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Bioetanolul este unul dintre cei mai importanti biocombustibili studiati deoarece
folosirea sa reprezinta una din cele mai eficiente cai de reducere a emisiilor de gaze cu efect
de serd si a consumului de benzina folosit la transporturile rutiere. La ora actuald, bioetanolul
obtinut din materii prime amidonoase se produce la scard industriald. In ultimii ani s-a
indreptat atentia asupra obtinerii bioetanolului din reziduuri lignocelulozice, astfel avand loc
valorificarea deseurilor de biomasa si cresterea productiei de biocombustibil. Deoarece
procesul de obtinere a etanolului din materiale lignocelulozice este complex si costisitor,
producerea bioetanolului celulozic este inca studiata la nivel de laborator. Bioetanolul se
poate obtine prin fermentatia solutiei de zaharuri fermentescibile rezultate in urma hidrolizei
polizaharurilor din biomasa. Inlocuirea hidrolizei acide a celulozei cu cea enzimatica a fost
benefica pentru procesul de obtinere a etanolului deoarece utilizarea enzimelor pentru
scindarea celulozei permite obtinerea unor randamente de hidroliza mai mari in conditii mai
blande de reactie, fard formarea de produsi secundari, fara degradarea zaharurilor, respectiv
costuri de productie mai mici.

Pentru Tmbunatétirea cantitatii de zaharuri fermentescibile din celuloza din biomasa
prin indepartarea hemicelulozei si ligninei, astfel crecand cantitatea de bioetanol, a fost
necesara introducerea unei etape de pretratare a materialului lignocelulozic. Procedeul ideal
de pretratare presupune cresterea reactivitatii celulozei, a randamentului de recuperare al
pentozelor sau hexozelor, Tmpiedicarea formarii inhibitorilor si nu permite formarea de
reziduuri solide. S-au dezvoltat o serie de metode fizice (maruntire, macinare), chimice
(acida, alcaling), fizico-chimice ( microunde, solventi organici, lichide ionice) sau metode
combinate de pretratare care au determinat valorificarea reziduurilor, delignifierea biomasei,
scaderea cristalinitatii celulozei si imbunatatirea randamentului de hidroliza.

Recent, lichidele ionice s-au investigat in pretratarea materialului lignocelulozic
datorita capacitatii ridicate a unora de a dizolva celuloza fara degradarea ei, celuloza putand fi
usor regenerata cu apd, capacitatatii de a dizolva lignina din biomasa, stabilitatii lor termice si
chimice, toxicitatii reduse, posibilitatatii de recuperare usoara si de reutilizare a lichidelor

ionice Tntr-o noua etapa de pretratare astfel scdzand costurile de productie. Utilizarea



lichidelor ionice in amestec cu diferiti solventi organici sau saruri determind cresterea
capacitatii de dizolvare a celulozei si ligninei.

Hidroliza enzimatica a celulozei din biomasa lignocelulozicd s-a realizat cu ajutorul
unui complex celulazic obtinut din diferite microorganisme (7richoderma reesei,
Trichoderma viridae, Aspergillus niger, etc). Pentru imbunatatirea performantelor catalitice a
celulazelor s-a realizat imobilizarea enzimelor prin adsorbtie, legare covalentd, entrapare etc.
Productia la scara industriald a bioetanolului poate fi favorizata de folosirea celulazelor
imobilizate deoarece Tn urma imobilizarii, celulazele prezinta stabilitate ridicata, posibilitatea
de separare din amestecul de reactie, posibilitatea de modelare a proprietdtilor catalitice,
prevenirea infectarii microbiene si posibilitatea de reutilizare, astfel crescand cantitatea de
zaharuri fermentescibile.

Obiectivul principal al acestei teze a fost de a creste cantitatea de zaharuri
fermentescibile produse Th urma hidrolizei a celulozei si hemicelulozei din biomasa.

Tn vederea ndeplinirii obiectivului urmarit, cercetérile experimentale s-au cristalizat
pe urmatoarele directii:

> Imbunétatirea eficientei hidrolizei celulozei prin pretratarea materialului
lignocelulozic

» Optimizarea pretratamentului cu DMSO/[Emim]Ac pentru recuperarea
celulozei si ligninei dizolvate si reutilizarea solventului

» Imbunatatirea performantelor catalitice ale celulazei prin imobilizarea
celulazei prin tehnica entraparii Tn sol-gel

» Hidroliza enzimaticd a celulozei microcristaline si celulozei din biomasa
utilizand celulaza imobilizata

» Studiul cinetic al hidrolizei enzimatice a celulozei microcristaline Avicel
PH101 catalizata de celulaza nativa si imobilizata

» Studiul reutilizarii celulazei imobilizate prin entrapare n sol-gel

Teza de doctorat este structurata Tn patru capitole:

Primul capitol al tezei, Studiul de literatura, sintetizeaza informatiile din literaturd Tn
ceea ce priveste stadiul actual al cercetarii Tn domeniul obtinerii bioetanolului celulozic,
cu referire la cdile de producere a bioetanolului, pretratarea biomasei lignocelulozice,
avantajele pe care le prezintd biocombustibilii, respectiv imbunatatirea performantelor
catalitice ale celulazelor prin imobilizare lor.

In capitolul al II-lea sunt prezentate Contributiile originale ale tezei de doctorat. Prima

parte al acestui capitol cuprinde pretratarea biomasei lignocelulozice prin diferite metode



simple si combinate de pretratare. Patru tipuri de lemn, doua de tip lemn de esentd moale
(brad si salcam) si doua de tip lemn de esenta tare (plop si stejar) s-au pretratat cu acid
sulfuric diluat, glicerind pura sau reziduald, lichide ionice, acid sulfuric/[Emim]Ac si
glicerind/[Emim]Ac. Biomasa pretratatd a fost supusa hidrolizei enzimatice cu celulaza
Celluclast 1.5L. S-a studiat influenta metodelor de pretratare asupra eficientei hidrolizei
enzimatice a celulozei din biomasa.

In urma pretratarii salcdmului, plopului si stejarului cu acid sulfuric diluat, cantitatea de
zaharuri eliberatd a crescut pe tot parcursul reactiei de hidroliza enzimaticd, comparativ cu
biomasa netratatd. Aceasta probabil se datoreazd faptului ca accesibilitatea enzimei la
celuloza din biomasa a fost imbunatatitd dupa pretratare, deoarece Tn urma pretratamentului
cu acid sulfuric s-a hidrolizat partial hemiceluloza. O cantitate mai mare de hemiceluloza a
fost hidrolizata din lemnul de esentd moale (aproximativ 25% din salcdm, respectiv 26% din
brad), comparativ cu lemnul de esentd tare ( aproximativ 19% plop, respectiv 21% din stejar).
Pentru rumegusul de brad, cantitatea de zahar obtinutd Th urma hidrolizei enzimatice a
celulozei din bradul pretratat a fost mai mica decét cantitatea de zahar eliberatd din bradul
netratat, aceasta probabil deoarece in urma pretratamentului acid s-a hidrolizat si o parte din
celuloza. In urma pretratamentului cu acid sulfuric diluat, randamentul de hidroliza, calculat
dupa 8 ore de reactie, a fost Tmbunatdtit cu aproximativ 5% pentru stejar, 15% pentru
rumegusul de plop, respectiv 20% pentru rumegusul de salcam.

Pretratamentul cu glicerind purd a dus in general la viteze de hidrolizd mai mari
comparativ cu cea reziduald, ceea ce era de asteptat ih conditiile Tn care glicerina reziduala
contine si o serie de alti compusi, dintre care unele pot avea efect inhibitor pentru celulaze.
Cele mai mari diferente s-au inregistrat Tn cazul rumegusului de stejar, unde pretratamentul cu
glicerind purd a dus la un randament de hidroliza de 63,8% dupa 6 ore, comparativ cu 50,2%
in cazul glicerinei reziduale. Trebuie Tnsa precizat ca aceasta viteza diferitd de hidroliza nu a
afectat productivitatea enzimei, dupd 24 de ore ajungindu-se la aproximativ acelasi grad de
hidroliza. Prin urmare, utilizarea glicerinei reziduale de la fabricarea biodieselului nu
afecteaza productivitatea complexului enzimatic celulozolitic ci doar viteza reactiei de
hidroliza, iar aceasta influentda depinde de proveninenta biomasei. Aproximativ 32%, respectiv
29% lignina s-a dizolvat in glicerind din lemnul de esentd moale, comparativ cu 21%,
respectiv 25% lignina dizolvata in glicerina din lemnul de esentd tare (stejar, respectiv plop).

Comparativ cu biomasa netratata, pretratarea celor patru tipuri de rumegus cu glicerina
purd sau reziduald a determinat cresterea eficientei de hidroliza enzimaticd a celulozei din
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biomasa, astfel accesul celulazei la substrat fiind imbunatatit. In urma pretratdrii biomasei cu
glicerind pura, dupa 6 ore de reactie, randamentul de hidroliz& a crescut cu aproximativ 31%
pentru rumegusul de salcdm si plop, 28% pentru rumegusul de salcam, respectiv 10% pentru
rumegusul de brad. In urma pretratdrii cu glicerind reziduald, randamentul de hidroliza a fost
imbunatatit cu aproximativ 20% pentru stejar, 30% pentru rumegusul de plop, 17% pentru
salcam, respectiv 5% pentru rumegusul de brad.

In ultimii ani, lichidele ionice au atras interesul utilizarii lor Tn diverse domenii
datoritd proprietatilor acestora, printre care stabilitate termica, stabilitate chimica si
capacitatea de a dizolva diferiti solventi organici sau anorganici. Datorita capacitatii unor
lichide ionice de a dizolva celuloza si lignina din biomasa, acestea s-au folosit si la pretratarea
biomasei lignocelulozice. Lichidele ionice care s-au folosit pentru pretratarea biomasei au
fost: tetrafluoroborat de 1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]BFs), hexafluorofosfat de 1-butil-
3-metilimidazoliu ([Bmim]PFs), trifluoroacetat de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim]TFA) si
acetat de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim]Ac). Lichidele ionice ce contin anionii [BF.],
[PFe] au fost ineficiente Tn pretratarea biomasei, cantitatile de zaharuri obtinute pe tot
parcursul reactiei, Th urma hidrolizei enzimatice a acestor tipuri de biomasa pretratata fiind
aproximativ aceleasi, sau chiar mai mici ( in cazul stejarului si salcAmului) decét cantitatile de
zaharuri obtinute dupa hidroliza biomasei netratate. Cel mai eficient lichid ionic folosit pentru
pretratarea biomasei lignocelulozice a fost [Emim]Ac. In urma hidrolizei enzimatice a
biomasei pretratate cu [Emim]Ac, randamentul de hidroliza, calculat dup& 4 ore de reactie, a
crescut cu aproximativ 10% pentru brad, 20% pentru salcam si stejar, respectiv 40% pentru
plop, comparativ cu biomasa netratatd. Dintre cele patru tipuri de biomasad pretratate cu
[Emim]Ac, plopul pretratat a fost hidrolizat cu eficienta cea mai mare, probabil deoarece
acesta are cel mai mic continut de ligning, iar enzima are tendinta de a se adsorbi pe lignina si
in acest fel 1si pierde partial activitatea. Lichidul ionic [Emim]Ac a fost capabil s& dizolve,
dupa 24 ore, aproximativ 48% lignind din rumegusul de salcdm, si 21% lignina din brad, de
tip lemn de esentd moale. Lichidul ionic ce contine anionul trifluoroacetat a dizolvat
aproximativ 30% lignind din salcdm, respectiv 19% lignind din brad. Aproximativ 35%
lignind din lemnul de esentd tare (plop si stejar) s-a dizolvat dupa 24 ore, in lichidul ionic
[Emim]Ac, comparativ cu [Emim]TFA care a dizolvat aproximativ 23% din rumegusul de
stejar, respectiv 29% din rumegusul de plop.

Pentru Tmbunatatirea eficientei de hidrolizd& a polizaharidelor din biomasa
lignocelulozicd, cele patru tipuri de rumegus studiate s-au pretratat atat cu acid sulfuric diluat
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cresterea cantitdtii de zaharuri fermentescibile din hemicelulozd (in special xiloza) datorita
capacitatii acidului sulfuric diluat de a hidroliza partial hemiceluloza din rumegus, si a
cantitatii de zaharuri eliberate Th urma hidrolizei celulozei din biomasé datoritd capacitatii
lichidului ionic ce contine anionul acetat de a Tmbunatati accesul celulazei la substrat prin
scaderea gradului de cristalinitate a celulozei din biomasa si indepartarea ligninei. Pretratarea
biomasei lignocelulozice prin metoda combinatd cu acid sulfuric diluat/[Emim]Ac a fost mai
eficientd pentru hidroliza enzimatica a celulozei din biomasa, decat pretratarea simpla cu acid
sulfuric, respectiv lichid ionic. In urma hidrolizei enzimatice a celulozei din biomasa
pretratatd cu acid sulfuric diluat/lichid ionic, randamentul de hidrolizd a crescut cu
aproximativ 5% pentru brad, 15% pentru salcam, respectiv 7% pentru plop si 28% pentru
stejar, comparativ cu randamentele de hidrolizd obtinute Tn urma hidrolizei celulozei din
biomasa pretratata cu lichid ionic.

Metoda combinatd de pretratare cu glicernind/[Emim]Ac permite Tndepartarea unei
cantitdti mai mari de lignind din biomasa, prin urmare creste accesibilitatea enzimei la
celuloza. Pretratarea biomasei lignocelulozice prin metoda combinata cu glicerind/lichid ionic
a fost mai eficientd pentru hidroliza enzimaticd a celulozei din biomasa, decat pretratarea
simpld cu glicerina, respectiv lichid ionic. In urma hidrolizei enzimatice a celulozei din
biomasa pretratatd prin metoda combinata cu glicerind/lichid ionic, randamentul de hidroliza,
calculat dupa 4 ore de reactie, a crescut cu aproximativ 6% pentru brad, 10% pentru salcam,
respectiv 8% pentru plop si 25% pentru stejar, comparativ cu randamentele de hidroliza
obtinute Tn urma hidrolizei celulozei din biomasa pretratatd cu lichid ionic.

Pentru a reduce costurile energetice, costurile de proces si pentru a preveni degradarea
celulozei, Tn cazul pretratarii biomasei cu solutia de DMSO/[Emim]Ac, s-a realizat
optimizarea parametrilor care influenteaza dizolvarea biomasei in solvent: temperatura,
timpul de operare si concentratia DMSO/[Emim]Ac. S-a ales ca dizolvarea biomasei sa se
realizeze in DMSO/[Emim]Ac 1in raport 50:50 (%, vol) la 90°C, timp de 6 ore. Pentru
Tnceput rumegusul de plop s-a pretratat cu acid sulfuric diluat pentru o mai buna dizolvare a
biomasei Tn DMSO/[Emim]Ac, respectiv, pentru cresterea cantitdfii de zaharuri
fermentescibile, atdt din hemicelulozd (datoritd capacitdtii acidului de a hidroliza
hemiceluloza din biomasa la zaharuri fermentescibile, Tn special xilozd) cat a cantitatii de
zaharuri rezultate in urma hidrolizei enzimatice a celulozei recuperate din solvent
(DMSO/[Emim]Ac). Solutia DMSO/[Emim]Ac in raport 50:50 (%, vol) a dizolvat complet
celuloza Avicel si lignina standard dupa 6 ore de pretratare, n timp ce doar 57% celuloza,

respectiv 23% lignind au fost dizolvate din rumegusul de plop pretratat. Solutia de



DMSO/[Emim]Ac s-a reutilizat de 4 ori, Tnsa capacitatea de dizolvare a celulozei si ligninei a
scazut dupa fiecare ciclu de utilizare. La al patrulea ciclu de utilizare solventul a dizolvat
aproximativ 64% celuloza si 82% lignina din amestecul standard, respectiv 29% celuloza si
3% lignind din plopul pretratat. S-a precipitat o cantitate mai mare de lignind din solvent
pentru proba de amestec standard, decét pentru proba de plop, indiferent de numarul de cicluri
de utilizare. Analiza prin spectrofotometrie FT-IR a aratat ca celuloza si lignina nu au suferit
modificari structurale Tnsemnate Tn timpul proceselor de  dizolvare in amestecul
DMSO/[Emim]Ac urmata de reprecipitare. Micile diferente observate Tntre spectrul FT-IR ale
celulozei regenerate si al celulozei standard Avicel PH101, se datoreaza scaderii gradului de
cristalinitate al celulozei dupa dizolvare.

A doua parte al acestui capitol cuprinde imobilizarea celulazei prin tehnica entraparii
in sol-gel. S-a recurs la imobilizarea prin tehnica sol-gel, deoarece comparativ cu alte metode
aceasta prezinta o serie de avantaje: poate fi aplicatd unui domeniu larg de enzime, stabilitate
termica si chimica ridicatd, flexibilitatea dimensiunii si geometriei porilor, se poate imobiliza
0 cantitate mare de proteina. Au fost evaluate preparate imobilizate obtinute prin doua metode
de entrapare cu diferiti aditivi si silani precursori. Evaluarea s-a realizat prin determinarea
randamentului de imobilizare, activitatii catalitice si randamentului de regasire a activitatii
totale a preparatelor obtinute. S-a realizat si compararea metodelor de imobilizare,
optimizarea metodei de imobilizare alese si testarea preparatelor care au inregistrat cea mai
bund activitate cataliticd Tn reactia de hidroliza a celulozei microcristaline.

Preparatul care a Tnregistrat cea mai buna eficientd Tn reactia de hidroliza enzimatica a
celulozei microcristaline a fost folosit in studiile de stabilitate si reutilizare.

S-a realizat imobilizarea eficientd a celulazei din Trichoderma reesei indiferent de
metodele si conditiile de imobilizare folosite, randametele de imobilizare variind intre 70-
96%. Dintre preparatele obtinute prin metoda | de imobilizare, preparatul celulazic care a
inregistrat cea mai mare activitate cataliticd, a fost cel obtinut cu amestecul de trei silani
precursori feniltrimetoxisilan/metiltrimetoxisilan/tetrametoxisilan in raport molar 1,6:0,4:1 si
TWEENSO. Surfactantul TWEENS8O s-a dovedit a fi cel mai eficient aditiv, indiferent de
amestecul de silani precursori folosit la imobilizare. In cazul metodei Il de imobilizare,
cresterea concentratiei silanului precursor MeTMOS a determinat cresterea activitatii
catalitice. Folosirea silanilor cu grupari amino a dus la scaderea semnificativa a eficientei
catalitice. Preparatul celulazic obtinut cu silanii precursori MeTMOS/TMOS in raport molar

2:1 a avut cea mai mare activitate catalitica.



Deoarece, preparatul enzimatic obtinut prin Metoda Il de imobilizare cu silanii
precursori MeTMOS/TMOS in raport molar 2:1 a Tnregistrat cea mai buna eficienta catalitica,
aceasta metoda s-a optimizat prin modificarea raportului silanilor precursori si cantitatii de
enzima introdusa la imobilizare. Activitatea catalitica a celulazei entrapate a crescut pana la
un raport al silanilor precursori MeTMOS/TMOS de 3:1 si la o Tncarcare cu enzima de 44,46
mg enzima/g preparat, dupa care valoarea activitatii s-a mentinut aproximativ constanta.

Performantele catalitice ale preparatele enzimatice obtinute Tn urma imobilizarii prin
tehnica sol-gel au fost studiate in reactia de hidroliza enzimatica a celulozei microcristaline
Avicel PH101, pentru a gasi un preparat celulazic capabil sa hidrolizeze celuloza, iar in urma
imobilizari performantele catalitice si stabilitatea celulazei sa fie imbunatétite. Celulaza
imobilizatd cu un amestec de trei silani precursori PhATMOS/MeTMOS/TMOS in raport molar
1,6:0,4:1 si aditivul TWEEN 80 a fost cel mai eficient in hidroliza enzimatica a celulozei,
comparativ cu celelalte preparate obtinute prin metoda | de imobilizare si care folosesc
amestecuri de doi silani precursori MeTMOS, respectiv  TMOS si aditivii PEG sau
TWEENSQ. Toate preparatele in care s-a folosit la imobilizare surfactantul TWEENS80 ca
aditiv, au determinat cresterea randamentului de hidroliz& a celulozei. In cazul preparatelor
obtinute prin metoda Il de entrapare in sol-gel, preparatul care a dus la obtinerea celui mai
ridicat randament de hidroliz& a fost cel in care s-a folosit amestecul de silani precursori
MeTMOS/TMOS 1n raport molar 3:1 si 0,2 ml enzima introdusd. Dintre toate preparatele
testate, acesta a inregistrat cea mai mare activitate catalitica si a fost cel mai eficient in reactia
de hidroliza a celulozei.

Studiile de stabilitate ale celulazei, in conditiile studiate, au demonstrat ca dupa imobilizare,
celulaza a fost mai stabila la valori mai mari de pH (6,2-7,4), la valori mai mari de
temperaturd (60-80°C), la concentratii mai mari de produs (5-15 mg/ml), la depozitare,
respectiv n timpul operarii Tn solutie apoasa. In prezenta lichidului ionic [Emim]Ac, celulaza
nativd a fost mai stabild decat enzima imobilizatd, aceasta probabil datorandu-se faptului ca
lichidul ionic patrunde Tn matricea de sol-gel astfel inactivand mult mai repede enzima. Desi
lichidele ionice sunt capabile sa dizolve celuloza din biomasd, s-a demonstrat ca acestea
inactiveaza complexul celulazic, de aceea lichidele ionice nu se pot folosi ca mediu de reactie
in hidroliza enzimatica a celulozei, ci doar la pretratarea sau dizolvarea biomasei
lignocelulozice. Pentru a observa distributia celulazei Tn interiorul matricei de sol-gel formate
s-a folosit microscopia cu fluorescentda. Din imaginile prin spectroscopia cu fluorescenta s-a

observat distributia celulazei Tn toatd matricea de sol-gel.



Urmatorul capitol cuprinde hidroliza enzimaticd a celulozei microcristaline Avicel
PH101, celulozei regenerate Avicel, dupa dizolvarea amestecului standard Tn solutia de
DMSO/[Emim]Ac si celulozei din plop utilizind celulaza imobilizata prin entrapare n sol-
gel. S-a folosit celulaza imobilizata prin metoda Il de entrapare in sol-gel cu silanii precursori
MeTMOS/TMOS in raport molar 3:1, acesta fiind cel mai eficient preparat obtinut.

Cantitatea totald de zaharuri creste, indiferent de substatul si enzima folosite in
hidroliza enzimatica, pe tot intervalul de timp studiat. Dupd pretratarea celulozei
microcristaline Avicel PH101 cu solutia de DMSO/[Emim]Ac, randamentul de hidroliza al
celulozei regenerate catalizata atat de celulaza nativa, cat si de celulaza imobilizatd, a crescut
semnificativ, comparativ cu randamenul de hidroliza al celulozei Avicel microcristaline
(Figura 11.27). Aceasta se datoreaza faptului ca celuloza regeneratd din solutia de
DMSO/[Emim]Ac prezintd un grad de cristalinitate mai scazut decét celuloza microcristalind
ceea ce a permis ca accesul enzimelor la substrat sa fie imbunatatit. Utilizand celulaza nativa,
randamentul de hidroliz& calculat dupa 8 ore de reactie Tn urma hidrolizei enzimatice a
celulozei regenerate, a fost aproximativ 95%, comparativ cu randamentul de hidroliz& de
aproximativ 69% obtinut in urma hidrolizei celulozei Avicel microcristaline. Cand reactia a
fost catalizatd de celulaza imobilizata, randametul de reactie calculat dupa 8 ore in urma
hidrolizei celulozei regenerate, a fost de aproximativ 84%, respectiv 46% in urma hidrolizei
enzimatice a celulozei Avicel microcristaline.

Randamentele de hidroliza calculate pe tot parcursul reactiei, cand s-a folosit ca
substrat celuloza microcristalind sau celuloza regeneratd, au fost mai mici pentru reactia
catalizata de celulaza imobilizata, comparativ cu celulaza nativa. Acest lucru se poate justifica
prin faptul ca dupa imobilizare apare fenomenul de difuzie Tngreunata, cat si datorita faptului
ca la hidroliza enzimatica a celulozei s-a introdus cu aproximativ 40% mai multa enzima
nativa (0,62 mg proteind/ml), comparativ cu cantitatea de enzima din preparatul celulazic
(0,44 mg proteind/ml). In schimb celulaza imobilizatd prezintd o serie de alte avantaje
importante cum ar fii stabilitate ridicata si posibilitatea de reutilizare.

Desi cantitatea de proteina din preparatul celulazic a fost mai mica decat din celulaza
nativa, nu s-au observat diferente mari, pe tot parcursul reactiei, ntre randamentele de reactie
ale celulozei regenerate catalizate de enzima nativa si imobilizatd. Randamentele de hidroliza
calculate pe tot parcursul reactiei, cand s-a folosit ca substrat celuloza regeneratd, au fost cu
aproximativ 10% mai mici pentru reactia catalizatd de celulaza imobilizata, comparativ cu
celulaza nativa. De exemplu, cand reactia a fost catalizata de celulaza imobilizata, randametul

de reactie dupa 24 ore a fost de aproximativ 84%, iar cand reactia a fost catalizatd de celulaza



nativa a fost de 95%. Dizolvarea celulozei in solutia de DMSO/[Emim]Ac si regenerarea ei a
fost benefica pentru reactia de hidroliza enzimatica a celulozei catalizata, atat de celulaza
nativa cat si de celulaza imobilizata, deoarece a determinat cresterea cantitétii de zaharuri
fermentescibile.

Celuloza din plop obtinutd Tn urma dizolvarii biomasei in DMSO/[Emim]Ac s-a
hidrolizat enzimatic utilizand celulaza nativa si imobilizatd. Cantitatea de zaharuri eliberata Tn
urma hidrolizei celulozei din plop a crescut pe tot intervalul de timp studiat (Figura 11.27).
Dupa 24 ore de reactie, randamentul de hidrolizd obtinut in urma hidrolizei celulozei din plop
catalizatd de celulaza nativa si celulaza imobilizata a fost de aproximativ 70%, respectiv 50%.

Cantitatea de glucoza eliberata in urma hidrolizei enzimatice a celulozei regenerate
(din amestecul standard si din plop) si celulozei microcristaline Avicel s-a analizat si prin
cromatografia de lichide.

Pentru a stabili efectele entraparii celulazei in matrici de sol-gel asupra accesului
substratului in situsul catalitic si implicit a vitezei de formare a produsului s-a studiat cinetica
reactiei de hidroliza enzimatica a Avicel PH101 utilizdnd celulaza nativd si celulaza
imobilizatd. Pentru determinarea parametrilor cinetici s-a utilizat modelul clasic Michaelis-
Menten. Parametrii cinetici ai reactiei de hidroliza enzimaticd au fost calculati cu ajutorul
programului Sigma Plot (Systat Software Inc.).

Entraparea celulazei in matrici  siliconice a determinat o scadere a constantei
Michaelis-Menten (Km) de la 127,6 mM la 58,8 mM. In acelasi timp, viteza maxima a scazut
de 3,46 ori dupa imobilizare (de la 18,6 mM h™ la 5,4 mM h™). Scaderea valorii constantei
Michaelis-Menten (Km) a fost corelatd cu o afinitate mai ridicatd a celulazei imobilizate
pentru celuloza Avicel. Scaderea vitezei maxime se poate explica prin cresterea rezistentei la
transferul de masa dupa imobilizare, datoratd Tn special masei moleculare mari a substratului.
Eficienta catalitica totala a reactiei catalizatd enzimatic pentru celulaza imobilizata, exprimata
prin raportul k../Km, a fost de 8.8 mM™h?, observandu-se o mica scidere a eficientei
catalitice comparativ cu celulaza nativa pentru care k../Km a fost de 9.9 mM™?h?. Aceasta se
datoreaza cresterii rezistentei la transferul de masa in urma fenomenului de difuzie ingreunata,
frecvent Tntalnit dupa imobilizarea enzimei. Chiar daca celulaza imobilizatd a prezentat o
eficientd catalitici mai mica decét celulaza nativa, entraparea enzimei prezintd o serie de
avantaje cum ar fii stabilitate ridicata si posibilitatea de reutilizare.

Reutilizarea celulazei Tn mai multe cicluri de reactie, utilizdnd ca substrat celuloza
microcristalind, reprezintd unul dintre principale obiective ale acestei lucrari. Acest aspect

este esential mai ales pentru cresterea cantitdtii de zaharuri fermentescibile si diminuarea



costurilor procesului. Preparatul celulazic obtinut in urma imobilizarii prin metoda Il de
entrapare Tn matrici siliconice utilizand silanii precursori MeTMOS/TMOS in raport molar
3:1, a fost reutilizatd folosind ca substrat celuloza standard Avicel PH101 (netratatd) si
celuloza Avicel PH101 regenerata din solutia de DMSO/[Emim]Ac (pretratatd).

Se observa ca celulaza imobilizatd are o capacitate mai bund de a hidroliza celuloza
Avicel PH101 regeneratd din DMSO/[Emim]Ac (pretratatd), deoarece dupd dizolvarea
celulozei n solutia de dimetilsulfoxid/lichid ionic, celuloza regeneratd prezintd un grad de
cristalinitate mai scazut, de aceea accesul celulazei la substrat a fost imbunatatit. De
mentionat este faptul ca, desi activitatea celulazei imobilizate, utilizand ca substrat celuloza
pretratatd a fost calculata dupa 8 ore de hidroliza, iar activitatea celulazei imobilizate utilizand
ca substrat celuloza netratata a fost calculatd la 24 ore de hidroliz& (pentru aceeasi cantitate de
celuloza si enzimd folositd Tn reactie), celulaza imobilizata a avut activitate mai mare pe
substrat de celuloza pretratata.

Activitatea celulazei imobilizate (calculatd dupa 8 ore), la primul ciclu de reutilizare,
pe substrat de celuloza pretratata a fost de aproximativ 74% din activitatea initiald, iar cand s-
a utilizat ca substrat celuloza Avicel netratatd, activitatea (calculata la 24 ore) a fost de 63%
din activitatea initiala.

Celulaza imobilizata a putut fi reutilizatd de noud ori atunci cand s-a folosit ca
substrat celuloza pretratata, respectiv de sase ori atunci cand s-a folosit ca substrat celuloza
netratatd. Pentru ambele substraturi folosite la reutilizare, activitatea celulazei imobilizate
scade dupa fiecare ciclu, aceasta datorandu-se scaderii in timp a stabilitatii Tn solutie apoasa.
Dupé a cincea reutilizare, activitatea cataliticd a celulazei imobilizate, testat pe substrat de
celuloza netratata a scazut la 40% din activitatea initiala. La ciclul 6 de utilizare a
preparatului, activitatea cataliticd calculatd atunci cand s-a folosit ca substrat celuloza
pretratatd a fost de aproximativ 37% din activitatea initiald, iar cand s-a folosit celuloza
netratata a fost de 13%. Se preferd ca celulaza imobilizatd s& se reutilizeze pe substrat de
celuloza pretratd cu DMSO/[Emim]Ac deoarece se cunosc 0 serie de avantaje: celuloza
pretratatd prezinta un grad de cristalinitate mai scazut, astfel se imbunatateste accesul enzimei
la substrat, creste numarul de reutilizari ale preparatului celulazic si cantitatea de zaharuri
fermentescibile, se reduce timpul de hidroliza, respectiv deoarece solutia de
DMSO/[Emim]Ac se poate reutiliza usor, celuloza a fost pretratatd cu DMSO/[Emim]Ac
recuperatd, prin urmare scad costurile economice.

Capitolul al 111-lea, Partea experimentali, detaliazd materialele utilizate pe parcursul

experimentelor, metodele de sinteza si analiza folosite.
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Ultimul capitol, cuprinde Concluziile finale, rezultate din studiile experimentale in

conformitate cu obiectivele stabilite, evidentiind contributiile originale ale tezei.

Rezultatele obtinute la elaborarea tezei de doctorat indicd faptul cd Tn urma
pretratamentului biomasei lignocelulozice prin metodele simple sau combinate de pretratare
studiate a crescut randamentul de hidroliza al celulozei din biomasa pretratata, pretratarea
biomasei prin metodele combinate cu acid diluat/lichid ionic, respectiv glicerind/lichid ionic a
fost mai eficientd decét pretratarea biomasei prin metodele simple cu acid sulfuric diluat,
glicerind si lichid ionic. Pretratarea initiala a biomasei cu acid sulfuric diluat, urmata de
pretratarea cu DMSO/[Emim]Ac si optimizarea parametrilor de pretratare a fost benefica
pentru dizolvarea biomasei lignocelulozice deoarece are loc 0 mai buna dizolvare a biomasei
in DMSO/[Emim]Ac, respectiv, cresterea cantitdtii de zaharuri fermentescibile, atat din
hemiceluloza (datorita capacitatii acidului de a hidroliza hemiceluloza din biomasa la zaharuri
fermentescibile, Tn special xiloz&) cat si din celulozd, solventul dimetilsulfoxid scade
vascozitatea lichidului ionic, acest lucru permitand o agitarea mai bund, scad costurilor
procesului, posibilitatea de separare usoard a materialului lignocelulozic nedizolvat,
posibilitatea de reutilizare usoara a amestecului, cresterea cantitatdtii de zaharuri
fermentescibile si a cantitatatii de bioetanol. Imobilizarea celulazei prin tehnica entraparii in
sol-gel a dus la imbunatatirea performantelor catalitice ale celulazei, celulaza imobilizata fiind
mai stabila decat enzima nativa, Tn conditiile studiate. Reutilizarea celulazei imobilizate prin
entrapare n sol-gel, in mai multe cicluri de reactie atat pe celuloza microcristalind Avicel
PH101, cét si pe celuloza regenerata Avicel PH101 dupa dizolvarea amestecului standard Tn
DMSO/[Emim]Ac a dus la cresterea cantitdtii de zaharuri fermentescibile. Se prefera ca
celulaza imobilizatd s& se reutilizeze pe substrat de celuloza pretratd cu DMSO/[Emim]Ac
deoarece se cunosc o serie de avantaje: celuloza pretratatd prezintd un grad de cristalinitate
mai scdzut, astfel se imbunatdteste accesul enzimei la substrat, creste numarul de reutilizari
ale preparatului celulazic si cantitatea de zaharuri fermentescibile, se reduce timpul de
hidroliza, respectiv deoarece solutia de DMSO/[Emim]Ac se poate reutiliza usor, celuloza a

fost pretratatd cu DMSO/[Emim]Ac recuperatd, prin urmare scad costurile economice.

Rezultatele originale ale cercetdrilor experimentale prezentate Tn tezd au fost
concretizate prin elaborarea unor lucrari, dintre care 2 lucrari publicate Tn reviste cotate ISI; 1
lucrare Tn curs de acceptare intr-o revista cotata ISI, 2 lucrari publicate Tntr-o revista, cat. B+;

10 lucrari comunicate la conferinte interne internationale, din care 4 in strainatate.
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