153. Sản xuất bột giấy sinh học
SẢN XUẤT BỘT GIẤY SINH HỌC là quá trình chế biến các loại nguyên liệu xơ sợi thực vật thành bột giấy có độ thuần khiết của xenluloza cao, với sự trợ giúp của một số thực thể có bản chất sinh học. Các thực thể bao gồm chế phẩm enzym thuần khiết (thu nhận từ vi khuẩn, nấm sợi) và chế phẩm sinh khối của nấm mục trắng (white-rot fungi). 

Sợi xenluloza trong thực vật không tồn tại độc lập một mình mà luôn đi kèm với phân tử ligin và các hợp chất khác. Những phân tử này quyện chặt lấy sợi xenluloza và chúng không có vai trò gì trong thành phần của giấy thành phẩm sau này. Xenluloza càng sạch thì chất lượng của giấy càng cao. Để có xơ sợi xenluloza tinh sạch, cần phải loại bỏ lignin và các chất đồng hành khác khỏi mạch sợi xenluloza. Để đạt được mục đích này, trong kỹ thuật sản xuất giấy hiện tại, phương pháp hóa học được sử dụng rộng rãi nhất, còn trong tương lai thì phương pháp sinh học sẽ là giải pháp chiếm ưu thế. Bản chất của phương pháp sinh học trong việc xử lý các loại nguyên liệu gỗ hoặc phi gỗ là dùng các chế phẩm enzym thủy phân để phân cắt lignin và các chất đồng hành khác thành các phần tử nhỏ hơn, làm phân rã kết cấu của chúng và chúng sẽ tự tách ra khỏi xơ sợi xenluloza. Một phương pháp khác của giải pháp sinh học là nuôi cấy và lên men để phát triển sinh khối một số chủng nấm mục trắng, sau khi các sợi nấm đã sinh bào tử thì đình chỉ sự hoạt động sinh khối của chúng, xử lý đưa chúng về dạng khô. Các bào tử của chế phẩm này khi trộn đều với dăm gỗ hoặc xác thực vật khác đã được băm nhỏ thì chúng sẽ phát triển thành sợi nấm. Trong quá trình phát triển của sợi nấm chúng sẽ sinh tổng hợp ra một số loại enzym, trong đó có một số enzym chủ đạo với khối lượng lớn hơn và hoạt lực cao hơn. Nhóm enzym tạo thành này sẽ tác động lên phân tử lignin và các chất đồng hành với lignin, làm cho chúng tách rời khỏi sợi xenluloza. Loại bỏ hết các tạp chất này sẽ thu được xenluloza thuần khiết.

Hiện nay trong nhiều nghiên cứu đã tiến hành giải thích về cơ chế và cơ sở của quá trình xử lý nguyên liệu trong sản xuất bột giấy sinh học. Một số nghiên cứu đã sử dụng đồng thời một số chủng nấm trong xử lý hoặc xử lý hai bước với hai loài nấm khác nhau và với các nguyên liệu khác nhau như bã mía, rơm rạ, gỗ bạch đàn, gỗ dương, v.v. Hầu hết các nghiên cứu đều sử dụng các chủng nấm Phanerochates chrysosporium, Ceriporiopsis subvermispora, Trametes sp., Pycnoporus sanguineus, Pleurotus sp, (trong đó hầu hết là các loài nấm đảm) và một số loài khác.

Tác nhân làm mục gỗ nhiều nhất trong tự nhiên là các loại nấm thuộc nhóm nấm đảm (Basidiomycetes) - tác nhân cần thiết trong quá trình tuần hoàn sinh khối và làm giàu đất cho hệ sinh thái rừng. Theo cách thức tấn công vách tế bào mà chúng được chia thành ba loại: nấm mục trắng, mục nâu và mục xốp. Tuy nhiên, chỉ có nấm mục trắng là có khả năng phân hủy lignin, còn hai loại nấm kia chủ yếu tấn công vào xenluloza và hemixenluloza.
Nấm mục trắng (white-rot fungi)

Nấm mục trắng là tác nhân phân huỷ gỗ hiệu quả nhất, chúng có khả năng khoáng hoá hoàn toàn các thành phần của gỗ, tạo ra CO2 và nước. Đúng với tên gọi của mình, nấm mục trắng có thể phân hủy cả xenluloza, hemixenluloza và lignin khiến cho vị trí thân gỗ bị nấm tấn công trở nên có màu trắng. 

Tuy có khả năng phân huỷ triệt để lignin, chúng lại không thể sử dụng lignin như nguồn cacbon duy nhất. Người ta cho rằng chúng phân giải lignin để tiếp cận nguồn nitơ và cacbon có trong các thành phần protein và carbohydrat còn lại. Có hai dạng nấm mục trắng chủ yếu, phân loại dựa trên tính đặc hiệu khi tấn công. Dạng thứ nhất là phân hủy có chọn lọc, ở giai đoạn đầu lignin được phân hủy nhanh hơn so với xenluloza và hemixenluloza, khiến cho gỗ mất màu nhưng vẫn giữ được một phần cấu trúc. Dạng thứ hai là phân hủy không chọn lọc, hệ enzyme do những loài nấm này sinh ra có thể phân hủy đồng thời cả ba thành phần chính của gỗ với tốc độ gần như nhau, thân gỗ bị phá hủy hoàn toàn, trở thành dạng mùn trắng. Tuy nhiên, tốc độ phân huỷ các thành phần carbonhydrat của nấm mục trắng vẫn chậm hơn nấm mục nâu và nấm mục xốp. Nấm mục trắng tấn công vào các cây gỗ cứng. Các loài nấm mục trắng có hệ enzyme phân giải lignin mạnh được quan tâm nghiên cứu nhiều nhất là Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, T. hirsuta, chi Cerrena (C. unicolor), Pleurotus và một số chi khác. 

Một số đặc điểm của nấm khi được sử dụng làm chế phẩm thương mại trong sản xuất bột giấy sinh học: có tốc độ sinh trưởng nhanh; có thể mọc trên cả gỗ cứng và gỗ mềm; có khả năng phân hủy nguyên liệu lignoxenluloza một cách có chọn lọc; hoạt tính phân hủy lignin và hemixenluloza cao nhưng hoạt tính phân hủy xenluloza phải thấp; do phun nấm lên dăm gỗ có thể gây ra các vấn đề sức khỏe cho công nhân trong các nhà máy sản xuất giấy và bột giấy, nấm phải không gây ra các dị ứng và không ảnh hưởng đến sức khỏe của công nhân; khả năng sinh bào tử là quan trọng nhất để có thể ủ với dăm gỗ. 
Hệ enzym phân hủy lignin của nấm mục trắng

Thành phần chính của thành tế bào gỗ bao gồm xenluloza, hemixenluloza và lignin. Độ bền kéo của sợi gỗ được xác định bởi xenluloza và hemixenluloza, còn lignin là chất kết dính giữa các bó sợi.

Đại phân tử lignin đóng vai trò rất quan trọng đối với cây. Lignin tạo độ cứng cho cây, làm giảm sự thẩm thấu của nước qua thành tế bào của các mô mạch dẫn, bảo đảm vận chuyển nước và dinh dưỡng trong cây. Lignin còn ngăn cản sự xâm nhập của các enzyme phân hủy qua thành tế bào thực vật, nhờ đó bảo vệ cây khỏi bị phân hủy. Khi cây chết đi, lignin bị phân hủy chậm nhất so với các thành phần khác của cây và nhả dần cacbon vào môi trường tự nhiên.

Lignin có cấu trúc không gian ba chiều hết sức phức tạp, không đồng nhất, chủ yếu được tạo từ các đơn vị phenyl propan. Do phân tử lignin có kích thước rất lớn nên sự phân hủy phải diễn ra từ bên ngoài và theo cơ chế oxi hóa nhằm cắt các cầu nối cacbon-cacbon và cầu nối este liên kết các đơn vị với nhau. Như vậy, cần có một hệ enzym phức tạp nhưng không đặc hiệu để phân hủy lignin. Hầu hết các loài nấm, đặc biệt là nấm mục trắng, đều có hệ enzym phân hủy lignin gồm lignin peroxidaza, manganaza, peroxidaza, laccaza. Hệ enzym này khơi mào cho một chuỗi các phản ứng oxi hóa không đặc hiệu, được Kirk và Farrell gọi là quá trình “đốt cháy bằng enzym”.

Lignin peroxidaza

Lignin peroxidaza (EC 1.3.6) được tìm thấy trong môi trường nuôi cấy P. chrysosporium sau nhiều năm nghiên cứu độc lập của hai nhà khoa học người Mỹ và người Nhật, sau này enzym còn tìm thấy trong các nấm làm mục gỗ khác như Phlebia radiata, P. tremellose, P. chrysosporium và xạ khuẩn Streptomyces viridosporus, Thermomonospora fusca, v.v. 

Lignin peroxidasza (LiP) là một glycoprotein có nhân heme, trọng lượng phân tử từ 38kDa đến 43kDa. Độ pH tối thích cho hoạt động của lignin peroxidaza tương đối thấp, khoảng 2,5 đến 3,0 và điểm đẳng điện pI là 3,2 đến 4,0. LiP hoạt động với sự tham gia của hydroperoxit (H2O2) sinh ra từ các enzym khác, tiến hành phản ứng oxi hoá nhường electron cho các cơ chất đặc hiệu. Cơ chất của LiP là veratryl alcohol và các phenolic axit nhưng chủ yếu là veratryl alcohol. Nó thực hiện xúc tác các quá trình oxi hóa khác nhau trong mối liên kết aryl của phức hợp lignin, cắt mối liên kết C(-C( của nhánh bên lignin (hình 1.1), thực hiện oxi hóa veratryl alcohol và các cấu trúc tương tự tạo thành aldehyt và ketone, phân cắt mối liên kết intradiol của cấu trúc phenylglycol và hydro hóa nhóm benzylic methylen.

Lignin peroxidasza phản ứng với cơ chất qua hai giai đoạn oxi hóa kế tiếp chuyển dịch một điện tử, hình thành cation-gốc tự do trung gian. Do thế oxi hóa khử cao (1.5V), LiP cũng có thể oxi hóa đơn vị mắt xích của lignin là phenyl propan ở dạng không phenolic.
Một số nghiên cứu đã chỉ ra vai trò quan trọng của LiP trong quá trình phân giải lignin và các thực vật chứa lignin. Enzym này có thể phân giải lignin trong dung dịch loãng, oxi hóa và phân giải hàng loạt dime và oligome tương ứng với các cấu trúc của lignin trong điều kiện phòng thí nghiệm, xúc tác cho quá trình tạo ra các phân tử oxi hoạt tính.
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	Hình 1. Sự phân cắt liên kết Cα-Cβ và β–O-4 ở các tiểu phần của polyme lignin, tạo thành các oligome
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	Hình 2. Cơ chế phân cắt mối liên kết C(-C( tạo thành gốc aryl


Mangan peroxidaza

Mangan peroxidaza (MnP) được tìm thấy trong môi trường nuôi cấy P. chrysosporium. Mangan peroxidaza (MnP) là một glycoprotein có trọng lượng phân tử khoảng từ 40kDa đến 48 kDa và có điểm đẳng điện pI từ 2,9 đến7,0. Ngoài P. chrysosporium, MnP còn được tìm thấy trong nấm mục trắng khác T. versicolor, P. radiata, Ceriporiopsis subvermispora, Agarious bisporus, Nematoloma frowadic. Enzym này hoạt động như một phenoloxidaza trên cơ chất phenol bằng cách sử dụng Mn3+/Mn2+ làm cặp oxi hoá khử trung gian. Nhiệm vụ chính của enzym này là tham gia vào phản ứng oxi hoá hợp chất phenol cũng như cấu trúc phenolic của lignin (có - OH phenol tự do). MnP tấn công trực tiếp vào cấu trúc vòng thơm lignin, chuyển hóa thành những gốc có trọng lượng phân tử thấp theo con đường oxi hóa khử mangan gián tiếp.
Laccaza

Laccaza (benzeldiol: O2 oxydoreductase) cũng đóng vai trò quan trọng trong quá trình phân giải lignin. Phần lớn nấm mục trắng có khả năng sản sinh ra enzym này.

Tất cả các laccaza (Lac) đều là glycoprotein. Enzym này có chứa bốn ion đồng, phân bố ở ba vị trí liên kết khác nhau (một ion dạng I, một ion dạng II và hai ion dạng III) và mọi ion đồng đều đóng vai trò quan trọng trong cơ chế xúc tác. Ion đồng dạng I có vai trò là một ion vận chuyển điện tử từ cơ chất tới tâm hoạt động của enzym được tạo thành bởi ion dạng II và dạng III, là nơi chúng liên kết với oxi và bị khử trở thành hai phân tử nước. Các ion đồng này giúp cho quá trình khử bốn electron của phân tử oxi không tạo thành chất trung gian là oxi nguyên tử hoạt động mạnh.
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	Hình 3. Cơ chế xúc tác của laccaza


Laccaza (Lac) là enzym oxi hóa, thực hiện thủy phân các hợp chất hydroxyl thơm hoặc các amino thơm tới các gốc phenol và gốc amino tự do. Lac cũng oxi hóa cấu trúc lignin phenol thành các gốc phenol tự do dẫn đến thay đổi các chất quinon. Sự thay đổi này dẫn tới việc phân tách bộ khung cacbon-cacbon hoặc cacbon-oxy bên trong các tiểu đơn vị phenylpropan của lignin. Kết quả là hai chuỗi bên và các vòng thơm bị phân hủy. Đây là những bước phản ứng quan trọng cho quá trình chuyển hóa, phân hủy các hợp chất lignin. Trong quá trình xúc tác này Laccaza kết hợp với một số enzym như glucoza oxidaza, lignin peroxidaza, v.v., thực hiện phân cắt các mối liên kết cacbon-cacbon, cacbon-oxy trong cấu trúc lignin và hợp chất lignin thành các vòng thơm có cấu trúc đơn giản hơn.

Ngoài ra, một thành phần quan trọng của hệ thống enzym phân huỷ lignin là các oxidaza, bao gồm: glyoxal oxidaza, glucoza oxidaza, aryl alcohol oxidaza, v.v. Các enzym này không trực tiếp tham gia vào cơ chế phân cắt mạch lignin nhưng chúng tiến hành phản ứng oxi hoá chuyển O2 thành H2O2 cần thiết cho hoạt động của các peroxidaza ngoại bào.

Bột giấy được sản xuất hoàn toàn theo phương pháp sinh học thường có độ trùng hợp thấp, dẫn tới hình thành tờ giấy có độ bền không cao. Do đó các nhà khoa học áp dụng các quá trình xử lý ngắn hơn với mục đích chỉ loại bỏ một phần lignin. Các quá trình xử lý như vậy giúp thúc đẩy quá trình xử lý theo phương pháp hóa học và cơ học tiếp theo.

Trên cơ sở các kết quả nghiên cứu ứng dụng vi sinh vật cho quá trình sản xuất bột giấy cơ  học từ gỗ, các nhà nghiên cứu đã đưa ra sơ đồ công nghệ xử lý dăm mảnh nguyên liệu bằng phương pháp ngâm cấy ghép nấm.

Sản xuất bột giấy sinh – hóa học

Theo một số nghiên cứu thử nghiệm, bột sunphat từ gỗ dương và gỗ sồi đỏ đã được xử lý với chủng P. Chrysosporium từ 10 ngày đến 30 ngày, được nấu chín nhanh hơn và cho hiệu suất cao hơn, so với bột không qua xử lý có cùng trị số Kappa. Bột giấy sản xuất từ dăm mảnh qua xử lý bằng vi sinh vật, dễ đánh tơi hơn, có độ bền kéo cao hơn so với bột giấy sản xuất từ nguyên liệu thông thường. Tiền xử lý dăm mảnh gỗ cứng với chế phẩm Cartapip®97 (từ nấm Ophiostoma piliferum) trong hai mươi mốt ngày, đã cải thiện được quá trình nấu bột sunphat. Trị số Kappa giảm 29%, hoặc giảm được 20% nồng độ kiềm hoạt tính trong dịch nấu. Năng suất bột không bị ảnh hưởng, độ nhớt và một số chỉ số độ bền cơ học của bột đã được tăng lên. Các cải thiện này diễn ra nhờ sự tăng cường sự thẩm thấu của dịch nấu vào các tia gỗ, do chúng bị phân hủy sơ bộ bởi enzym, tách loại một phần các chất nhựa và màng ngăn của các thông bào. Tiền xử lý bằng Cartapip có thể được sử dụng nhằm giảm tác động môi trường của sản xuất bột giấy sunphat bằng cách giảm mức dùng hóa chất tẩy hoặc kiềm sử dụng cho nấu bột. Năm 2001-2003 bằng một loạt nghiên cứu và thử nghiệm ở quy mô lớn, đã xác định được có thể giảm từ 17% đến 39% lượng các chất trích ly và 18% tiêu hao kiềm hoạt tính, khi xử lý dăm mảnh gỗ bạch đàn bằng nấm C. subvermispora trong hai tuần trước khi nấu sunphat. Độ trắng và độ bền cơ học của bột sunphat sinh học tốt hơn so với không xử lý. Bột giấy thu được dễ tẩy trắng hơn và dễ nghiền hơn.

Những năm gần đây, ứng dụng công nghệ sinh học trong công nghiệp giấy tại Việt Nam cũng đã được triển khai nghiên cứu và ứng dụng theo hai hướng: nghiên cứu tạo chế phẩm enzym, chế phẩm sinh học ứng dụng trong công nghiệp giấy; ứng dụng enzym thương phẩm và chế phẩm sinh học trong quá trình sản xuất bột giấy và giấy. Mục tiêu của các nghiên cứu là nhằm tạo ra các chế phẩm sinh học hiệu quả, ứng dụng để giảm tiêu hao hóa chất, năng lượng và nâng cao hiệu quả thu hồi bột giấy, chất lượng giấy và cải thiện tính chất của nước thải sản xuất.    

Đối với các quá trình sản xuất bột giấy, các nghiên cứu đã được triển khai đối với các công đoạn tạo bột giấy, tẩy trắng bột giấy, khử mực in giấy tái chế. Các quá trình sản xuất giấy đã được triển khai nghiên cứu và áp dụng bao gồm nghiền bột giấy và gia keo bề mặt, xử lý nước thải. Các quá trình sản xuất bột giấy chế phẩm sinh học đã được nghiên cứu ứng dụng trong công nghệ tái chế giấy loại để tăng hiệu suất bột giấy thu hồi, giảm lượng hóa chất sử dụng, giảm phát thải ô nhiễm môi trường. Nghiên cứu sử dụng các loại enzym trợ nghiền để giảm năng lượng tiêu hao trong quá trình sản xuất giấy, cải thiện khả năng thoát nước, do đó tăng được tốc độ máy xeo. Nghiên cứu công nghệ sản xuất hệ enzym phân hủy lignin để ứng dụng trong giai đoạn tẩy trắng bột giấy và giảm màu của nước thải.
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