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Raziskujemo in razvijomo

FIBRILACIJA CELULOZNIH VLAKEN
S POMOCJO ENCIMOV

ENZYMATIC FIBRILATION OF CELLULOSE FIBRES

Gregor LAVRIC', Diana GREGOR SVETEC!, Mija SEZUN2, Janja ZULE®

1ZVLECEK

Papirna industrija velja za energetsko izjemno intenzivno industrijsko panogo. ZmanjSanje energije, potrebne za proizvodnjo
papirja, je tako ena izmed prioritet vseh svetovnih papirnic. Te za optimizacijo svojih procesov vse pogosteje uporabljajo razlicne
biotehnoloske pristope. Eden od teh je zagotovo tudi uporaba encimov, ki lahko izboljsajo Stevilne procese in prakti¢no nimajo
negativnih vplivov na okolje. Encimi so bioloski katalizatorji biokemi¢nih reakcij v Zivih in nezivih celicah. Po svoji sestavi so v vecini
primerov beljakovine oz. beljakovinski kompleksi. Pospesujejo, usmerjajo in uravnavajo reakcije, ki omogocajo pretvorbe energije,
sinteze in metaboli¢ne razgradnje. Z uporabo encima (celulaze) smo v raziskavi poskusali zmanjsati koli¢ino energije, potrebne za
mletje dveh razli¢nih vrst sulfatnih celuloznih vlaken (evkaliptusova vlakna — KV, mesanica vlaken navadne smreke in rdecega bora
- DV).

Proucevali smo vpliv encimske obdelave na stopnjo mletja ter na osnovne, mehanske in opti¢ne lastnosti izdelanih laboratorijskih
listov (debelino, gramaturo, gostoto, utrzno dolzino, utrzni indeks, raztezek, raztrzni indeks, razpocni indeks in ISO belino). Z
encimsko obdelavo, ki je potekala pred mletjem, se je za 10 odstotkov skrajsal ¢as, potreben za mletje viaken. Encimska obdelava
po mletju pa se je izkazala za neucinkovito.

Uporabljen encim je pozitivno vplival prakti¢no na vse izmerjene lastnosti papirja, izdelanega iz kratkih viaken evkaliptusa (KV),
imel pa je nekoliko slabsi vpliv na dolga vlakna iglavcev (DV).

Klju¢ne besede: encimi, celulaze, celulozna vlakna, mletje celuloznih vlaken, lastnosti papirja

ABSTRACT

Paper industry is known as a highly energy intensive industrial sector. Reducing the energy needed for paper production is

one of the main priorities of all paper mills. For optimization of processes mills are increasingly using various biotechnological
approaches. One of them is the use of enzymes, which can improve numerous processes and are not harmful to the environment.
Enzymes are biological catalysts for biochemical reactions in cells. Most enzymes are proteins or protein complexes, which
accelerate, direct and regulate reactions, enabling the conversion of enerqgy, synthesis and metabolic decomposition. During our
study an enzyme (cellulase) was used to reduce the amount of enerqy, required for refining of two different types of sulphate
cellulose fibres (eucalyptus’s fibres KV, a mixture of fibres of Norway spruce and Scotch pine DV).

The effect of enzymatic treatment on the degree of refining and on the basic, mechanical and optical properties of produced
laboratory sheets was investigated, such as thickness, grammage, density, breaking length, tear index, stretch, tensile index, burst
index and ISO brightness.

Enzymatic treatment performed before the refining reduced the refining time for 10%, while treatment after the refining proved
to be ineffective.

Enzyme had a positive effect on virtually all measured properties of laboratory sheets made of short eucalyptus's fibres (KV)
and a slightly lesser effect on sheets produced of long fibres of coniferous (DV).

Keywords: enzymes, cellulases, cellulose fibres, cellulose fibres refining, paper properties

Koli¢ino energije, potrebne za mletje vlaken,
lahko ucinkovito zmanjsamo z uporabo
primernih encimov. Encimi so bioloski kata-
lizatorji biokemicnih reakcij v Zivih in neZivih
celicah. Po svoji sestavi so v vecini primerov
beljakovine oz. beljakovinski kompleksi. Po-
spesujejo, usmerjajo in uravnavajo reakcije,
ki omogocajo pretvorbe energije, sinteze in
metaboli¢ne razgradnje [4]. Encimi se v pa-
pirnistvu uporabljajo predvsem za izboljsanje
posameznih procesov, kjer deloma nadome-
$¢ajo kemikalije oz. znizajo porabo energije.

vrste gliv in bakterij. Celulaze s hidrolizo
cepijo celulozo v molekule glukoze. Pozna-
mo tri vrste celulaz, ki se razlikujejo po svoji
strukturi in delovanju [5]:

1UVOD

Proizvodnja papirja je energetsko izjemno
intenziven proces [1]. Kar med 18-25 %
vse energije, potrebne za proizvodnjo
papirja, pa se porabi za mletje vlaken [2].
Mletje je eden izmed najpomembnejsih
postopkov pri izdelavi papirja, saj vlakna
skrajsa in jim spremeni strukturo. S tem
mocno vpliva na njihove mehanske last-
nosti in posledi¢no tudi na mehanske last-
nosti izdelanega papirja. S povecevanjem
stopnje mletja rasteta utrzna jakost in pre-
pogibna odpornost. Raztrzna odpornost
pa se po dosegu maksimalne vrednosti
strmo znizuje [3].

» Endoglukanaze (endo-1,4-B-glukanaze)
celulozo naklju¢no cepijo v notranjosti
strukture. Niso zelo aktivne pri cepitvi
kristalinih delov celuloze, lahko pa hidro-
lizirajo tudi nadomestke celuloze, kot je
karboksimetil celuloza.

» Celobiohidrolaze (exo-1,4-B-glukanaze)
cepijo celulozo na kristalinih, nereducira-
joCih delih. Pomembne so tudi zato, ker
so edine sposobne cepiti mikrokristalino
celulozo, ki je sicer obi¢ajno prisotna v
majhnih koli¢inah.

Za znizanje porabe energije, potrebne za
mletje celuloznih vlaken, se v najvecji meri
uporabljajo celulaze. Celulaze so hidroliti¢ni
encimi, ki jih producirajo predvsem razlicne
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Preglednica 1: V papirnidtvu najpogosteje uporabljene vrste encimov in njihova uporaba [5]

Table 1: Most commonly used types of enzymes in the paper industry [5]
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nje je potekalo 10 minut pri 3000 obr./min.
Optimalen pH za delovanje encima smo

dosegli s pomocjo puferne raztopine

izboljsanje lastnosti nekaterih
vrst vlaken, izboljsanje

uc¢inka mletja, povisanje

hitrosti delovanja papirnega
stroja, pomoc pri beljenju in
odstranjevaniju tiskarske barve v
deinking postopku pridobivanja
recikliranih vlaken

ucinkovitejse odstranjevanje
lignina, predbeljenje celuloznih
vlaken, zmanjsana poraba
belilnih sredstev, povecanje
Cistosti celulozne vlaknine,
odstranjevanje tiskarske barve v
deinking postopku pridobivanja
recikliranih vlaken

uporaba pri bioloskih

mehanskih in kemijskih viaknin,
odstranjevanje tiskarske barve
(predvsem fleksografske) v
deinking postopku pridobivanja
recikliranih vlaken

ucinkovitejse odstranjevanje
tiskarskih barv na osnovi

celulaza razgradnja celuloze
ksilanaza razgradnja ksilana
postopkih
lakaza razgradnja lignina
lipaza razgradnja mascob in ol] rastlinskih

postopku pridobivanja
recikliranih vlaken

Sledila je encimska obdelava vlaken.
Ta je potekala v inkubacijski posodi, ki
nam je omogocala vzdrZzevanje stalne
temperature ob konstantnem mesanju
(570 obr./min). Encimsko deaktivacijo
smo ob koncu dosegli s povisanjem
pH-vrednosti.

Encimsko aktivnost smo kvantitativno
dolocali z uporabo reagenta DNS po
Millerjevi metodi [6]. Vzorec za dolo-
Canje encimske aktivnosti je bil filtrat
encimsko obdelane suspenzije celulo-
znih vlaken, ki smo mu dolocili vsebnost
bioloskin spros¢enih reducirajocih sladkorjev.
pridobivanja

Sprosceni reducirajoci sladkorji so
povzrocili redukcijo in s tem spremem-
bo barve dodanemu reagentu (3,5-di-
nitrosalicilni kislini). Tej smo izmerili
absorbanco pri valovni dolzini 540 nm

s spektrofotometrom (Varian Cary 50
Conc). Uporabili smo 10 mm makro ste-
klene kivete z volumnom 3,5 ml (Hell-
ma). Rezultate smo podali v mg/I.

olj v deinking

» B-glukozidiaze (B-D-glukozid gluko-

hidrolaze) hidrolizirajo celobiozo do kristalina regija

glukoze. *

amorfna regija

V raziskavi smo Zeleli ugotoviti u¢inek

dodatka encima na proces mletja celuloznih
vlaken, ter na lastnosti iz njih izdelanega

papirja.

2 MATERIALI IN METODE

V okviru raziskave smo za encimsko fibri-

celuloza

+

endo-1,4-B-glukanaza

4
3\ “""\-\

lacijo celuloznih vlaken uporabili encim

s komercialnim imenom Celluclast, dan-

skega proizvajalca Novozymes. Gre za
celulazo pridobljeno iz glive Trichoderma
reesei. Encim optimalno deluje pri pH
vrednosti med 4,5 in 6,0 ter temperaturi
med 50 °C in 60 °C. Njegova encimska
aktivnost znasa = 700 endoglukanaznih
enot na gram (EGU/G). Obdelovali smo

> — w

dve vrsti celuloznih vlaken:

» UPN Conifer so beljena, sulfatna,
celulozna vlakna navadne smreke in
rdecega bora (DV).

» Eldorado so beljena, celulozna, evkalip
tusova vlakna pridobljena po sulfatnem
postopku proizvajalca Eldorado Brasil

(KV). N

endo-1,4-B-glukanaza + exo-1,4-B-glukanaza

.,: el -
“n S

Za uravnavanje optimalnih pogojev de-

lovanja encima (pH-vrednost) smo upo-
rabili 0,1 M fosfatno puferno raztopino.
Encimsko delovanje smo ob koncu obde-
lave zaustavili z uporabo 35 % NaOH
(Merck). =0

. *——e
Vlakna smo sprva razpustili v laborato-

*—0—0—0

._:.,-—_.-::- P
\ 4

B-D-glukozid glukohidrolaze
— + n glukoza

rijskem razvlaknjevalniku. Uporabili smo
30 g absolutno suhih vlaken, ki smo jih
razpustili v 1800 ml vode. Razvlaknjeva-

Slika 1: Prikaz delovanja encima celulaze [7]
Figure 1: Schematic representation of cellulase activity [7]
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Po koncani encimski obdelavi smo sprva
ponovili razvlaknjevanje v laboratorij-
skem razvlaknjevalniku pri 3000 obr./min.
Cas razvlaknjevanja je bil 5 minut. Sledi-
lo je mletje na laboratorijskem mlinu PFI
po standardu SIST EN ISO 5264-2:2002.
Po zaklju¢enem mletju je bila doloc¢ena
tudi stopnja mletja.

Stopnja mletja je bila doloc¢ena po stan-
dardu ISO 5267-1:1999 na SchopperRi-
eglerjevem aparatu. V aparat smo vlili
1000 ml suspenzije zmletih celuloznih
vlaken in vode s koncentracijo 2 g/l.

Po 5 s smo s pomocjo dviga tesnilnega
stozca suspenzijo spustili na sito apara-
ta in pozneje odcitali vrednost stopnje
mletja v °SR (stopinja Schopper-Rieglerja).

Za dolocanje osnovnih, mehanskih in
opti¢nih lastnosti je bilo treba iz zmletih
celuloznih vlaken oblikovati laborato-
rijske liste papirja. Laboratorijski listi so
bili oblikovani na Rapid-Kéthenovem
aparatu, v skladu z I1SO 5269-2:2002.
Za testiranje smo vsakokrat izdelali 5
laboratorijskih listov. Te smo pred pre-
skusanjem kondicionirali v standardnih
klimatskih pogojih (ISO 187) 24 ur pri
50 % relativni zra¢ni vlaznosti in tem-
peraturi 23 °C. Skladno s standardi smo
dolocali naslednje lastnosti laboratorij-
sko izdelanih listov:

» osnovne fizikalne lastnosti: debelino,
gramaturo in gostoto (SIST EN ISO
534:2012),

» mehanske odpornosti: utrzna
jakost, raztezek, utrzna dolzina,
utrzni indeks (SIST EN ISO 1924-
2:2009), raztrzni indeks (SIST EN ISO
1974:2012) in razpoc¢ni indeks (SIST
EN ISO 2758:2015),

» opti¢ne lastnosti: ISO belina (ISO
11475:1999).

3 REZULTATI Z RAZPRAVO

S 60 min encimsko obdelavo (pred
mletjem) smo optimalno stopnjo mletja
celuloznih vlaken UPN Conifer (32 °SR)
dosegli s 4500 obrati (namesto 5300 obr.)
na laboratorijskem PFI mlinu. Za dosega-
nje iste stopnje mletja smo tako potrebo-
vali 10 % obratov manj.

Iz encimsko obdelanih celuloznih vlaken
smo po mletju oblikovali laboratorijske
liste in izmerili njihove osnovne mehanske
in opti¢ne lastnosti. Te smo primerjali z
lastnostmi laboratorijskih listov, ki so bili
izdelani iz encimsko neobdelanih vlaken z
enako stopnjo mletja.

Iz preglednic (2, 3), ki prikazujeta osnov-
ne lastnosti (gramaturo, debelino in
gostoto) izdelanih laboratorijskih listov,
lahko ugotovimo, da so vsi dosegali po-
dobne vrednosti gramature in debeline.
Vsi so bili namrec izdelani po standardu v
popolnoma kontroliranih laboratorijskih
pogojih.
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Preglednica 2: Osnovne lastnosti laboratorijskih listov izdelanih iz encimsko neobdelanih in obdelanih celuloznih

vlaken UPN Conifer

Table 2: Basic properties of laboratory sheets produced of enzymatically treated and untreated cellulose fibres
UPN Conifer

encimsko
neobdelana
Y EVGE]

encimsko
obdelana vliakna

gostota [kg/m?]

R ER

0,211 0,34
0,001 0,97
14,984 2,24
0,335 0,54
0,001 1,09
13,503 1,99

Preglednica 3: Osnovne lastnosti laboratorijskih listov izdelanih iz encimsko neobdelanih in obdelanih celuloznih

vlaken Eldorado

Table 3: Basic properties of laboratory sheets produced of enzymatically treated and untreated cellulose fibres

Eldorado

encimsko
neobdelana
\ELGE]

encimsko
obdelana vlakna

gostota [kg/m?]

Encimska obdelava je vlakna naredila
nekoliko fleksibilnejsa in povecala pri-
sotnost fine frakcije, zato so vrednosti
gostote encimsko obdelanih vzorcev ne-
koliko visje od encimsko neobdelanih.

Encimska obdelava je znizala vrednosti
utrznega indeksa in utrzne jakosti labo-
ratorijskim listom izdelanim iz celulo-
znih vlaknen UPN Conifer (dolga vlakna)
in zvisala omenjeni vrednosti listom
izdelanim iz celuloznih vlaken Eldora-
do (kratka vliakna) (slika 2). Encimska
obdelava izboljsala povezave med vlakni
obeh vrst celuloznih viaken, je pa v vegji
meri skrajsala dolga vlakna iglavcev,

kar je vplivalo na znizanje omenjenih
vrednosti.

Zaradi moc¢nejsih medvlakenskih pove-
zav in vecje vsebnosti fine frakcije so

imeli encimsko obdelani vzorci enake
ali visje vrednosti raztezkov, kot neob-
delani (slika 3).

Encimska obdelava je celulozna vlakna
skrajsala, kar se odraza v nizjih vrednostih
raztrznih indeksov (slika 4).

S slike 5 je razvidno, da se je z encimsko
obdelavo znizal razpocni indeks listom
izdelanim iz dolgih celuloznih vlaken (UPN
Conifer). Skrajsana celulozna vlakna so zni-
Zala razpo¢no odpornost listom izdelanim
iz encimsko obdelanih vlaken.

Encimska obdelava pa je utrdila medvla-
kenske povezave med Ze po naravi krajsimi
vlakni listavcev (Eldorado) in zato povecala
razpocni indeks listom izdelanim iz tovr-
stnih vlaken. S slike 6 lahko zaklju¢imo,

da encimska obdelava ni imela bistvenega
vpliva na ISO belino vzorcev.
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Slika 2: Utrzni indeks laboratorijskih listov
Figure 2: Tensile index of laboratory sheets
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Slika 3: Raztezek pri pretrgu laboratorijskih listov

Figure 3: Stretch of laboratory sheets
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Slika 4: Raztrzni indeks laboratorijskih listov
Figure 4: Tear index of laboratory sheets
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Z encimsko obdelavo celuloznih vlaken
(UPN Conifer in Eldorado) smo njuni
optimalni stopnji mletja (32 °SR DV

in 27 °SR KV) dosegli z 10 % krajsim
mletjem na laboratorijskem PFI mlinu.
Encimska obdelava je nekoliko povisala
gostoto obeh vzorcev. Pozitivno je vpli-
vala na prakti¢no vse lastnosti labora-
torijskih listov izdelanih iz celuloznih
vlaken Eldorado, imela pa je nekoliko
slabsi vpliv na dolga vlakna iglavcev
(UPN Conifer).

Rezultati so dober povod za nadaljnje
raziskave na podro¢ju uporabe encimov
v papirnidtvu, na katerem bomo zago-
tovo dejavni tudi v prihodnje.
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Slika 5: Razpoc¢ni indeks laboratorijskih listov

Figure 5: Burst index of laboratory sheets
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Figure 6: 1SO brightness of laboratory sheets
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