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Целлюлоза – наиболее распространен-

ный полимер растительного и животного 

происхождения, обладающий уникальны-

ми свойствами воспроизводства, биодегра-

дации и возможностью получения материа-

лов с заданными свойствами на ее основе 

путем биологической и физико-химической 

переработки. 

В процессе эксплуатации тканевых ма-

териалов на основе целлюлозы последние 

часто подвергаются разнообразным внеш-

ним биохимическим воздействиям. Причи-

ной биологической деградации является 

действие на структуру материалов со сто-

роны ферментов, выделяемых микроорга-

низмами, грибами и бактериями. Однако 

вплоть до настоящего времени характер над-

молекулярных перестроек целлюлозы, про-

исходящих при этом, является предметом дис-

куссии. Настоящая работа, таким образом, 

направлена на углубление знаний в области 

ферментативной деградации целлюлозы. 

В качестве основного метода проведен-

ных нами исследований был применен про-

тонный магнитный резонанс в рамках его 

современных приложений. 

В настоящем эксперименте использова-

лась целлюлоза хлопкового волокна (ГОСТ 

595–79), представляющая собой исходный 

образец. Для каждого объекта исследова-

ний из исходного и обработанного тем или 

иным способом хлопка, готовили образцы с 

фиксированным влагосодержанием w с ис-

пользованием метода изопиестических се-

рий [1] в диапазоне от 2 до 50% (% воды от 

массы сухого хлопкового волокна). 

С целью анализа надмолекулярных пе-

рестроек, вызванных внешним биохимиче-

ским воздействием, были проведены изме-

рения структурных параметров образцов и 

их сорбционных свойств целлюлозы с при-

менением методик протонного магнитного 

резонанса. Измерения были выполнены на 

релаксометре Spin Track [2] с рабочей ча-

стотой 20 МГц. Регистрировать спад сво-

бодной индукции (ССИ) удавалось с пери-

одом нечувствительности приемного трак-

та менее 8 мкс, что оказалось очень важным 

для анализа сигналов от полисахаридов с 

временами спин-спиновой релаксации, не 

превышающими 20 мкс. 

Спады ССИ измерялись как отклики спи-

новой системы на одиночный 90° импульс 

длительностью 1,8 мкс. Поскольку спады 

ССИ использовались и для анализа формы 

временного спада, и для преобразования в 

спектральную линию, измерения проводи-

лись на частоте, отличной от резонансной 

на 100 кГц, с целью минимизации помех. Вре-

мя регистрации ССИ составляло 2 мс с ша-

гом выборки отсчетов квадратурного сигна-

ла в 0,2 мкс, количество накоплений состав-

ляло 100, время повторения сканов при 

накоплении сигнала было равно 1000 мс. 

Времена спин-спиновой релаксации для 

образцов целлюлозы влажностью до 5% оп-

ределялись методами ССИ и Спинового Эха, 

а для более влажных образцов (>5%) при-

менялась последовательность Карра-Пар-

селла-Мейбума-Гилла (CPMG) [3]. Дли-

тельности 90° и 180° импульсов составляли 

1,8 и 3,6 мкс соответственно. 

Для определения параметров структур-

ной организации целлюлозы и ее гидрофиль-

ных свойств применялись методики, разра-

ботанные ранее.  

Емкость адсорбционного монослоя во-

ды (wm) рассчитывалась из условия быст-

рого обмена в мультикомпонентных систе-

мах в рамках теории Бломбергена-Парсел-

ла-Паунда (БПП) [1], [4]: 

i
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T
 ,     (1) 

где T2m – время спин-спиновой релаксации 

протонов монослоя воды; T2i – измеренное 

значение времени спин-спиновой релакса-

ции при влагосодержании образца wi. 

Площадь удельной поверхности (Sуд) оп-

ределяли по формуле [1]: 

уд mS 3500w .    (2) 

Степень кристалличности образцов (k) 

вычисляли на основе экспериментального 

факта о соответствии числа молекул аморф-

ных областей целлюлозы (поверхностных) 

и количества молекул воды в моноадсорб-

ционном слое [5]: 

mk 1 9w  .  (3) 
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Средний поперечный размер кристалли-

тов (dk) находили по соотношению [6]: 

 

m
k
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1 k



,                  (4) 

 

где dm – эффективный поперечный размер 

глюкопиранозного кольца, равный 6 Å.  

По современным представлениям фер-

ментативный гидролиз высокоупорядочен-

ной целлюлозы в природе происходит при 

обязательном участии двух типов фермен-

тов: 1,4-β-D-глюкан-глюканогидролаза – эндо-

глюканаза; 1,4-β-D-глюкан-целлобиогидро-

лаза – целлобиогидролаза (С1-фермент) [4]. 

Первый осуществляет начальную стадию 

гидролиза, второй отщепляет целлобиоз-

ные остатки с нередуцирующего конца мо-

лекулы субстрата. Однако ни один из наз-

ванных типов ферментов не производит 

глубокого гидролиза целлюлозы без уча-

стия другого фермента. Причина этого яв-

ления, вероятно, кроется в надмолекуляр-

ной структуре целлюлозы и остается до 

конца невыясненной, вследствие того, что 

не изучен процесс взаимодействия этих 

ферментов с высокоупорядоченной кристал-

лической целлюлозой. 

Образцы для данного исследования бы-

ли приготовлены по методике, предложен-

ной в работах [7]. Целлюлоза хлопкового 

волокна (ГОСТ 595–79) подвергалась дей-

ствию как целой нефракционированной фер-

ментной системы, так и отдельной фракции 

эндо-1,4-β-глюканазы, выделенных из гри-

ба Geotrichum Candidum, а также эндо-1,4-

β-глюканазы, содержащейся в ферментном 

препарате фирмы Rapidase, в котором от-

сутствует целлобиогидролаза С1-фермента. 

Анализировались также образцы хлопка, 

последовательно обработанные как этило-

вым спиртом и диэтиловым эфиром, так и 

этиловым спиртом, а затем диэтиловым эфи-

ром с выдержкой в растворе мочевины. По-

сле обработки мочевиной хлопок промы-

вали водой с последующим высушиванием. 

Обработка мочевиной ослабляет водо-

родные связи (прежде всего межмолекуляр-

ные) в целлюлозе.  

Для подтверждения вышесказанного бы-

ло исследовано состояние воды в исходном 

и обработанных хлопковых волокнах путем 

измерения времен спин-спиновой релакса-

ции Т2 на различных стадиях увлажнения. 

В рамках теории БПП времена спин-спино-

вой релаксации характеризуют молекуляр-

ную подвижность адсорбированной воды, 

которая зависит от состояния целлюлозно-

го препарата как адсорбента, ее пористости, 

дисперсности, степени кристалличности, со-

держания активных центров адсорбции, рас-

положенных на поверхности кристаллитов. 

Таким образом, указанные методы позво-

ляют дать анализ структурной организации 

целлюлозы и установить характер ее изме-

нения в процессе внешних воздействий. 

 

 
 

Рис. 1 

 

На рис. 1 (зависимость времени спин-спи-

новой релаксации Т2 от влагосодержания w 

образцов хлопковой целлюлозы: 1 – хлопок 

исходный; 2 – хлопок, обработанный спир-

том и эфиром; 3 – хлопок, обработанный 

спиртом, эфиром и мочевиной) представ-

лены зависимости времен спин-спиновой 

релаксации Т2 от влагосодержания w для 

образцов исходного и обработанного хлоп-

ка. Для всех кривых характерно увеличение 

Т2 с ростом влагосодержания, что свиде-

тельствует об увеличении молекулярной 

подвижности сорбированной воды, которая 

при низких значениях влагосодержания за-

полняет микропоры, а при более высоких – 

субмикропоры, мезопоры [8] и пустоты в 

структуре сорбента. 

Низкие значения Т2 при малых влагосо-

держаниях образцов свидетельствуют о воз-

никновении прочных связей молекул моно-

адсорбированной воды с активной поверх-

ностью адсорбента. В качестве активных 

центров  выступают  группы  -ОН,  -СООН, 
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-СН2ОН, расположенных на поверхности 

кристаллитов. При этом доминирующий 

вклад в релаксацию вносят вращательные 

движения молекул адсорбата, поскольку 

трансляционные степени свободы в этом 

случае не проявляются, а существуют толь-

ко в пределах полимолекулярно-адсорбиро-

ванных слоев воды, что характеризуется боль-

шими значениями Т2. 

Для кривой 2 на рис. 1 характерно более 

медленное увеличение Т2 с ростом влагосо-

держания w, чем для кривой 1. Это свиде-

тельствует о том, что после обработки хлоп-

кового волокна спиртом и эфиром происхо-

дит уменьшение трансляционной подвиж-

ности воды, связанное с тем, что из его пор 

удаляются сопутствующие компоненты, 

входящие в состав хлопкового волокна, за-

трудняющие процесс сорбции воды, и пре-

пятствующие ферментативному гидролизу. 

Дополнительная обработка образца моче-

виной усиливает описанный выше эффект 

(кривая 3). Целлюлозные микрофибриллы, 

на поверхности которых были разорваны 

доступные реагенту межцепочечные водо-

родные связи, адсорбируют значительно боль-

шее количество воды. Судя по кривой 3, мож-

но сказать, что на активированных таким 

образом фибриллах хлопкового волокна су-

щественно возросло содержание воды свя-

занной с помощью сил моно- и полимоле-

кулярной адсорбции: 22% влаги в обрабо-

танных образцах против 12...13% в исход-

ном хлопке (кривая 1). Это свидетельствует 

в пользу диспергирования кристаллитов 

микрофибриллы и возрастания микропори-

стости целлюлозы. 

Описываемая ситуация подтверждается 

данными табл. 1 (параметры надмолекуляр-

ной структуры целлюлозы), в которой пред-

ставлены определенные методами, описан-

ными выше, параметры надмолекулярной 

структуры целлюлозы. Из данных следует, 

что последовательная обработка спиртом и 

эфиром, а также спиртом, эфиром и моче-

виной приводит к увеличению емкости ад-

сорбционного монослоя, увеличению удель-

ной площади поверхности, уменьшению сте-

пени кристалличности, среднего размера 

кристаллитов, входящих в состав микро-

фибрилл, и, как следствие, это приводит к 

возрастанию микропористости.  

 
Т а б л и ц а 1  

№ wm, г/г Sуд, м2/г k dk, Å 

11 0,04 140 0,64 60 

21 0,05 175 0,55 46,44 

31   0,047 164,06 0,58 50,07 

22 0,06 210 0,46 37,29 

32   0,066 231 0,41 33,07 

42 0,06 210 0,46 37,29 

 

Индексы, указанные в номерах образ-

цов, соответствуют порядковым номерам 

рисунков, на которых представлены зави-

симости времен спин-спиновой релаксации 

Т2 от влагосодержания w. 

 

 
 

Рис. 2 

 

На рис. 2 (зависимость времени спин-

спиновой релаксации Т2 от влагосодержа-

ния w образцов: 1 – хлопок исходный; 2 – 

хлопок, обработанный спиртом, эфиром и 

целлюлазой G. Candidum; 3 – хлопок, обра-

ботанный спиртом, эфиром, фракцией 

эндо-1,4-β-глюконазы; 4 – хлопок, обрабо-

танный спиртом, эфиром, мочевиной и пре-

паратом фирмы Rapidase) показаны зависи-

мости времен спин-спиновой релаксации Т2 

от влагосодержания w для хлопковых цел-

люлоз, подвергнутых обработке фермен-

тами после предварительного воздействия 

на них эфиром, спиртом и в отдельных слу-

чаях мочевиной. Обработку проводили не-

большими концентрациями ферментов в 
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стационарных условиях, поэтому гидролиз 

волокна мог пройти только в небольшой сте-

пени и хлопок не потерял своей волокнис-

той структуры.  

Кривая 2 на рис. 2 была получена для об-

разца хлопкового волокна, обработанного 

спиртом, эфиром и затем целлюлолитичес-

ким ферментным препаратом  G. Candidum, 

который содержит как эндо-1,4-β-глюка-

назу, так и С1-фермент. 

Кривая 3 (рис. 2) представляет зависи-

мость Т2=f(w) для хлопкового волокна, об-

работанного спиртом, эфиром, а затем фрак-

цией препарата G. Candidum и в значитель-

ной степени очищенным от С1-фермента.  

Кривая 4 (рис. 2) получена для хлопка, 

обработанного спиртом, эфиром, мочеви-

ной, а затем препаратом целлюлазы фран-

цузской фирмы Rapidase. Известно, что 

этот препарат имеет высокую активность 

эндо-1,4-β-глюканазы, но, по-видимому, не 

содержит целлобиогидролазы (С1) [4]. 

Обращает на себя внимание тот факт, 

что кривые рис. 2, полученные для образ-

цов хлопка, обработанного ферментами, 

резко отличаются от кривых рис. 1, полу-

ченных для исходного хлопка и образцов, 

претерпевших только обработку раствори-

телями и мочевиной. Первые показывают 

сравнительно малые значения спин-спино-

вой релаксации Т2 даже при больших вла-

госодержаниях (25...50% влажности). Это 

свидетельствует о росте активной удельной 

поверхности хлопкового волокна и о появ-

лении большого количества новых актив-

ных центров сорбции – гидроксильных и 

карбоксильных групп, появившихся в ре-

зультате расщепления ферментами макро-

молекул целлюлозы. Все это приводит к ос-

лаблению меж- и внутримолекулярных во-

дородных связей в микрофибриллах целлю-

лозы, следовательно, к увеличению общего 

количества относительно свободных про-

тонсодержащих поверхностных активных 

центров ее фрагментов, что и находит отра-

жение в изменении параметров ЯМР-релак-

сации [5], [9]. Результатом этого процесса 

является ограничение молекулярной по-

движности сорбата даже при относительно 

высоком содержании влаги в образцах. 

Появление большого количества цент-

ров сорбции мы склонны относить за счет 

аморфизации поверхности микрофибрилл 

целлюлозы при их диспергировании, про-

исходящей под действием ферментов. 

Эндо-1,4-β-глюканаза, взаимодействуя с 

субстратом, разрывает меж- и внутримоле-

кулярные водородные связи целлюлозы. Ос-

вобождаемые гидроксильные группы на 

"разрыхленных" ферментом участках приоб-

ретают способность активно сорбировать воду. 

Анализируя данные табл. 1 и характер 

зависимости Т2 от влагосодержания w, мож-

но прийти к выводу, что уже при малых 

влагосодержаниях целлюлозы молекулы во-

ды диффундируют в пространства между 

элементарными микрофибриллами, форми-

рующими ее микрофибриллу, и производят 

расклинивающую ее давление между гид-

рофильными поверхностями соседствую-

щих микрофибрилл. Движущей силой та-

кого расклинивающего давления может 

служить сильное диполь-дипольное взаи-

модействие молекул воды с активными 

центрами поверхности целлюлозы, при ко-

тором молекулы воды, интенсивно прони-

кая в микропористое пространство, обра-

зуют, как показывает расчет, избыточное 

расклинивающее давление, превышающее 

106 Па. Описываемый эффект далее поддер-

живается слоями молекул воды за счет сил 

поверхностного натяжения, но уже при 

больших влагосодержаниях. Данный про-

цесс создает условия сравнительно легкого 

проникновения в образующиеся межфиб-

риллярные пространства биохимических пре-

паратов, включающих целлюлазный ком-

плекс. Основаниями для такого рода утвер-

ждений является оказание сильного влия-

ния ферментативного гидролиза целлю-

лозы на возрастание диспергирования, рез-

кий рост удельных поверхностей, уменьше-

ние степени кристалличности и размеров 

кристаллитов. Например, удельная поверх-

ность образцов после ферментативного гид-

ролиза почти в 1,7 раза превышает значения 

исходного образца и более чем в 1,3 раза превы-

шает соответствующие значения удельной 

поверхности образцов, обработанных спир-

том, эфиром и мочевиной. 
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Таким образом, результаты, представлен-

ные в табл. 1, подтверждают те выводы, ко-

торые были сделаны выше при изучении 

молекулярной подвижности сорбированной 

воды в препаратах целлюлозы. 

Интересным представляется то, что хлоп-

ковое волокно, обработанное спиртом и эфи-

ром, а затем фракцией, содержащей эндо-

1,4-β-глюканазу фирмы Rapidase, в которой 

также практически отсутствует целлобио-

гидролаза (рис. 2, кривая 4), имело зависи-

мость времени спин-спиновой релаксации Т2 

от влагосодержания w, аналогичную той, 

которая свойственна образцам, полученным 

при обработке нефракционированной фер-

ментной системой G. Candidum (рис. 2, кри-

вая 3), что коррелирует с данными табл. 1. 

Таким образом, те резкие изменения в над-

молекулярной структуре целлюлозы, кото-

рые обнаруживаются методом ЯМР и опи-

саны выше, производят один тип фермен-

тов целлюлазной системы эндо-1,4-β-глю-

каназы. Именно этот фермент (а не С1-фер-

мент) ответственен за увеличение влагосо-

держания и за снижение упорядоченности 

целлюлозы в процессе ее ферментного гид-

ролиза. 

Возможно, С1-фермент в ферментной 

системе G. Candidum действительно явля-

ясь целлобиогидролазой, удаляет с поверх-

ности фибрилл ставшие доступными для 

него после действия эндо-1,4-β-глюканазы 

олигосахариды, гидролизуя их и переводя их 

в раствор в виде дисахарида. С1-фермент, 

таким образом, обнажая поверхность целлю-

лозных фибрилл от коротких целлюлозных 

цепей, дает возможность эндо-1,4-β-глюка-

назе осуществлять новую атаку на освобож-

денных участках, тем самым непрерывно спо-

собствуя своим участием углублению про-

цесса гидролиза. 

В Ы В О Д Ы 

1. Установлен характер надмолекуляр-

ных перестроек в ходе различных видов био-

химического воздействия на процесс гид-

ролиза, заключающийся в резком увеличе-

нии удельной поверхности целлюлозы, сни-

жении степени кристалличности, уменьше-

нии среднего поперечного размера кристал-

литов микрофибрилл. 

2. Показано, что основным компонентом

целлюлазного комплекса, вызывающим наи-

большее изменение в структуре целлюло-

зы, является эндо-1,4-𝛽-глюканаза. 
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