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Представлены результаты исследования возможности применения глубокого эвтектического растворителя на 

основе триэтиламин гидрохлорида как способа подготовки соломы пшеницы для ферментативного гидролиза. Термо-
обработка соломы в среде триэтиламин гидрохлорид/щавелевая кислота осуществлялась в интервале температур 80–
110 °С. При фракционировании полученной смеси продуктов были выделены фракции технической целлюлозы, геми-
целлюлоз и лигнина. Результаты анализа компонентного состава и ИК-спектров фракций технической целлюлозы сви-
детельствуют об интенсивном протекании процессов делигнификации и гидролиза гемицеллюлоз при термообработке. 
Максимальная степень делигнификации соломы (94.5%) получена при температуре 110 °С, при этом содержание цел-
люлозы в составе технической целлюлозы составило 91.2% а.с.м. Установлено, что обработка соломы пшеницы в среде 
триэтиламин гидрохлорид/щавелевая кислота эффективна в качестве подготовительного этапа для ферментативного 
гидролиза. Максимальный выход сахаров зафиксирован при 48 ч ферментолизе фракции ТЦ/110 °С – 27% а.с.м., что 
превышает выход сахаров из исходной соломы в три раза.  
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Введение 

В качестве сырья для производства биотоплива во всем мире активно используют лигноцеллюлозные 
отходы [1–3]. Это доступный, дешевый и легковозобновляемый ресурс. Для многих стран предпочтительна 
переработка отходов агропромышленного сектора, в частности, соломы злаковых культур, прирост которой 
достигает 500–600 млн тонн в год [4, 5]. Переработка этих отходов в ценные продукты может решить со-
путствующие приросту экологические проблемы [6, 7]. 

При получении биотоплива ключевой стадией процесса является ферментативный гидролиз полиса-
харидов лигноцеллюлозного сырья с получением сахаров [8, 9]. Сложная структурная организация лигно-
углеводного комплекса и присутствие лигнина в его составе существенно осложняют переработку. Высту-
пая в качестве «щита», лигнин снижает доступность углеводной части для ферментов [10]. Для преодоления 
этого барьера необходимо подбирать способы и условия предварительной обработки биомассы, позволяю-
щие эффективно разрушать межмолекулярные связи между ее компонентами [11]. Выделение очищенной 
целлюлозы позволит добиться повышения выхода сахаров при ферментолизе.  

Универсальных способов эффективной переработки лигноцеллюлозного сырья не существует. Это 
обусловлено различием состава и соотношения ее компонентов. Кроме того, современные тенденции актив-
ного внедрения зеленых технологий [12–15] побуждают исследователей искать новые подходы в области 
предварительной подготовки сырья.  

В последние годы внимание ученых по всему миру привлекает относительно новый тип «зеленых» 
растворителей – «смеси с низкой температурой перехода» или глубоких эвтектических растворителей 
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(DES) [16–19]. Формирование структуры DES происходит за счет присутствия в составе акцептора и донора 
водорода. Полученные жидкости обладают значительно более низкими, в сравнении с индивидуальными 
компонентами, температурами плавления.  

Свойства и направление использования DES зависят от состава и соотношения компонентов, присут-
ствия воды и т.д. DES нашли применение в области экстракции биологически активных соединений из при-
родных источников [20], химии полимеров [21], осаждения металлов [22] и пр. Активно изучается направление 
конверсии лигноцеллюлозного сырья. В ряде работ [23–25] DES разных составов использованы для предвари-
тельной обработки растительной биомассы с целью делигнификации и повышения эффективности последую-
щей ферментативной обработки. Для этого в основном используют «кислые» DES – в составе которых в каче-
стве донора водорода присутствуют кислоты (щавелевая, яблочная, молочная, уксусная и др.). Акцептором в 
большинстве случаев выступает хлорид холина (четвертичная аммониевая соль), прежде всего, из-за его низ-
кой стоимости, доступности, способности к биологическому разложению и низкой токсичности. Эффектив-
ность процесса, как правило, связывают с природой донора водорода, влиянию акцептора уделено значительно 
меньше внимания. Практически не исследована эффективность применения в качестве акцептора солей пер-
вичных, вторичных и третичных аминов. В настоящей работе в роли акцептора использован триэтиламин гид-
рохлорид.  В отличие от хлорида холина это третичная аммониевая соль, имеющая более компактное строение 
и не содержащая гидроксильную группу, которая может конкурировать с гидроксильными группами лигно-
целлюлозного сырья при образовании водородных связей с анионом соли.  

Цель работы – изучение влияния термообработки соломы пшеницы в среде глубокого эвтектического 
растворителя на основе триэтиламин гидрохлорида на ферментативный гидролиз выделенной технической 
целлюлозы.  

Экспериментальная часть 
Получение глубокого эвтектического растворителя. Триэтиламин гидрохлорид (tпл = 261 °С) и ща-

велевую кислоту (tпл = 189.5 °С) предварительно сушили под вакуумом при температуре 70 °С в течение 5 
ч. Затем их смесь (молярное соотношение 1 : 1) выдерживали при температуре 80 °С в течение 5 ч при по-
стоянном перемешивании. Полученную прозрачную жидкость охлаждали и хранили в эксикаторе. Мольное 
соотношение компонентов, температуру и продолжительность обработки при получении DES определены 
авторами экспериментально. 

Объект исследования. Солома пшеницы собрана с опытного участка Иркутского государственного 
аграрного университета им. А.А. Ежевского. Компонентный состав соломы, % на абсолютно сухую массу 
(а.с.м.): целлюлоза – 49.3; лигнин – 18.7; гемицеллюлозы – 21.3. Обессмоливание соломы проводили экс-
тракцией спирто-толуольной смесью (2 : 1), после чего измельчали до крупности 0.2 мм и высушивали до 
постоянной массы при 105 °С.  

Обработка соломы в среде DES. Смесь соломы и DES (гидромодуль 1 : 20) выдерживали при темпе-
ратурах 80, 90, 100 и 110 °С в течение 3 ч при постоянном перемешивании. По окончании обработки смесь 
продуктов центрифугировали. Фракционирование твердых продуктов с выделением фракций технической 
целлюлозы (ТЦ), гемицеллюлоз (ГЦ) и лигнина (Л) выполнено по схеме, приведенной в работе [26]. Все 
эксперименты выполнены в трех повторностях. Компонентный состав исходной соломы и фракции ТЦ 
определяли по стандартным методикам [27].  

О степенях гидролиза целлюлозы и гемицеллюлоз, а также степени делигнификации соломы судили 
по соотношению массы удаленного при обработке соответствующего компонента к его массе в исходной 
навеске соломы, в процентах.   

Фракции технической целлюлозы анализировали методом ИК-Фурье спектроскопии на спектрометре 
IRAffinity-1 (SHIMADZU, Япония). Интервал сканирования – 400–4000 см-1. Образцы для исследования го-
товили в виде спрессованных таблеток. Соотношение образец / KBr – 1–2 мг / 200 мг. 

Ферментативный гидролиз. Исходную солому и фракции технической целлюлозы предварительно 
высушивали при температуре 65 °С. Ферментолиз проводили с использованием комплексного ферментного 
препарата «Целлолюкс-А» (ООО ПО «Сиббиофарм», Россия). Активность: целлюлазная – 2000 ед/г, β-глю-
каназная – 1500 ед/г, ксиланазная – 8000 ед/г.  Условия гидролиза: гидромодуль 1 : 50, температура 50 °С, 
рН = 4.7–4.9 (в среде ацетатного буфера) и перемешивание со скоростью 75 об./мин. Продолжительность – 
4, 24 и 48 ч. По окончании обработки образцы выдерживали при температуре 90 °С в течение 15 мин для 
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инактивации ферментов и центрифугировали. Степень ферментолиза оценивали по изменению концентра-
ции редуцирующих веществ (РВ). Выход РВ определяли спектрофотометрически по методу Дюбуа [28]. 

Обсуждение результатов 
В исследуемом интервале температур эффективность делигнификации соломы увеличивается с по-

вышением температуры. Уже при 80 °С было извлечено 67.9% лигнина исходной соломы, а выход фракции 
лигнина составил 9.1% а.с.м (рис. 1). Как показано на рисунке 2, максимальный выход фракции зафиксиро-
ван при температуре обработки 110 °С – 16.8% а.с.м. В этих условиях степень делигнификации составила 
94.5%. Наряду с извлечением лигнина при обработке в среде DES воздействию также подвергается легко-
гидролизуемая часть углеводного комплекса соломы – гемицеллюлозы [29]. Согласно полученным данным, 
при температуре 80 °С извлечено 76% от исходного содержания ГЦ в соломе, а при 110 °С степень гидро-
лиза гемицеллюлоз возросла до 95.3%. Выход фракции ГЦ в интервале 80–110 °С проходит через максимум 
при 100 °С и составляет 13%. Снижение выхода фракции ГЦ при 110 °С может быть обусловлено протека-
нием термохимических превращений, приводящих к деградации гемицеллюлоз с образованием фурфурола 
и оксиметилфурфурола [30].  

Целевым продуктом термообработки соломы в среде DES является фракция технической целлюлозы. 
Выход ТЦ при температуре 80 °С составил 57.1% а.с.м. Гидролизу в этих условиях подвергается лишь 6.9% 
целлюлозы. При повышении температуры происходит интенсификация процесса. В интервале 100–110 °С 
степень гидролиза резко возросла до 26.6%. Выход фракции ТЦ при этом снизился до 39.6% а.с.м. Таким 
образом, при температуре выше 100 °С происходит интенсификация процессов превращений углеводной 
части биомассы соломы.  

Предподготовка соломы в среде DES с целью последующего ферментолиза предполагает выделение обо-
гащенной целлюлозой фракции ТЦ. В полученной при температуре 80 °С ТЦ содержание целлюлозы на 31% 
выше в сравнении с исходной соломой (табл.). Содержание лигнина и гемицеллюлоз снижается в 1.7 и 2.4 раза 
соответственно. В интервале 80–90 °С значительных изменений не происходит. Как было отмечено ранее, 
наиболее активно процессы делигнификации и гидролиза ГЦ протекают при температуре выше 100 °С. Макси-
мальное содержание целлюлозы в ТЦ было получено при температуре 110 °С и составило 91.2%. В этих усло-
виях было удалено 86 и 88.3% от исходного содержания в соломе лигнина и гемицеллюлоз соответственно.  

Изменения в составе исходного сырья при обработке в среде DES отражаются на ИК-спектрах фрак-
ций ТЦ (рис. 3). На спектре исходной соломы присутствуют полосы поглощения, характерные для целлю-
лозы (1423, 897 см-1), лигнина (1515, 1246 см-1) и гемицеллюлоз (1375, 1052 см-1). В отличие от спектра 
исходной соломы, на ИК-спектрах фракций ТЦ отсутствует полоса поглощения при 1733 см-1, что свиде-
тельствует о гидролизе сложноэфирных связей при обработке. С повышением температуры наблюдается 
снижение интенсивности полос при 1375 и 1052 см-1 (деформационные С-Н и валентные С-О колебания), 
характерных для гемицеллюлоз. О протекании процесса делигнификации можно судить по изменениям в 
областях 1515 (скелетные колебания С-С ароматического кольца), 1460 (асимметричные деформационные 
колебания -СН3 групп лигнина) и 1246 см-1 (деформационные колебания С-О сирингильных структурных 
фрагментах лигнина).  

Ферментативная обработка исходной соломы характеризуется крайне низкой эффективностью. По-
вышение продолжительности ферментолиза с 4 до 48 ч привело к увеличению выхода редуцирующих ве-
ществ с 8.7 до 9.3% (рис. 4). Низкий выход сахаров обусловлен, в частности, присутствием в составе соломы 
лигнина, препятствующего доступу ферментов к углеводной части комплекса. 

Предварительная обработка в среде DES позволила повысить эффективность ферментолиза за счет вы-
деления обогащенной фракции ТЦ и удаления лигнина. Суммарное содержание полисахаридов во фракции 
ТЦ/80 – 89.2%. Выход сахаров при 4-часовом ферментативном гидролизе составил 13.5% на фракцию, а при 
продолжительности 48 ч – возрос до 26.0%, что почти в три раза превышает выход РВ из исходной соломы 
(рис. 5). В этих условиях ферментолизу подвергается 23% от общей суммы полисахаридов в составе ТЦ. 

Повышение температуры обработки соломы в среде DES, как было отмечено выше, приводит к нару-
шению связей лигноуглеводного комплекса. Вследствие этого, помимо делигнификации, из биомассы также 
извлекаются гемицеллюлозы. Соответственно, доступность трудногидролизуемой части комплекса – цел-
люлозы – при повышении температуры обработки увеличивается. Общая доля полисахаридов в составе 
фракции ТЦ/100 составила 95%, в том числе целлюлозы – 89.1%. Выход сахаров при ферментолизе этой 
фракции возрастает с 20.1 до 51.2% при продолжительности 4 и 48 ч соответственно.  
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Рис. 1. Зависимость выхода фракций 
от температуры обработки в среде глубокого 
эвтектического растворителя 

Рис. 2. Зависимость степени гидролиза целлюлозы 
(1), гемицеллюлоз (3) и степень делигнификации 
(2) от температуры обработки 

Компонентный состав фракций технической целлюлозы 

Образец Температура, °С 
Компонентный состав, % на а.с.м. соломы 

Целлюлоза Лигнин Гемицеллюлозы 
Исходная солома – 49.3 18.7 21.3 

Техническая целлюлоза 

80 80.3 10.5 8.9 
90 81.0 8.9 8.4 

100 89.1 4.5 5.9 
110 91.2 2.6 2.5 

 

Рис. 3. ИК-спектры исходной соломы (1) и фракций технической целлюлозы, полученных при 
температурах 80 °С (2), 90 °C (3), 100 °С (4), 110 °С (5) 
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Рис. 4. Зависимость выхода редуцирующих 
веществ от температуры обработки 

Рис. 5. Зависимость выхода редуцирующих 
веществ от продолжительности ферментолиза 

В составе фракции ТЦ, полученной при температуре 110 °С, практически отсутствуют лигнин и ге-
мицеллюлозы. Выход редуцирующих веществ при 4-часовом ферментолизе составил 21.9% и достиг мак-
симума при продолжительности 48 ч – 68.4%. Соответственно, 64% от общей суммы полисахаридов фрак-
ции подверглись гидролизу. В пересчете на а.с.м. соломы выход сахаров – 27.1%.  

Выводы 

Представленные результаты подтверждают эффективность применения обработки соломы пшеницы 
в среде глубокого эвтектического растворителя состава триэтиламин гидрохлорид / щавелевая кислота для 
подготовки к ферментативному гидролизу. Анализ компонентного состава и ИК-спектров выделенных 
фракций технической целлюлозы подтверждает нарушение связей между биополимерами. Максимальная 
степень делигнификации была достигнута при температуре 110 °С и составила 94.5%. Наряду с делигнифи-
кацией в условиях эксперимента активно протекает гидролиз гемицеллюлоз.  

Установлено, что термообработка в среде триэтиламин гидрохлорид / щавелевая кислота в условиях 
эксперимента позволяет выделять фракции, обогащенные целлюлозой. Удаление из биомассы соломы лиг-
нина и гемицеллюлоз способствует увеличению выхода сахаров при ферментолизе. Максимальная эффек-
тивность ферментолиза зафиксирована при 48 ч обработке фракции ТЦ/110 и составила 27% а.с.м. соломы, 
что превышает выход сахаров из исходной соломы в три раза.  
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FOR ENZYMATIC HYDROLYSIS ENHANCEMENT 
Irkutsk National Research Technical University, st. Lermontova, 83, Irkutsk, 664074, Russia, chiffa19@mail.ru 
The results of the study presented the possibility of using deep eutectic solvent based on triethylamine hydrochloride as a 

method of preliminary treatment of wheat straw for enzymatic hydrolysis. Thermal treatment in triethylamine hydrochloride / oxalic 
acid medium was conducted in the temperature range 80–110 °С. Fractionation of the products mixture allowed to isolate cellulose, 
hemicelluloses and lignin fractions. The results of composition analysis as well as IR-spectra of technical cellulose indicate the 
intensive processes of delignification and hemicellulose hydrolysis during the treatment. The maximum degree of delignification 
(94.5%) was obtained at the temperature of 110 °C, while total cellulose content in the technical cellulose was 91.2% dry mass. It 
was found that treatment of wheat straw in triethylamine hydrochloride / oxalic acid medium is efficient as a preparation step for 
enzymatic hydrolysis. The maximum yield of reducing sugars (27% dry mass) was achieved by 48 h enzymatic hydrolysis of tech-
nical cellulose, isolated at 110 °C, which is three times higher than the yield of sugars from untreated straw. 

Keywords: deep eutectic solvent, triethylamine hydrochloride, straw, enzymatic hydrolysis, oxalic acid, delignification, 
cellulose, sugars. 
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