.89 4.64 

Фукоза Менее 0.1 Менее 0.1 0.68 

Галактоза 2.02 24.59 6.04 

Глюкоза 5.21 15.28 8.24 

Ликсоза Менее 0.1 Менее 0.1 0.12 

Мальтоза 6.91 Менее 0.1 1.26 

Рамноза 1.07 8.31 0.51 

Сахароза* 8.92 Менее 0.1 1.61 

Сорбоза 0.42 Менее 0.1 Менее 0.1 

Ксилоза 3.14 27.60 61.35 

* – Вместе с сахарозой суммированы другие дисахариды, которые не были идентифицированы. 
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Как следует из данных, представленных в таблице, при кислотном гидролизе произошло значитель-

ное изменение углеводного состава нейтрально-сульфитного щелока, связанное с расщеплением остаточ-

ных гемицеллюлоз до моносахаров. При этом суммарное содержание идентифицированных моносахаридов 

увеличилось с 5.9 до 6.3%, что соответствует средней степени полимеризации около 3 моносахаридных 

остатков на молекулу расщепленного олигосахарида. 

При ферментативном гидролизе в присутствии препарата Accellerase XC селективно проявилась кси-

ланазная активность последнего, в результате чего расщеплению до моносахаридов подверглись именно 

олигоксиланы, вклад же других видов ферментативной активности был менее существенен. 

В составе полученных гидролизатов преобладают пентозы – ксилоза в ферментативном, ксилоза+ара-

биноза – в кислотном. Для микробиологической переработки сред с таким углеводным составом необхо-

димо использование штаммов эукариотических и прокариотических микроорганизмов, способных к асси-

миляции пентоз. Известно, что в природных экосистемах микробиологическая утилизация лигноцеллюло-

зосодержащих продуктов осуществляется в 2 этапа. На первом этапе молекулы лигнина, целлюлозы и геми-

целлюлоз расщепляются гидролазами мицелиальных грибов, таких как Trichodermasp. (сем. Hypocreaceae), 

Aspergillussp. (сем. Trichocomaceae), Fusariumsp. (сем. Nectriaceae), до моносахаров – пентоз и гексоз. На 

втором этапе получившиеся пентозно-гексозные субстраты подвергаются биоконверсии разнообразными 

штаммами бактерий и дрожжей. Использование для биоконверсии моносахаров мицелиальных грибов не-

рационально, так как у них даже при незначительном снижении процентного содержания кислорода в среде 

ассимиляция пентоз практически полностью останавливается. Среди дрожжевых грибов семейства 

Saccharomycetaceae, таких как Candidasp., Pichiasp., Debaryomyceshansenii, Pachysolentannophilus и др., до-

статочно часто встречается способность утилизировать L-арабинозу и D-ксилозу, однако даже незначитель-

ное снижение степени аэрации среды приводит практически к полной блокировке путей катаболизма D-

ксилозы. Многообразие метаболических путей бактерий позволяет утилизировать пентозы даже при полном 

отсутствии кислорода. К факультативно-анаэробным бактериям, способным ассимилировать L-арабинозу и 

D-ксилозу, относят: азотофикисирующие бактерии Azospirillumbrasiense (сем. Rhodospirillaceae), Herbaspi-

rillumsp. (сем. Oxalobacteraceae), почвенные штаммы Amphibacillusxylanus (сем. Bacillaceae), Escherichiacoli 

(сем. Enterobacteriaceae), Enterobacteraerogenes (сем. Enterobacteriaceae) и т.д. Дрожжевые грибы выгодно 

отличает от бактерий их ацидофильность и способность сохранять метаболическую активность в присут-

ствии таких токсичных для бактерий соединений, содержащихся в щелоках, как фурфурол, 5-гидроксиме-

тилфурфурол, летучие органические кислоты и т.п. [25]. 

Выводы 

В работе обсуждается способ подготовки нейтрально-сульфитных щелоков, полученных при произ-

водстве целлюлозы из древесины березы, для микробиологической переработки.  

Показано, что содержание редуцирующих веществ в нейтрально-сульфитном щелоке после кислотного 

гидролиза увеличивается в среднем в 3 раза, тогда как после ферментативного гидролиза – максимум в 2 раза.  

Установлено, что ферментативный гидролиз нейтрально-сульфитных щелоков ферментами 

Accellerase XC и Accellerase XY приводит к снижению содержания нерастворимого сухого остатка в гидро-

лизате до 8.32 и 8.41% соответственно, а кислотный гидролиз – до 7.8%.  

Модифицированные нейтрально-сульфитные щелока рекомендуются для использования в качестве 

питательной среды для культивирования бактерий и дрожжевых грибов, способных к ассимиляции преоб-

ладающих в составе гидролизатов пентоз. 
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INFLUENCE OF HYDROLYTIC TREATMENT ON THE CONTENT OF REDUCING SUBSTANCES IN NEUTRAL-

SULPHITE ALKALI 
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The aim of this work is to develop a technology for the preparation of neutral-sulfite liquors formed during the production 

of fibrous semi-finished products - cellulose from birch wood - for subsequent use as a nutrient medium for the cultivation of 

microorganisms. Acid hydrolysis was carried out at a temperature of 100 °С at a ratio of a 10% sulfuric acid solution to a liquor 

sample of 1 : 1. Enzymatic hydrolysis of neutral sulfite liquors was carried out with the enzyme preparations Accellerase XY 

and Accellerase XC at 50±2 °C and 60±2 °C. The end of hydrolysis was determined by the cessation of the increase in the content 

of reducing substances (RS) in the hydrolyzate. The original neutral sulphite lye contained 9.4% dry matter, 21.7 g/l of reducing 

substances, pH 5.3±0.2. It has been shown that as a result of enzymatic hydrolysis, the content of insoluble dry residue in the 

hydrolyzate decreases to 8.32% and 8.41%, respectively, and during acid hydrolysis – to 7.8%. The content of RS in neutral 

sulfite lye after acid hydrolysis increases by an average of 3 times, while after enzymatic hydrolysis - a maximum of 2 times. 

It was found by gas-liquid chromatography that pentoses predominate in the obtained hydrolysates. Microbiological pro-

cessing of media with a similar carbohydrate composition is possible by a number of strains of microorganisms capable of assimi-

lating pentoses, for example, yeast-like fungi of the Saccharomycetaceae family and bacteria of the Enterobacteriaceae family. 

Keywords: birch, neutral sulfite lye, carbohydrates, acidic, enzymatic hydrolysis, reducing substances. 
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