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Rezumat: 

 
Criza petrolului din ultimii ani, precum şi creşterea efectului de poluare a 

aerului a determinat înlocuirea combustibililor fosili cu biocombustibilii. La ora 
actuală, unul din cei mai importanţi biocombustibili studiaţi este bioetanolul. In 

ultimii ani s-a indreptat atenția asupra obținerii bioetanolului din reziduuri 
lignocelulozice, astfel având loc valorificarea deșeurilor de biomasǎ și creșterea 

producției de biocombustibil. Deoarece procesul de obținere a etanolului din 
materiale lignocelulozice este complex și costisitor, producerea bioetanolului 

celulozic este încă studiată la nivel de laborator.  
             Obiectivul principal al acestei teze a fost de a creşte cantitatea de 
zaharuri fermentescibile produse în urma hidrolizei a celulozei şi hemicelulozei 

din biomasă. In acest scop, s-a urmărit îmbunătăţirea eficienţei hidrolizei 
enzimatice a celulozei prin pretratarea biomasei, optimizarea pretratamentului cu 
DMSO/[Emim]Ac pentru recuperarea celulozei și ligninei dizolvate şi reutilizarea 

solventului, îmbunătăţirea performanţelor catalitice ale celulazei prin imobilizarea 
enzimei, studiul stabilităţii celulazei imobilizate, hidroliza enzimatică a celulozei 
microcristaline și regenerate utilizând celulaza imobilizată, studiul cinetic al 
reacţiei de hidroliză enzimatică celulozei utilizând celulaza nativă și imobilizată, 
reutilizarea celulazei imobilizate pe substrat de celuloză. 
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INTRODUCERE 
 
 

Principala cauză a poluării mediului înconjurător sunt combustibilii fosili, 

datorită emisiilor de gaze (CO2, SO2, respectiv NOX) generate. Criza petrolului din 
ultimii ani, precum şi creşterea efectului de poluare a aerului a determinat înlocuirea 
combustibililor fosili cu biocombustibilii. Biocombustibilii sunt obţinuţi în urma 
procesării diferitor materii prime regenerabile cum sunt reziduuri de lemn, ierburi, 
reziduuri de porumb, paie, grâu, etc.  

La ora actuală, unul din cei mai importanţi biocombustibili studiaţi este 

bioetanolul. Utilizarea bioetanolului reprezintă una din cele mai eficiente căi de 

reducere a emisiilor de gaze cu efect de seră şi a consumului de benzină folosit la 
transporturile rutiere. Bioetanolul din materii prime amidonoase (reziduuri de 
porumb, trestie de zahăr, grâu) se produce la scară industrială, Brazilia şi SUA fiind 
cele mai mari producătoare. 

Datorită procesului complex şi mai costisitor de obţinere a etanolului din 
reziduuri celulozice (paie, lemn, ierburi), nu se cunosc încă companii care să 

producă etanol celulozic în cantităţi industriale. Producerea bioetanolului celulozic 
este încă studiată la nivel de laborator. Unul din avantajele folosirii etanolului 
celulozic este că acesta este fabricat din materii prime nealimentare, astfel fiind 
valorificate şi deşeurile lignocelulozice.  

Bioetanolul celulozic se poate obţine prin fermentaţia soluţiei de zaharuri 
fermentescibile rezultate în urma hidrolizei celulozei şi hemicelulozei din biomasa 
lignocelulozică. Hidroliza acidă a celulozei s-a înlocuit  cu cea enzimatică, deoarece 

utilizarea enzimelor pentru scindarea celulozei permite obţinerea unor randamente 
mai mari în condiţii de reacţie mult mai blânde, fără formarea de produşi secundari, 
respectiv costuri de producţie mai reduse. Pentru a distruge piedicile structurale 
datorate prezenţei ligninei, a îmbunătăţi accesul enzimei la substrat şi a mări 

randamentul de obţinere a zaharurilor fermentescibile din celuloză sau hemiceluloză, 
s-a recurs la pretratarea materialului lignocelulozic. Obiectivul multor cercetări a fost 

găsirea unor noi metode de pretratare şi a unor căi cât mai eficiente pentru procesul 
de obţinere a etanolului celulozic. S-au dezvoltat diferite metode simple de 
pretratare (cu acizi diluaţi, cu solvenţi organici, în mediu alcalin, cu apă fierbinte, 
prin expandare cu aburi, cu microorganisme) şi metode combinate de pretratare, 
toate având ca scop principal delignifierea lemnului şi hidroliza hemicelulozei, astfel 
accesul celulazei la substrat fiind îmbunătăţit.  

La ora actuală, sunt investigate mai multe variante de obţinere  

bioetanolului celulozic prin hidroliza celulozei, respectiv hemicelulozei şi fermentaţia 
separată sau simultanǎ a pentozelor sau hexozelor obţinute. Dintre acestea, 

hidroliza şi fermentaţia simultană s-a dovedit a fi cea mai eficientă metodă pentru 
producerea etanolului celulozic, deoarece scad costurile de producţie şi scade efectul 
inhibitor al produşilor (în special glucoză şi celobioză) asupra enzimelor celulolitice, 
astfel crescând cantitatea de bioetanol.   

Hidroliza enzimatică a celulozei din biomasa lignocelulozică s-a realizat cu 
ajutorul unui complex celulazic obţinut din diferite microorganisme (Trichoderma 

reesei, Trichoderma viridae, Aspergillus niger, etc). O alternativă recentă o 
reprezintă imobilizarea celulazelor, având ca scop creşterea stabilităţii enzimei, a 
reutilizării biocatalizatorului, ceea ce face ca procesul de obţinere a bioetanolului 
celulozic să fie mai eficient datorită creşterii cantităţii de zaharuri fermentescibile. 

Randamentul de obţinere de zaharuri fermentescibile depinde de tipul de imobilizare 
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şi condiţiile de reacţie. Aceasta face ca optimizarea parametrilor în reacţia de 
hidroliză enzimatică a celulozei, alegerea metodei şi condiţiilor adecvate de 

imobilizare, să fie esenţială pentru eficienţa procesului, pentru a se obţine un 
preparat celulazic cu eficienţă catalitică şi stabilitate ridicată, care să poată fi 
reutilizat. 

 
Obiectivele tezei de doctorat au fost: 
 

 Imbunătăţirea eficienţei hidrolizei celulozei prin pretratarea 

materialului lignocelulozic 
 Optimizarea pretratamentului cu DMSO/[Emim]Ac pentru 

recuperarea celulozei şi ligninei dizolvate şi reutilizarea solventului                    
 Imbunǎtǎţirea performanţelor catalitice ale celulazei prin imobilizare,  

folosind tehnica entrapării în sol-gel 
 Hidroliza enzimatică a celulozei microcristaline şi celulozei din 

biomasǎ utilizând celulaza imobilizată  

 Studiul cinetic al hidrolizei enzimatice a celulozei microcristaline 
catalizată de celulaza nativă şi imobilizată 

 Studiul reutilizării celulazei imobilizate prin entrapare în sol-gel 
 

Teza de doctorat este structurată în patru părţi: 
 

 Studiu de literatură, în care este detaliat stadiul actual al cercetării în 
domeniul obţinerii bioetanolului celulozic, cu referire la căile de producere a 
bioetanolului, pretratarea biomasei lignocelulozice, avantajele pe care le 
prezintă biocombustibilii, respectiv îmbunătăţirea performanţelor catalitice 
ale celulazelor prin imobilizarea lor. 

 Contribuţii originale, în care sunt prezentate rezultatele obţinute pe 
parcursul cercetărilor experimetale, cuprinzând: pretratarea biomasei 
lignocelulozice; dizolvarea biomasei lignocelulozice în soluţia de 

DMSO/[Emim]Ac; alegerea condiţiilor optime de dizolvare, regenerarea 
celulozei şi ligninei dizolvate în soluţie; caracterizarea celulozei şi ligninei 
regenerate prin tehnica FT-IR; imobilizarea celulazei prin tehnica entrapării 
în sol-gel; selecţia celulazei imobilizate; testarea preparatelor celulazice 

obţinute în urma imobilizării în reacţia de hidroliză enzimatică a celulozei 
microcristaline; studiul stabilităţii celulazei native şi imobilizate; hidroliza 
enzimatică a celulozei regenerate din soluţia de DMSO/[Emim]Ac utilizând 
celulaza imobilizată; studiul cinetic al hidrolizei enzimatice a celulozei 
catalizată de celulaza nativă şi imobilizată; studiul reutilizării celulazei 
imobilizate.  

 Partea experimentală, în care sunt prezentate metodele de lucru şi 
metodele de analiză folosite.  

 Concluzii finale, rezultate în urma studiilor experimentale, în conformitate 
cu obiectivele propuse.  
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ABREVIERI 
 
3APrTMOS           3-aminopropil-trimetoxisilan 
Avicel PH101           celuloză microcristalină 
[Bmim]Cl           cluorură de 1-butil-3metil imidazoliu 

[Bmim]PF6               hexafluorofosfat de 1-butil-3metil imidazoliu 
BSA            albumină serică 
[Bu4P]Br           bromură de tetrabutil-fosforium 
CaCO3            carbonat de calciu 
Celluclast 1.5L           complex celulazic din Trichoderma reesei 
CMC             carboximetilceluloză 

DMSO            dimetilsulfoxid 

DNS            acid 3,5-dinitrosalicilic 
[Emim]Ac            acetat de 1-etil-3metil imidazoliu 
[Emim]BF4            tetrafluoroborat de 1-etil-3metil imidazoliu 
[Emim]OTs           toluolsulfonat de 1-etil-3metil imidazoliu 
[Emim]TFA           trifluoroacetat de 1-etil-3metil imidazoliu 
[Emim]TfO           triflat de 1-etil-3metil imidazoliu 

[Emim]TOS           tosilat de 1-butil-3metil imidazoliu 
EtOH            etanol 
[EtPy]Br           bromură de 1-etil piridinium 
H2SO4            acid sulfuric 
HCl            acid clorhidric 
[Hmim]PF6                            hexafluorofosfat de 1-hexil-3metil imidazoliu 
kcat             constanta catalitică 

kcat/Km            eficienţă catalitică 
Km            constanta Michaelis-Menten 
MeTMOS           metiltrimetoxisilan 
[Mmim]DMP           dimetilfosfat de 1,3 dimetil imidazoliu 

N-2-AET-3APrTMOS          N-2-aminoetil-3-aminopropil-trimetoxisilan 
NaF            fluorură de sodium 

[P14(666)]Br                bromură de trihexiltetradecil-fosforium 
[P14(666)]M3PPh           bis(2,4,4-trimetilpentil)fosfinat de  

trihexiltetradecilfosforium 
[P14(666)]NTf2               bis(trifluorometilsulfonil)imidă de  

trihexiltetradecilfosforium 
[P14(666)]PF6                      hexafluorofosfat de trihexiltetradecil-fosforium 
PEG            polietilenglicol 

PhTMOS           feniltrimetoxisilan 
TMOS            tetrametoxisilan 
TWEEN 80            surfactant polisorbat 80 
vmax            viteza maximă 
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I. STUDIU DOCUMENTAR 
 

I.1. Importanţa bioetanolului 

 
Încă din cele mai vechi timpuri etanolul a fost folosit ca ingredient în 

băuturile alcoolice, iar izolarea sa a fost realizată pentru prima dată de către 
alchimistul persan Muhammad Zakariya Razi. În 1796, Johann Tobias Lowity a 

obţinut etanol pur prin adsorbția etanolului distilat pe cărbune activ. Antoine 
Lavoisier a descris etanolul ca un compus format din carbon, hidrogen şi oxigen, iar 

în 1808 Nicolas-Theodore de Saussure a descoperit structura chimică a etanolului. 
Dupǎ cincizeci de ani, Archibald Scott Couper a publicat formula structurală e 
etanolului. Etanolul a fost obţinut sintetic pentru prima dată în 1826 ȋn Marea 

Britanie de către Henry Hannel şi în Franţa de Serullas. În 1828, Michael Faraday a 
obţinut etanolul print-un proces similar cu cel folosit azi [1].  

Consumul mondial de energie a crescut în ultimul secol cu 17%, iar emisiile 
de CO2, SO2 şi NOx din combustibilii fosili au fost principala cauză a poluării 
atmosferei. Rezervele de petrol cunoscute se estimează că se vor epuiza în mai 
puţin de 50 de ani [2]. Criza petrolului din ultimii ani a determinat guvernele multor 
ţări să promoveze producerea şi utilizarea biocombustibililor [1]. Biocombustibilii 
sunt combustibili obţinuţi în urma procesǎrii diferitor materii prime organice 

regenerabile cum ar fi: reziduuri de lemn, paie, reziduuri de trestie de zahăr, 
deşeuri animale, ierburi, etc [3].  

Ei se clasificǎ în 3 categorii [3]:  

 combustibili obținuți ȋn urma procesǎrii bimasei lignocelulozice 

 combustibili obținuți ȋn urma procesǎrii materialelor agricole  
 combustibili obținuți ȋn urma procesǎrii deşeurilor 

O serie de biocombustibili sunt deja fabricaţi la scarǎ industrialǎ: 

bioetanolul, biodieselul sau biogazul [4]. Principalele avantaje ale biocombustibililor 

sunt: reducerea consumului de ulei, valorificarea reziduurilor și diminuarea efectului 
de poluare a aerului [5]. 

La ora actuală, bioetanolul este cel mai important biocombustibil de pe 
piaţă, produs cantitativ ȋn urma procesului de fermentaţie [1]. Cea mai mare 

cantitate de etanol se obţine din trestie de zahăr şi materii amidonoase provenite 
din cereale (porumb, grâu) [5, 6]. Între 1998 şi 2005, în Brazilia, exportul de 

bioetanol a crescut de peste 17 ori. În aprilie 2004, compania Iogen – companie 
canadiană de biotehnologii - a devenit prima producătoare de etanol celulozic 
obţinut în cantităţi mici. Producţia maximă de etanol obţinut din amidon de porumb 
este de 55 miliarde litri pe an şi se estimează o producţie de 74 miliarde litri pe an 
de etanol până în 2017 [7].  

Situaţia producţiei de bioetanol obţinut din diferite materii prime 
regenerabile ȋn anul 2008-2010, cu previziuni pentru anul 2020 se prezintă în Figura 

I.1 [8]. 
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Figura I.1. Producţia de bioetanol din diferite materii prime regenerabile [8] 
  

BioEthanol Japan a fost prima companie din lume care a produs bioetanol 
celulozic din reziduuri de biomasă lignocelulozică [9]. În anul 2008 a fost finalizată 
prima instalaţie care va produce peste 378 milioane de litri pe an de bioetanol din 

reziduuri celulozice [10]. Principala utilizare a etanolului celulozic este ca şi 
carburant deoarece reducere emisiile de gaze cu efect de seră şi  consumul de 

benzină folosit în transporturile rutiere. Prin amestecarea etanolului celulozic cu 
benzină se reduce consumul de combustibili fosili în automobilele şi se realizează 
arderea combustibilului într-un mod mai eficient. Marile companii producătoare de 
automobile prevăd în construcţia motoarelor utilizarea ulterioară a bioetanolului ca 
şi combustibil: 10% (E10) în America de Nord, şi 5% (E5) în Europa [1, 3, 11]. 
Reziduurile agricole folosite la fabricarea etanolului celulozic conţin lignină - un 
material care poate fi ars generând energie [5, 10]. Cei mai mari producători 

mondiali de etanol sunt: Brazilia şi SUA (Figura I.2). Aproximativ 67% din volumul 
total de etanol se foloseşte în sectorul transporturilor, iar restul în industria 
alimentară [3, 12]. 
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Figura I.2. Producţia de Bioetanol în lume realizată în anul 2011 [12] 

 
I.2. Biomasa lignocelulozică 
 

Biomasa constituie o sursă regenerabilă de energie bazată pe ciclul 
carbonului, aceasta putând fi utilizatǎ ca materie primă atât pentru obţinerea 

biocarburanţilor cât și ca sursă directă de producere a căldurii și energiei [10, 13, 
14]. Principalele procedee de conversie a biomasei lignocelulozice sunt prezentate în 
Figura I.3 [15]. Biomasa lignocelulozicǎ cuprinde cea mai mare parte din reziduurile 

agricole şi silvice ce pot fi utilizate pentru procesul de bioconversie la bioetanol [16, 
17]. Biomasa lignocelulozică, incluzând biomasa ierboasă şi biomasa lemnoasă din 
lemnul de esenţă tare şi lemnul de esenţă moale conţine o combinaţie de celuloză, 
hemiceluloză şi lignină. Lemnul de esenţă moale, clasă din care fac parte specii de 
pin, molid, brad, salcâm, cucută, are o compoziţie chimică unică, ce diferă de 
biomasa ierboasǎ sau de lemnul de esenţă tare. În lemnul de esenţă moale, 

cantitatea de manoză din hemiceluloză este mai ridicată, iar cantitatea de xiloză 
este mai scăzută (Tabelul I.1) [17, 18]. Lemnul de esenţă moale este caracterizat şi 

de două fenilpropene unite (cumaril şi ortometoxifenol) care formează structura 
bazică a ligninei, iar lemnul de esenţă tare şi plantele ierboase prezintă structuri 
unite adiţional. Interesant, această simplificare a structurii ligninei face 
delignificarea mai dificilă, datorită stabilităţii mai ridicate a ligninei în mediu acid. 
Acest fapt face ca lemnul de esenţă moale sǎ fie considerat una din cele mai bune 

materii primă utilizate pentru obținerea bioetanolului [17]. Reziduurile ierboase din 
agricultură (spice de grâu, tulpini de porumb), silvicultură (rumeguş, aşchii), 
deşeurile municipale (hârtie, carton), diverse deşeuri industriale, precum şi plantele 
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fibroase şi lemnoase sunt considerate o sursă abundentă şi ieftină de celulozǎ și 

hemicelulozǎ [19, 20]. 

 
Tabelul I.1. Compoziţia lemnului, exprimată ȋn procente [18] 

 

Tip de 
lemn 

Celuloză  
(%) 

Glucomanan 
(%) 

Xilan 
 (%) 

Alte 
componente 

(%) 

Lignină 
 (%) 

Lemn de 
esenţa 
moale 

33-42 14-20 5-11 3-9 27-32 

Lemn de 
esenţă 

tare 
38-51 1-4 14-30 2-4 21-31 

 

                                                                                                       
Figura I.3.  Principalele procedee de conversie a biomasei [15] 
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Combustibili 
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I.2.1. Structura biomasei lignocelulozice 
 
Biomasa lignocelulozică este alcătuită din: celuloză (40-50%), hemiceluloză 

(25-35%), lignină (15-20%) şi cantităţi mici de proteine, lipide (ceruri, uleiuri), 
acizi, săruri minerale [18, 19, 21, 22 ]. In Figura I.4 este prezentatǎ structura 

biomasei lignocelulozice. 

 
Figura I.4. Compoziţia biomasei lignocelulozice 

  
Tabelul I.2 prezintă conţinutul de celuloză, hemiceluloză şi lignină prezente 

ȋn câteva reziduuri din agricultură sau silvicultură utilizate la obţinerea bioetanolului 

[23]. Celuloza şi hemiceluloza reprezintă aproximativ două treimi din masa uscată a 
biomasei lignocelulozice, fiind considerate materiale ce pot fi utilizate pentru 

obţinerea bioetanolului, iar lignina este un biopolimer care nu poate fi utilizat pentru 
obţinerea etanolului, ȋnsă poate avea alte aplicaţii industriale importante [19]. 

 
Tabel I.2. Compoziţia principalelor reziduuri utilizate la obţinerea bioetanolului [23] 
 

Materialul lignocelulozic 
Celuloza 

(%) 
Hemiceluloza 

(%) 
Lignina 

(%) 

Lemn de esenţă tare 40-55 24-40 18-25 

Lemn de esenţă moale 45-50 25-35 25-35 

Paie de porumb 45 35 15 

Paie de orez 32,1 24 18 

Deşeuri din trestie de 
zahăr 

33,4 30 18,9 

Paie de grâu 30 50 15 

Frunze  15-20 80-85 0 

Ierburi  45 31,4 12 

 

I.2.1.1. Celuloza 
 
 Este componentul majoritar al structurii pereţilor celulari ai plantelor şi 

reprezintă aproximativ 50% din masa lemnului uscat [20, 21]. Macromolecula de 
celuloză este un biopolimer liniar, cu lanţ filiform lung, costituit din peste 3000 
unităţi de -glucopiranoză unite prin legături -1-4 glicozidice, fiind foarte rezistentă 

la degradare [20, 24]. Grupările funcţionale din lanţul celulozei sunt grupele hidroxil. 
În funcţie de gradul legăturilor puternice de hidrogen din şi dintre moleculele de 

celuloză, această polizaharidă poate să aibă o structură cristalină sau amorfă [25]. 
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In biomasă, celuloza se plasează în matricea formată de hemiceluloză şi lignină 
[24]. In Figura I.5 este reprezentată structura celulozei [18]. 

 

 
Figura I.5. Reprezentarea schematică a celulozei [18] 

 
I.2.1.2. Hemiceluloza 
 
 Este un polimer cu lanţ ramificat, mai scurt decât celuloza, de aproximativ 

200 unităţi de unităţi de zaharide cu 5 şi 6 atomi de carbon (glucoză, xiloză, 
manoză, galactoză, ramnoză, arabinoză și acizi ai zaharurilor). Polizaharidul 
majoritar regăsit în structura hemicelulozei din lemnul de esențǎ tare, ierburilor și 
paielor de grâu este xilanul, în lemnul de esențǎ moale fiind prezent glucomananul. 

Hemiceluloza este constituită dintr-o catenă principală ce conține o catenă de bază 
formată din unităţi de xilan unite prin legături -1-4 glicozidice şi numeroase catene 

ramificate de manoză, arabinoză, galactoză, acid glucuronic, etc. (Figura I.6) [26, 
27]. 
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Figura I.6. Structura hemicelulozei . (A-arabinoză; FeA-acid ferulic; G-galactoză; Glc-acid 
glucuronic; X-xiloză) [28] 
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I.2.1.3. Lignina  
 
Este un biopolimer aromatic, rigid, complex, cu o stuctură reticulată 

tridimensională, alcătuit din peste 10.000 de unităţi de monolignoli, polifenilpropenă 
(p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) şi siringal (S) proveniţi din alcool p-cumarilic, alcool 
coniferilic şi alcool sinapilic) unite prin diferite legǎturi chimice [19, 23, 24, 26, 29]. 

Stabilitatea pereţilor celulari este datorată legăturilor covalente dintre lignină şi 
hemiceluloză, lignina conferind biomasei rezistențǎ la atacurile microbiene și 
rezistențǎ la stres oxidativ [23, 26, 29]. In Figura I.7 sunt prezentate structurile 

celor trei componenţi principali ai ligninei [29]. Structura ligninei din lemnul de 

esenţă moale este prezentată ȋn Figura I.8 [18].   

 
C C C

OH

C C C

OH

OCH3

C C C

OH

OCH3H3CO

a b c
 

 
Figura I.7. Cele trei componente care alcătuiesc lignina a) 4-hidroxifenil, b) guaiacil, c) siringil 

[29] 
 

 
 

Figura I.8. Structura ligninei [18] 
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 Mecanismul de interacţiune al ligninei cu carbohidraţii din biomasă a fost 
pentru prima dată studiat de Erdmann ȋn 1866. Legăturile dintre lignină și 

carbohidraţi au fost determinate prin diferite metode cum ar fi: metoda reducerii 
sau metilării, metode cromatografice, metoda spectroscopică sau prin microscopie 
electronică [18]. 

Legăturile propuse de Laine ș.a. dintre lignină și carbohidraţi au fost 
urmatoarele (Figura I.9) [18]: 

 legătura eter benzilică dintre gruparea α-hidroxil a ligninei și gruparea 

hidroxil a carbohidratului 
 legătura ester benzilică dintre gruparea α-hidroxil a ligninei și gruparea 

acid carboxilică a carbohidratului 
 legătura glicozidică ȋntre gruparea hidroxilică aromatică sau alifatică și 

gruparea reducătoare a carbohidraţilor 

 legătura acetalică dintre gruparea carbonil a ligninei și gruparea hidroxil a 
carbohidratului 

Extacţia ligninei din biomasa lignocelulozică se poate realiza utilizând dioxid 
de sulf sau diferiţi sulfiţi ai metalelor la temperaturi de 1400C, 1600C (procesul cu 
sulf), cu hidroxid de sodiu și sulfura de sodiu, ȋn condiţii puternice alcaline și 

temperaturi ridicate ( procedeul Kraft), cu hidroxid de sodiu la temperaturi ridicate 

de 140-1700C  și presiune joasă (procedeul cu sodă), cu etanol, acid formic, acid 
acetic, metanol, lichide ionice [30].   
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Figura I.9. Legăturile propuse dintre lignină și carbohidraţi [18] 
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Structura complexă şi compactă a ligninei îngreunează degradarea 

enzimatică a polizaharidelor la zaharuri fermentescibile, din acest motiv preţul 

etanolului lignocelulozic este mult mai mare comparativ cu alcoolul provenit din 
materiile amidonoase [22]. 
 
 I.3. Enzimele celulolitice 
 
 Enzimele sunt biocatalizatori responsabili de reacţiile din organismele vii, 
fiind mult mai eficiente decât catalizatorii chimici, iar specificitatea ridicată şi 

puterea catalitică mare se datorează faptului că geometria situsului activ al 

enzimelor se potriveşte cu cea a substratului, conform aşa-numitului model “cheie-
broască” [31]. 

Pentru scindarea celulozei și hemicelulozei din structura biomasei este 
necesară acţiunea sinergică a unui amestec de enzime (celulaze, hemicelulaze şi 
alte glicozil hidrolaze). Se cunosc diverse specii de bacterii celulolitice (bacterii cu 

toleranţă la concentraţii de oxigen, temperatură şi concentraţii de sare) [32].  
Pentru o degradare completă a biomasei lignocelulozice sunt necesare mai 

multe enzime hidrolitice care acţionează împreună pentru a realiza hidroliza 
completă. Enzimele lignocelulolitice pot fi clasificate în funcţie de natura substratului 
asupra căruia acţionează [36]: 

 
 celulaze 

 hemicelulaze 
 ligninaze (oxidaze, peroxidaze şi lacaze care acţionează asupra ligninei). 
 

 I.3.1. Celulazele 

 
  Reprezintă un complex enzimatic alcătuit din trei enzime care acţionează 
sinergic asupra fibrei celulozice [35, 36]. Complexul celulazic se poate obţinută din 

bacterii sau fungii (Trichoderma reesei, Aspergillus niger, etc) [34, 35]. Obţinerea 
acestor enzime la scară industrială se realizează încă din anul 1980, fiind folosite 
pentru hrana animalelor sau ȋn industria alimentară [35].  

 Complexul celulazic este alcătuit din trei tipuri de enzime care acţionează 
împreună pentru a hidroliza celuloza: endoglucanaze, exoglucanaze 

(celobiohidrolaze) şi β-D-glucozidaze [34, 35]. 
Modul de acţiune este următorul (Figura I.10):  

 endoglucanazele hidrolizează legăturile interne din lanţul celulozei, 
acţionând asupra părţilor amorfe ale celulozei; 

 celobiohidrolazele hidrolizează părţile terminale ale lanţurilor de celuloză, cu 
fomarea celobiozei; 

 β-D-glucozidazele hidrolizează oligozaharidele scurte din celuloză (celobioza) 

în molecule de glucoză [22, 34];   
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Figura I.10. Modul de acţiune al compexului celulazic [33] 

 
Deşi există mai multe posibilităţi de obţinere a celulazelor, varianta cea mai 

avantajoasă din punct de vedere economic în procesul de obţinere al bioetanolului 
este ca producerea celulazelor, hidroliza enzimatică şi fermentaţia să se desfăşoare 
în acelaşi reactor [19]. Avantajele principale ale utilizării celulazelor ȋn hidroliza 
enzimatică îl reprezintă operarea ȋn condiţii blânde de reacţie (temperatura de 

aproximativ 500C, respectiv  pH = 5), fără să rezulte produși secundari care să 
inhibe enzima [19, 22].  

 
 I.3.2. Hemicelulazele 
 

Hemicelulazele sunt un grup de enzime alcătuit din glicozid hidrolaze sau 
carbohidrat esteraze, responsabile de hidroliza hemicelulozei din biomasă. Aceste 
complex enzimatic poate fi produs de o serie de microorganisme aerobe 
(Trichoderma, Aspergillus, Bacilli, Cellvibrio) sau anaerobe (Clostridia) [36].  

Enzimele care alcătuiesc hemicelulazele sunt [22, 36, 37]: 
 Xilanazele (EC 3.2.1.8): hidrolizează legăturile -1,4 glicozidice 

ale unităţii de xilan la lanţuri scurte de xilooligomeri. Aparţin familiei 
glicozil hidrolazelor (GH), fiind cunoscute 300 secvenţe de gene 
dintre care mai mult de 20 de gene au fost atribuite xilanazelor. Se 
cunosc structurile xilanazei GH8 din Pseudoalteromonas haloplanktis 
și xilanazei GH10 din Thermoascus aurantiacus. 

 β-mananaze (EC 3.2.1.78): hidrolizează unităţile de manan din 
hemiceluloză la oligomeri ai mananului legaţi  -1,4 glicozidic, care 
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ȋn continuare, sunt hidrolizate de β-manozidaze (EC 3.2.1.25) la 

manoză. Se cunosc aproximativ 50 secvenţe de gene de  β-
mananaze ce aparţin familiei GH 5 și 26, respectiv 15 secvenţe de β-
manozidaze ce aparţin familiei GH 1,2, și 5. Se cunosc structurile, 
determinate prin spectroscopia de raze X, ale β-mananazei GH26 din 
Pseudomonas cellulosa și a β-manozidazei GH2 din Trichoderma 

reesei. 
 α-L-Arabinofuranozidaze: α-L-Arabinofuranozidazele (EC 

3.2.1.55) și α-L-Arabinazele (EC 3.2.1.99) hidrolizează unităţile 
arabinofuranozil ale hemicelulozei, aparţinând familiei GH 3, 43, 51, 

54 și 62. Se cunoaște structura tridimensională a   α-L-arabinazei 
GH43 din  Cellvibrio japonicus.  

 α-D-Glucuronidazele: scindează legăturile α-1,2 glicozidice ale 

acidului 4-O-metil-D-glucuronic ale unităţilor de xilan. Fac parte din 
familia GH67, fiind cunoscută structura enzimei obţinute din 
Cellvibrio japonicus.  

 β-Xilozidazele (EC 3.2.1.37): sunt exo-glicozidaze care 
hidrolizează lanţurile de xilooligomeri la unităţi de xilan., facând 
parte din familia GH 3, 39, 43, 52 și 54.  

 Esterazele hemicelulolitice: conţin xilan esteraze (EC 3.1.1.72), 

care hidrolizează resturile acetil ale xilozei și feruloil esteraze (EC 
3.1.1.73), care hidrolizează legătura esterică dintre arabinoză și 
acidul ferulic. Se cunoaște structura feruloil esterazei CE1 din 
Clostridium thermocellum. 

   Studii recente efectuate au permis izolarea unor noi tipuri de celulaze şi 
hemicelulaze din microorganisme anaerobe. Cercetările actuale din domeniul 

ingineriei genetice sunt orientate asupra reducerii costurilor celulazelor provenite din 
sisteme enzimatice simple şi obţinerii unor microorganisme care pot produce 
cantităţi mari de enzime celulolitice și hemicelulolitice, care pot fi apoi utilizate cu 
ușurinţă ȋn transformarea unor reziduuri din agricultură în zaharuri fermentescibile 

din care se poate obţine bioetanol [22]. 
Degradarea hemicelulozei presupune un mecanism complex de acţiune a 

enzimelor capabile să scindeze hemiceluloza ȋn monozaharide sau dizaharide (Figura 

I.11) [36]. 
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Figura I.11. Acţiunea complexului de hemicelulaze asupra hemicelulozei [36] 
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I.4. Imobilizarea enzimelor 

 

 Enzimele imobilizate sunt definite ca enzime mărginite fizic sau localizate într-
o regiune definită din spaţiu (fixate pe suport, legate de suport), impermeabilă 
pentru enzimă și care permit un schimb continuu de substrat și produs [38].  
      Termenul de enzime imobilizate include [38]:  

 enzime modificate într-o formă insolubilă în mediul apos; 
 enzime solubile reţinute pe o membrană; 
 enzime ale căror mobilitate este redusă prin legarea de unele 

macromolecule, preparatul enzimatic rezultat fiind solubil în apă; 

      Progresele înregistrate în extracţia, separarea, obţinerea, conversia şi 
detectarea selectivă a unor specii biologic active cum sunt enzimele, peptidele, acizii 
nucleici şi chiar celule întregi se datorează în cea mai mare parte succesului cu care 
se reuşeşte imobilizarea speciilor biologice intacte pe/în interiorul unei suprafeţe 
corespunzătoare [38]. Pentru ca utilizarea enzimelor imobilizate să fie eficientă, 

acestea trebuie să îndeplinească o serie de cerinţe: 
 densitatea biomoleculelor imobilizate să fie mare; 
 să prezinte activitate enzimatică; 
 să fie stabile la temperatură şi  în timp; 
 să permită o bună accesibilitate a substraturilor; 
 să răspundă rapid în timp; 
 să fie rezistente la desprindere/desorbţie. 

În funcţie de dimensiunea, reactivitatea chimică a grupărilor funcţionale, 
grupările ionice sau hidrofobicitate se cunosc câteva metode tipice de imobilizare a 
biomoleculelor pe suporturi anorganice şi organice cum ar fi: adsorbţia fizică, 
legarea covalentă, entraparea în membrane semipermeabile şi microincapsularea în 

microsfere cu structură polimerică şi hidrogeluri [38, 39]. Problemele legate de 
desprindere/desorbţie şi cele legate de denaturarea enzimelor necesită optimizarea 
proceselor de imobilizare de fiecare dată când se utilizează o specie biologică nouă, 

ceea ce presupune o muncă laborioasă în laborator, pe o perioadă lungă de timp 
[38]. Cu excepţia enzimei, cea mai importantă componentă care contribuie la 
performanţele catalitice ale enzimei imobilizate este suportul. 

Caracteristicile unui bun suport sunt [38, 40]: 
 permeabilitate 
 domeniu larg de utilizare 

 insolubilitate 
 stabilitate chimică, mecanică şi termică 
 rigiditate mare 
 formă potrivită 
 rezistenţă la atac microbian 
 regenerabilitate 

Principalele avantaje ale enzimelor imobilizate, comparativ cu cele native 

(care de obicei se găsesc în stare lichidă sau solidă rezultată în urma liofilizării) sunt 
următoarele [38, 40]:  

 selectivitate ridicată 
 eficienţă catalitică bună 
 stabilitate termică și operaţională 
 insolubilitate ȋn mediul de reacţie 

 rezistenţă la atacurile microbiene 
 eficienţă economică 
 posibilitate de reutilizare 
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I.4.1. Tehnici de imobilizare 

 

 Ataşarea enzimei de un suport insolubil în mediul de reacţie presupune 
stabilirea unor interacţiuni între grupările funcţionale sau materialul suportului şi 
anumite grupări funcţionale ale enzimei. Alegerea suportului şi a metodei de 
imobilizare trebuie rezultată astfel încât centrul activ al enzimei să nu fie afectat. 
Acesta este de fapt format din două zone având funcţii diferite: centrul catalitic 
care participă la reacţie şi centrul de legare care controlează specificitatea de 
substrat a enzimei. Pentru ca enzima să-şi păstreze activitatea catalitică după 

imobilizare, este important ca structura terţiară de bază a acestor centre sa nu fie 

afectată. Aceasta presupune cunoașterea grupărilor funcţionale din componenţa 
centrului activ, legăturile pe care acestea le pot forma şi compușii care pot bloca 
accesibilitatea substratului la centrul catalitic al enzimei. De asemenea, imobilizarea 
trebuie facută în condiţii blânde şi  bine controlate, nefiind recomandate reacţiile la 
temperaturi ridicate sau în condiţii de pH puternic acid sau bazic [39, 41]. 

O altă problemă ce poate să apară este ca centrul activ sa nu fie afectat, în 
schimb accesul substratului la acest centru să fie blocat sau îngreunat. Din aceste 
motive, în general alegerea celei mai bune metode de imobilizare se face 
experimental [41]. 

 Se cunosc diferite tehnici de imobilizare ce se pot împărţi în trei mari 
categorii în funcţie de mecanismul lor fizic (Figura I.12) [38, 41]:  

(a) ataşarea sau adsobţia pe un suport solid; 

(b) entraparea în interiorul unei matrici poroase sau microcapsule; 
(c) flocularea, naturală sau prin agenţi de legare încrucişată; 
 

 
           Adsorbţia pe un                 Legarea electrostatică         Legarea covalentă 
              suport solid                         pe o suprafaţă                 pe o suprafaţă 
 

 
   Entraparea în cadrul                 Flocularea naturală               Flocularea artificială 

    unei matrice poroase                     (Agregarea)                     (legare covalentă) 
 

 
        Microîncapsularea                 Microîncapsularea                   Izolarea într-o 
                                                    interfacială                         matrice poroasă                                                                        

 
Figura I.12. Tehnici de bază ale imobilizării enzimelor [41] 
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 I.4.1.1. Imobilizarea prin legare de suport 
 

Este considerată cea mai veche metodă de imobilizare a enzimelor. 
Imobilizarea prin legare de suport se poate face in trei variante, în funcţie de modul 
de fixare a enzimei: adsorbţie fizică, legare ionică și legare covalentă [42, 43]. 
 
 A. Adsorbţia fizică 

 
Această metodă se bazează pe adsorbţia fizică a enzimei pe suprafata 

suportului insolubil [43]. Adsorbţia se bazează pe formarea unor legături slabe (Van 
der Waals, legături de hidrogen, interacţiuni hidrofobe) între enzimă şi suprafaţa 

materialului solid. In timpul procesului de adsorbţie nu apar în general modificări 
conformaţionale ale proteinei sau distrugerea centrului activ. Aşadar, cu condiţia 
găsirii unui suport adecvat, această metodă este simplă şi eficientă [41, 43, 44]. 

 
 B. Legarea ionică 

 
Ca și adsorbţia fizică, este o metodă simplă de imobilizare a enzimelor 

deoarece se bazează pe legarea ionică a proteinei pe un suport insolubil ce conţine 
grupări schimbǎtoare de ioni. În unele cazuri, legarea se realizează nu numai prin 

legarea ionică ci şi prin adsorbţie fizică. Principala diferenţă între adsorbţia fizică şi 
legarea ionicǎ constă în tăria legăturii dintre enzimă şi suportul solid. Interacţiunile 

care apar în cazul legături ionice sunt mai putenice decât cele care se stabilesc prin 
adsorbţie fizică [41]. 

 
 C. Legarea covalentă 

 

 Acest tip de imobilizare se bazează pe formarea unor legăturilor covalente 
între enzimă şi suportul insolubil. 

Alegerea condiţiilor de imobilizare este mai dificilă decât în cazul celorlalte 
metode de legare pe suport. Unul dintre dezavantajele majore ale legării covalente 
este că procesul este greu de controlat, iar de cele mai multe ori legăturile formate 
sunt nu doar intermoleculare dar şi intramoleculare. Condiţiile de reacţie nu mai 
sunt blânde şi pot fi uneori destul de complexe. Legătura covalentă ce se formează 

între enzimă şi suport este puternică, iar preparatele enzimatice obţinute sunt 
stabile [41, 45]. Pentru ca imobilizarea enzimei prin legare covalentǎ sǎ fie eficientǎ 
se ține cont de urmǎtorii factori : alegerea grupǎrilor funcționale ale enzimei 
adecvate pentru ca legarea sǎ poatǎ avea loc ȋn condiții blânde de reacție, 

interacțiunea dintre suport și enzimǎ și alegerea suportului compatibil cu proteina 

[44].   
 
  I.4.1.2. Imobilizarea prin înreţelare (reticulare) 

 

Imobilizarea enzimelor se poate realiza nu numai prin legarea ei de un 
suport insolubil, ci şi prin reticulare (înreţelare) inter- sau intramoleculară, 
formându-se de asemenea legături chimice stabile ca şi în cazul legării covalente, 
însă diferența este cǎ nu se mai utilizează suporturi insolubile. Procedura de 

imobilizare se face prin formarea unor agregate enzimatice tridimensionale, complet 
insolubile în apă, utilizându-se diferiţi reactivi de înreţelare bi- sau multifuncţionali, 

cum ar fi glutaraldehida, bis-diazobenzidina, N,N-etilen-bis-maleinimida [38, 41, 
46]. 
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 Condiţiile de reacţie pentru formarea legăturilor covalente între enzime, 
suport şi agenţii de reticulare sunt destul de severe, de aceea conformaţia centrului 
activ al enzimei poate fi uşor afectată, determinând scǎderea semnificativǎ a 
activitǎții catalitice. Unul din avantajele acestui tip de imobilizare este că procesul se 

realizează practic într-o singură treaptă, utilizând un agent bi- sau multifuncţional 
[38, 41]. 

Metoda prezintă și unele dezavantaje: dificultatea controlării capacităţii de 
înreţelare astfel ȋncât eficienţa catalitică a preparatului obţinut să fie bună, iar 

aspectul de gel al agregatelor obţinute conferă acestora proprietăţi mecanice slabe 
[38]. 

 
  I.4.1.3. Imobilizarea prin incluziune (entrapare) 

 
Tehnica entrapării enzimelor sau celulelor este una din cele mai simple 

metode de imobilizare [39, 42]. Metoda constă în includerea enzimei în reţeaua unui 
polimer sau închiderea ei într-o membrană semipermeabilă, suficient de strâns 
pentru a preveni desprinderea ei, însă permiţând difuzia substratului şi a produşilor 
[38, 44, 45].  

Spre deosebire de metodele de legare covalentă sau de înreţelare, în acest 

caz enzima nu este legată de gel sau de membrană prin legături covalente, astfel 
imobilizarea prin entrapare poate avea aplicaţii pentru un număr mare de enzime. În 
aceste condiţii, în general inactivarea enzimei este redusă comparativ cu celelalte 
metode de imobilizare.  

Acest tip de imobilizare se poate realiza în mai multe moduri [38]:  
 prin includerea într-o reţea macromoleculară de tip gel  
 prin microîncapsulare 

 entrapați ȋn fibre tubulare 
 entrapați ȋn membrane lichide 
 entrapați ȋn membrane de ultrafiltrare 

Totuşi, dacă pentru entrapare se utilizează o reacţie chimică de 
polimerizare, condiţiile de reacţie pot fi destul de severe şi în unele cazuri se 
înregistrează pierderea activităţii enzimatice [47]. 

 
A. Entraparea enzimelor în derivaţi sol-gel 

 
  Folosirea speciilor biologice cum ar fi proteinele, acizii nucleici şi chiar celule 

întregi în procesele de entrapare, s-a bazat în mare parte pe imobilizarea reactivului 
biologic în interiorul sau în afara unei suprafeţe compatibile [48].  

O posibilitate mai recentă de imobilizare implică entraparea componentelor 
biologice în matrici de silicaţi anorganici, formate la o temperatură scăzută printr-o 
metodă stabilită [51]. Primul document care relatează folosirea silicaţilor pentru 
entraparea unei componente biologice, a apărut la mijlocul anilor 1950 când Dickey 

a demonstrat faptul că mai multe enzime pot fi entrapate în derivaţii de acid silicic 

[52]. În 1990 Avnir ş.a. au descris entraparea proteinelor în sticle de tip silicaţi, 
derivaţi ai alcoxisilanilor [53]. Acest raport a fost urmat de lucrarea grupului lui 
Ellerby în 1992, care a demonstrat că alte proteine cum ar fi citocromul C şi 
mioglobina ar putea fi entrapate în ortosilicaţi derivaţi [54]. Au apărut multe lucrări 
ce descriu entraparea unei mari varietăţi de specii biologice incluzând enzime, 
anticorpi, proteine regulatoare, proteine legate de membrană, acizi nucleici şi chiar 

celule întregi într-un număr mare de materiale compozite derivate de sol-gel [53].  
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Cele mai importante avantaje ale materialelor derivate de sol-gel pentru 
imobilizarea enzimelor sunt [38, 55, 56]: 

a) Pot fi transparente din punct de vedere optic, fiind ideale pentru 
dezvoltarea senzorilor chimici şi biochimici  

b) Permit o mare varitate de modificări chimice, modificatori redox sau silani 
modificaţi organic 

c) Au mărime şi distribuţie potrivită care permite moleculelor mici şi ionilor 
să difuzeze în matrice, în timp ce biomoleculele mai mari ramân blocate în pori  

d) Interacţiunile proteină-silicat şi analit-silicat pot duce la denaturarea 

proteinei şi abaterea faţă de calibrare, deci va fi nevoie de materiale nanocompozite 
organice-anorganice îmbunătăţite pentru a depăşi astfel de probleme  

Imobilizarea biomoleculelor prin procesul sol-gel necesită optimizarea mai 
multor parametri [38, 57]. 

 Metoda trebuie să fie aplicabilă soluţiilor apoase, deoarece în general 
acestea sunt necesare pentru a menţine funcţia biologică a 
biomoleculelor 

 Reacţia de polimerizare trebuie să fie compatibilă cu domeniile de 
pH şi cele de tărie ionică necesare pentru ca enzima să prezinte 
activitate (pH 4-10, domeniul de tărie ionică 0,01-1,00 M) 

 Procesul trebuie aibă loc la temperatura apropiată temperaturii 
camerei pentru menţinerea enzimelor în conformaţia lor nativă 

 Mărime porilor trebuie să fie suficient de mică pentru a preveni 

antrenarea biomoleculelor în soluţie, dar destul de mare pentru a 
permite compuşilor cu molecule mai mici să patrundă în matrice cu 
uşurinţă 

  Materialul folosit ca și componentă pentru senzori, trebuie să fie 

transparent din punct de vedere optic sau conducător de electricitate 
 Obţinerea materialelor trebuie să fie simplă şi reproductibilă, astfel 

ca să permită utilizarea lor ȋn diferite aplicaţii ce includ sticla groasă, 

filme subţiri, coloane, fibre, pudră şi reţele 
Procesele de imobilizare prin tehnica sol-gel au fost studiate în ştiinţa 

materialelor, putând fi împărţite în două clase în funcţie de natura precursorilor: 
precursori anorganici şi precursori alcoxidici. Utilizarea precursorilor alcoxidici 
implică transformarea acestor silani precursori într-un polimer anorganic reticulat 
prin reacţii de hidroliză şi de condensare [38, 56, 57]. 

Precursorii alcoxidici pot fi [38]: tetraalcoxisilani, alchiltrialcoxisilani, 
trialcoxisilani funcţionali, alcoximetalaţi (Figura I.13). 
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Figura I.13. Exemple de precursori de alcoxizi [38] 
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         Principalele avantaje pe care tehnica imobilizării enzimelor ȋn sol-gel le 

prezintă sunt [38, 58]:  
 Stabilitate termică și chimică bună 
 Metoda de obţinere este simplă, neimplicând modificări ale enzimei care să 

conducă la denaturarea acesteia 
 Flexibilitatea dimensiunii și geometriei porilor 
 Posibilitatea de imobilizare a unei cantităţi mari de proteină 

        Formarea unui biocompozit sol-gel are loc printr-o succesiune de reacţii, în 

prima etapă având loc reacţia de hidroliză parţială sau totală a unui precursor silanic 
potrivit într-un solvent organic, cum ar fi alcoolul, rezultând un sol apos (dispersie 

coloidală a particulelor într-un lichid). Reacţia de hidroliză implică un atac nucleofil al 
apei la centrul de siliciu. Precursorii pot fi silani sau amestecuri de silani cum sunt 
mono-, di-, tri-, tetra-, alcoxisilani, sau pot conţine una sau mai multe grupări 
funcţionale de tip alchil, aril, amino carboxil, tiol sau alte grupări precum resturi 

redox active, flavine sau chinone [38].  
        Sunt posibile trei tipuri de catalize: acidă, bazică şi nucleofilă. Hidroliza 
poate fi urmată de transesterificare cu aditivi cu compuşi conţinând grupe 
hidroxilice, cum ar fi glicerina pentru a forma poligliceril silicaţi care prezintă 
biocompatibilitate mai ridicată decât alcoxisilanii tipici [38]. 
        În timpul reacţiei de hidroliză au loc simultan reacţii de condensare şi 
continuă hidroliza, rezultând un mare număr de polisilicaţi [38, 59]. Precursorul 
hidrolizat  şi condensat este apoi amestecat cu o soluţie de enzimă ȋn tampon, 

catalizatori și aditivi pentru controlul uscării, polimeri, agenţi de modelare, specii 
redox, aceștia fiind importanţi pentru modificarea proprietăţilor materialului finit. 
Reacţia de polimerizare, cu formarea unui gel este iniţiată prin schimbarea pH-ului 
iar perioada de formare a gelului este variabilă. Gelifierea precursorului de sol este 

însoţită de entraparea biomoleculei [38]. 

       Gelurile iniţiale sunt moi, uşoare şi conţin o cantitate mare de apă (50-80%) 
şi pori mari (până la 200 nm diametru). Studiile au demonstrat că recţiile de 
condensare continuă în timpul maturării, care poate fi de la câteva zile până la 
câteva săptămâni, perioada în care are loc îndepărtarea din matrice a alcoolului 
entrapat şi rezultat din reacţiile de hidroliză iniţială şi a apei obţinute ȋn reacţiile de 

condensare, rezultând o reţea mai puternică cu diametrul porilor mai redus cu 25% 
şi proporţia relativă a grupărilor siloxan faţă de grupările de silanol mai mare [38, 
60]. 
       În final, materialul este uscat, rezultând totodată evaporarea celei mai mari 
părţi din apa interstiţială, continuarea reacţiilor de înreţelare din matrice, micşorarea 
porilor şi o contractare globală a materialului până la 85% din volumul său iniţial. 
Gelul uscat se numeşte xerogel (Figura I.14) [38]. Xerogelurile sunt materiale 

interesante datorită porozităţii lor şi suprafeţei specifice ridicate [38].  
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Figura I.14. Procesul de producere a xerogelului [38] 

 

Modul în care proteina este entrapată, fizic sau/şi prin legare adiţională 
multiplă prin interacţiuni covalente, ionice sau hidrofobe ȋntre matrice și enzimǎ este 
încă neclar [38]. Figura I.15 prezintǎ schematic imaginea unei enzime entrapate ȋn 

matrici siliconice de gel.  

 

 
Figura I.15. Imagine schematică a unei enzime entrapate în sol-gel 

 
Mecanismul formării gelului este unul complex şi numai prima etapă a fost 

investigată din punct de vedere cinetic. A fost demonstrat că o modificare infimă a 
condiţiilor experimentale (temperatură, natura solventului, concentraţiile folosite, 

natura catalizatorului, şi factorii externi) modifică în mod drastic textura (aria 
suprafeţei specifice, mărimea şi distribuţia porilor, densitatea, etc.) solidului obţinut 
[38]. 
  
 
 

 

(R1)XSi(OR)4-X + H2O
Hidroliza

H+ sau (OH)-
(R1)XSi(OR)4-X-Y(OH)Y

yROH+

(R1)XSi(OR)4-X-Y(OH)Y

Condensare
(R1)XSi(OR)4-X-Y(OH)Y-1-O-(OH)Y-1(OR)4-X-YSi(R1)X

-H2O

Si O Sin
Policondensare

Si O Si O Si O Si O H2O+

 

Soluţie Precursor 

Apă+alcool+ acid 

Silani precursori 

+      Soluţie enzimă 

Formare gel 

         Gel 

Uscare 

        Xerogel 

 

Matrice sol-gel 

Enzimǎ 

Centru activ 

BUPT



30 Studiu documentar –  I                                                                                                                                                                                               

 
 I.4.2. Imobilizarea celulazelor. Stadiul actual al cercetǎrii 

 
Imobilizarea biomoleculelor în interiorul suporturilor insolubile reprezintă 

unul din scopurile importante ȋn obţinerea unor materiale funcţionale diverse. Se 

cunosc diferite avantaje ale enzimelor imobilizate cum ar fi: creşterea stabilităţii, 
separarea uşoară din amestecul de reacţie, posibilitatea de modelare a proprietăţilor 
catalitice şi prevenirea infectării cu diferite microorganisme [38, 61]. Din nefericire, 
natura hidrofilicǎ a complexului de celulaze reduce aplicabilitatea lor atunci când 

acestea sunt utilizate în reacţii complexe [61]. Celulazele care au fost imobilizate pe 
suporturi insolubile sunt capabile să hidrolizeze celuloza insolubilă, însă recuperarea 
acestor enzime este încă dificil de realizat [62]. Pentru a imbunǎtǎți proprietǎțile 

catalitice ale enzimelor s-au dezvoltat diferite metode de imobilizare cum ar fii 
imobilizarea prin adsorbție, legare covalentǎ sau entraparea ȋn matrici polimerice 

anorganice sau organice [61]. 
  Celulaza a fost imobilizată pe diferite suporturi dintre care se amintesc: 
geluri de alginat de calciu, polimeri de EudragitTM

 L-100, membrane lipozomiale, 
membrane de polivinilalcool, minerale de tip argilă, diferite materiale lignocelulozice 

pretratate, membrane de colagen, spume poliuretanice, Duolite, Spherosil, 
Sepharose activată cu bromcian [63, 64]. O metoda simplǎ de imobilizare poate fi 
legarea covalentǎ a celulazei pe diferite suporturi utilizând glutaraldehida ca agent 
de legare [65]. Mishra ș.a. au raportat, ȋn 1983, imobilizarea prin legare covaletǎ a 

celulazei din Penicillium funiculosum pe polivinilalcool (PVA) utilizând carbodiimida 
ca agent de înreţelare. În prezența carbodiimidei, randamentul de imobilizare, 
pentru toate preparatele obținute, a fost de peste 90%, comparativ cu 
randamentele de 30-40% obținute ȋn absența carbodiimidei. Randamentul de 
hidrolizǎ al celulozei din ierburile pretratate, calculat dupǎ 48 ore de reacție, a fost 

de 30% când s-a folosit celulaza nativǎ și a crescut la 59% când s-a folosit celulaza 
imobilizatǎ. Celulaza imobilizatǎ s-a reutilizat de 3 ori pe substrat de ierburi 
pretratate, fǎrǎ sǎ scadǎ randamentul de hidrolizǎ [63]. Jones ș.a. au studiat 

imobilizarea celulazei din Trichoderma reesei prin legare covalentǎ cu glutaraldehidǎ, 
utilizând un solvent organic pentru a precipita enzima legatǎ covalent. Acetona a 
fost cel mai eficient precipitant iar concentrația de glutaraldehidǎ la care celulaza 
imobilizatǎ a avut eficiențǎ maximǎ ȋn reacția de hidrolizǎ a celulozei microcristaline, 

a fost de 5 mM. Celulaza imobilizatǎ a fost reutilizatǎ de cinci ori pe substrat de 
celulozǎ microcristalinǎ, când activitatea a scǎzut cu aproximativ 40% dupǎ al 

cincilea ciclu [65]. 
Imobilizarea celulazei prin legare covalentǎ pe membrane lipozomiale, cu 

sau fǎrǎ chitosan ca suport, utilizând glutaraldehida ca agent de legare, a fost 
studiatǎ de Li ș.a. Celulaza imobilizatǎ prin legare covalentǎ pe membrana 
lipozomialǎ utilizând glutaraldehida ca agent de legare (eficiența cataliticǎ a fost de 

80%) a fost mai eficientǎ ȋn hidroliza carboximetilcelulozei decât celulaza imobilizatǎ 
prin legare covalentǎ pe membrana lipozomialǎ cu chitosan și glutaraldehidǎ 

(eficiența cataliticǎ a fost de 17%) și celulaza imobilizatǎ simplu prin legare 

covalentǎ pe chitosan cu glutaraldehidǎ (eficiența cataliticǎ a fost de 1,4%). Aceasta 
probabil se datoreazǎ faptului cǎ enzima ȋși pierde din activitate ȋn timpul procesului 
sever de legare covalentǎ de chitosan. Folosirea chitosanului ca suport la imobilizare 
probabil ȋmpiedicǎ accesul enzimei la substrat. Preparatele celulazice obținute prin 

imobilizare pe membranǎ lipozomialǎ cu glutaraldehidǎ și chitosan ca suport, 
respectiv imobilizare prin legare covalentǎ pe chitosan cu glutaraldehidǎ s-au 
reutilizat de șase ori pe substrat solubil (carboximetilcelulozǎ) și de cinci ori pe 

substrat insolubil (CC31). Activitatea relativǎ a celulazei imobilizate  prin legare 

BUPT



                                                                            I.4. Imobilizarea enzimelor 31  

covalentǎ pe membrane lipozomiale cu chitosan și glutaraldehidǎ a fost mai mare 

decât activitatea enzimei imobilizate prin legare covalentǎ pe chitosan cu 
glutaraldehidǎ, la fiecare ciclu de utilizare. Unul dintre motivele pentru care celulaza 
imobilizatǎ pe membrane lipozomiale a fost mai stabilǎ este cǎ interacțiunea dintre 
enzimǎ și membranǎ ȋmpiedicǎ inactivarea ei [66]. 

Dincer ș.a. au imobilizat celulaza din Aspergillus niger prin legare covalentǎ 

pe membrane de polivinilalcool (PVA) modificate cu anhidridă maleică, folosind 
chitosanul ca suport și epiclorhidrina ca agent de legare. Celulaza nativǎ a avut 
activitate cataliticǎ maximǎ la pH 7.0, iar celulaza nativǎ la pH 4.0. Pentru ambele 

celulaze, celulaza nativǎ și imobilizatǎ, temperatura optimǎ a fost atinsǎ la valoarea 
de 400C. Celulaza imobilizatǎ a fost mai stabilǎ decât celulaza nativǎ, ȋn condițiile 

studiate. Celulaza imobilizatǎ a fost reutilizatǎ de cinci ori  pe carboximetilcelulozǎ, 

ȋnsǎ activitatea cataliticǎ a scǎzut cu 52% dupǎ al a cincea reutilizare [67].    

 Poli(2,6-dimetil-1,4-fenilenoxidul) (PPO), cu stabilitate termică bună, este 
unul dintre cei mai utilizați polimeri, iar forma bromurată (BPPO) prezintă şi 
caracteristici bune de formare de membrane. S-a studiat imobilizarea celulazei prin 
legare covalentǎ pe membrane schimbǎtoare de cationi construite prin aminarea și 

carboxilarea BPPO, folosind agentul de legare N-(3-dimetilaminopropil)-N’-
etilcarbodiimidă (EDC). Condițiile optime de imobilizare la care activitatea celulazei 
imobilizate a fost maximǎ au fost: 40 mg/ml EDC, 20 h timp de activare, 25 h timp 
de imobilizare,  5 mg/ml celulazǎ introdusǎ, pH 3,8.  Activitatea celulazei native a 

fost maximǎ la temperatura de 500C. Dupǎ imobilizare, valoarea temperaturii la care 
activitatea cataliticǎ a fost maximǎ a crescut la 550C. La temperaturi mai mari de 
550C, celulaza imobilizatǎ a fost mai stabilǎ decât celulaza nativǎ [68]. 

 În ultimii ani, datorită dimensiunii mici a particulelor, specificităţii ridicate 
de suprafață şi toxicităţii scǎzute, particulele nanomagnetice sunt aplicate în diferite 

domenii ca medicină sau industrie. Nanoparticulele de Fe3O4 sunt cele mai folosite 
materiale magnetice biocompatibile cu toxicitate scăzută şi proprietăţi magnetice 
puternice, având aplicaţii în adsorbţia intracelularǎ şi separare, ambalarea 

medicamentelor, rezonanţa magnetică, imobilizarea proteinelor şi enzimelor, 
purificarea proteinelor și tratarea apelor [61].  

Legarea covalentǎ a celulazei de nanoparticule magnetice de oxid de fier 
folosind carbondiimida ca agent de activare a fost studiatǎ de Jordan ş.a. La o 
cantitate de celulazǎ de 1-2 mg, s-a atins randamentul maxim de imobilizare de 

aproximativ 90%. Celulaza imobilizatǎ a fost mai stabilǎ termic decât celulaza 
nativǎ. La temperatura de 500C, activitatea ambelor celulaze, nativǎ și imobilizatǎ, a 
fost optimǎ. Activitatea celulazei native a fost maximǎ la pH 4.0. Dupǎ imobilizare, 

valoarea pH-ului la care activitatea cataliticǎ a fost maximǎ a crescut la 5,0. 
Celulaza imobilizatǎ s-a reutilizat de șase ori pe substrat de celulozǎ microcristalinǎ 

[61].  
Darias ș.a. au studiat imobilizarea celulazei din Trichoderma viride prin 

legare covalentă de chitosan. Dupǎ imobilizare, celulaza a pierdut 60% din 

activitatea inițialǎ, aceasta probabil datorându-se inactivǎrii enzimei ȋn timpul legǎrii 
de chitosan. Dupǎ imobilizare, pH-ul la care activitatea cataliticǎ a fost maximǎ, a 
rǎmas același (5.0). Ambele celulaze, nativǎ și imobilizatǎ, au avut activitate optimǎ 

la temperatura de 580C, ȋnsǎ stabilitatea termicǎ a celulazei a crescut ȋn urma 
imobilizǎrii [69]. Celulaza din  Aspergillus niger s-a imobilizat prin legare covalentǎ 
de chitosan-acid glutamic și chitosan-acid 4-aminobutiric, respectiv prin ȋnrețelarea 

(reticularea) enzimei pe chitosan-acid glutamic și chitosan-acid 4-aminobutiric cu 
glutaraldehidǎ (GDA). Dupǎ imobilizarea celulazei prin legare covalentǎ, 
randamentul de regǎsire al activitǎții a fost de 58% pentru celulaza imobilizatǎ pe 
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chitosan, 76% pentru celulaza imobilizatǎ pe chitosan-acid glutamic, respectiv 55% 

pentru celulaza imobilizatǎ pe chitosan-acid 4-aminobutiric. Dupǎ imobilizarea 
celulazei prin ȋnrețelare cu GDA, randamentul de regǎsire al activitǎții a fost de 65% 
pentru celulaza imobilizatǎ pe chitosan-GDA, 85% pentru celulaza imobilizatǎ pe 
chitosan-acid glutamic-GDA, respectiv 63% pentru celulaza imobilizatǎ pe chitosan-

acid 4-aminobutiric-GDA. Metoda de imobilizare prin ȋnrețelare s-a dovedit a fi mai 
eficientǎ decât metoda de imobilizare prin legare covalentǎ. Toate cele trei preparate 
obținute ȋn urma imobilizǎrii prin ȋnrețelare au fost mai stabile decât celulaza nativǎ, 

ȋn condițiile studiate (pH, temperaturǎ și stabilitate la depozitare timp de 100 zile). 
Dupǎ imobilizarea celulazei pe chitosan-DGA, respectiv pe chitosan-acid 4-

aminobutiric-GDA , temperatura la care activitatea celulazei a fost maximǎ nu s-a 

modificat (500C), comparativ cu celulaza nativǎ, ȋnsǎ a crescut la 600C dupǎ 
imobilizarea prin ȋnrețelare a celulazei pe chitosan-acid glutamic-DGA. S-a observat 
cǎ celulaza imobilizatǎ prin ȋnrețelare pe chitosan-GDA a reținut aproximativ 60% 
din activitatea initialǎ, dupǎ 6 cicluri de utilizare, ȋn reacția de hidrolizǎ a 

carboximetilcelulozei. Celulaza imobilizatǎ prin ȋnrețelare pe chitosan-acid glutamic-

GDA și chitosan-acid 4-aminobutiric-GDA a reținut aproximativ 50% din activitatea 
initialǎ, dupǎ 25 cicluri de utilizare [70]. 

Dintre tehnicile de imobilizare cunoscute, imobilizarea prin adsorbție poate fi 
o metoda avantajoasǎ datoritǎ costurilor scǎzute, simplitǎții metodei și eficienței 

catalitice obținute [38]. Ogeda ș.a. au studiat imobilizarea celulazei din Trichoderma 
reesei prin adsorbție pe Si/SiO2. Dupǎ imobilizare, preparatul celulazic obținut s-a 
testat ȋn reacția de hidrolizǎ a celulozei Avicel netratatǎ și pretratatǎ cu acid fosforic, 

respectiv celulozei din bumbac și eucalipt. Celulaza imobilizatǎ prin adsorbție a 
determinat obținerea unor randamente de hidrolizǎ mai mici ȋn cazul suporturilor 

netratate (Avicel, celuloza din bumbac și celuloza din eucalipt), comparativ cu 
celulaza nativǎ, aceasta datorându-se fenomenului de difuziune ȋngreunatǎ a 

enzimei la substrat dupǎ imobilizare. Insǎ ȋn urma pretratǎrii celulozei Avicel cu acid 
fosforic, randamentul de hidrolizǎ obținut cu celulaza imobilizatǎ a fost mai mare 
decât ȋn cazul enzimei native, acesta probabil se datoreazǎ faptului cǎ grupǎrile 

fosfat prezente ȋn celulozǎ inactiveazǎ mai repede celulaza nativǎ. Preparatul 
enzimatic s-a reutilizat de șase ori, iar activitatea cataliticǎ a scǎzut cu aproximativ 
20% dupǎ al șaselea ciclu de utilizare [71]. 

Cele mai multe studii au demonstrat că enzimele imobilizate pe suporturi 

anorganice prezintă stabilitate mai ridicată decât preparatele obţinute utilizând 
suporturi organice. Carbunele activ prezintă o suprafațǎ foarte mare (600-1000 

m2/g, volumul porilor de 300-1000 Ǻ), acesta dovedindu-se un suport eficient 
pentru imobilizare. S-a studiat imobilizarea celulazei din Aspergillus niger prin 
adsorbţie pe cărbune activ. A fost investigat efectul parametrilor de imobilizare 
(timpul, temperatura și concentrația de celulazǎ introdusǎ) asupra capacitǎții de 
adsorbție. Timpul la care capacitatea de adsorbție a fost optimǎ a fost de 40 minute 
(la o concentrație de celulazǎ de 5 mg/ml, pe intervalul de temperaturǎ de 20-

600C). Capacitatea de adsorbție a celulazei a crescut odatǎ cu creșterea temperaturii 

(domeniul de temperaturǎ studiat a fost 20-600C). La 300C, capacitatea de adsorbție 
a fost de 92% pentru o concentrație de 2 mg/ml celulazǎ introdusǎ. Parametrii 
termodinamici studiați (ΔG0, ΔH0, ΔS0) au arǎtat cǎ procesul de adsorbție pe 

cǎrbune este spontan și endoterm. Celulaza imobilizatǎ s-a reutilizat de 5 ori pe 
substrat de metilcelulozǎ, ȋnsǎ activitatea cataliticǎ a scǎzut cu 30% dupǎ prima 
reutilizare, dupǎ care s-a menținut constantǎ [64]. Jabasingh ș.a au studiat 

imobilizarea celulazei din Aspergillus nidulans prin adsorbție pe cǎrbune activ 
modificat cu H2O2. Randamentul de imobilizare a crescut pânǎ la 2 ore de adsorbție, 
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indiferent de cantitatea de enzimǎ introdusǎ (4-16 mg/ml). La 2 ore de adsorbție, 

randamentul de imobilizare la 4 mg/ml enzimǎ introdusǎ a fost de 79,5%, și a 
scǎzut adatǎ cu creșterea cantitǎții de celulazǎ. Parametrii termodinamici studiați 
(ΔG0, ΔH0, ΔS0) au demonstrat, de asemenea, cǎ procesul este spontan, endoterm 
și ireversibil. Celulaza imobilizatǎ prin adsorbție pe cǎrbune activ modificat s-a 

reutilizat de 10 ori pe substrat de carboximetilcelulozǎ, fǎrǎ sǎ se observe scǎderi de 

activitate [72].  
Chang ş.a. au studiat imobilizarea celulazei din Trichoderma reesei prin 

adsorbție pe nanoparticule de silice mezoporoasǎ (MSN) cu dimensiunea porilor micǎ 

(circa 150 nm) utilizând ca silan tetraetoxisilan (SPMSN) și pe nanoparticule de silice 
mezoporoasǎ cu dimensiunea porilor mare (circa 600 nm) utilizând ca silan 3-

aminopropil-trimetoxisilan (LPMSN). S-a investigat imobilizarea enzimei prin legare 
covalentǎ de LPMSN cu tetraetoxisilan și (3-trietoxisililpropil)–acid succinic (TESP-

SA), hidroclorurǎ de N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimidǎ și N-
hidroxisuccinimidǎ. Sarcinile electrice ale suprafeței  au influenţat randamentul de  

imobilizare al celulazei. Deoarece sarcinile electrice ale celulazei, SPMSN și suportul 
utilizat pentru legarea covalentǎ, LPMSN cu TESP-SA ȋn tampon pH 4,8 au fost 

negative (-6,8 mV), (-14,8 mV), respectiv (-40,5 mV), interacțiunile electrostatice 
dintre enzimǎ și substrat sunt mai slabe. Deoarece sarcinile electrice ale LPMSN sunt 
aproximativ 0 (+ 1,0 mV) datoritǎ existentei grupǎrilor Si-OH și Si-NH2 celulaza a 
fost adsorbitǎ mai eficient pe acest substrat datoritǎ interacțiunilor celulazei cu 

gruparea Si-NH2. Cantitatea de glucozǎ eliberatǎ ȋn timpul reacției de hidrolizǎ a 
celulozei pretratate cu [Bmim]Cl catalizatǎ de celulaza adsorbitǎ pe SPMSN, LPMSN 
și TESP-SA LPMSN a fost 33,30%, 77,89%, respectiv 83,78%, ȋnsǎ mai micǎ decât 
cantitatea de glucozǎ obținutǎ ȋn urma reacției catalizate de celulaza nativǎ ( 85%). 

Celulaza imobilizatǎ prin legare covalentǎ de LPMSN cu TESP-SA a fost mai 

eficientǎ  decât celulaza imobilizatǎ prin adsorbție simplǎ. Unul din avantajele 
celulazei imobilizate a fost creșterea stabilitǎții la depozitare la temperatura 

camerei. Dupǎ 23 de zile, celulaza imobilizatǎ a pierdut 4,6% din activitate, iar 
celulaza nativǎ a pierdut 37,8% din activitatea ințialǎ [73]. Lupoi ș.a. au observat cǎ 
celulaza din Trichoderma viride imobilizatǎ prin adsorbție pe silice Aerosil-OX 

(diametrul particulelor 40 nm, aria totalǎ a suprafeței 1,4 m2) este mai stabilǎ decât 
celulaza nativǎ ȋn condițiile de reacție studiate. Dupǎ 96 ore de zaharificare și 
fermentare simultanǎ a celulozei, celulaza imobilizatǎ a produs de 1,6 ori mai multǎ 
glucozǎ decât celulaza nativǎ. Prin urmare, ȋn urma imobilizǎrii celulazei, a crescut 

cantitatea de etanol formatǎ ȋn timpul procesului de zaharificare și fermentare 
simultanǎ. Cantitatea de etanol obținutǎ, dupǎ 96 ore de reacție, a fost de 10,9 mg, 
când s-a folosit celulaza imobilizatǎ, respectiv de 3,8 mg, când s-a folosit celulaza 

nativǎ. Celulaza imobilizatǎ s-a reutilizat de trei ori, iar cantitatea de glucozǎ 
produsǎ la al doilea și al treilea ciclu de utilizare a scǎzut la 17% [74]. 

Hartono ș.a. au studiat imobilizarea celulazei  prin adsorbție pe matrice de 
silice FDU-12 mezoporoasǎ (PS) formatǎ cu tetraetoxisilan (TEOS), respectiv pe 

matrici de silice FDU-12 funcționalizate, preparate prin amestecul a doi silani. 
Formarea matricei de silice funcținalizatǎ s-a realizat prin amestecarea silanului 
TEOS cu diferiți organosilani  (ȋn raport molar 15:1), surfactantul Pluronic F-127 și 
trimetilbenzen (TMB). Organosilanii utilizați ȋn acest studiu au fost: 3-

aminopropiltrietoxisilan APTES (denumirea matriciei formate cu acest silan este S-
APTES), 3-mercaptopropiltrimetoxisilan MPTMS (denumirea matriciei formate cu 
acest silan este S-MPTMS), viniltrimetoxisilan VTMS (denumirea matriciei formate cu 
acest silan este S-VTMS), feniltrimetoxisilan PTMS (denumirea matriciei formate cu 
acest silan este S-PTMS). Capacitatea de adsorbția a celulazei pe S-APTES, respectiv 
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pe S-VTMS a fost aproximativ aceeași, indiferent de concentația de celulazǎ 

adǎugatǎ. La o concentrație de 0,8 mg/ml enzimǎ adǎugatǎ, s-a adsorbit 
aproximativ 16,12 mg celulazǎ/g S-APTES  și 17,05 mg celulazǎ/g S-VTMS. 

Comparativ cu substraturile funcționalizate (S-APTES, S-VTMS), pe matricea de 
silice mezoporoasǎ (PS) s-a adsorbit o cantitate mai micǎ de enzimǎ, indiferent de 

cantitatea de celulazǎ adǎugatǎ (la o concentrație de 0,8 mg/ml celulazǎ,  pe PS s-a 
adsorbit 8,55 mg celulazǎ/g silice). Chiar dacǎ capacitatea de adsorbție a celulazei 
pe S-APTES a fost mai ridicatǎ (16,12 mg celulazǎ/g S-APTES) comparativ cu PS, 

dupǎ imobilizarea celulazei pe S-APTES a scǎzut semnificativ activitatea cataliticǎ, 
de la 14,00 U/mg enzimǎ la 1,10 U/mg enzimǎ. Dupǎ imobilizarea celulazei pe S-

VTMS, respectiv pe PS, activitatea cataliticǎ a scǎzut la 71% din activitatea celulazei 
native (capacitatea de adsorbție a celulazei a fost de 8,55 mg celulazǎ/g PS), 

respectiv la 78% (capacitatea de adsorbție a celulazei a fost de 17,05 mg celulazǎ/g 
S-VTMS). S-a studiat stabilitatea operaționalǎ a celulazei imobilizate pe PS, S-APTES 
și S-VTMS. Dupǎ 14 zile de operare, celulaza imobilizatǎ pe PS a pierdut 65-70% din 

activitatea inițialǎ, ȋn timp ce celulaza imobilizatǎ pe S-APTES și S-VTMS a pierdut 
78-100%, respectiv 71-90% din activitatea inițialǎ. Imobilizarea celulazei pe matrici 
de silice funcționalizatǎ a determinat creșterea stabilitǎții operaționale a celulazei 

[75].  
Entraparea celulazei ȋn matrici polimerice anorganice sau organice poate fi 

consideratǎ o metodǎ avantajoasǎ de imobilizare datoritǎ numeroaselor avantaje pe 
care le prezintǎ: uniformitate, biocompatibilitate, stabilitate termicǎ și chimicǎ 

ridicatǎ, posibilitatea de a imobiliza o cantitate mare de proteinǎ, aceastǎ metodǎ 
putând fii aplicatǎ unui domeniu larg de proteine [38, 76, 77]. 

Unele din cele mai bune  nanomateriale sunt aerogelurile, care pot fi 
obţinute prin uscarea supercritică cu dioxid de carbon a gelului. Aerogelul este un 

material cu proprietăţi unice cum ar fi porozitate ridicată, densitate scăzută, 

suprafaţă specifică bună şi conductivitate termică scăzută, fiind un material inert şi 
netoxic. Procesul de imobilizare a celulazei într-o matrice de sol-gel poate implica 
două etape: entraparea celulazei în matricea de sol-gel şi uscarea supercritică cu 
dioxid de carbon. Celulaza din Humicola insolens a fost imobilizată prin metoda sol-
gel folosind ca silan precursor tetrametoxisilan, urmatǎ de uscare supercritică a 
gelului folosind dioxid de carbon. În urma imobilizǎrii, stabilitatea termicǎ a celulazei 

a crescut. Celulaza imobilizatǎ a avut activitatea cataliticǎ optimǎ la temperatura de 
400C, iar celulaza nativǎ la 300C. S-a studiat reutilizarea celulazei imobilizate la 
presiune atmosfericǎ și ȋn mediu de CO2/H2O și 10 MPa, folosind ca substrat 

carboximetilceluloza. S-a observat cǎ celulaza imobilizatǎ a putut fi reutilizatǎ de 15 
ori la presiune atmosferica și de 20 ori ȋn mediu de CO2/H2O [78]. Entraparea 
celulazei din Bacillus subtilis ȋn alginat de calciu a fost studiatǎ de Andriani ș.a.  In 

urma entrapǎrii enzimei, valoarea temperaturii optime a crescut de la 500C (ȋn cazul 
celulazei native) la 600C, ȋnsǎ activitatea relativǎ a celulazei imobilizate a scǎzut la 
45% dupǎ al treia reutilizare pe carboximetilcelulozǎ ca substrat [79].   

Celulaza imobilizată prin încapsulare într-o matrice mezoporoasǎ de silice 

SBA-15, de diferite dimensiuni ( 5,4 nm, 8,9 nm şi 11 nm) a fost studiată de 
Takimoto ș.a. Cantitatea de enzimǎ imobilizatǎ a crescut odatǎ cu mǎrimea porilor 
SBA-15. Cantitatea maximǎ de celulazǎ ȋncapsulatǎ a fost de 8,3 mg/10 mg SBA-15 

de 11 nm, de 8,2 mg/10 mg SBA-15 de 8,9 nm, de 7 mg/10 mg SBA-15 de 5,4 nm 
și de 4 mg/10 mg silice amorfǎ. Activitatea celulazei imobilizate pe SBA-15 de 8,9 
nm a fost cu 70% mai micǎ decât activitatea celulazei native [80].  
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Se poate afirma că cercetările privind imobilizarea celulazelor prin entrapare 

ȋn sol-gel se găsesc încă în faza de început şi pe plan mondial, existând vaste 

posibilităţi de investigare în acest domeniu. 
 

 I.5. Conversia biomasei la bioetanol  
 

 Obţinerea biocombustibilor implică utilizarea unor materii prime regenerabile 
cum ar fi: tulpini de grâu şi porumb, lemn, biomasă cultivată (de exemplu, genul 
Miscanthus) sau diverse deşeuri [9, 81, 82]. 

Se cunosc cel puţin două metode de preparare a etanolului din materiale 

lignocelulozice: 
a) Celuloliza: constă ȋn hidroliza materialelor lignocelulozice pretratate, 

urmată de fermentare şi distilare [83, 84]; 
b) Gazeificarea: ȋn care biomasa lignocelulozică este transformată în 

monoxid de carbon şi hidrogen, prin fermentare sau prin cataliză termochimică, 
aceste gaze fiind apoi convertite la bioetanol [ 83, 84, 85].  

Prin niciuna dintre procedeurile de obţinere a bioetanolului celulozic nu se 
generează emisii toxice, iar utilizarea sa drept combustibil conduce la o diminuarea 
a emisiilor de gaze cu efect de seră cu aproximativ 80%, ȋnsă dezavantajul major ȋl 

reprezintă costurile mai ridicate comparativ cu bioetanolul obţinut din amidon. 
Natura biomasei lignocelulozice influenţează procesul de hidroliză a 

polizaharidelor, procesele tehnologice de obţinere a etanolului celulozic fiind diferite, 
în funcţie de metodele de hidroliză și fermentare utilizate [86]. 

Celuloza şi hemiceluloza sunt douǎ polizaharide din compoziția biomasei 

care pot fi scindate în zaharide fermentescibile. Lignina, neavând în compoziţia sa 
zaharuri, nu poate fi folositǎ la prepararea bioetanolului. În timpul procesului, 

datoritǎ structurii şi conţinutului lor diferit, celuloza şi hemiceluloza sunt procesate 

separat. Datorită structurii amorfe, hemiceluloza poate fi uşor hidrolizată în prezenţă 
de acizi diluaţi sau baze, sau sub acţiunea unui număr mare de enzime cum ar fi 
hemicelulazele [87].  

Metoda celulolitică de obținere a bioetanolului cuprinde cinci etape principale 
[88, 89]: 

 Pretratarea biomasei lignocelulozice 
 Hidroliza celulozei  

 Separarea soluţiei de zaharuri fermentescibile de materialul rezidual 
 Fermentarea microbiană a soluţiei de zaharuri 
 Distilarea alcoolului.  

Reprezentarea schematică a metodei celulolitice de obținere a etanolului 
celulozic este prezentatǎ ȋn Figura I.16 [90]. 
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Figura I.16. Conversia biomasei lignocelulozice la bioetanol [90] 

  
Producerea bioetanolului se poate urmǎri pe mai multe cǎi (Figura I.16) [90]: 

 Hidroliza și fermentația separatǎ (SHF): ȋn care are loc hidroliza 

celulozei urmatǎ de fermentația zaharurilor  
 Hidroliza și co-fermentația separatǎ (SHCF): ȋn care are loc hidroliza 

celulozei și hemicelulozei urmatǎ de fermentația simultanǎ a hexozelor și 

pentozelor rezultate  
 Hidroliza și fermentația simultanǎ (SSF): ȋn care hidroliza celulozei  

și fermentația hexozelor are loc simultan 
 Hidroliza și co-fermentația simultanǎ (SSCF): ȋn care hidroliza 

celulozei și hemicelulozei și fermentația hexozelor și pentozelor are loc 
simultan 
 Procesul consolidat de biotransformare: producerea enzimelor, 
hidroliza și fermentația au loc ȋntr-o singurǎ etapǎ 

 
  I.5.1. Pretratarea biomasei lignocelulozice 
 

Prima etapă în bioconversia lignocelulozei la bioetanol este pretratarea 

biomasei. Scopul principal al pretratamentului este de a distruge obstacolele 

structurale şi de compoziţie ce pot influenţa negativ procesul de hidroliză, precum şi 
de a îmbunătăţi accesul enzimei la celulozǎ şi de a mări randamentul de obţinere a 

zaharurilor fermentescibile din celuloză sau hemiceluloză [90, 91, 92]. În etapa de 
pretratament este necesar să se urmărească atingerea următoarelor cerinţe:   

 îmbunătăţirea formării zaharurilor fermentescibile; 

 evitarea degradării sau pierderii carbohidratilor; 
 evitarea formarii produșilor secundari ce pot inhiba enzima şi procesele de 

fermentare; 
 reducerea costurilor [93, 94];  
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 I.5.2. Metode de pretratare a biomasei lignocelulozice 

 
 La ora actuală se cunosc cǎteva procedee de pretratare a materialului 

lignocelulozic: 
A. Procedee fizice: presiune, tocare, mărunţire, măcinare, agitare, 

compresie sau alte tipuri de procedee mecanice. 

B. Procedee chimice (acizi, medii alcaline,) [90, 91, 93, 94, 95] 
C. Procedee fizico-chimice (amoniac, aburi, dioxid de carbon, solvenţi 

organici etc.)[91] 
 

      I.5.2.1. Procedee fizice de pretratare 
  

  Procedeele fizice de pretratare presupun transformarea biomasei într-o 

pulbere fină, prin mărunţire, măcinare, tocare, pentru facilitarea tratamentelor 
chimice şi biologice ulterioare. De exemplu, prin tocare se obţin particule de 
dimensiunea 10-30 nm, iar prin măcinare sau marunţire se obțin particule de 
aproximativ 0,2-2 nm.  

În funcție de natura materiei prime, metoda de pretratare este diferită, 
minimalizându-se astfel degradarea substratului şi fiind totodată îmbunătăţit 
randamentul de hidrolizǎ. Cu cât biomasa este mai bine mărunţită cu atât accesul 

polizaharidelor în situsul catalitic al enzimelor este facilitat. Dimensiunea ideală de 
mǎrunțire variază de la câţiva centimetri până la 1-3 mm. Energia consumată pentru 

reducerea dimensiunii particulelor reprezintă aproximativ 30% din consumul 
energetic total al procesului [90]. Această metodă determină creşterea ariei 

suprafeţei specifice şi reduce gradul de polimerizare. Deoarece costurile energetice 
sunt ridicate, această metodă nu este avantajoasă din punct de vedere economic 

[90].  
Metoda de iradiere a celulozei cu raze γ determinǎ mǎrirea ariei suprafeței și 

scǎderea gradului de cristalinitate al celulozei prin ruperea legǎturilor de hidrogen 

[96]. 
 

 I.5.2.2. Procedee chimice de pretratare 
 
Deoarece biomasa lignocelulozicǎ este extrem de recalcitrantă la degradare, 

s-au dezvoltat o serie de metode de pretratare chimică. Studiile efectuate au 

demonstrat că există o corelaţie directă între îndepărtarea ligninei sau hemicelulozei 
şi creşterea randamentului de hidrolizǎ [90, 95]. Metodele termochimice de 

pretratare implică scindarea fibrelor biomasei în diferite condiţii acide sau alcaline, la 
temperaturi ridicate, fǎrǎ a fi afectați constituenții biomasei [90]. 

 
I.5.2.2.1. Hidroliza acidǎ 

  

Hidroliza acidă a fost folosită mult timp, însă are efecte negative asupra 
mediului înconjurător, prin depozitarea deşeurilor de gips. Pentru pretratarea 
biomasei se poate folosi acid sulfuric sau clorhidric. În general, etapa de hidroliză 
chimică a biomasei lignocelulozice are loc printr-un atac acid. Aceastǎ metodǎ a fost 

folosită mult timp, însă are efecte negative asupra mediului înconjurător [ 90, 94, 
96].  
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 Hidroliza cu acid sulfuric diluat 

 

Dintre toate metodele chimice de pretratare, metoda cu acidul sulfuric diluat 
la temperatură ridicată are cele mai multe aplicaţii industriale, deoarece se obţine o 
cantitate mare de zaharuri fementescibile din hemiceluloză [93, 95]. 

Se cunosc două tipuri de pretratamente cu acid diluat: la concentraţii 
scăzute de acid  (5-10%) şi temperaturi ridicate (>433 K), la concentraţii mai mari 
de acid (10-40%) şi temperaturi scăzute (<433 K) [93]. Timpul de reacţie este 
relativ scurt, de la câteva minute la câteva ore. Pretratarea materialului 

lignocelulozic cu acid sulfuric diluat poate avea loc în două etape. Într-o primă etapă 

are loc depolimerizarea hemicelulozei la xiloză şi alte zaharide, iar în etapa a doua 
are loc hidroliza celulozei.  

Temperatura de lucru ridicată poate produce degradarea polizaharidelor, 
fiind posibilă însă şi degradarea monozaharidelor obţinute. O creştere a 
randamentului de reacţie este posibilă în cazul ȋn care procesul se desfăşoară în 

reactoare cu amestecare, iar colectarea monozaharidelor se face imediat dupǎ 

obținere.  
Realizarea hidrolizei în două etape reprezintă o altă variantă prin care se 

poate mări randamentul de obținere a zaharurilor fermentescibile. Prima etapă are 
loc în condiţii mai blânde, pentru recuperarea pentozelor, iar cea de-a doua etapă se 

desfăşoară în condiţii mai severe, pentru a permite recuperarea hexozelor. Avantajul 
acestui tip de pretratare ȋl costituie viteza mare de reacție. In funcţie de natura 

biomasei, în urma pretratării cu acid diluat aproximativ 70-95% din hemiceluloză 
poate fi hidrolizată la zaharuri. Avantajele pretratării cu acid diluat sunt: are loc 
hidroliza mai rapidă a hemicelulozei, comparativ cu alte metode de hidroliză 
(enzimatică), în funcţie de condiţiile de hidroliză se poate evita degradarea 

zaharurilor.   
Dezavantajele metodei de hidroliză acidă sunt: necesitatea folosirii unor 

materiale speciale, scumpe, pentru construcţia reactorului şi dificultatea de 
recuperare a zaharurilor, datorită apariţiei unei reacţii secundare de degradare a 
glucidelor [90, 93]. Figura I.18 prezintǎ schema hidrolizei biomasei cu acid diluat. 
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Figura I.17. Reprezentarea schematicǎ a hidrolizei biomasei cu acid diluat 

 

Hidroliza cu acid concentrat 
  

 În metoda de pretratare cu acizi concentraţi se lucrează cu H2SO4 72% sau 
HCl 42%, la 250C pentru dizolvarea celulozei, urmată de diluţia cu acid 1% şi 
încălzirea amestecului la 100-120°C timp de aproximativ 3 ore pentru a scinda 
oligomerii celulozici în monomeri de glucoză. Procedeul permite obţinerea glucozei 
cu randamente mari, însă prezintă câteva dezavantaje majore: acizii concentrați 

sunt toxici, reactoarele trebuie construite din materiale speciale, consum de apă 
mare, costuri ridicate [ 93, 96].  

 Se lucrează cu acid clorhidric concentrat, în condiţii blânde de temperatură 
şi presiune. Într-o primă etapă, are loc îndepărtarea hemicelulozei din lignoceluloză 
cu acid de 35%, iar hidroliza propriu-zisă se desfăşoară în prezenţa  acidului mai 
concentrat. Aceastǎ metodǎ determinǎ degradarea lentă a polizaharidelor, se 

desfăşoară cu o viteză relativ scăzută, însǎ are o eficienţă ridicată (peste 90%) şi 

este mai ieftină. Ea prezintă şi dezavantaje legate de necesitatea recuperării sau 
neutralizării acidului din soluţia de zaharuri, precum și necesitatea utilizării unor 
instalaţii speciale anticorozive [ 93, 96].  

Atunci când biomasa lignocelulozică este tratată cu acid sulfuric, se 

formeazǎ și compuși toxici nedoriți cum sunt furfuralul şi hidroximetil furfuralul, care 

au efect inhibitor asupra etapelor ulterioare de hidroliză şi fermentaţie a zaharurilor 
[91]. Eliminarea acestor inhibitori necesită etape suplimentare, care influenţează 
costurile de producţie [90, 91, 93]. Figura I.19 prezintǎ schema hidrolizei biomasei 

cu acid concentrat. 
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Figura I.18. Reprezentarea schematicǎ a hidrolizei biomasei cu acid concentrat 

  
I.5.2.2.2. Pretratarea biomasei cu hidroxizi  

 
Aceastǎ metodǎ de pretratare folosește baze de tipul hidroxidului de sodiu, 

hidroxidului de amoniu sau hidroxidului de calciu [93, 96]. Cel mai eficient agent de 
pretratare s-a dovedit a fi hidroxidul de calciu. Acest agent se poate recupera ușor 
din sistemul apos prin neutralizare. Metodele alcaline de pretratare sunt, în general, 
mai eficiente, întrucât se solubilizează o mare parte din lignină, însă cea mai mare 

parte din hemiceluloză rămâne în stare insolubilă. Procesul se poate desfǎșura la 
temperaturi și presiuni scǎzute, ȋnsǎ timpul de pretratare poate varia de la ore la zile 
ȋn funcție de condițiile de reacție [95, 96]. Avantajele majore ale acestui tip de 

pretratament sunt: creşte reactivitatea celulozei, se degradeazǎ o cantitate micǎ de 

zahar, iar costurile pentru materiile prime sunt mult mai scăzute, comparativ cu 
hidroliza acidă. Utilizarea unor concentraţii mari de reactivi necesită tratarea apelor 
reziduale şi duce la creşterea costurilor pentru neutralizarea deşeurilor [90, 96].  

Pretratamentul cu hidroxid de calciu presupune amestecarea apei cu 
hidroxidul de calciu, adǎugarea biomasei (particulele biomasei trebuie sǎ fie mai mici 

de 10 nm), și pǎstrarea soluției timp de câteva ore sau zile, ȋn funcție de 
temperatura de pretratare [96]. Pretratamentul cu hidroxid de calciu ȋndepǎrteazǎ 
lignina și hemiceluloza din biomasǎ, ȋnsǎ determinǎ creșterea indicelui de 

cristalinitate al celulozei. Deoarece ȋn timpul pretratǎrii biomasei cu oxid de calciu 
are loc acetilarea și creșterea cristalinitǎții celulazei, aceastǎ metodǎ de pretratare 
nu este eficientǎ pentru hidroliza enzimaticǎ [93]. Condițiile optime de pretratare a 
paielor de porumb cu hidroxid de calciu, astfel ȋncât randamentul de hidrolizǎ sǎ se 

apropie de 100%, au fost: 0,0075 g hidroxid de calciu/g biomasǎ uscatǎ, 5 g apǎ/ g 
biomasǎ uscatǎ, 4 ore la 1200C [96]. 

Pretratrea biomasei cu soluție diluatǎ de hidroxid de sodiu a determinat 

creșterea ariei suprafeței specifice, scǎderea gradului de polimerizare, scǎderea 
cristalinitǎții celulozei, ruperea legǎturilor dintre ligninǎ și carbohidrați și modificarea 

structurii ligninei [96]. Pretratarea biomasei cu hidroxid de amoniu a determinat 
ȋndepǎrtarea ligninei. În urma pretratǎrii știuleților de porumb și ierburilor cu 2,5-
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20% hidroxid de amoniu, timp de 1 orǎ, la 1700C, s-a ȋndepǎrtat aproximativ 60-

80%, respectiv 65-85% ligninǎ [95].    

 
  I.5.2.3. Metode fizico-chimice de pretratare 
 

I.5.2.3.1. Expandarea cu aburi  
 
Expandarea cu aburi este una din cele mai avantajoase metode de 

pretratare a biomasei putând fi considerată o alternativă a metodelor chimice sau 
mecanice de pretratare. Se lucrează la temperaturi şi presiuni ridicate, în recipiente 
ȋnchise etanş [95]. Materialul lignocelulozic este încălzit cu ajutorul aburilor sub 

presiune. După un interval de câteva minute se formează aburi, care la decompresie 
determină expandarea materialului lignocelulozic [90].  

Efectele pretratamentului cu aburi asupra biomasei lignocelulozice sunt: 
 Pretratarea cu aburi determină creşterea gradului de cristalinitate al 

celulozei 
 Hidroliza rapidă a hemicelulozei 
 Delignifierea biomasei 

În comparaţie cu pretratarea mecanică, unul din avantajele pretratării cu 
aburi îl reprezintă costurile energetice mai reduse (cu 70%). Această metodă este 
considerată eficientă pentru pretratarea lemnului de esenţă tare şi reziduurilor 
agricole. La temperaturi ridicate, apa poate avea proprietăţile unui acid, ceea ce 
poate determina hidroliza hemicelulozei şi degradarea zaharurilor [90, 94].  
 

I.5.2.3.2. Pretratarea biomasei cu amoniac 
 

Pretratarea biomasei cu amoniac este un proces fizico-chimic care 
presupune amestecarea materialului lignocelulozic de umiditate 15-30%, cu 1-2 Kg 
amoniac lichid/ Kg biomasǎ, la presiunea de 12 atm [90, 96]. Schema aparatului de 
pretratare a biomasei cu amoniac, ȋn laborator, este prezentatǎ ȋn Figura I.19 [96]. 

In timpul pretratǎrii doar o micǎ parte din materialul lignocelulozic este solubilizat. 
Hemiceluloza a fost degradatǎ la oligomeri ai zaharurilor și lignina a fost ȋndepǎrtatǎ. 

În urma hidrolizei ierburilor de Bermuda (Cynodon dactylon, conțin aproximativ 5% 
ligninǎ) și paielor (conțin aproximativ 15% ligninǎ) pretratate cu amoniac, 

randamentul de hidrolizǎ a fost de peste 90%. Pretratamenulul cu amoniac nu este 
eficient pentru biomasa care are conținut ridicat de ligninǎ. De exemplu, 
randamentul obținut ȋn urma hidrolizei plopului pretratat (conține 25% ligninǎ), a 

fost de numai 50% [93, 96].  

BUPT



42 Studiu documentar –  I                                                                                                                                                                                               

 

 
Figura I.19. Schema de pretratare a biomasei cu amoniac, ȋn laborator [96] 

 
Condițiile optime de pretratare a paielor de porumb cu amoniac, care au dus 

la un randament de hidrolizǎ de peste 98%, au fost: raport molar amoniac/biomasǎ 

de 1:1, umiditatea biomasei de 60%, 5 minute și temperatura de 900C [96]. 
Pretratarea cu amoniac reduce conținutul de ligninǎ din biomasǎ, degradeazǎ 

hemiceluloza la oligomeri și determinǎ scǎderea cristalinitǎții celulozei [96]. Aceastǎ 
metodǎ este scumpǎ datoritǎ costului ridicat al amoniacului, de aceea utilizarea sa 

viitoare este condiţionată de recuperarea amoniacului [90, 93]. 
 

 I.5.2.3.3. Pretratarea biomasei cu dioxid de carbon 
 
 Pretratamentul cu CO2 supercritic este un proces similar cu pretratamentul 

cu amoniac sau cu aburi. Datoritǎ formǎrii de acid carbonic (ȋn prezența apei), ȋn 
timpul pretratǎrii randamentul de hidrolizǎ crește [90, 96]. Dacǎ se lucreazǎ cu 

temperaturi scǎzute, se poate evita degradarea monozaharidelor de cǎtre acid [96]. 
Creșterea presiunii faciliteazǎ accesul moleculelor de CO2 ȋn structura cristalinǎ, 
astfel crește cantitatea de glucozǎ. Prin hidroliza lucernei pretratate cu CO2 (4 Kg 

CO2/Kg biomasǎ, 5,62 MPa) dupǎ 24 ore de reacție randamentul de hidrolizǎ a fost  
de 75% [96]. Prin aceastǎ metodǎ de pretratare  se obțin randamente de hidrolizǎ 
mai mici decât prin pretratarea cu amoniac sau cu aburi, ȋnsǎ costurile de proces 
sunt mai mici și nu se formeazǎ compuși inhibitori [90, 96].  

 
 I.5.2.3.4. Pretratarea biomasei cu solvenți organici 
 
 Pretratarea biomasei cu solvenți organici presupune utilizarea unor solvenți 

sau a unui amestec de solvenți, cu sau fǎrǎ prezența catalizatorilor (acid clorhidric, 

acid sulfuric, acid oxalic sau acid salicilic). Procesul are loc la temperaturi ridicate 
(100-2500C) ȋn prezența diferitor solvenți (etanol, metanol, etilenglicol, glicerină, 
eteri, cetone, fenoli, dimetilsulfoxid etc.). Alcolii folosiţi la pretratare pot ȋndepǎrta 
lignina din biomasǎ și solubiliza hemiceluloza prin: scindarea legǎturilor din ligninǎ, 

scindarea legǎturilor eterice și esterice dintre ligninǎ și hemicelulozǎ, și ruperea 
legǎturilor glicozidice din celulozǎ [91].  
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Unii dintre solvenți pot fii recuperații prin evaporare sau condensare, astfel 

scǎzând costurile procesului [91].  

Utilizarea procedeului cu solvenţi prezintă unele avantaje comparativ cu 
metoda acidǎ sau alcalinǎ de pretratare [91]:  

 - este o metodǎ selectivǎ de pretratare, permițând separarea fracțiunilor 

(lignina uscatǎ, fracțiunea celulozicǎ și soluția apoasǎ care conține zaharuri 
fermentescibile din hemicelulozǎ sau celulozǎ) 

- procedeul cu solvenți poate fi combinat cu alte metode de pretratare 
determinând creșterea randamentului de hidrolizǎ 

- unii solvenți organici pot fi recirculați, astfel scad costurile procesului 
- este una din metodele de pretratare care nu necesitǎ neapǎrat mǎrunțirea 
biomasei pentru o conversie a celulozei mai bunǎ 

  Metoda de pretratare care foloseşte ca solvent etanolul implică scindarea 

chimică şi solubilizarea fragmentelor de lignină. Prin folosirea etanolului drept 
solvent organic, se obţine lignină cu proprietăţi reactive, fracţia celulozică putând fi 
hidrolizată cu uşurinţă [91]. Biomasa lignocelulozică s-a pretratat cu glicerină brută, 
care este considerat produsul majoritar rezultat ȋn urma producerii biodieselului. 

Datorită capacităţii acestuia de a dizolva lignina, pretratamentul cu glicerină brută 
conduce la ȋmbunătăţirea randamenlui de hidroliză, fiind considerat un proces 

eficient din punct de vedere economic [97].   
 
  I.5.2.3.5. Pretratarea biomasei cu lichide ionice 
 
  I.5.2.3.5.1. Lichidele ionice - generalităţi 

 
Lichidele ionice sunt sǎruri ionice, organice sau anorganice alcǎtuite dintr-un 

anion și un cation, care prezintă o serie de proprietǎți importante [98, 99]. 

În ultimii ani, clasa de lichide ionice s-a extins, iar introducerea unor noi 
grupări structurale pe părţile cationice sau anionice a făcut posibilă proiectarea unor 

lichide noi cu proprietăţi specifice [98]. Ele sunt compuse din diferiți ioni asimetrici şi 
flexibili, de dimensiuni şi forme foarte diferite şi implică diferite tipuri de interacţiuni. 
Se pot sintetiza prin combinația unor anioni (acetat, fosfat, tetrafluoroborat, 
trifluoroacetat, hexafluorofosfat) cu derivați de imidazoliu, amoniu, fosforiu, 
piridiniu. Bazele cationice folosite ȋn sinteza lichidelor ionice sunt prezentate ȋn 

Figura I.20 [100, 101]. 
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Figura I.20. Bazele catalitice folosite în sinteza lichidelor ionice [100] 

 

Proprietǎțile lichidelor ionice sunt [98, 99]:   
 punct de topire scǎzut 

 volatilitate foarte mică: pentru multe lichide ionice, temperatura de fierbere 
la 1 atm nu poate fi determinatǎ experimental. Lichidele ionice sunt volatile la 

200-3000C ȋn condiții de presiune redusǎ.  
 nu sunt inflamabile: deoarece lichidele ionice nu sunt volatile, ȋn consecințǎ 

nu sunt inflamabile la temperatura ambiantǎ sau temperaturi ridicate.  
 stabilitate termicǎ și chimicǎ: conform analizei termogravimetrice, lichidele 

ionice sunt stabile chiar la temperaturi mai mari de 3500C. 
 capacitatea de a dizolva diferiți compuși organici și anorganici 
 conductivitate ridicatǎ: conferǎ lichidelor ionice proprietatea de a acționa ca 

solvenți sau electroliți ȋn reacțiile electrochimice. Gradul de conductivitate al 

lichidelor este cuprins ȋntre 0,1-20 mS cm-1. Lichidele ionice ce conțin gruparea 

imidazoliu sunt mai bune conductoare decât lichidele ce conțin gruparea amoniu. 
Conductivitatea lichidelor ionice este influențatǎ de volatilitatea, densitatea sau 
mǎrimea ionilor. 

 Densitatea : lichidele ionice au densitate mai ridicatǎ decât solvenții organici 
și apa, valorile fiind cuprinse ȋntre 1 și 1,6 g/cm3.  
 Vâscozitatea: este relativ ridicatǎ, la temperatura de 20-250C fiind cuprinsǎ 

ȋntre 66 și 1110 cP. Aceastǎ proprietate diminueazǎ domeniul de aplicabilitate al 

lichidelor ionice.  
 Polaritatea: aceastǎ este cea mai importantǎ proprietate care caracterizează 

capacitatea lichidelor ionice de a dizolva diferiți compuși. Polaritatea lichidelor 
ionice este greu de analizat deoarece presupune măsurarea a mai multor 
parametri ( forțele electrostatice, legǎturile de hidrogen). De exemplu, 

polaritatea lichidelor ionice se poate determina prin analiza solvatocromică 
(ecuaţia Kamlet-Taft), determinarea indicelui de refracție, sau testarea lor ȋn 
diferite reacții organice [98, 102]. Lichidele ionice sunt, ȋn general, solvenți 

polari, datoritǎ caracterului lor ionic [102].     
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 Toxicitate și biodegradabilitate: poate fi dedusă prin analiza ciclului de viaţă 

a acestora, fiind o procedură complexă şi greu de realizat. Cu toate acestea, 
lichidele ionice prezintǎ toxicitate și biodegradabilitate scǎzutǎ [100]. 
 Tensiune superficialǎ: prezintǎ tensiune superficialǎ moderatǎ comparativ cu 

solvenții organici [100] 

Unul dintre cuvintele cheie în ceea ce priveşte lichidele ionice este 
diversitatea (diversitatea de combinaţii de anioni-cationi, diversitatea modului de 
preparare, modul de purificare şi natura impurităţilor, diversitatea proprietǎților, 

diversitatea modului de utilizare, diversitatea de aplicaţii). Acesta este unul dintre 
motivele pentru care este atât de dificil să se facă generalizări cu privire la 

proprietăţile lor fizice sau utilizarea lor [98].  
Lichidele ionice au atras interesul în ultimele decenii datoritǎ domeniului vast 

de aplicații: compuși multifuncționali utilizați ca liganți, suporturi, agenți de 
stabilizare, catalizatori acizi sau bazici, agenți de transfer de faze, lichide ionice 
protice, compuși chirali, agenți de legare, compuși polari, sǎruri metalice anionice, 

amestecuri eutectice [98, 99, 100]. 

 
  I.5.2.3.5.2. Dizolvarea celulozei ȋn lichide ionice 

 
Dizolvarea celulozei prin scindarea legăturilor puternice de hidrogen intra- și 

inter-moleculare este un proces eficient din punct de vedere economic și nu 
afectează mediul ȋnconjurător. În realitate dizolvarea celulozei nu este așa de simplă 

deoarece ȋn timpul pretratamentului pot fi afectate legăturile glicozidice ale lanţului 

celulozic datorită condiţiilor de reacţie, de aceea biopolimerul regenerat prezintă un 
grad mult mai scăzut de cristalinitate [102]. În anii 1930 s-a descoperit pentru 
prima dată  că celuloza se poate dizolva in  topitură de clorură de N-etilpiridiniu 

[103]. La ora actuală se cunosc o serie de solvenţi capabili să dizolve celuloza, cu 
sau fără derivatizarea ei. Solvenţii care derivatizează celuloza acţionând asupra 
legăturilor de hidrogen sunt NaOH/sulfură de carbon, respectiv NaOH/uree. Solvenţii 
cunoscuţi pentru dizolvarea directă a celulozei fără derivatizare sunt N-
metilmorfolin-N-oxid (NMMO), N,N-dimetilacetamidă/LiCl, dimetilsulfoxid/fluorură de 
tetrabutilamoniu trihidrat, diverse săruri de litiu cu fomula generală LiX·H2O (X=I-, 
NO3

-, CH3CO2
-, ClO4

-) [102]. 

În ultimii ani s-a utilizat o nouă clasă de solvenţi nevolatili pentru 
solubilizarea celulozei și anume, lichidele ionice [98, 99, 101, 104]. Studiile 
efectuate au arătat că unele lichide ionice bazate pe ioni imidazoliu pot dizolva 
celuloza ȋn mod eficient la temperaturi scăzute (<1000C) [105]. S-au investigat 
diferite lichide ionice ȋn procesul de dizolvare a celulozei (Tabel I.3) [99]. 

Aceste lichide ionice conţin diferiți cationi (imidazoliu, piridiniu, pirolidiniu, 
tetrabutilamoniu, tetrabutilfosforiu, alchilalcoxiamoniu) și diferiţi anioni (halogenuri, 
formaţi, acetaţi, amide, imide, tiocianaţi, fosfaţi, sulfaţi, sulfonaţi și dicloroaluminaţi) 
care le conferǎ proprietǎți diverse [99, 103].  

In 2002, s-a demonstrat că diferite lichide ionice ce conţin cationul 

imidazoliu sunt capabile să dizolve mai mult de 25% din celuloză [99]. Lichidul ionic 
clorurǎ de 1-butil-3-metil imidazoliu ([Bmim]Cl) este capabil să dizolve celuloza prin 

acţiunea lui asupra legăturilor de hidrogen [102, 106]. Aceleași concluzii au fost 
obținute și prin modelare molecularǎ ȋntr-un studiu ulterior raportat de Novoselov 

ş.a., în 2007 [107]. 
Mecanismul de dizolvare a celulozei ȋn [Bmim]Cl este prezentat ȋn Figura 

I.21 [102]. 
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Figura I.21. Mecanismul de dizolvare a celulozei ȋn [Bmim]Cl [102] 

 
S-a demonstrat că [Bmim]Cl este capabil să distrugă structura oligomerilor 

celulozei (celobioza, celotetroza și celohexoza). Prin scăderea concentraţiei lichidului 
ionic ȋn soluţie scade solubilitatea celulozei. Pentru a observa eficienţa de dizolvare a 
celulozei ȋn lichide ionice, s-au comparat proprietăţile unui solvent care solubilizează 

celuloza cu proprietăţile lichidului ionic utilizat. De exemplu, s-a utilizat un solvent 
care să nu degradeze celuloza, LiCl/N,N-dimetilacetamidă, care a fost capabil să 
dizolve 15% celuloză. Aproximativ 25% celuloză microcristalină s-a dizolvat ȋn 
[Bmim]Cl, ȋn aceleași condiţii de reacţie, iar prin introducerea probei la ultrasunete 

cantitatea de celuloză dizolvată a crescut la 28%. Lichidul ionic [Bmim]Cl are 
capacitatea de a dizolva mai bine celuloza datorită caracterului puternic bazic [99]. 
Deoarece lichidul ionic [Bmim]Cl este solid la temperatura camerei, iar ȋn timpul 
ȋncǎlzirii este foarte vâscos, acesta se consideră a fi ineficient din punct de vedere 
economic ȋn procesul de dizolvare a celulozei. 10% celuloză microcristalină s-a 
dizolvat ȋn clorurǎ de 1-alil-3-metil imidazoliu ([Amim]Cl) la 1000C, comparativ cu 

aceeași cantitate de celuloză dizolvatǎ ȋn formiat de 1-etil-3-metil imidazoliu 

([Amim]HCOO) la doar 600C [103]. 
Lichidele ionice care conţin cationul dialchil-imidazoliu și anionul dicianamidă 

sunt capabile să dizolve o serie de carbohidraţi, inclusiv celuloza [99, 103]. Conform 
unei alte cercetări, cationii de imidazoliu, piridiu și trietilamoniu, respectiv anionii 
clorurǎ, acetat și formiat s-au dovedit a fi cei mai buni pentru dizolvarea celulozei 

[99].   
De asemenea, dimetilfosfonatul de 1-etil-3-metilimidazoliu s-a dovedit a fi 

un solvent  eficient ȋn dizolvarea celulozei, datorită caracterului sǎu bazic ridicat 

[99]. Yang ş.a. au studiat hidroliza enzimaticǎ a celulozei pretratate cu ultrasunete, 
utilizând ca mediu de reacție apǎ-lichid ionic dimetilfosfat de 1-metil-3-
metilimidazoliu. Randamentul de hidrolizǎ a crescut la 95% ȋn urma pretratǎrii, 
comparativ cu 42% pentru celuloza netratatǎ [108].  

Pentru a reduce costurile de producție și a ȋmbunǎtǎți stabilitatea termicǎ a 

lichidelor ionice (ILs) s-au sintetizat o serie de compuși de tip alchilimidazoliu ce 
contin anioni pe baza de fosfat [103]. Asemenea lichide ionice sunt: 

metoximetilfosfat de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim](MeO)MePO2), dimetoxifosfat 
de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim](MeO)2PO2), metoxifosfat de 1-etil-3-metil-

imidazoliu ([Emim](MeO)HPO2), dietilfosfat de 1-etil-3-metilimidazoliu 
([Emim]Et2PO4) și dimetilfosfat de 1,3-dimetilimidazoliu ([Dmim]Me2PO2) [103]. 
Aceste lichide ionice (ILs) s-au sintetizat cu o conversie ridicată, iar compusul 
principal folosit, achilfosfatul, este ieftin, puțin toxic și usor de procurat. Punctul 
scǎzut de topire și vâscozitatea ILs bazate pe anioni fosfați au ușurat dizolvarea 
celulozei [103]. Fukaya ș.a. au raportat cǎ 10% celulozǎ a fost dizolvatǎ ȋn 

[Emim][(MeO)HPO2] după un timp de 30 min, la 450C [109]. Un studiu mai recent a 
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arǎtat cǎ [Emim][Et2PO4] poate dizolva pânǎ la 14% din celulozǎ la 1000C [110]. În 

plus, celuloza recuperatǎ din [Emim][Et2PO4] a suferit o degradare mult mai micǎ 
decât cea recuperatǎ din alte lichide ionice [103]. 

 
Tabelul.I.3. Dizolvarea celulozei în lichide ionice [99] 
 

Lichid ionic 
Materie 
primă 

Grad de 
dizolvare 

Condiţii 

dimetilfosfanat de 1,3-dimetilimidazoliu 
 

Avicel 10% 1000C, 1h 

Avicel 5% 900C 

bromură de 1 ciano-3-metilimidazoliu Celuloză 3,4% 
80-900C, 
20 min 

clorură de 1 etil-3-metilimidazoliu Avicel 10-14% 100 0C, 1h 

bromură de1 etil-3-metilimidazoliu Avicel 1-2% 1000C, 1h 

acetat de1 etil-3-metilimidazoliu 
Avicel 15% 1100C 

Avicel 5% 900C 

dimetilfosfat de 1 etil-3-metilimidazoliu CMC 10% 
450C, 

30 min 

dietilfosfanat de1 etil-3-metilimidazoliu Avicel 12-14% 1000C, 1h 

dimetilsulfat de1 etil-3-metilimidazoliu Celuloză <0.5% 1100C 

tetrafluoroborat de1 etil-3-metilimidazoliu Avicel Insolubil 900C 

clorură de1 alil-3-metilimidazoliu Avicel 5% 900C 

clorură de1 propil-3-metilimidazoliu Avicel <1% 1000C 

clorură de1 butil-3-metilimidazoliu 
Avicel 20% 1000C 

Celuloză 13,6% 850C 

formiat de1 butil-3-metilimidazoliu Avicel 8% 1100C 

tiocianat de1 butil-3-metilimidazoliu Celulozǎ Pulpǎ 5-7% microunde 

dicianamidă de1 butil-3-metilimidazoliu Avicel 1% 1100C 

acetat de1 butil-3-metilimidazoliu Avicel 12% 1000C,1h 

tetrafluoroborat de1 butil-3-
metilimidazoliu 

Celulozǎ Pulpǎ Insolubil microunde 

hexafluorofosfat de1 butil-3-
metilimidazoliu 

Celulozǎ Pulpǎ 
 

Insolubil 
microunde 

clorură de1 pentil-3-metilimidazoliu Avicel 1,5% 1000C 

clorură de1 hexil-3-metilimidazoliu Avicel 7% 1000C 

clorură de1 heptil-3-metilimidazoliu 
Celulozǎ Pulpǎ Puţin solubil 1000C 

Avicel 5% 1000C 

clorură de1 octil-3-metilimidazoliu Avicel 4,5% 1000C 

clorură de1 nonil-3-metilimidazoliu Avicel 2% 1000C 

clorură de1 decil-3-metilimidazoliu Avicel <1% 1000C 

Clorură de 1-butil-3-metilpiridină Avicel 5% 1050C 

Acetat de N,N-dimetiletanslamoniu Avicel <0,5% 1100C 

Acetat de N,N-dimetil-2-
metoxiethilamoniu 

Avicel <0,5% 1100C 

Formiat de N,N,N-tritil-3,6,9-
trioxadecilamoniu 

Celulozǎ 10% 1100C 

Clorură de N-benzil-N,N-
dimetil(tetradecil)amoniu 

Celulozǎ, 

GP=286 
5% 620C, 12h 

Dicianamidă de trihexiltetradecil 
fosforium 

Avicel <0,5% 1100C 

GP reprezintǎ gradul de polimerizare 
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Capacitatea de dizolvare a celulozei a crescut prin adǎugarea unei soluții de 

1% de sare de litiu ȋn soluția de lichid ionic. Aceste săruri de litiu includ LiAc, LiCl, 
LiBr, LiClO4  și LiNO3. Solubilitatea celulozei poate crește pânǎ la 19% ȋn solutia de 

[Bmim]Ac ce conține 1% LiAc [103]. 
Atunci când celuloza este dizolvată ȋn lichid ionic este important de știut 

dacǎ acesta derivatizeazǎ sau depolimerizeazǎ celuloza [99, 102]. Capacitatea de 
dizolvare a celulozei ȋn lichide ionice a fost ȋmbunǎtǎțitǎ atunci când vâscozitatea 
lichidului ionic a fost scǎzutǎ, când s-a aplicat un sistem cu microunde sau 

ultrasunete, la temperaturi mai ridicate și timp mai lung de pretratare (aproximativ 
12 ore), ȋnsă timpul și temperatura ridicată pot degrada  celuloza [102].  

 Solvenţii clorură de 1-etil-3-metilimidazoliu, clorură de 1-metil-3-
metilpiridiniu și clorură de N-benzil-N,N-dimetiltetradecilamoniu nu derivatizează 
sau depolimerizează celuloza.  Gradul de polimerizare al celulozei a scǎzut la 650, 

dupǎ dizolvarea ȋn [Amim]Cl,  la 800C. În urma analizei 13C RMN, spectrul celulozei 
dizolvate ȋn [Amim]Cl la 900C, a prezentat șase unităţi anhidre de glucoză [103].  

Lichidul ionic care conţine anionul acetat, fiind mai puţin vâscos, facilitează 
dizolvarea celulozei la temperaturi mai mici, fără a degrada polimerul. Figura I.22 
prezintă dizolvarea completa a 1% Avicel ȋn [EMIM]Ac dupǎ 20 minute, observându-

se foarte clar scăderea ȋn timp a mǎrimii și numǎrului de particule [111]. 

 

 
Figura I.22. Imaginea microscopicǎ a celulozei Avicel dizolvate ȋn [Emim]Ac, în timp [111] 

 

Xiao ș.a. au studiat hidroliza enzimaticǎ a celulozei pretratate cu [Bmim]Cl, 
[Emim]Ac și [Bmim]HCOO. Celuloza regeneratǎ, dupǎ dizolvarea ȋn [Bmim]Cl, a fost 
analizată prin spectroscopie FT-IR. Diferenţele apărute ȋntre spectrul celulozei 

pretratate comparativ cu cel al celulozei netratate ( deplasǎrile de benzi de la 3430 
cm-1 la 3440 cm-1, respectiv modificǎrilor de benzi de la 1430 cm-1, care dovedesc 
scindarea legǎturilor de hidrogen intermoleculare din celuloza cristalinǎ) aratǎ cǎ 

dupǎ regenerare celuloza prezintǎ un grad de cristalinitate mai scǎzut (Figura I.23). 
Randamentul de hidrolizǎ al celulozei pretratate cu [Bmim]Cl, [Emim]Ac și 
[Bmim]HCOO, calculat dupǎ 5 ore de reacție la 500C, a fost de aproximativ 100%, 

90,72%, respectiv 88,92% [112].   
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Figura I.23. Spectrul FT-IR al celulozei regenerate din [Bmim]Cl [112] 

a) celulozǎ nedizolvatǎ 

b) celulozǎ regeneratǎ 

 
       Karatroz ș.a. au arătat cǎ la 1500C celuloza a fost acetilatǎ dupǎ doar 20 

minute în [Emim]Ac. Acest fapt limitează utilizarea sa la scară industrială ȋn procesul 

de procesare a biomasei lignocelulozice, cantitatea lichidului ionic scǎzând după 

fiecare recuperare și reutilizare, respectiv crește capacitatea de inhibare a enzimelor 
celulolitice folosite ȋn procesul de zaharificare [113].  

       S-a investigat interacţiunea dintre cationul lichidului ionic și celuloză. Pe 
baza analizei RMN s-a observat că acetatul de 1-etil-3-metil imidazoliu ([Emim]Ac) 
formează o legătură covalentă ȋntre carbonul C-1 al unităţii de glucoză și C-2 al 

cationului imidazoliu, la temperaturi ridicate (Figura I.24). Aceasta s-a observat prin 
dispariţia semnalului carbonului C-1 al unităţii de glucoză după dizolvare [102]. 
Această afirmaţie s-a verificat prin metoda cu fluorescenţă, confirmând legarea 
covalentă produsă ȋntre cationul de 1-alchil-3-metilimidazoliu și unitatea de glucoză, 

cât și reducerea cantităţii de celuloză recuperată [102].  
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Figura I.24. Legarea covalentă a [Emim]Ac de celuloză [102] 

  
S-a relatat cǎ celuloza regeneratǎ din soluția de acetat de 1-etil-3-metil 

imidazoliu ([Emim]Ac) a fost parțial degradatǎ atunci când temperatura de 

pretratare a fost de 1300C. Lichidul ionic [Bmim]Cl, care este mai vâscos decât 
[Emim]Ac, a degradat substanţial celuloza la 1000C [99].  
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 S-a studiat influența cationilor și anionilor lichidelor ionice asupra dizolvǎrii 

celulozei. Zhang ș.a au demonstrat că gruparea alil din  cationul 1-alil-3 metil 
imidazoliu ([Amim]+) determinǎ creștrea solubilitǎții celulozei ȋn lichid ionic, 

comparativ cu gruparea butil mai lungă a cationului [Bmim]+ [114]. Lichidele ionice 
ce conţin cationi cu grupări alchil scurte și anionul clorură sunt buni solvenţi pentru 
solubilizarea celulozei [102]. Clorurǎ 1-etil-3-metil imidazoliu ([Emim]Cl) este mai 

eficientǎ ȋn dizolvarea celulozei decât clorurǎ 1-butil-3-metil imidazoliu ([Bmim]Cl) 

[103].  
S-a demonstrat că solubilitatea celulozei scade cu creșterea lanţului alchil 

din cationul imidazoliu al lichidelor ionice [99]. Această afirmaţie nu este valabilă ȋn 

cazul cationilor acetat de 1-butil-3-(3,6,9-trioxadecil)imidazoliu, acetat de 1-etil-3-
(4,8,12-trioxatridecil)imidazoliu și acetat de 1-(3,6-dioxaheptil)-3-(3,6,9-
trioxadecil)imidazoliu. Prezenţa grupei terminale hidroxil ȋn cation determină 
scăderea solubilităţii celulozei ȋn lichidul ionic [99].  

Anionii bromură, tetrafluorofosfat, hexafluorofosfat, tiocianat nu sunt 
eficienţi ȋn dizolvarea celulozei [99]. Gradul de dizolvare scade ȋn ordinea 
următoare: acetat> clorurǎ  > bromurǎ > iodurǎ >> hexafluorofosfat. Prin 

schimbarea anionului clorură cu bromură, s-a observat o scădere a efectului de 
dizolvare al celulozei [99]. Lichidele ionice ce conţin anionul carboxil sunt lichide la 
temperatura camerei, sunt mai puţin vâscoase, și sunt capabile să dizolve o 

cantitate mai mare de celuloză decât lichidele ionice ce conţin anionul clorură [99]. 
Lichidele ionice pot dizolva o serie de alți carbohidraţi cum ar fi: glucoza, 

zaharoza, lactoza, amiloza, agaroza, α-ciclodextrina și β-ciclodextrina. Lichidul ionic 
dicianamidă de 1-etil-3-metilimidazoliu și dicianamidă de 1-butil-3-metilimidazoliu 
dizolvă la temperatura camerei mai mult de 10% glucozǎ. Capacitatea bună de 

dizolvare a glucozei, zaharozei, trizaharidelor se datoreazǎ caracterului bazic al 

anionului dicianamidă. De asemenea, lichidele ionice care conţin anionul acetat pot 
dizolva glucoza, iar cele care conţin cationul imidazoliu sunt capabile să dizolve 
glucoza, amiloza, α-ciclodextrina și agaroza. Conform unei simulări moleculare, 
anionul colorură al lichidului ionic [Bmim]Cl interacţionează ȋn proporţie mai mare cu 

glucoza, comparativ cu cationul lichidului ionic. Clorura se leagă de hidrogenul 
grupei hidroxil din unitatea de glucoză, ȋn timp ce doar o moleculǎ a cationului a 
interacţionat ȋn poziţia 2 cu oxigenul din unitatea de glucoză [115]. Lichidele ionice 

pot fi folosite și ca solvenţi de derivatizare a celulozei (carboximetilare, sulfonare, 
eterificare, acetilare, ftalare, succinilare etc.) [115]. 

 
 I.5.2.3.5.2.1. Precipitarea celulozei dizolvate ȋn lichide ionice 

 
Celuloza dizolvată poate fi precipitată din soluţia de lichid ionic prin 

adăugarea de anti-solvenţi cum ar fi apă, metanol, etanol, 2-propanol, acetonă, 
diclormetan, cloroform, acetonitril sau tetrahidrofuran [99, 102, 103]. Prin 
adăugarea apei, ionii lichidului ionic sunt extrași ȋn faza apoasă. Moleculele lichidului 

ionic sunt protejate de moleculele de apă, ȋmpiedicând interacţiunea dintre lichid 
ionic și celuloză. Analiza RMN și spectroscopia fotoelectronicǎ de raze X au 

demonstrat o interacţiune puternică a grupărilor hidroxil ale celulozei cu moleculele 
de apă, ȋnsă nu s-a refăcut complet reţeaua legăturilor puternice de hidrogen ale 

celulozei microcristaline [102]. Aspectul materialului regenerat depinde de metoda și 
condițiile de regenerare [102]. Când ȋn procesul de dizolvare s-au folosit lichidele 
ionice clorurǎ de 1-alil-3-metil imidazoliu ([Amim]Cl), clorurǎ de 1-butil-3-metil 

imidazoliu ([Bmim]Cl), acetat de 1-etil-3-metil imidazoliu ([Emim]Ac) și alte lichide 
ce conţin anionii alchilalcoxiacetat, celuloza recuperată a prezentat un grad de 
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cristalinitate mai scăzut decât celuloza nedizolvatǎ. Valoarea indicelui de 

cristalinitate a scăzut cu 58-75% pentru celuloza regenerată, comparativ cu celuloza 
standard [99]. Timpul și temperatura de pretratare, natura și concentraţia lichidului 
ionic, precum și metoda de precipitare a celulozei influenţează regenerarea și 
structura celulozei [102].  
  
  I.5.2.3.5.3. Dizolvarea ligninei ȋn lichide ionice 

 
Metodele tradiţionale de extracţie a ligninei din biomasǎ se bazează pe 

procesul Kraft cu solvenţi organici, procedeul alcalin sau cu sulf, la temperaturi 
ȋnalte de aproximativ 1650C și presiuni de 0,7 MPa. Acest proces polueazǎ mediul 

ȋnconjurǎtor și este dezavantajos din punct de vedere economic. O altă metodă de 

obţinere a ligninei din biomasa lignocelulozică este cea cu acid fosforic, acid acetic 
sau acid formic, ȋnsă coroziunea și mediul acid sunt principalele dezavantaje ale 

acestui proces [115].  
S-a studiat dizolvarea ligninei ȋn diferite lichide ionice ce conţin cationii: 

metil-, etil-, alil-, butil-, hexil-, benzil-imidazoliu și anionii clorură, bromură, 
tetrafluoroborat, acetat, trifluorometansulfonat și metilsulfat [99, 102]. Tan ș.a au 
studiat dizolvarea ligninei din borhot ȋn prezenţa unui amestec de lichide ionice ce 

conţin 1-etil-3-metilimidazoliu și anionii alchilbenzensulfat. Eficienţa de extracţie a 

ligninei a fost de 93%. Cantitatea de lignină recuperată din soluţia de lichid ionic a 
fost de 118%, acesta datorându-se resturilor de metilbenzensulfat neȋndepărtate din 
ligninǎ [116].   

S-a descoperit că lichidele ionice dizolvă doar parţial lignina limitând astfel 

afinitatea enzimei faţă de celuloza din biomasă. S-a demonstrat că lichidele ionice 
metoxisulfat de 1,3-dimetilimidazoliu ([Mmim]CH3OSO3), trifluorometansulfonat de 

1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]CF3SO3), metoxisulfat de 1-butil-3-metilimidazoliu 
([Bmim]CH3OSO3), acetat de 1-etil-3-metil imidazoliu ([Emim]Ac), clorurǎ de 1-alil-
3-metil imidazoliu ([Amim]Cl), clorurǎ de 1-butil-3-metil imidazoliu ([Bmim]Cl), 

clorurǎ de 1-benzoil-3-metil imidazoliu ([Bzmim]Cl) și lichidele ionice ce conţin 

amide policiclice și diferiţi cationi sunt solvenţi capabili să dizolve parţial lignina din 
biomasa lignocelulozică [99, 103, 117]. Solubilitatea ligninei din lemnul de esențǎ 
moale la temperatura camerei, ȋn metilsulfat de 1,3-dimetilimidazoliu 

([Mmim]MeSO4) și ȋn metilsulfat de 1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]MeSO4) a fost 
de 74 g/L, respectiv 62 g/L. Odatǎ cu creșterea temperaturii la 500C, solubilitatea 
ligninei ȋn aceste douǎ lichide ionice a crescut la 344 g/L, respectiv 312 g/L [100]. 

Lichidul ionic [Emim]Ac s-a dovedit a fi un bun solvent ȋn dizolvarea celulozei cât și 
a ligninei ȋnsǎ ȋn timpul procesului de dizolvare celuloza poate suferi anumite 
modificări ale structurii, ȋn timp ce lignina a fost neafectată [117]. Tabelul I.4 
prezintǎ gradul de dizolvare a ligninei ȋn diferite lichide ionice și condițiile de 

dizolvare [99]. La 900C, [Emim]Ac a fost capabil sǎ dizolve, dupǎ 24 ore de reacție, 
aproximativ 300 g/Kg ligninǎ Kraft (Tabelul I.4) [99]. Kim ș.a au studiat extracția 

ligninei din plop cu lichidul ionic [Emim]Ac. Dupǎ 16 ore de pretratare, la 1100C, 

[Emim]Ac a fost capabil sǎ dizolve aproximativ 4,4% ligninǎ [118].  
Lichidele ionice [Amim]Cl și [Bmim]Cl au dizolvat dupǎ 8 ore, la 1100C, 

aproximativ 8% ligninǎ din molid. La 1300C, lichidul ionic clorurǎ de 1-benzil-3-
metilimidazoliu ([Bzmim]Cl) a dizolvat, dupǎ 8 ore, aproximativ 5% ligninǎ din molid 

[103]. Capacitatea de dizolvare a ligninei diferă de natura lichidului ionic. De 
exemplu, pentru lichidele ionice ce conțin cationul [Bmim]+, capacitatea de dizolvare 
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a ligninei scade ȋn ordinea urmǎtoare a anionilor:  [MeSO4]

- > Cl-> Br- >>>PF6
- 

[103].  
 
Tabelul I.4. Dizolvarea ligninei în diferite lichide ionice [99] 
 

Lichidul ionic Materie primǎ 
Grad de 

dizolvare 
Condiții 

metilsulfat de  
1,3-dimetilimidazoliu 

Ligninǎ Kraft din lemn de 
esențǎ moale 

344 g/L 500C 

Ligninǎ Kraft >500 g/Kg 900C, 24h 

bromurǎ de1 ciano- 

3-metilimidazoliu 

Lignina cu un conținut scǎzut  

de sulfonați 
9,5% 

80-900C, 20 
min 

acetat de1 etil-3-
metilimidazoliu 

Ligninǎ Kraft >300g/Kg 900C, 24h 

dialchil-benzensulfonat 
de1 etil- 

3-metilimidazoliu 

Borhot din trestie de zahǎr 
97% din ligninǎ 

extrasǎ 

~23g/Kg 
1900C, 90min 

clorurǎ de1 alil- 

3-metilimidazoliu 
Ligninǎ Kraft >300 g/Kg 900C, 24h 

bromurǎ de 1 propil- 

3-metilimidazoliu 

Ligninǎ  cu un conținut scǎzut 

de sulfonați 
6,2% 80-900C, 20min 

clorurǎ de1 butil- 

3-metilimidazoliu 

Ligninǎ Kraft din lemn de 
esențǎ moale 

13,9 g/L 750C 

Ligninǎ  cu un conținut scǎzut 

de sulfonați 
8,8% 

80-900C, 20 
min 

Ligninǎ Kraft >100 g/Kg 900C, 24h 

bromurǎ de 1 butil- 

3-metilimidazoliu 

Ligninǎ Kraft din lemn de 
esențǎ moale 

7,5 g/L 750C 

tetrafluoroborat de 1 
butil-3-metilimidazoliu 

Ligninǎ Kraft 40 g/Kg 900C, 24h 

hexafluorofosfat de 1 
butil-3-metilimidazoliu 

Ligninǎ Kraft 1 g/Kg 90 0C, 24h 

trifluorometansulfonat 
de 1 butil- 

3-metilimidazoliu 

Ligninǎ Kraft >500 g/Kg 900C, 24h 

metilsulfat de 1 butil-
3-metilimidazoliu 

Ligninǎ Kraft din lemn de 
esențǎ moale 

312 g/L 500C 

tetrafluoroborat de 1 
butil-3-metilimidazoliu 

Ligninǎ Kraft din lemn de 
esențǎ moale 

14,5 g/L 70-1000C 

trifluorometansulfonat 
de 1 hexil- 

3-metilimidazoliu 

Ligninǎ Kraft din lemn de 

esențǎ moale 
275 g/L 500C 

clorurǎ de 1 benzil- 

3-metilimidazoliu 
Ligninǎ Kraft >100 g/Kg 900C, 24h 

clorurǎ de 1,8-

diazobiciclo[5.4.0]-
undec-7-enium 

Sulf Ligninǎ Dizolvat 1500C, 24h 

formiat de 1,8-
diazobiciclo[5.4.0]-

undec-7-enium 

Sulf Ligninǎ Dizolvat 1000C, 24h 

 
Pinket ș.a au studiat extracţia ligninei din rumegușul de pin fără a dizolva 

sau degrada celuloza utilizând lichidele ionice sintetizate ȋn laborator 6-metil-2,2-

dioxo-2H-1,2,3-oxatiazin-4-on de 1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]Ace), 6-metil-
2,2-dioxo-2H-1,2,3-oxatiazin-4-on de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim]Ace) [119]. 
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Lignina dizolvată poate fi  recuperată din soluția de lichid ionic prin precipitare cu 
diferiție solvenți (apǎ ȋn exces sau acetonǎ) [119, 120]. Figura I.25 prezintă 

imaginile reziduului celulozic și ligninei regenerate la diferite temperaturi de 
pretratare [119]. 

 
Figura I.25. Imaginea reziduului celulozic și ligninei regenerate după pretratarea pinului cu 

acesulfamat de 1-butil-3-metilimidazoliu [119] 

  
Lichidele ionice bromurǎ de 1-butil-3-metilimidazoliu, tetrafluoroborat de 1-

butil-3-metilimidazoliu, tetrafluoroborat de 1-butil-2,3-dimetil imidazoliu, 
hexafluorofosfat de 1-butil-3-metilimidazoliu nu sunt buni solvenți pentru dizolvarea 
liginiei [99]. 

Masa molecularǎ a ligninei extrase din materialul lignocelulozic prin diferite 

proceduri (prin procedeul Kraft, procedeul cu sulf, procedeul alcalin sau cu solvenți 
organici), a fost cuprinsǎ ȋntre 1000 g/mol și 20000 g/mol. Gradul de polimerizare a 
fost foarte greu de mǎsurat deoarece, dupǎ extracție, structura ligninei s-a modificat 

[120]. Cantitǎțile de ligninǎ extrase din paiele de trestie de zahǎr, cu lichidele ionice 

alilbenzensulfat de 1-etil-3-metilimidazoliu, care a avut mase moleculare de 
aproximativ 2220 g/mol conțin 1,5% sulf, ȋntre 0,6-2% cenușǎ și mici cantitǎți de 
hemicelulozǎ (<0,1%) [120]. 

 
 I.5.2.3.5.4. Dizolvarea biomasei lignocelulozice ȋn lichide ionice 

 
Eficiența de dizolvare a biomasei lignocelulozice depinde de tipul de 

biomasǎ, timpul de dizolvare, temperatura de dizolvare, mǎrimea particulelor 

biomasei, conținutul de apǎ din lemn și raportul biomasǎ-lichid ionic folosit [99]. 
Unul dintre principalele avantaje ale utilizǎrii lichidelor ionice ȋn procesul de 

conversie a biomasei este capacitatea acestora de a dizolva o cantitate mare de 
celulozǎ și ligninǎ, iar volatilitatea scǎzutǎ permite ca reacția sǎ se poatǎ desfășura 

la temperaturi ridicate [99, 115]. Caracterul inerent bazic sau acid al lichidelor 
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ionice permite amestecarea acestora cu diferiți solvenți sau catalizatori, astfel 
scǎzând costurile procesului [115]. În prezența lichidelor ionice, pe lângă 

interacțiunile ionice care au loc ȋntre celuloza din biomasǎ și lichidul ionic, mai au loc 
și interactiuni Van der Waals. Lichidele ionice acționezǎ asupra legǎturilor de 
hidrogen din biomasa lignocelulozicǎ rupând reţeaua tridimensională, proces datorat 

anionilor. Cationii interacționeazǎ cu celuloza, ȋn special cu gruparea hidroxil [99, 
102]. S-a demonstrat că ȋntre cationii lichidelor ionice și compușii aromatici din 
lignină existǎ interacțiuni π-π [99, 108]. Tabelul I.5 prezintǎ dizolvarea biomasei 

lignocelulozice ȋn diferite lichide ionice [99].  
Unii dintre cei mai buni solvenți care dizolvǎ biomasa lignocelulozicǎ sunt: 

[Amim]Cl (dizolvǎ eficient bradul, fagul, stejarul, castanul), [Bmim]Cl și [Emim]Ac 

[99, 108, 117, 121]. Lichidul ionic [Amim]Cl are capacitatea de a dizolva lemnul 
datoritǎ prezenței electronilor π atât ȋn lanțul alchenil cât și ȋn inelul imidazolic [99]. 

Jiang ș.a au studiat pretratarea paielor de orez prin barbotare de abur și 
lichidul ionic clorură de 1-alil-3-metilimidazoliu ([Amim]Cl) timp de 2-3 ore și 
temperatura de 40-600C. Celuloza regenerată a fost purificatǎ cu 2% H2O2 pentru 
ȋndepǎrtarea ligninei și lichidului ionic rǎmas, și caracterizată prin microscopia de 

scanare electronicǎ (SEM), spectroscopia FT-IR și RMN CP/MAS 13C. Rezultatele au 
arătat că lichidul ionic [Amim]Cl a fost capabil sǎ dizolve 30,72% celulozǎ din paiele 
de orez. Dupǎ regenerare și purificare, celuloza nu conține ligninǎ, ȋnsǎ prezintǎ 

aproximativ 0,85% hemicelulozǎ. Fibrele de celulozǎ regeneratǎ, de lungimi mai 

mari de 100 µm, au putut fi observate prin tehnica SEM (Figura I.26). In aceste 
condiții (40-600C, 2-3 ore) lichidul ionic [Amim]Cl nu a dizolvat lignina din biomasǎ 

[122]. 
La 1300C, lichidele ionice [Amim]Cl și [Bmim]Cl au fost capabile sǎ dizolve 

oproximativ 7% molid dupǎ 8 ore de pretratare. In aceleași condiții (1300C, 8 ore), 

lichidul ionic clorurǎ de 1-benzil-3-metilimidazoliu ([Bzmim]Cl) a dizolvat 5% molid 
[121]. Odatǎ cu creșterea temperaturii de pretratare, crește capacitatea de 

dizolvare a biomasei. De exemplu, la 1100C, 2% pin a fost dizolvat dupǎ 8 ore ȋn 
[Amim]Cl, iar la 1300C s-a dizolvat 5% pin ȋn același lichid ionic [121].   

 

 
 

Figura I.26. Imaginea SEM a celulozei din paiele de orez [122] 
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Tabelul I.5. Dizolvarea biomasei lignocelulozice ȋn lichide ionice [99] 

 

Lichid ionic 
Biomasǎ 

Lignocelulozicǎ 
Grad de 

Dizolvarea 
Condiții 

metansulfonat de 1,3-
dimetilimidazoliu 

Făinǎ de arțar Foarte scǎzutǎ 800C,24h 

dimetilfosfanat de 1,3 

dimetilimidazoliu 
Molid Parțial 5% 900C 

clorură de1 etil-3-
metilimidazoliu 

Molid Parțial 5% 900C 

acetat de1 etil-3-
metilimidazoliu 

 

Molid Complet 900C 

Pin galben sudic, 
0,25-05mm 

92.6% 1100C,16h 

Plop 
92% conversie la 

glucan dupǎ 
hidrolizǎ 

120 0C, 24h 

clorură de1 alil-3-
metilimidazoliu 

 

Fǎinǎ de arțar >30 g/kg 900C, 24h 

Molid mǎcinat 7% 1300C,8h 

Molid Complet 5% 900C 

Clorurǎ de 1 butil-3-

metilimidazoliu 

Pin 67% 
1000C,24h 
sosolvent 
DMSO-d6 

Plop 68% 
1000C,24h 
cosolvent 
DMSO-d6 

Stejar 56% 
1000C, 24h 
cosolvent 
DMSO-d6 

Eucalipt 64% 
1000C, 24h 
cosolvent 
DMSO-d6 

Molid mǎcinat 7% 1300C, 8h 

Molid Parțial 5% 900C 

Pin galben sudic, 
0,35-0.5mm 

26% 1100C, 16h 

Rǎșinoase Parțial 1500C 

Fǎinǎ de arțar <0,1 g/kg 900C, 24h 

Fǎinǎ de arțar <0,1 g/kg 900C, 24h 

tetrafluoroborat de1 butil-3 
metilimidazoliu 

Fǎinǎ de arțar <0,1 g/kg 900C, 24h 

Hexafluorofosfat de 1 butil-3 
metilimidazoliu 

Fǎinǎ de arțar >30 g/kg 900C, 24h 

clorură de 1 benzil-3-
metilimidazoliu 

Pin sudic 2% 1300C, 8h 

dicianamidǎ de 1 benzil-3-

metilimidazol 
Așchii sau plop 

mǎcinat 
Dizolvat 1500C, 24h 

clorură de 1 (3-metoxibenzil-
3-metilimidazoliu 

Așchii sau plop 
mǎcinat 

Dizolvat aproape 
complet 

1000C, 24h 

 
Pretratarea rădăcinoaselor cu un amestec de apă/[Bmim]Cl a fost 

investigată de Wei ș.a. La 1500C și 0,1 MPa, aproximativ 29,1% din biomasă s-a 
dizolvat dupǎ 2 ore, ȋn amestecul 20% apă și 80% lichid ionic, comparativ cu 9,8% 

atunci când s-a folosit 100% [Bmim]Cl. Lichidul ionic a putut fi reutilizat de 7 ori, 
ȋnsǎ de la a patra reutilizare eficiența de pretratare a scǎzut la 16,6% [123]. Li ş.a. 

au pretratat paiele cu clorură de 1-butil-3 metilimidazoliu ([Bmim]Cl), dietilfosfat de 
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1-etil-3-metilimidazolium ([Emim]DEP) şi N-metil-morfolină N-oxid (NMMO). Lichidul 
ionic [Emim]DEP a fost cel mai eficient ȋn pretratarea biomasei deoarece cantitatea 

de zaharuri eliberată dupǎ 12 ore de reacție a fost de 4,8 mg/ml ȋn urma hidrolizei 
enzimatice a biomasei pretratate, comparativ cu 4,3 mg/ml eliberate ȋn urma 
hidrolizei biomasei pretratate cu [Bmim]Cl şi 4,7 mg/ml ȋn urma hidrolizei biomasei 

pretratate cu  NMMO. Deoarece [Bmim]Cl este toxic şi coroziv, iar NMMO este un 
oxidant puternic, lichidul ionic [Emim]DEP a fost folosit în studiile de optimizare a 
condiţiilor de pretratare şi în studiile de reutilizare. Condiţiile optime de pretratare, 
pentru care randamentul de hidroliză a fost maxim, de aproximativ 55%, au fost: 
timpul de pretratare de 30 minute şi temperatura de 1300C. [Emim]DEP s-a 

reutilizat de 5 ori, randamentul de hidroliză nefiind mai mic de 52,8% [124]. 

  Fort ș.a. au studiat dizolvarea a patru tipuri de biomasă de tip lemn de 
esenţă tare și lemn de esențǎ moale (pin, eucalipt, plop și stejar) ȋn lichidul ionic 

[Bmim]Cl. În amestec s-a adăugat și o cantitate mică de dimetilsulfoxid, acest 
solvent având rolul de a facilita analiza directă a materialului dizolvat prin tehnica 
C13 RMN, cât și de a scădea vâscozitatea amestecului. Prin creșterea timpului de 
pretratare culoarea s-a intensificat, indicând o dizolvare mai bună a biomasei 
lignocelulozice. In cazul pinului, 44% din materialul celulozic s-a dizolvat ȋn lichid 

ionic/dimetisulfoxid după 12 ore, iar cantitatea de material celulozic dizolvată din 
stejar a fost de 35% la același timp de pretratare. In urma analizei celulozei 
regenerate din soluția de lichid ionic prin tehnica C13 RMN s-a observat o minimă 
degradare a celulozei atunci când timpul de pretratare a fost cuprins ȋntre 12-24 

ore. S-a observat că lichidul ionic [Bmim]Cl este capabil să dizolve parţial lignina și 
celuloza din biomasa lignocelulozică, celuloza fiind cu succes precipitată fară a se 
observa urme de lignină sau hemiceluloză [106].  

Sun ș.a au studiat pretratarea a două tipuri de lemn (lemnul de esenţă 

moale de pin, respectiv lemnul de esenţă tare de stejar) cu două lichide ionice 
[Emim]Ac și [Bmim]Cl. La 1100C, lichidul ionic [Emim]Ac a dizolvat complet 1% 
biomasǎ de pin, dupǎ 46 ore, și 1% biomasa de stejar, dupǎ 25 ore de pretratare. În 
consecințǎ, dintre cele două tipuri de biomasă studiate lemnul de esenţă tare a fost 

dizolvat mai mai repede de [Emim]Ac decât lemnul de esenţă moale. S-a observat 
că lichidul ionic [Emim]Ac are capacitatea de a dizolva o cantitate mai mare de 
celuloză și lignină comparativ cu [Bmim]Cl. La 1100C, timp de 16 ore, [Emim]Ac a 

dizolvat 93,5% din pin, iar [Bmim]Cl a dizolvat 26,0% din pin. Aceasta probabil se 
datoreazǎ faptului cǎ anionul acetat are caracter bazic mai puternic decât anionul 
clorurǎ, astfel eficiența de rupere a legǎturilor de hidrogen din celulozǎ crește. 
Gradul de dizolvare a biomasei a fost ȋmbunătăţit prin ȋncălzirea probei sau 

introducerea acesteia ȋntr-un sistem cu microunde sau ultrasunete. Aproximativ 

26,1% și 34,9% lignină s-a dizolvat cu [Emim]Ac din lemnul de pin, respectiv stejar 
ȋn condiţiile de pretratament studiate. Lignina dizolvată s-a recuperat prin 
adăugarea unui amestec de apă/acetonă  ȋn raport volumic 1:1, iar cantitatea de 

lignină extrasă a fost de 31% pentru lignina dizolvată din biomasa de pin, respectiv 
38% pentru lignina dizolvată din biomasa de stejar [125]. Dupǎ doar 6 ore de 
pretratament la 1100C, s-a observat o micǎ degradare a celulozei [99]. Pentru a 

evita degradarea sau acetilarea celulozei și modificarea structurii lichidului ionic este 
necesar sǎ se lucreze la timp de pretratare și temperaturi scǎzute [99, 113, 125]. 
Din Figura I.26 se observǎ cǎ la amestecarea biomasei fin mǎcinate cu  [Emim]Ac s-
a obţinut o soluție vascoasǎ de culoare maronie, aceasta datorându-se probabil 
compusilor aromatici din ligninǎ și diverselor substanţe extrase din lemn [111]. 

BUPT



                                                                 I.5. Conversia biomasei la bioetanol 57  

 

 
Figura I.26. Dizolvarea biomasei lignocelulozice ȋn [Emim]Ac [111] 

 
Pu ş.a au raportat că mai mult de 20% lignină din biomasa de pin poate fi 

dizolvată ȋn lichidele ionice trifluorometansulfat de 1-hexil-3-metilimidazoliu (la 700C 

solubilitatea ligninei a fost de 272 g/L), în metansulfat de 1-metil-3-metilimidazoliu 
(la 500C solubilitatea ligninei a fost 344 g/L) și metansulfat de 1-butil-3-
metilimidazoliu (la 500C solubilitatea a fost de 312 g/L) [126].  

Pretratarea ierburilor cu [Emim]Ac a determinat creșterea semnificativă a 
randamentului de hidroliză a biomasei pretratate, a redus cristalinitatea celulozei, a 
mǎrit suprafaţa de contact a substratului și a dizolvat parțial lignina. Li ș.a. au 

comparat douǎ metode de pretratare a ierburilor: pretratarea cu acid diluat și 

pretratarea cu lichidul ionic [Emim]Ac. Pretratarea biomasei cu acid sulfuric diluat a 
determinat creșterea indicelui de cristalinitate de la 26,2 (pentru biomasa netratatǎ) 

la 39,1. In urma pretratamentului ierburilor cu [Emim]Ac indicele de cristalinitate al 
celulozei a scǎzut la 2,6. Eficienţa de hidroliză ȋn cazul ierburilor pretratate cu 
[Emim]Ac a crescut cu 16% fațǎ de biomasa pretratatǎ cu acid diluat, respectiv cu 
54% fațǎ de biomasa netratatǎ [127]. 

Samayam ș.a. au studiat pretratarea celulozei Avicel, a plopului și a 

ierburilor pretratate cu [Emim]Ac timp de 30 minute la 1200C. În urma pretratării cu 
[Emim]Ac, pentru rumegușul de plop s-a observat o scădere a cantităţii de xilan cu 
15% din cantitatea inițialǎ, și de lignină cu 7% din cantitatea inițialǎ. Dupǎ 
pretratarea ierburilor s-a observat o pierdere de xilan de 32% din cantitatea inițialǎ, 
respectiv 27% lignină. Indicele de cristalinitate al celulozei a scǎzut dupǎ 

pretratament, pentru toate tipurile de biomasǎ studiate (de la 38 la 8 pentru plop, 

de la 21 la 6 pentru ierburi, respectiv de la 58 la 14 pentru celuloza Avicel). În urma 
pretratării biomasei, randamentul de hidroliză a crescut substanţial, indiferent de 
enzimele folosite la hidroliză. De exemplu, când biomasa a fost catalizatǎ de 

complexul enzimatic Spezyme, randamentul de hidrolizǎ, calculat dupǎ 24 ore de 

reacție, a fost de 85% pentru plopul pretratat, 91% pentru ierburile pretratate, 
comparativ cu plopul netratat și ierburile netratate unde randamentul de hidrolizǎ a 
fost de 5%, respectiv 12% [128]. Lee ș.a au observat cǎ dupǎ 90 minute de 

pretratare a lemnului cu [Emim]Ac, la temperatura de 1100C, s-a dizolvat o 
cantitate de 15% celuloză, 16% xilan și de 46% lignină din biomasǎ [129]. Odată cu 

creșterea timpului și temperaturii de pretratare (de la 0,5 la 70 ore, 500C la 1300C) 
scade indicele de cristalinitate a celulozei și crește cantitatea de lignină dizolvată 
[127, 129]. Labbe ş.a au demonstrat, de asemenea, că lichidul ionic [Emim]Ac a 

fost mai eficient la pretratarea plopului decât lichidele ionice [Bmim]Ac şi [Bmim]Cl. 
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Randamentul de hidroliză calculat după 48 ore de reacţie, a fost de 38% pentru 
biomasa de plop pretratată timp de 1 oră cu [Emim]Ac, şi de doar 5% pentru 
biomasa netratată. La 60-800C, celuloza a fost foarte puţin degradată ȋn urma 

pretratamentului cu [Emim]Ac după 72 ore de pretratare [130]. La temperaturi de 
pretratare între 25-1200C, lichidele ionice acetat de 1-etil-3-metilimidazoliu 
([Emim]Ac), dietilfosfat de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim]DEP) și metilsulfat de 
1,3-dimetilimidazoliu ([Mmim]MeSO4) folosite la pretratarea rǎdǎcinoaselor de 

Cassava (<38 µm) nu au degradat biomasa. Dintre lichidele ionice folosite la 
pretratarea rǎdǎcinoarelor de Cassava, cel mai eficient a fost, de asemenea, 

[Emim]Ac. Conversia biomasei pretratate cu [Emim]Ac, sau cu [Emim]DEP a fost de 

90,03%, respectiv 75,03% atunci când temperatura de pretratare a fost de 1200C. 
Cantitatea de ligninǎ dizolvatǎ ȋn lichidele ionice [Emim]Ac, [Emim]DEP și 

[Mmim]MeSO4 a crescut pânǎ la 1200C, iar la temperaturi mai mari de 1200C 
cantitatea de ligninǎ dizolvatǎ a rǎmas aceeași. Cantitatea maximǎ de ligninǎ 
extrasǎ din biomasǎ, dupǎ 24 ore de pretratare cu [Emim]Ac, a fost de aproximativ 

94% [131]. 
Moniruzzaman ș.a. au studiat delignifierea biomasei de Chamaecyparis 

obtusa cu lichidul ionic [Emim]Ac și lacaze. Delignifierea enzimaticǎ a biomasei cu 
lacaze, urmatǎ de delignifierea cu [Emim]Ac a fost mai eficientǎ decât metoda 
simplǎ de delignifiere cu lichid ionic. 50% ligninǎ a fost extrasǎ din lemn, dupǎ 24 

ore, cu lacaze și lichid ionic, comparativ cu 10% ligninǎ extrasǎ doar cu lichid ionic 

[132].  
Lichidele ionice care conţin anionii tetrafluoroborat și hexafluorofosfat nu au 

fost capabile sǎ dizolve materialul lignocelulozic [99, 125].  

 
 I.5.2.3.5.5. Influența lichidelor ionice asupra activitǎții celulazice 

 
În general, cationii şi anionii lichidelor ionice joacă un rol important în 

stabilizarea proteinelor în prezenţa apei. 

Ele acţionează în trei moduri diferite:  
- interacţionează cu substanţele şi/sau produşii; 
- preiau apa esenţială din enzime, la fel ca şi solvenţii; 
- au interacţiuni electrostatice cu enzima [133]. 
Baker ş.a. au studiat conformaţia proteinelor şi termostabilitatea în lichide 

ionice, cu ajutorul spectroscopiei de fluorescenţă. Monelina a fost utilizată ca şi 
proteină de testare, datorită faptului că are molecula mică, nu conţine punţi 

disulfurice şi este bine structurată. Această proteină a arătat că are stabilitate 
extremă în [bis 1-butil-1-metilpirolidin sulfonil trifluorometan] imidǎ ([BmPy] Tf2N) 

[134]. 
Relaţia structură dinamică-funcţie a fost investigată cu ajutorul unor metode 

structurale cum ar fi fluorescenţa şi spectrometria CD.   Lipaza din Candida 
antarctica B şi α-chimotripsina au fost stabilizate cu ajutorul lichidelor ionice 

bis(trifluorometan sulfonil)imidǎ de 1-etil-3-metilimidazolium ([Emim]Tf2N) şi 
bis(trifluorometan sulfonil)imidǎ de butil-trimetilamoniu ([Btma]Tf2N),  timpul de 

înjumătăţire a activităţii crescând semnificativ comparativ cu cele în care s-au 
utilizat solvenţi organici. Lichidele ionice au fost capabile să menţină activă enzima 

şi să prevină descompunerea termică (Figura I.27). Enzimele şi alte molecule şi 
macromolecule sunt prinse în reţeaua de legături de hidrogen şi se generează 
nanostructuri cu regiuni polare şi nepolare. Stabilizarea acestor compuşi are loc în 
principal datorită efectelor electronice şi sterice furnizate de nanostructurile 
lichidelor ionice de tipul {[(DAI)x(X)x−n]n+[(DAI)x−n(X)x]n−} [133]. 
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Este important să existe o relaţie între datele referitoare la stabilitatea 

proteinei şi datele referitoare la activitatea proteinei pentru a înţelege mai bine 
efectul diferitor lichide ionice asupra biomacromoleculelor. Polaritatea, investigaţiile 
legate de cosmotropicitate şi diferite studii spectroscopice s-au luat în calcul pentru 
găsirea unei explicaţii referitoare la abilitatea de stabilizare a proteinelor ȋn lichide 

ionice. Toate aceste metode au demonstrat că lichidele ionice sunt capabile să 

genereze şi să menţină un mediu neconvenţional excelent pentru anumite proteine. 
Acesta este motivul pentru care ele pot fi utilizate ca şi solvenţi în transformările 
biocatalitice [133].  

 

 
 
Figura I.27. Enzime cu cantităţi mici de apă închise în reţeaua de lichid ionic 

 
Engel ș.a au studiat efectul a patru lichide ionice (dimetilfosfat de 1,3-

dimetilimidazoliu, clorură de 1-alil-3-meilimidazoliu, clorură de 1-butil-3-
metilimidazoliu și acetat de 1-etil-3-metilimidazoliu) asupra activităţii celulazice. 
Chiar și o concentraţie mică de 10% lichid ionic adăugată ȋn reacţia de hidroliză 

enzimatică a celulozei a dus la scăderea activităţii celulazei. Toate cele patru lichide 

ionice testate au determinat scăderea activităţii cu 15-30%, comparativ cu 
activitatea celulazei ȋn mediu apos. Lichidul ionic care a inactivat cel mai repede 

enzima a fost dimetilfosfatul de 1,3-dimetilimidazoliu. S-a observat că odată cu 
creșterea concentraţiei de lichid ionic crește vâscozitatea amestecului, crește pH-ul 
mediului de reacţie, iar la o concentrație de 30% lichid ionic activitatea celulazică a 
scǎzut la 60% din cea iniţială. Creșterea vâscozităţii și tăriei ionice a mediului de 

reacţie au determinat scăderea activităţii catalitice. Atunci când concentraţia de 
lichid ionic a fost de 10%, activitatea celulazei a scăzut cu 40% după prima zi, 
menținându-se aproximativ aceeași după 10 zile, iar ȋn mediu de soluţie tampon 
activitatea enzimei a fost aceeași în intevalul de timp studiat. Menținerea constantǎ 

a activitǎții, ȋn lichid ionic, dupǎ un anumit interval de timp probabil se datorează 
acomodării enzimei ȋn mediul de lichid ionic. 

Celulaza din Penicillium janthinellum modificată genetic a avut o stabilitate 
bună chiar și după cinci zile de menținere ȋn mediu de clorură de 1-butil-3-

metilimidazoliu. Ceșterea concentraţiei de lichid ionic a determinat scăderea 
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semnificativǎ a activităţii celulazei, astfel la o concentraţie de 50% dimetilfosfat de 

1,3-dimetilimidazoliu enzima a fost complet inactivată. De asemenea, s-a 
determinat activitatea a patru tipuri de celulaze Celluclast din diferite loturi ȋn 

prezenţa a 10% dimetilfosfat de 1,3-dimetilimidazoliu, activitatea catalitică a 
celulazelor scǎzând cu aproximativ 20%. O concentraţie de 20% de acetat de 1-etil-

3-metilimidazoliu determină scăderea cu 90% a activităţii enzimatice a celulazei, iar 
la 50% lichid ionic ȋn mediul de hidroliză celulaza a fost complet inactivată [135].  

S-a investigat efectul lichidului ionic dimetilfosfat de 1-metil-3-metil 
imidazoliu [Mmim]DMP asupra celor trei enzime ce alcǎtuiesc complexului celulazic 
(celobiohidrolaza CBH I, endo β-glucanaza EG I și β-glucozidaza BG). Odatǎ cu 

creșterea concentrației de [Mmim]DMP a scǎzut semnificativ activitatea celor trei 

enzime. Enzimele EG I și CBH I obținute din compexul celulazic Celluclast de la 
Novozyme au avut activitatea cataliticǎ cu 30% mai micǎ decât activitatea inițialǎ ȋn 
prezența a 10% lichid ionic, ȋn timp ce la o concentrație de [Mmim]DMP de 15%, β-

glucozidaza BG comercialǎ de la Novozyme a fost complet inactivatǎ. Dupǎ 6 zile de 
incubare activitatea glucanazelor EG I, CBH I și BG ȋn 10% [Mmim]DMP a scǎzut la 

69%, 62% respectiv 54% din valoarea iniţială, comparativ cu activitatea enzimelor 
ȋn soluţie tampon care dupǎ 6 zile nu a scǎzut cu mai mult de 10% [136]. 

Bharadwaj ș.a au observat cǎ prin creșterea concentrației de acetat de 1-etil-3-

metil-imidazoliu [Emim]Ac activitatea enzimelor EG I și CBH I a scăzut liniar [137].    
S-a observat cǎ lichidele ionice care dizolvǎ eficient celuloza inactiveazǎ 

complet celulaza dupǎ câteva ore. Lozano ș.a. au studiat efectul unor lichide ionice 

(tetrafluoroborat de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim]BF4), 
bis(trifluorometilsulfonil)imidǎ de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim]NTf2), 
bis(trifluorometilsulfonil)imidǎ de 1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]NTf2), 

bis(trifluorometilsulfonil)imidǎ de 1-octil-3-metilimidazoliu ([Omim]NTf2), 

hexafluorofosfat de 1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]PF6), hexafluorofosfat de 1-
octil-3-metilimidazoliu ([Omim]PF6), tetrafluoroborat de 1-butil-3-metilimidazoliu 
([Bmim]BF4), tetrafluoroborat de 1-octil-3-metilimidazoliu ([Omim]BF4), 
tetrafluoroborat de 1-dodecil-3-metilimidazoliu ([Ddmim]BF4), 
bis(trifluorometilsulfonil)imidǎ de 1-dodecil-3-metilimidazoliu ([Ddmim]NTf2), 

hexafluorofosfat de 1-dodecil-3-metilimidazoliu ([Ddmim][PF6), 
bis(trifluorometilsulfonil)imidǎ de butiltrimetilamoniu ([N1114]NTf2), 
bis(trifluorometilsulfonil)imidǎ de metiltrioctilamoniu ([N1888]NTf2) și clorurǎ de 1-
butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]Cl) asupra activitǎții celulazei native și imobilizate pe 

o rǎșinǎ Amberlite XAD4. Lichidele ionice [Bmim]NTf2  și [N1114]NTf2, datoritǎ 
anionului cu caracter hidrofobic ȋmbunǎtǎțesc activitatea celulazei imobilizate, 
comparativ cu activitatea obținutǎ in mediu de soluţie tampon. Activitatea cataliticǎ 

calculatǎ dupǎ primele 5 ore de reacție rǎmâne aceeași și dupǎ o sǎptǎmânǎ. Tabelul 
I.6 prezintǎ activitatea rezidualǎ a celulazei imobilizate calculatǎ dupǎ 5 zile de 
incubare, ȋn prezența a diferitor lichide ionice cu caracter hidrofob. Celulaza 

imobilizatǎ a fost mai stabilǎ ȋn lichidele ionice ce conțin anionul [TFf2]
-, activitatea 

enzimei imobilizate crescând odatǎ cu creșterea lanțului alchil al cationului. Cele mai 

bune rezultate s-au obținut când s-a folosit lichidul ionic cu amoniu, activitatea 
rezidualǎ a celulazei imobilizate, dupǎ 5 zile de reacție, fiind de 40% din activitatea 

inițialǎ. Lichidele ionice hidrofobe care nu sunt capabile sǎ dizolve celuloza au în 
schimb capacitatea de a menține stabilǎ activitatea celulazei ȋn timp, ȋnsǎ lichidele 
ionice hidrofile, de exemplu [Bmim]Cl, inactiveazǎ complet celulaza dupǎ câteva ore 

de incubare [138].  
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Tabelul I.6. Activitatea rezidualǎ a celulazei imobilizate dupǎ incubare timp de 5 zile 

la 800C ȋn lichide ionice [138] 

 

Lichid ionic Activitate rezidualǎ 

(%) 

[Emim][NTf2] 17,6 

[Bmim][ NTf2] 27,2 

[Omim][NTf2] 34,3 

[Ddmim][NTf2] 38,2 

[Bmim][PF6] 23,4 

[Omim][PF6] 30,9 

[Ddmim][PF6] 27,6 

[Emim][BF4] 16,1 

[Bmim][BF4] 17,1 

[Omim][BF4] 19,8 

[Ddmim][BF4] 11,6 

[N1114][NTf2] 42.3 

[N1888][NTf2] 39,1 

Tampon citrat 100 

   
Salvador ș.a au observat că activitatea celulazei din Aspergillus niger a 

scăzut odată cu creșterea concentraţiei de [Bmim]Cl, iar la 20% lichid ionic aceasta 
a fost mai scăzută cu 50% decât activitatea iniţială. La presiunea de 200 MPa 

respectiv 400 MPa , activitatea reziduală a celulazei a fost mai mai mare decât 
activitatea obţinută la presiune atmosferică [139]. Stabilitatea, activitatea, și 
selectivitatea enzimei sunt puternic afectate de natura lichidului ionic, ȋnsǎ acestea 

pot fi menţinute prin alegerea cationului sau anionului corespunzător [133].  

 
 I.5.2.4. Metode biologice de pretratare 

 
 Metodele biologice folosesc diverse microorganisme pentru degradarea 

ligninei, hemicelulozei sau polifenolilor din materialul lignocelulozic [91]. 
Biodelignificarea reprezintă degradarea ligninei sub acţiunea microorganismelor 
[93]. 

Principalele dezavantaje ale acestei metode sunt:  
 viteza foarte mică de hidrolizǎ;  

 derivaţii ligninei pot intoxica microorganismele [93]; 
 Enzimele folosite pentru delignifierea biomasei sunt: lignin-peroxidazele, 
polifenol-oxidazele, lacazele, etc. Se cunosc diferite microorganisme care produc 
aceste enzime: Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiata, Dichmitus squalens, 
Rigidosporus lignosus, and Jungua separabilima [91].  

Metodele biologice de pretratare a biomasei se pot combina cu cele chimice. 
Fiecare dintre aceste procedee combinate prezintă avantaje şi dezavantaje din punct 

de vedere al costurilor, randamentelor, gradului de degradare a materiei prime şi a 
produşilor nedoriţi (formaţi). Alegerea variantei de pretratare influenţează costul şi 
performanţele etapelor ulterioare de hidroliză şi fermentare [91, 93].  
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 I.5.3. Hidroliza enzimatică a celulozei  

 
Se cunosc douǎ metode de hidrolizǎ:  

 hidroliza acidǎ (acid sulfuric, acid azotic şi acid clorhidric) 

 hidroliza enzimatică [83, 93, 94, 140]                                                                                    
În etapa de hidroliză celuloza este scindată în glucoză [93]: 

 

(C6H10O5)n + nH2O → nC6H12O6 

 
  Se cunosc două variante de hidrolizǎ acidǎ: cu acid diluat sau cu acid 

concentrat. Metoda de hidrolizǎ chimicǎ a celulozei este dezavantajoasǎ datoritǎ 

riscului ridicat de a degrada zaharurile ȋn timpul hidrolizei cu obținerea unor produși 
secundari (furfurali, hidroxibenzaldehidǎ, acetați), efectului inhibitor al produșilor 
secundari asupra microorganismelor folosite ȋn procesul de fermentație, necesităţii 

utilizǎrii unor reactoare rezistente la coroziune, caracterului toxic și coriziv al acizilor 

folosiţi, necesităţii de neutralizare a acidului, crescând costurile de proces [93, 141]. 
Înlocuirea hidrolizei acide a celulozei (care are loc la temperaturi ridicate de 

90-1500C sau la concentrații mari de acid de 30-70%) cu cea enzimatică a permis 
obţinerea unor randamente de hidrolizǎ mai mari în condiţii de reacţie mult mai 

blânde (pH 4,8 și 40-500C) și nu se obțin produși secundari [93]. Înlocuirea 
hidrolizei acide a celulozei cu hidroliza enzimatică a reprezentat prima aplicaţie a 
enzimelor în procesul de obţinere a bioetanolului din biomasa lignocelulozică [93].  

În Tabelul I.7 sunt prezentate condiţiile şi performanţele hidrolizei acide şi 
enzimatice [93]. 
 

Tabelul I.7. Analiza comparativă a celor trei metode de hidroliză a celulozei [93] 
 

Metodǎ 
Agent de 
hidrolizǎ 

Temperatură 
(°C) 

Timp de 
reacţie 

Randamentul 
de hidrolizǎ 

(%) 

Impact 
asupra 

mediului  

Hidroliză cu 
acid diluat 

< 1% 
H2SO4 

215 3 minute 50-70 DA 

Hidroliză cu 
acid 

concentrat 

30-70% 
H2SO4 

40 2-6 ore 90 DA 

Hidrolizǎ 

enzimatică 
Celulaze  40-50 1,5 zile 75-95 NU 

 
 Hidroliza enzimaticǎ poate avea loc pe douǎ cǎi: ȋn prezența enzimelor 
comerciale sau ȋn prezența microorganismelor care produc enzime [93]. Celulazele, 

care sunt enzimele ce hidrolizeazǎ celuloza din biomasǎ pot fii produse de diferite 

microorganisme aerobe sau anaerobe: Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, 
Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora și 
Streptomyces. Trichoderma reesei a fost cosiderat cel mai eficient microorganism ȋn 

producerea de celulaze [93].  
  Caracteristicile structurale ale biomasei lignocelulozice (cristalinitate, gradul 
de polimerizare al celulozei, conţinutul de lignină, dimensiunea substratului) 
influenţează procesul de hidroliză enzimatică. Factorii care limiteazǎ hidroliza 
enzimaticǎ sunt prezentați ȋn Figura I.28 [140]. Produsul intermediar şi final al 

hidrolizei, celobioza şi glucoza, inhibă activitatea celulazelor. Acest lucru poate fi 
evitat, prin introducerea unor cantităţi suplimentare de enzime sau eliminarea 
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produsului, imediat după formare, prin ultrafiltrare sau prin fermentare simultană în 

acelaşi reactor [140].  
  Când hidroliza enzimaticǎ are loc in vitro au loc trei procese:  

 transformarea fizicǎ și chimicǎ a celulozei;  
 hidroliza primarǎ care presupune eliberarea de oligomeri solubili;  

 hidroliza secundarǎ care presupune transformarea oligomerilor ȋn 

compuși cu masǎ molecularǎ mai micǎ, urmatǎ de formarea glucozei [142].  

 
Figura I.29. Factorii care limiteazǎ hidroliza enzimaticǎ [140] 

(1) inhibiția ß-D-glucozidazelor și celobiohidrolazelor de produși (glucozǎ și celobiozǎ) 

(2) structura celulozei poate ȋmpiedica acțiunea celobiohidrolazelor asupra substratului 
(3) hemiceluloza poate ȋmpiedica accesul celulazei la substrat 
(4) lignina  poate ȋmpiedica accesul celulazei la substrat 
(5) celulazele pot fi adsorbite pe ligninǎ 

 

  Pentru îmbunătăţirea eficienţei de hidrolizǎ, a fost necesarǎ introducerea 
unei etape de pretratare (pentru ȋndepǎrtarea reţelei lignină-hemiceluloză). În cazul 

în care hidroliza are loc fără pretratare, randamentul este de aproximativ 20%, în 
timp ce dupǎ pretratarea materiei prime randamentul a crescut la 90% [83, 93].  

  S-a descoperit că în timpul hidrolizei enzimatice au loc modificări 
morfologice ale fibrelor din biomasă (tăierea, exfolierea, divizarea sau eroziunea 

fibrelor). Clarke ş.a. au analizat modificările structurale ale celulozei din lemnul de 
esenţă moale care apar în timpul hidrolizei enzimatice, catalizatǎ de un amestec de 

Novozynme 188 şi Celluclast 1.5L. Cantitatea de zahar eliberată în timpul reacţiei a 
crescut până la 24 ore la 1 g zahar/g biomasă (cantitatea ce biomasă introdusă a 
fost de 2%), după care a rămas constantă, probabil datorită inactivării celulazei în 

timpul hidrolizei. Rezultatele au arătat că după numai o oră de hidroliză enzimatică 

s-a produs scindarea fibrelor, iar procesul de scindare a continuat şi după 6 ore 
(Figura I.30). Lungimea fibrelor a scăzut semnificativ după 9 ore de hidroliză, de la 
2,4 mm la 0,2 mm [143]. 
 

 

ă 

ă 

Hemiceluloză 
Celuloză 

Glucoză 

β-D-glucozidaze 

Celobioză 

Celobiohidrolaze 

Endoglucanaze 
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Figura I.30. Imaginea determinată la microscopul cu lumină (ML) a (a) fibrelor de biomasă, 
(b) după 1 oră de hidroliză enzimatică a fibrelor, (c) după 6 ore de hidroliză enzimatică a 

fibrelor [143] 

   
  S-a studiat hidroliza enzimatică a tulpinilor de floarea soarelui pretratate cu 

apă caldă  şi prin expandare cu aburi, catalizată de complexul celulazic Celluclast 
1.5L. Cantitatea cea mai mare de glucoză (de aproximativ  27 mg/ml) obţinută prin 
hidroliza biomasei pretratate cu apă caldă, s-a eliberat după 72 ore de reacţie. În 

aceleaşi condiţii de hidroliză (în tampon acetat de sodiu 0,05M, pH 4,8, 500C, 
Celluclast 1.5L), cantitatea de glucoză eliberată, în urma hidrolizei biomasei 
pretratate prin expandare cu abur, a fost de aproximativ 43,7 mg/ml [144]. 
 Hidroliza poate fi îmbunătăţită prin adăugarea unor surfactanţi sau aditivi în 

reacţie (albumină serică BSA, polietilenglicol PEG, TWEEN sau etilenoxid), sau prin 
utilizarea unui amestec de celulaze provenite de la diferite microorganisme sau a 
altor enzime, cum este de exemplu pectinaza. Utilizarea surfactantului TWEEN sau a 
aditivului PEG în reacţie a determinat creşterea randamentului de hidroliză a 
molidului pretratat prin expandare cu aburi, posibilitatea de operare la temperaturi 
mai ridicate de 500C şi reducerea timpului de hidroliză [145, 146]. Börjesson ş.a. au 

studiat influenţa aditivului PEG 4000 şi unor surfantanţi (monoalchil eter de 
tetraetilen glicol C9-11EO4, monoalchil eter de hexaetilen glicol C9-11EO6, N-decanoil-
N-metil-D-glutamină MEGA10) asupra hidrolizei enzimatice a molidului pretratat prin 
expandare cu aburi, catalizat de un amestec de Celluclast 1.5L şi Novozym 188. 
Adăugarea surfactanţilor la hidroliză a determinat creşterea conversiei celulozei de 
la 47% (fără surfactanţi) la 61% prin adăugarea C9-11EO4 , la 67% prin adaugarea 

de C9-11EO6, şi la 65% prin adăugarea de MEGA10. Randamentul de hidroliză a 

celulozei din biomasa pretratată a crescut odată cu creşterea temperaturii de 
hidroliză (în intervalul 15-450C). Prin adăugarea aditivului PEG 4000 în reacţie, 
randamentul de hidroliză, calculat după 16 ore, a fost mai mare decât atunci când 
hidroliza s-a desfăşurat fără adăugare de aditiv, pe tot intervalul de temperatură 
studiat. La temperatura de reacţie de 450C conversia celulozei a crescut de la 40% 
(fără aditiv) la 60% la adăugarea de PEG 4000 [146]. Hidroliza enzimatică a 
plopului pretratat cu microorganismele Ceriporiopsis subvermispora şi Postia 

placenta care degradează lignina, a fost studiată de Giles ş.a. Conversia biomasei la 
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glucoză a crescut în urma pretratării, de la 5,5% (pentru biomasa netratată) la 11% 

pentru biomasa pretratată cu  Ceriporiopsis subvermispora și Postia placenta şi la 
7,5% pentru biomasa pretratată cu Postia placenta și Ceriporiopsis subvermispora 
[147]. Randamentul de hidroliză al celulozei din paiele de porumb pretratate cu 
FeCl3 (la temperatura de pretratare de 1600C, 20 minute) catalizată de Celluclast 
1.5L şi Novozym 188, la 500C în tampon acetat de sodiu pH 4,8, calculat după 72 
ore, a crescut  (în cazul paielor de porumb netratate) de la 22% la 98%. Cantitatea 

de enzimă introdusă influenţează hidroliza enzimatică a celulozei. Creşterea 
cantităţii de enzimă de la 15 la 30 U/g celulază a determinat creşterea 
randamentului de hidroliză al biomasei pretratate cu FeCl3, de la 33% la 74,2% 
[148]. Maeda ș.a. au investigat hidroliza enzimaticǎ a paielor din trestie de zahǎr 
pretratate cu NaOH, catalizatǎ de complexul commercial enzimatic Multifect® și 

celulazele din Penicillium funiculosum și Trichoderma harzianum. Când hidroliza a 
fost catalizatǎ de 25 U/g, respectiv 12,5 U/g Multifect®, cantitatea de glucozǎ 
eliberatǎ dupǎ 18 ore de reacție a fost de 12,89 mg/ml și de 9,08 mg/ml. 25 U/g 
celulazǎ din Penicillium funiculosum a produs, dupǎ 18 ore de hidrolizǎ, 16,7 mg/ml 

glucozǎ, iar 25 U/g celulazǎ din Trichoderma harzianum a produs, dupǎ 18 ore, 
aproximativ aceeași cantitate de glucozǎ eliberatǎ de 25 U/g Multifect®, de 12,24 
mg/ml. Cantitatea de glucozǎ eliberatǎ a crescut când reacția a fost catalizatǎ de 

amestecul de enzime 12,5 U/g Multifect® și Penicillium funiculosum, respectiv de 

amestecul 12,5 U/g Multifect® și Trichoderma harzianum, la aproximativ 18,9 
mg/ml și 18,42 mg/ml [149].   
  Lin ş.a au investigat hidroliza enzimatică a biomasei artificiale (conţine 
celuloză microcristalină, hemiceluloză şi lignină standard) catalizată de două 
enzime: ACCELERASE 1500 (un complex enzimatic format din hemicelulaze, celulaze 
şi β-D-glucozidaze) şi de OPTIMASHTM BG (xilanaze). S-a observat că hemiceluloza a 

fost hidrolizată mai repede decât celuloza în primele 24 ore. Prin creşterea timpului 
de hidroliză la 48 şi 72 ore, randamentul de hidroliză al celulozei a fost aproximativ 
acelaşi cu al hemicelulozei (de aproximativ 80%). Aceasta se explică prin faptul că 
enzimele acţionează mai repede asupra hemicelulozei deoarece aceasta se găseşte 
în stare amorfă, în timp ce celuloza este cristalină. Nu s-au observat interacţiuni 
între hemiceluloză şi celuloză în timpul hidrolizei enzimatice. Pentru a urmări efectul 
ligninei asupra hidrolizei enzimatice a celulozei, 1% substrat care conţine un 

amestec celuloză și lignină de diferite concentraţii, s-a hidrolizat enzimatic timp de 
72 ore, la 500C. Prin creşterea cantităţii de lignină în amestec a scăzut cantitatea de 
zaharuri eliberate în timpul reacţiei. La un raport celuloză/lignină de 1:0, cantitatea 
de zaharuri eliberate a fost de aproximativ 800 mg/g substrat, iar la un raport de 
1:3, această cantitate a fost de aproximativ 200 mg/g substrat [150].   
  Yeh ş.a au studiat efectul mărimii particulelor şi ariei suprafeţei asupra 
hidrolizei enzimatice a celulozei. Cantitatea de celobioză a crescut de 2,7 ori prin 

creşterea concentraţiei de substrat de la 2,5 la 10 mg substrat/ml. Suprafaţa 
specifică a crescut odată cu scăderea dimensiunii particulelor, de la 0,24 m2/g (aria 

suprafeţei caracteristică celulozei nemărunţite cu mărimea particulelor cuprinsă între 
1,83 şi 90,13 μm) la 25,50 m2/g pentru 3% celuloză MC-3-120 mărunţită timp de 
120 minute cu mărimea medie a particulelor de 0,78 μm. Prin creşterea ariei 
specifice a celulozei a crescut randamentul de hidroliză enzimatică. Creşterea 

mărimii particulelor celulozei a determinat scăderea cantităţii de celobioză eliberată 
în timpul hidrolizei enzimatice. La o concentraţie de substrat de 2,5 mg/ml, 
cantitatea de celobioză eliberată a fost de 0,17 mg/ml·min când dimensiunea 
particulelor celulozei mărunţite a fost de 0,78 μm (MC-3-120) şi de 0,0143 
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mg/ml·min pentru celuloza nemărunţită. Randamentul de hidroliză al celulozei la 
glucoză, calculat după 120 ore pentru un raport enzimă/substrat 0,04, a crescut de 

la aproximativ 30% pentru celuloza nemărunţită (1,83-90,13 μm) la 60% pentru 
celuloza MC-3-120 mărunţită timp de 120 minute de 0,78 μm [151]. Raportul 
enzimă/substrat nu trebuie să aibă o valoare foarte mare, pentru a evita inhibarea 
enzimei [93]. Randamentul de hidroliză al celulozei microcristaline a crescut de la 
aproximativ 14,22% pentru un raport enzimǎ/substrat de 0,02 la 31,26% pentru un 

raport 0,04, respectiv la 40,29% pentru un raport de 0,06 [151].  
  Samaniuk ş.a. au studiat efectul agitǎrii mecanice ȋn timp asupra 
randamentului de hidrolizǎ enzimaticǎ a celulozei. Creșterea vitezei de amestecare 

(25-100 rpm) nu a determinat creșterea randamentului de hidrolizǎ al celulozei. 

Cele mai mari randamente de hidrolizǎ s-au obținut atunci când viteza de 
amestecare a fost micǎ și timpul de reacție mai lung. La 2400 sec de amestecare și 

25 rpm, conversia celulozei a fost de 10%, iar la 100 rmp conversia a fost de 
aproximativ 9%. La 1200 sec de amestecare și 25 rpm randamentul de hidrolizǎ a 

fost de aproximativ 7% [152].  
 

I.5.3.1. Influenţa caracteristicilor peretelui celular asupra hidrolizei 
 
 Hidroliza enzimatică a biomasei lignocelulozice este influenţată de structura 
materiei prime, de caracteristicile peretelui celular, de condiţiile de hidroliză, 
incluzând şi amestecul de enzime şi nu în ultimul rând de pretratamentul aplicat 

[153].  
Structura biomasei influenţează accesul enzimei asupra materialului 

celulozic [101, 153].  
Caracteristicile peretelui celular care influenţează gradul de hidrolizǎ sunt:  

1. mărimea particulelor/aria suprafeţei specifice; 

2. cristalinitatea celulozei; 
3. reactivitatea celulozei; 
4. gradul de polimerizare; 
5. conţinutul de lignină. 

 
1. Mărimea particulelor/ aria suprafeţei specifice 
 

 Eficienţa zaharificării enzimatice depinde mult de contactul dintre enzimă şi 
substrat. Teoretic, viteza hidrolizei enzimatice creşte cu scăderea dimensiunilor 
particulelor. Granulaţia are un rol important, astfel încât cu cât suprafaţa specifică 
este mai mare cu atât va creşte cantitatea de enzimă adsorbită şi implicit va creşte 
şi gradul de hidrolizǎ.  

Influenţa mărimii particulelor are un rol încă neclarificat. Într-un studiu 

realizat pe lemn pretratat, s-a găsit că gradul de zaharificare creşte cu scăderea 
mărimii granulelor. Pretratarea nu reduce numai mărimea particulelor, ci modifică şi 

alte caracteristici ale substratului, facilitând astfel procesul de fermentare [101, 
153].  
 
2. Cristalinitatea celulozei 

 
 Structura cristalină a celulozei are un efect puternic asupra zaharificării 
enzimatice. Regiunile amorfe din celuloză sunt hidrolizate primele, iar cele cristaline 
sunt puţin degradate. S-a constatat că eficienţa procesului de zaharificare nu 
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depinde de cristalinitatea celulozei în cazul biomasei celulozice sau lignocelulozice 
pretratate. Structura celulozei nu este încă bine înţeleasă, de aceea nu este bine 

cunoscută influenţa acesteia asupra activităţii celulazei şi rezultatele raportate sunt 
contradictorii. În majoritatea cazurilor s-a constatat că procesul de zaharificare este 
puternic influenţat de cristalinitatea celulozei. S-a arătat că prin creşterea 
cristalinităţii, gradul de hidrolizǎ scade. Alte studii au ajuns în schimb la concluzia că 

eficienţa zaharificării nu este influenţată de cristalinitate [101, 153].  
 

3. Reactivitatea celulozei 
 
 S-a arătat că gradul de hidrolizǎ scade în timp. Introducerea unor noi 

cantităţi de enzime accelerează hidroliza enzimatică, dovedind că nu are loc o 
modificare a reactivităţii substratului în timpul hidrolizei, ci enzimele hidrolitice 

blochează suprafaţa substratului. Acest fapt duce la concluzia că în timpul hidrolizei 
nu are loc o scădere a reactivităţii substratului [101].  
 
4. Gradul de polimerizare 
  
 Gradul de polimerizare este definit ca numărul total al resturilor glicozidice 
de pe un lanţ de celuloză. Gradul de polimerizare variază între limite diferite şi este 

influenţat de modul de pregătire a materialului. Aşa cum s-a arătat anterior, 
endoglucanazele acţionează pe lanţurile de celuloză din microfibre şi eliberează 
capetele de lanţ. Această capacitate a enzimei pare a nu fi influenţată de gradul de 
polimerizare. Celobiohidrolazele au o activitate ridicatǎ pe substraturile cu grad de 

polimerizare scăzut [153]. 
  

5. Conţinutul de lignină 
 

Conţinutul de lignină al biomasei lignocelulozice afectează eficienţa 
zaharificării enzimatice. Enzimele hidrolitice sunt adsorbite pe lignină, astfel încât 
este foarte importantă separarea ligninei de celuloză în timpul etapei de pretratare. 
Pentru a spori eficacitatea fermentării nu este necesară îndepărtarea completă a 

ligninei. Lignina se aglomerează în globuri/particule mici, care sunt ataşate de 
peretele celular [101].  
 

1.6. Concluzii 
 

Bioetanolul este unul dintre cei mai importanți biocombustibili, deoarece 
folosirea sa reprezintă una din cele mai eficiente căi de reducere a emisiilor de gaze 

cu efect de seră şi a consumului de benzină folosit la transporturile rutiere. La ora 
actualǎ, bioetanolul obţinut din materii prime amidonoase se produce la scară 

industrială. În ultimii ani s-a indreptat atenția asupra obținerii bioetanolului din 
reziduuri lignocelulozice, astfel având loc valorificarea deșeurilor de biomasǎ și 

creșterea producției de biocombustibil. Deoarece procesul de obținere a etanolului 

din materiale lignocelulozice este complex și costisitor, producerea bioetanolului 
celulozic se găseşte încă la nivel de laborator şi pilot. Bioetanolul se poate obține 
prin fermentația soluției de zaharuri fermentescibile rezultate ȋn urma hidrolizei 
polizaharurilor din biomasǎ. Înlocuirea hidrolizei acide a celulozei cu cea enzimaticǎ 

a fost beneficǎ pentru procesul de obținere a etanolului deoarece utilizarea 

enzimelor pentru scindarea celulozei permite obţinerea unor randamente de 
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hidrolizǎ mai mari în condiţii mai blânde de reacţie, fără formarea de produşi 

secundari, fǎrǎ degradarea zaharurilor, respectiv costuri de producţie mai mici. 
 Pentru ȋmbunǎtǎțirea cantitǎții de zaharuri fermentescibile din celuloza din 

biomasǎ prin ȋndepartarea hemicelulozei și ligninei, a fost necesarǎ introducerea 

unei etape de pretratare a materialului lignocelulozic. Procedeul ideal de pretratare 

presupune creşterea reactivităţii celulozei, a randamentului de recuperare al 
pentozelor sau hexozelor, ȋmpiedicarea formǎrii inhibitorilor şi nu permite  formarea 
de reziduuri solide. S-au elaborat o serie de metode fizice (mǎrunțire, mǎcinare), 
chimice (acidǎ, alcalinǎ), fizico-chimice ( microunde, solvenți organici, lichide ionice) 

sau metode combinate de pretratare care au determinat valorificarea reziduurilor 
(de exemplu glicerina rezidualǎ), delignifierea biomasei, scǎderea cristalinitǎții 
celulozei și ȋmbunǎtǎțirea randamentului de hidrolizǎ.   

Recent, lichidele ionice s-au investigat ȋn pretratarea materialului 

lignocelulozic datoritǎ capacitații ridicate a unora de a dizolva celuloza fǎrǎ 
degradarea ei, celuloza putând fi ușor regeneratǎ cu apǎ, capacitatǎții de a dizolva 
lignina din biomasǎ, stabilitǎții lor termice și chimice, toxicitǎții reduse, posibilitatǎții 

de recuperare ușoarǎ și de reutilizare a lichidelor ionice ȋntr-o nouǎ etapǎ de 
pretratare astfel scâzând costurile de producție. Utilizarea lichidelor ionice ȋn 
amestec cu diferiți solvenți organici sau sǎruri determinǎ creșterea capacitǎții de 

dizolvare a celulozei și ligninei.  

Hidroliza enzimatică a celulozei din biomasa lignocelulozică se poate efectua 
cu ajutorul unui complex celulazic obţinut din diferite microorganisme (Trichoderma 
reesei, Trichoderma viridae, Aspergillus niger, etc). Pentru ȋmbunǎtǎțirea 

performanțelor catalitice a celulazelor s-a realizat imobilizarea enzimelor prin 
adsorbție, legare covalentǎ, entrapare etc. Producția la scarǎ industrialǎ a 

bioetanolului poate fi favorizatǎ de folosirea celulazelor imobilizate, deoarece ȋn 

urma imobilizǎrii celulazele prezintǎ stabilitate ridicatǎ, posibilitatea de separare din 

amestecul de reacţie, posibilitatea de modelare a proprietăţilor catalitice, prevenirea 
infectării microbiene și posibilitatea de reutilizare, astfel crescând cantitatea de 

zaharuri fermentescibile. 
Cercetǎrile efectuate ȋn cadrul tezei de doctorat au urmărit îmbunătăţirea 

eficienţei hidrolizei enzimatice a celulozei prin pretratarea biomasei lignocelulozice 
prin diferite metode simple sau combinate, optimizarea pretratamentului cu 
DMSO/[Emim]Ac pentru recuperarea celulozei și ligninei dizolvate şi reutilizarea 
solventului, îmbunătăţirea performanţelor catalitice ale celulazei prin imobilizarea 

enzimei prin tehnica entrapării în sol-gel, studiul stabilităţii celulazei imobilizate, 
hidroliza enzimatică a celulozei microcristaline și regenerate utilizând celulaza 
imobilizată, studiul cinetic al reacţiei de hidroliză enzimatică celulozei microcristaline 
Avicel PH101 utilizând celulaza nativă și imobilizată, creşterea cantităţii de zaharuri 
fermentescibile prin reutilizarea celulazei imobilizate pe substrat de celuloză. 
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II. CONTRIBUŢII ORIGINALE 

 
II.1. Principalele obiective ştiinţifice 
 
Obținerea bioetanolului celulozic din reziduuri lignocelulozice a fost din ce în 

ce mai studiată în ultimul timp, datorită unor avantaje majore cum ar fi valorificarea 
deșeurilor de biomasǎ și creșterea producției de biocombustibil. Pentru scăderea 

costurilor de proces, este necesară elaborarea unor procedee cât mai simple şi 

eficiente pentru fiecare etapă de obţinere a bioetanolului celulozic. În acest scop, 
principalele obiective ştiinţifice urmărite au fost: 

 Creşterea cantitatăţii de zaharuri fermentescibile produse în urma hidrolizei 
enzimatice a celulozei şi hemicelulozei din biomasă. În acest scop, s-a propus 

îmbunatăţirea eficienţei hidrolizei enzimatice a celulozei prin pretratarea materialului 
lignocelulozic. S-au studiat și s-au comparat diferite metode simple sau combinate 
de pretratare: metoda de pretratare cu acid sulfuric diluat, metoda de pretratare cu 
glicerină pură sau reziduală, metoda de pretratare cu lichide ionice, metoda 
combinată de pretratare cu acid sulfuric diluat/lichid ionic, metoda combinată de 
pretratare cu glicerină/lichid ionic și metoda de pretratare cu lichid ionic/solvent 

organic dimetilsulfoxid. De asemenea, s-a studiat influenţa metodelor de pretratare 
asupra tipului de lemn testat: lemn de esenţă tare (plop, stejar), respectiv lemn de 
esenţă moale (brad, salcâm).  

 Dizolvarea celulozei şi ligninei din biomasa de plop în amestec de 
dimetilsulfoxid/lichid ionic [Emim]Ac, recuperarea celulozei și ligninei dizolvate şi 
reutilizarea solventului. Pentru a impiedica degradarea celulozei şi modificarea 

structurii lichidului ionic s-au ales condiţiile optime de dizolvare (temperatura, 

timpul optim de operare şi concentraţia optimă de dimetilsulfoxid/lichid ionic). 
Celuloza regenerată şi lignina precipitată din soluţia de DMSO/[Emim]Ac au fost 
caracterizate prin spectroscopie FT-IR. 

 Imobilizarea celulazei prin tehnica entrapǎrii ȋn sol-gel, pentru ȋmbunǎtǎțirea 

performanțelor catalitice. S-a recurs la imobilizarea prin tehnica sol-gel, deoarece 
comparativ cu alte metode aceasta prezintǎ o serie de avantaje: poate fi aplicatǎ 

unui domeniu larg de enzime, inactivarea enzimei este redusǎ, flexibilitatea 
dimensiunii și geometriei porilor, se poate imobiliza o cantitate mare de proteinǎ 

[38]. Celulaza s-a imobilizat prin două metode de entrapare în sol-gel utilizând 

diferiţi aditivi şi amestecuri de doi sau trei silani precusori alchil, aril-trimetoxisilani 
în amestec cu tetrametoxisilan.  

 Evaluarea performanţelor preparatelor imobilizate prin determinarea 
randamentului de imobilizare, activitǎții catalitice și randamentului de regǎsire al 
activitǎții. Metoda care a determinat obţinerea celui mai eficient preparat celulazic s-

a optimizat prin modificarea raportului silanilor precursori și a cantitǎții de enzimǎ 

ȋntrodusǎ la imobilizare. Preparatul care a ȋnregistrat cea mai bunǎ activitate 

(testată pe carboximetilceluloză) şi a fost cel mai eficient în reacţia de hidroliză 
enzimatică a celulozei microcristaline a fost folosit ȋn studiile de stabilitate şi 

reutilizare.  
 S-au studiat efectele pH-ului mediului de reacţie, temperaturii, concentraţiei 

de produs, asupra activităţii catalitice a celulazei nativă şi imobilizată, precum şi 
stabilitatea la depozitare şi la menținere ȋn soluție apoasǎ. S-a studiat şi influenţa 

lichidelor ionice asupra activităţii celulazei native şi imobilizate. 
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 Studiul hidrolizei enzimatică a celulozei microcristaline Avicel PH101, 
celulozei Avicel PH101 regenerată din DMSO/[Emim]Ac (pretratată) şi a celulozei din 
plop utilizând celulaza imobilizată. Pentru a stabili efectele imobilizării celulazei în 

matrici de sol-gel asupra accesului substratului în situsul catalitic şi implicit vitezei 
de formare a produsului s-a studiat cinetica reacţiei de hidroliză enzimatică celulozei 
Avicel PH101 utilizând celulaza nativă și celulaza imobilizată. 

 Reutilizarea celulazei imobilizate utilizând ca substrat celuloza, astfel 
crescând cantitatea de zaharuri fermentescibile eliberate în timpul reacţiei de 
hidroliză enzimatică. Reutilizarea preparatului celulazic s-a realizat pe două 
substraturi: celuloza microcristalinǎ Avicel P101 (netratată) şi celuloza Avicel PH101 

pretratată cu DMSO/[Emim]Ac. 
 

II.2. Pretratarea biomasei lignocelulozice prin metode 
neconvenționale 

 

Materialul lignocelulozic ce conţine biomasa ierboasă şi biomasa lemnoasă 
din lemnul de esenţă tare şi lemnul de esenţă moale are în compoziţie o combinaţie 
de celuloză, hemiceluloză şi lignină. Reziduurile ierboase din agricultură (spice de 
grâu, tulpini de porumb), silvicultură (rumeguş, aşchii), deşeurile municipale (hârtie, 
carton), diverse deşeuri industriale, precum şi plantele fibroase şi lemnoase sunt 
considerate o sursă abundentă şi ieftină de celulozǎ și hemicelulozǎ (reprezintă 

aproximativ 70% din biomasă). Celuloza şi hemiceluloza au în compoziţia lor 
zaharuri fermentescibile (în special glucoză şi xiloză) şi sunt considerate materii 
prime pentru obţinerea bioetanolului celulozic.  

Lignina, neavând în compoziţia sa zaharuri, nu poate fi folositǎ la obţinerea 

bioetanolului. Compoziţia lemnului de esenţă tare şi lemnului de esenţă moale a fost 

prezentată în Tabelul I.1.  

Pentru a distruge piedicile structurale şi de compoziţie (datorită prezenţei 
ligninei) ce pot fi implicate în procesul de hidroliză, precum şi de a îmbunătăţi 
accesul enzimei la celulozǎ şi de a mări randamentul de obţinere a zaharurilor 

fermentescibile a fost necesară introducerea etapei de pretratare a biomasei 
lignocelulozice în procesul de obţinere a bioetanolului. 

În acest capitol s-a studiat influenţa diferitor metode simple sau combinate 
de pretratare asupra hidrolizei enzimatice a celulozei din 4 tipuri de biomasă 
lignocelulozică: două de tip lemn de esenţă tare (stejar și plop) și două de tip lemn 
de esenţă moale (brad și salcâm).   

 
II.2.1. Determinarea conţinutului total de lignină şi hidraţi de carbon 

din biomasa lignocelulozică 

 
Conţinutul în hidraţi de carbon este un factor extrem de important în 

procesul de obţinere a bioetanolului din materii prime lignocelulozice. Hidraţii de 

carbon rezultă atât în timpul pretratamentului, în special ca urmare a hidrolizei 
hemicelulozei, cât şi în timpul etapei de hidroliză enzimatică a celulozei. Produsul 
principal al hidrolizei hemicelulozei este xiloza, iar ȋn urma hidrolizei celulozei rezultă 

glucoza. Alte zaharuri care mai pot fi prezente sunt arabinoza dintre pentoze, 
galactoza şi manoza dintre hexoze. 

S-a determinat conţinutul total în hidraţi de carbon şi lignină din cele patru 
tipuri de lemn studiate (salcâm, stejar, plop şi brad) [154], prin hidroliza acidă a 
lemnului măcinat şi uscat (metoda a fost descrisă la paragraful III.2.2.1). Analiza 
hidraţilor totali de carbon, exprimați ca glucozǎ echivalentǎ, s-a efectuat prin 
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metoda chimică cu acid 3,5-dinitrosalicilic (conform metodei descrise la paragraful 
III.3.4). Conţinutul total de lignină din biomasa lignocelulozică s-a determinat prin 
metoda descrisă la paragraful III.3.3. 

Hidroliza cu acid sulfuric în sistem eterogen a materialelor lignocelulozice 
este o metodă care poate avea erori însemnate, deoarece poate avea loc fie o 
hidroliză incompletă, fie o degradare a monozaharidelor formate. De aceea, s-au 
realizat şi două probe martor, una cu celuloză pură microcristalină Avicel, cealaltă cu 
glucoză, care au fost supuse aceluiaşi regim ca şi materialele pretratate. S-a urmărit 
determinarea randamentului de recuperare a glucozei din cele două probe şi s-a 
calculat un factor de corecţie care să fie aplicat probelor de rumeguş. Pornindu-se 

de la 300 mg rumeguş uscat, s-au obţinut ca valori medii: pentru Avicel 291,1 mg 
zaharuri totale, iar pentru glucoză 248,7 mg zaharuri totale. Ţinând cont de faptul 
că teoretic cantitatea de glucoză regăsită trebuia să fie 333 mg în cazul Avicelului şi 
300 mg în cazul glucozei, înseamnă că randamentul de regăsire este:  

- Avicel     4,87100
333

1,291
% Avicel

 

 

- glucoză   0,83100
300

7,248
% glucoza

 

S-a luat un randament de regăsire mediu pe baza acestor rezultate de 
85,2%, ceea ce înseamnă că factorul de corecţie cu care trebuie înmulţite 
rezultatele de la probele de rumeguş este 1,17 [155]. 

În Tabelul II.1, sunt prezentate rezultatele conţinutului total de zaharuri şi 
conţinutului total de lignină din probele de rumeguş studiate. 
 
              Tabelul II.1. Conţinutul total de hidraţi de carbon şi lignină din biomasa 
lignocelulozică  

 

Biomasǎ 

Lignină din biomasă (%) Conţinut 
total de 

zaharuri (%) 

Cenuşǎ 

(%) 
ASLa(%) AILb (%) LTc(%) 

Brad   1,46 28,84 30,32 66,65 1,05 

Salcâm   3,21 26,67 29,88 68,71   0,41 

Stejar 0,58 21,40 21,98 74,55 2,25 

Plop 1,45 17,04 18,49 78,48  2,05 

             a Lignină solubilă ȋn acid 
             b Lignină insolubilă ȋn acid 

             c Lignină totală din biomasă 
 
II.2.2. Influenţa metodei de pretratare a biomasei lignocelulozice 
asupra hidrolizei enzimatice 

 
II.2.2.1. Hidroliza enzimatică a celulozei din biomasa pretratată cu 

acid sulfuric diluat  
 

Pentru a facilita accesul complexului celulazic la celuloza din lemn, biomasa 
măcinată și uscată s-a pretratat cu acid sulfuric diluat, acesta având rolul de a 
hidroliza parţial sau total hemiceluloza la zaharuri fermentescibile, în special xiloză. 

Pretratarea celor patru tipuri de biomasă lignocelulozică cu acid sulfuric 
diluat s-a realizat prin menţinerea a 300 mg rumeguş măcinat şi uscat în 3 ml acid 
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sulfuric 0,82% la 1500C, timp de 30 minute [156]. Metoda de pretratament cu acid 
sulfuric diluat a fost descrisă la paragraful III.2.2.1. Biomasa pretratată şi netratată 
s-a hidrolizat enzimatic utilizând celulaza nativă Celluclast 1.5L. Pe tot parcursul 

reacţiei de hidroliză s-au prelevat probe, iar conţinutul total de zaharuri reducătoare 
eliberate, exprimate ca glucozǎ echivalentǎ, s-a determinat prin metoda cu acid 3,5-

dinitrosalicilic descrisă la paragraful III.3.4. 
În Tabelul II.2 și Tabelul II.3, sunt prezentate conţinuturile totale de 

zaharuri reducătoare pentru cele patru probe de rumeguş pretratat cu acid sulfuric 
diluat şi netratat, determinate în urma reacţiei de hidroliză a 100 mg rumeguş cu 5 

μl/ml celulază nativă Celluclast 1.5 L în 10 ml tampon acetat pH=4,8 , la 400C. 

 
Tabelul II.2. Conţinutul total de zaharuri din probele de rumeguş netratat 
 

Timp 
(ore) 

Concentrație totalǎ de zaharuri 

(mg/ml) 
Randament de hidrolizǎa (%) 

Brad Salcâm Stejar Plop Brad Salcâm Stejar Plop 

2 2,23 1,29 1,52 1,39 33,16 18,77 20,39 18,66 

4 3,28 2,08 2,14 1,66 49,21 30,27 28,70 22,29 

6 3,34 2,3 2,45 2,05 50,11 33,47 32,86 27,52 

8 4,04 2,98 2,66 2,62 60,61 43,37 35,68 35,18 

24 4,39 3,98 2,90 3,71 65,98 57,92 38,90 49,70 
        a raportat la cantitatea totală de zaharuri din 100 mg rumeguș supus hidrolizei (%) 

 
Tabelul II.3. Conţinutul total de zaharuri din probele de rumeguş pretratat cu acid 

sulfuric diluat 
 

Timp 
(ore) 

Concentrație totalǎ de Zaharuri 

(mg/ml) 
Randament de hidrolizǎa (%) 

Brad Salcâm Stejar Plop Brad Salcâm Stejar Plop 

2 1,41 1,83 1,44 1,61 22,75 30,59 20,29 21,41 

4 2,24 2,59 2,27 2,62 36,14 43,29 31,98 38,85 

6 3,07 3,40 2,80 3,37 49,51 56,83 39,45 44,84 

8 3,36 3,84 2,89 3,84 54,21 64,19 40,72 51,08 

24 3,98 4,14 3,79 5,15 58,36 69,20 53,40 68,70 
      a raportat la cantitatea totală de zaharuri din 100 mg rumeguș supus hidrolizei (%) 
 

 Pentru studiul capacitatăţii acidului sulfuric de a hidroliza hemiceluloza din 

biomasă s-a determinat conţinutul total de zaharuri reducătoare (exprimate ca 
glucoză) din filtratul rezultat după pretratamentul cu acid diluat. Rezultatele sunt 
prezentate în Tabelul II.4.  
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Tabelul II.4. Conţinutul total de hidraţi de carbon din soluţiile obţinute după 
pretratamentul cu acid sulfuric 

 

Biomasǎ 
Cantitate totalǎ de 

zaharuri ȋn filtrata (mg) 
Randament de 
hidrolizǎb (%) 

Brad 78,28 26,09 

Salcâm 77,38 25,79 

Stejar 46,78 20,92 

Plop 47,14 19,32 

                a Volumul total de filtrat a fost de 20 ml; Cantitatea totalǎ de rumeguș supusǎ 

pretratamentului a fost de 300 mg  
                b raportat la cantitatea totală de zaharuri din 300 mg rumeguș supus pretratǎrii 

(%) 
 

Pentru a ilustra mai bine influența pretratamentului cu acid sulfuric diluat s-a 
realizat Figura II.1 care prezintă efectul metodei de pretratare cu acid sulfuric diluat 
asupra randamentului de hidrolizǎ a celulozei din biomasa lignocelulozică, calculat 

dupǎ 8 ore de reacție .  
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Figura II.1. Efectul pretratamentului cu acid sulfuric diluat asupra hidrolizei enzimatice a 

celulozei din biomasa lignocelulozică, dupǎ 8 ore de reacție 

  

În urma pretratării salcâmului, plopului şi stejarului cu acid sulfuric diluat, 

cantitatea de zaharuri eliberată a crescut pe tot parcursul reacţiei de hidroliză 
enzimatică, comparativ cu biomasa netratatǎ (Tabelul II.2 şi Tabelul II.3). Aceasta 

se datorează probabil accesibilităţii mai bune a enzimei la celuloza din biomasă după 
pretratare, deoarece în urma pretratamentului cu acid sulfuric s-a hidrolizat parțial 

hemiceluloza. O cantitate mai mare de hemiceluloză a fost hidrolizată (Tabelul II.4) 
din lemnul de esenţă moale (aproximativ 25% din salcâm, respectiv 26% din brad), 
comparativ cu lemnul de esenţă tare (aproximativ 19% plop, respectiv 21% din 
stejar). Pentru rumeguşul de brad, cantitatea de zahăr obţinută în urma hidrolizei 
enzimatice a celulozei din bradul pretratat a fost mai mică decât cantitatea de zahăr 
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eliberată din bradul netratat, deoarece ȋn urma pretratamentului acid probabil s-a 

hidrolizat și o parte din celuloză. Conform Figurii II.1 randamentul de hidroliză, 

calculat după 8 ore de reacţie, a fost mai mare atunci când la hidroliză s-a folosit 
lemnul de esenţă moale (atât la lemnul netratat, cât şi la cel pretratat). În urma 
pretratamentului cu acid sulfuric diluat, randamentul de hidroliză, calculat dupǎ 8 

ore de reacție, a fost îmbunătăţit cu aproximativ 5% pentru stejar, 15% pentru 
rumeguşul de plop, respectiv 20% pentru rumeguşul de salcâm (Figura II.1).     

 Dintre tipurile de rumeguş pretratate, salcâmul pretratat a fost hidrolizat cu 

eficienţa cea mai mare. După 8 ore de reacţie, cantitatea de zaharuri eliberată în 
urma hidrolizei enzimatice a salcâmului pretratat a fost de 3,84 mg/ml (conversia 

celulozei a fost aproape totală, deoarece, conform datelor din literatura de 
specialitate [18] lemnul de esenţă moale conţine aproximativ 33-40% celuloză), 

comparativ cu 2,98 mg/ml zaharuri eliberate după hidroliza salcâmului netratat.    
 

II.2.2.2. Hidroliza enzimatică a celulozei din biomasa pretratată cu 
glicerinǎ 

 
Delignifierea lemnului se poate face în solvenţi polari neapoşi. Glicerina 

rezidualǎ este un co-produs obţinut în cantitǎţi mari la producerea biodieselului. Nu 
este de recomandat ca produşii nepurificaţi sǎ fie utilizaţi în industria alimentarǎ, 

cosmeticǎ sau farmacie. Glicerina obţinutǎ de la fabricarea biodieselului este un 

reziduu care poate fi valorificat în viitor. De aceea, utilizarea glicerinei pentru 
pretratamentul biomasei poate fi importantă din punct de vedere economic. 

Cele 4 tipuri de biomasǎ lignocelulozicǎ (brad, salcâm, stejar, plop) s-au 

pretratat cu glicerinǎ purǎ şi rezidualǎ [157]. Metoda de pretratare cu glicerină a 
fost descrisă la paragraful III.2.2.2. Glicerina rezidualǎ folosită în acest studiu a fost 

produsul rezultat de la fabricarea biodieselului ȋn laborator, ȋn urma reacției dintre 

ulei de floarea soarelui, metanol și 0,5% catalizator hidroxid de sodiu [158]. Pentru 
a observa eficienţa pretratamentului cu glicerină pură şi rezidualǎ, 10 mg/ml 

biomasă pretratată în tampon acetat de sodiu pH 4,8 s-a hidrolizat enzimatic, 
utilizând 5 µl/ml celulaza Celuclast 1.5L.  

 Conţinuturile totale de zaharuri reducătoare, rezultate în urma hidrolizei 
enzimatice a celulozei din biomasa pretratată cu glicerină pură şi rezidualǎ, sunt 

prezentate în Tabelul II.5 și Tabelul II.6.  
 

Tabelul II.5. Conţinutul total de zaharuri din probele de rumeguş pretratat cu 
glicerinǎ purǎ 

 

Timp 

(ore) 

Concentrație totalǎ de zaharuri (mg/ml) 

Brad Salcâm Stejar Plop 

2 2,68 2,66 2,29 2,23 

4 3,87 3,81 3,43 3,57 

6 4,09 4,21 4,76 4,32 

8 4,12 4,23 5,03 5,32 

24 4,23 4,34 5,12 5,44 
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Tabelul II.6. Conţinutul total de zaharuri din probele de rumeguş pretratat cu 
glicerinǎ rezidualǎ 

 

Timp 
(ore) 

Concentrație totalǎ de zaharuri (mg/ml) 

Brad Salcâm Stejar Plop 

2 2,12 2,34 2,22 2,14 

4 3,15 3,00 3,33 3,28 

6 3,54 3,29 3,74 4,24 

8 4,11 4,03 5,00 5,13 

24 4,19 4,25 5,13 5,40 

 
Pe tot parcursul reacţiei, cantitatea de zaharuri eliberate în urma hidrolizei 

biomasei pretratate cu glicerină pură a fost mai mare decât cantitatea de zaharuri 
eliberată în urma hidrolizei biomasei pretratate cu glicerină brută, însă diferenţele 

nu au fost foarte mari (Tabelul II.5 şi Tabelul II.6).  
Figura II.2 prezintă efectul pretratării biomasei cu glicerină pură și reziduală 

asupra eficienţei de hidroliză enzimatică a celulozei din biomasa pretratată, după 6 
ore de reacţie. Randamentele de hidroliză (exprimate în % masă) au fost calculate 
pe baza cantităţilor de zaharuri rezultate în urma hidrolizei la diferite intervale de 
timp, raportate la cantităţile totale de zaharuri din tipurile de rumeguşuri studiate, 
prezentate ȋn Tabelul II.1.  
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Figura II.2. Efectul pretratamentului cu glicerină asupra hidrolizei enzimatice a celulozei din 

biomasa pretratată, dupǎ 6 ore de reacție 

 

Pretratamentul cu glicerină pură a dus în general la viteze de hidroliză mai 
mari comparativ cu cea reziduală, ceea ce era de aşteptat în condiţiile în care 
glicerina reziduală conţine şi o serie de alţi compuşi, dintre care unele pot avea efect 
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inhibitor pentru celulaze. Cele mai mari diferenţe s-au înregistrat în cazul 
rumeguşului de stejar, unde pretratamentul cu glicerină pură a dus la un randament 
de hidroliză de 63,8% după 6 ore, comparativ cu 50,2% în cazul glicerinei reziduale 

(Figura II.2). Trebuie însă precizat că această viteză diferită de hidroliză nu a afectat 
productivitatea enzimei, după 24 de ore ajungându-se la aproximativ acelaşi grad 
de hidroliză, aşa cum rezultă din Figura II.3, în care este reprezentată evoluţia în 
timp a reacţiei de hidroliză pentru rumeguşul de stejar şi cel de plop, la care practic 
nu a existat diferenţă între efectele pretratmentului cu glicerină pură şi reziduală.  
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Figura II.3. Evoluţia  în timp a reacţiei de hidroliză pentru rumeguşul de stejar şi cel de plop 

pretratate cu glicerinǎ purǎ și rezidualǎ 

 
Prin urmare, utilizarea glicerinei reziduale de la fabricarea biodieselului nu 

afectează productivitatea complexului enzimatic celulozic ci doar viteza reacţiei de 

hidroliză, iar această influenţă depinde de proveninenţa biomasei. 
Deoarece glicerina are şi capacitatea de a dizolva lignina din biomasa 

lignocelulozică s-a determinat cantitatea totală de lignină dizolvată în glicerina pură 
[159]. Metoda de analiză a ligninei dizolvată a fost prezentată la paragraful III.3.3. 
Conţinutul total de lignină dizolvată ȋn glicerina pură pentru fiecare tip de biomasă 
este prezentat ȋn Tabelul II.7.   

 
Tabelul II.7. Cantitatea totală de lignină dizolvată ȋn glicerină pură 

 

Biomasă 
 

Cantitate totală de lignină dizolvatǎ 

(mg) (%)a 

Brad 9,70 32,01 

Salcâm 8,88 29,75 

Stejar 4,62 21,16 

Plop 4,76 25,79 

                 a raportată la cantitatea totală de lignină din rumeguș.  
 

BUPT



               II.2. Pretratrea biomasei lignocelulozice prin metode neconvenţionale 77  
 

Rezultatele arată că glicerina a fost capabilă să dizolve o cantitate mai mare 
de lignină din lemnul de esenţă moale (Tabelul II.7). Aproximativ 32%, respectiv 
29% lignină din lemnul de esenţă moale s-a dizolvat în glicerină, comparativ cu 

21%, respectiv 25% lignină din lemnul de esenţă tare (stejar, respectiv plop). 
Aceasta probabil se datoreazǎ diferenţelor strucurale dintre lignina din lemnul de 
esențǎ tare şi lignina din lemnul de esențǎ moale, cât și faptului că lignina din 
lemnul de esențǎ tare posedă structuri unite adițional, ceea ce ȋi conferǎ o rezistențǎ 

mai mare la delignifiere.    
Comparativ cu biomasa netratată, pretratarea celor patru tipuri de rumeguş 

cu glicerină pură sau reziduală a determinat creşterea eficienţei hidrolizei enzimatice 
a celulozei din biomasă, aceasta deoarece glicerina este capabilǎ sǎ indepǎrteze o 
parte de ligninǎ din biomasǎ (Tabelul II.7), accesul celulazei la substrat fiind 

ȋmbunǎtǎțit. În urma pretratării biomasei cu glicerină pură, dupǎ 6 ore de reacție, 

randamentul de hidroliză a crescut cu aproximativ 31% pentru rumeguşul de stejar 
şi plop, 28% pentru rumegușul de salcâm, respectiv 10% pentru rumeguşul de brad 
(Figura II.2). În urma pretratării cu glicerină reziduală, randamentul de hidroliză a 
fost îmbunătăţit cu aproximativ 20% pentru stejar, 30% pentru rumeguşul de plop, 

17% pentru salcâm, respectiv 5% pentru rumeguşul de brad (Figura II.2). Dintre 
tipurile de biomasǎ pretratate cu glicerină, bradul a fost hidrolizat cu eficiența cea 
mai micǎ. Aceasta probabil se datoreazǎ faptului cǎ deși ȋn urma pretratǎrii 
aproximativ 32% din ligninǎ a fost dizolvatǎ ȋn glicerinǎ (Tabelul II.7), rumegușul de 

brad conține o cantitate mai mare de ligninǎ rǎmasǎ decât esențele tari de stejar și 

plop.      
      
II.2.2.3. Hidroliza enzimatică a celulozei din biomasa pretratată cu 

lichid ionic 

 
In ultimii ani, lichidele ionice au devenit atractive pentru cele mai diverse 

domenii datorită unor proprietăţi deosebite, ca stabilitate termică, stabilitate chimică 
şi miscibilitate cu diferiţi solvenţi organici sau anorganici. Datorită capacităţii unor 
lichide ionice de a dizolva celuloza şi lignina din biomasă, acestea s-au folosit şi la 
pretratarea biomasei lignocelulozice. Lichidele ionice dizolvă celuloza datorită 
formării la temperaturi înalte a unor legături puternice de hidrogen. Celuloza 

regenerată din soluţia de lichid ionic, prin precipitare cu anti-solvenţi, are un grad 
mai scăzut de cristalinitate. Pretratarea biomasei lignocelulozice cu lichide ionice 
este eficientă şi datorită capacităţii acestora de a dizolva lignina, astfel accesul 
enzimelor la biomasa lignocelulozică este îmbunătăţit. Lignina dizolvată poate fi 
recuperată şi utilizată în diferite domenii. De asemenea aceşti solvenţi nu sunt toxici 
pentru materialul lignocelulozic, pot fi reutilizaţi, iar caracterul inerent bazic sau acid 
al lichidelor ionice permite amestecarea lor cu diferiți alţi solvenți sau catalizatori, 
scǎzând astfel costurile procesului.  

În acest capitol s-a studiat pretratarea a patru tipuri de rumeguș măcinat și 

uscat (brad, salcâm, stejar şi plop) cu diferite lichide ionice. Lichidele ionice folosite 
pentru acest studiu au fost: tetrafluoroborat de 1-butil-3-metilimidazoliu 
([Bmim]BF4), hexafluorofosfat de 1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]PF6), 
trifluoroacetat de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim]TFA) și acetat de 1-etil-3-

metilimidazoliu ([Emim]Ac) [157]. Pretratamentul biomasei lignocelulozice cu lichide 
ionice s-a realizat la un raport 50 mg biomasǎ/ml lichid ionic, timp de 24 ore, la 

temperatura de 900C. 
Metoda de pretratare a biomasei lignocelulozice cu lichide ionice este 

descrisă la paragraful III.2.2.3. Rumegușul pretratat s-a hidrolizat enzimatic cu 
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ajutorul celulazei native Celluclast 1.5L. Cantităţile totale de zaharuri reducătoare 
eliberate (exprimate ca glucozǎ echivalentǎ) ȋn urma hidrolizei enzimatice, pentru 

fiecare tip de biomasă, sunt prezentate ȋn Tabelul II.8, Tabelul II.9, Tabelul II.10 şi 

Tabelul II.11. 
 
Tabelul II.8. Efectul naturii lichidului ionic utilizat la pretratament asupra hidrolizei 

enzimatice a rumeguşului de salcâm pretratat  
 

Timp 
(ore) 

Randament de hidrolizǎa (%) 

[Emim][Ac] [Emim]TFA [Bmim]BF4 [Bmim]PF6 

1 13,38 10,33 6,54 8,00 

2 21,97 25,17 16,59 16,88 

4 51,22 24,30 16,00 19,09 

6 60,51 31,58 16,59 20,08 

8 60,98 33,61 18,48 19,50 

24 62,29 54,72 29,69 31,87 

      a Raportat la cantitatea totală de zaharuri din rumeguș (%) 
 
Tabelul II.9. Efectul naturii lichidului ionic utilizat pentru pretratament ionice asupra 

hidrolizei enzimatice a rimeguşului de brad pretratat 
 

Timp 

(ore) 

Randament de hidrolizǎa (%) 

[Emim][Ac] [Emim]TFA [Bmim]BF4 [Bmim]PF6 

1 31,95 23,70 13,50 21,30 

2 46,51 42,46 24,60 45,01 

3 53,11 48,16 39,60 49,96 

4 60,16 53,11 49,66 54,01 

6 65,26 59,71 56,11 69,75 

8 65,88 63,61 60,31 70,66 

24 68,75 76,81 61,36 65,11 

      a Raportat la cantitatea totală de zaharuri din rumeguș (%) 
 

Tabelul II.10. Efectul naturii lichidului ionic utilizat pentru pretratament asupra 
hidrolizei enzimatice a rumeguşului de stejar pretratat 

 

Timp 
(ore) 

Randament de hidrolizǎa (%) 

[Emim][Ac] [Emim]TFA [Bmim]BF4 [Bmim]PF6 

1 22,13 15,42 10,46 14,08 

2 39,03 25,75 12,34 22,26 

4 45,47 29,37 20,79 29,77 

6 61,03 31,35 23,74 30,44 

8 65,99 36,35 26,96 32,46 

24 67,47 41,31 30,71 41,71 

    a Raportat la cantitatea totală de zaharuri din rumeguș (%) 
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Tabelul II.11. Efectul naturii lichidului ionic utilizat pentru pretratament asupra 
hidrolizei enzimatice a rumeguşului de plop pretratat 

 

Timp 
(ore) 

Randament de hidrolizǎa (%) 

[Emim][Ac] [Emim]TFA [Bmim]BF4 [Bmim]PF6 

0,5 15,03 7,51 5,35 6,37 

1 29,56 15,16 9,42 10,44 

1,5 22,83 18,09 12,99 16,18 

2 43,96 25,73 21,03 24,20 

4 58,86 33,63 28,66 30,19 

6 61,92 42,43 33,00 39,37 

8 61,09 42,55 35,55 40,26 

24 64,85 44,72 41,15 41,02 

    a Raportat la cantitatea totală de zaharuri din rumeguș (%) 
 

Pentru a ilustra mai sugestiv evoluţia în timp a hidrolizei biomasei pretratate 

cu diferite lichide ionice, datele din aceste tabele au fost reprezentate şi în Figura 
II.4.  

Cantitatea totală de zaharuri eliberată prin hidroliza rumeguşului de plop 
pretratat cu [Emim]Ac, respectiv [Emim]TFA, a crescut în primele 6 ore de reacţie, 
la aproximativ 5 mg/ml, respectiv 3 mg/ml (Figura II.4.a), după care s-a menţinut 
aproximativ constantă. În cazul folosirii lichidului ionic [Emim]Ac, după doar 6 ore 
de reacţie, conversia celulozei a fost maximă (în urma hidrolizei celulozei care se 

găseşte în 10 mg/ml plop pretratat rezultă aproximativ 5 mg/ml zaharuri 
reducătoare). Această afirmaţie se bazează pe faptul cǎ datele de literaturǎ indică 
26,6%, cantitatea totalǎ de hemicelulozǎ în lemnul de plop (17,7-21,2% xilan, 0,9-
1,4% arabinozǎ, 1,3-3,3% manozǎ, 1,1% galactozǎ) [27], iar cantitatea totalǎ de 

zaharuri din plop, determinatǎ experimental la paragraful III.2.1, a fost de 
aproximativ 78,48%. Diferenţa, care corespunde cantităţii de celulozǎ din biomasa 
de plop este de aproximativ 51%. Aceastǎ valoare este ȋn concordanțǎ cu datele din 

literatura de specialitate, conform cărora lemnul de esenţă tare conţine aproximativ 
38-51% celuloză [18]. 
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Figura II.4. Evoluţia în timp a hidrolizei biomasei pretratate cu diferite lichide ionice 
(a) plop, (b) brad, (c) stejar, (d) salcâm 

-■- [Emim] Ac, -●-[Emim]TFA, -▲- [Emim]BF4, -▼- [Bmim]PF6, 
-♦- biomasǎ netratatǎ  

 
În cazul folosirii lichidului ionic [Emim]TFA, cantitatea de zaharuri eliberată a 

fost de 3 mg/ml după 6 ore de hidroliză, după care s-a menţinut constantă, aceasta 
datorându-se probabil inactivării enzimei în timpul hidrolizei. Nu s-au observat 
diferenţe semnificative ale cantităţilor de zaharuri eliberate în urma reacţiei 
enzimatice a plopului pretratat cu cele două lichide ionice ce conţin anionii [BF4]

-, 

respectiv [PF6]
- şi a plopului netratat, ceea ce înseamnă că lichidele ionice 

[Bmim]PF6 şi [Emim]BF4 nu sunt eficiente la pretratarea biomasei de plop [157].  
De asemenea, lichidele ionice ce conţin anionii [BF4]

-, [PF6]
- au fost 

ineficiente în pretratarea stejarului, salcâmului şi bradului, cantităţile de zaharuri 
obţinute pe tot parcursul reacţiei, în urma hidrolizei enzimatice a acestor tipuri de 
biomasă pretratată fiind aproximativ aceleaşi, sau (în cazul stejarului şi salcâmului) 
chiar mai mici decât cantităţile de zaharuri obţinute după hidroliza biomasei 
netratate ( Figura II.4.b,c,d). Maki-Arvela ș.a. au relatat cǎ lichidele ionice care 
conţin anionii tetrafluoroborat și hexafluorofosfat nu au fost capabile sǎ dizolve 
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materialul lignocelulozic [99]. În cazul rumeguşului de brad (Figura II.4.b), dintre 
cele 4 lichide ionice folosite la pretratare, [Emim]Ac a determinat creşterea eficienţei 
de hidroliză, comparativ cu bradul netratat. 

 Cantitatea de zaharuri eliberată în timpul hidrolizei bradului și salcâmului 
pretratat cu lichidul ionic ce conţine anionul acetat a crescut până la 6 ore de reacţie 
(Figura II.4.b,d), la 4,35 mg/ml, respectiv 4,16 mg/ml, după care a fost constantă, 
aceasta probabil deoarece conversia celulozei la zaharuri a fost totală (din 10 mg/ml 
substrat celulozic s-au obținut aproximativ 4 mg/ml zaharuri totale). Aceste 
rezultate sunt ȋn concordanțǎ cu datele din literaturǎ, conform cǎrora cantitatea de 

celulozǎ din lemnul de esențǎ moale este de 33-42% [18].  

Pentru a ilustra mai sugestiv influenţa naturii lichidului ionic asupra 
randamentului hidrolizei enzimatice a biomasei pretratate s-a realizat Figura II.5, pe 
baza datelor din Tabelul II.8, Tabelul II.9, Tabelul II.10, Tabelul II.11 şi Tabelul II.2, 
la timp de reacţie de 4 ore.  
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Figura II.5. Efectul  pretratamentului cu lichide ionice asupra hidrolizei enzimatice a celulozei, 

dupǎ 4 ore de reacție 

 

Din Figura II.5 rezultǎ că cel mai eficient lichid ionic folosit pentru 

pretratarea biomasei lignocelulozice a fost [Emim]Ac. Publicații recente au 
demonstrat cǎ lichidul ionic [Emim]Ac a fost mai eficient ȋn pretratarea și dizolvarea 
biomasei, comparativ cu alte lichide ionice, cum ar fi: clorurǎ de 1-etil-3-

metilimidazoliu ([Bmim]Cl), acetat de 1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]Ac), 

dietilfosfat 1-etil-3- metilimidazoliu [Emim]DEP, respectiv metilsulfat  de 1,3 
dimetilimidazoliu ([Mmim]MeSO4) [125, 130, 131]. De exemplu, la 1100C, timp de 
16 ore, [Emim]Ac a dizolvat 93,5% din pin, iar [Bmim]Cl a dizolvat 26,0% din pin 
[125]. Pretratarea rǎdǎcinoaselor de Cassava cu [Emim]Ac la 1200C, a dus la 
obținerea unui randament de hidrolizǎ de 90,03%, iar când pretratarea s-a fǎcut cu 

[Emim]DEP conversia biomasei pretratate a fost de 75,03% [131]. 
În urma hidrolizei enzimatice a biomasei pretratate cu [Emim]Ac, 

randamentul de hidroliză, calculat după 4 ore de reacţie, a crescut cu aproximativ 
10% pentru brad, 20% pentru salcâm şi stejar, respectiv 40% pentru plop, 
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comparativ cu biomasa netratatǎ. Dintre cele patru tipuri de biomasă pretratate cu 

[Emim]Ac, plopul pretratat a fost hidrolizat cu eficienţa cea mai mare, probabil 

deoarece acesta are cel mai mic conţinut de lignină, iar enzima are tendinţa de a se 
adsorbi pe lignină şi în acest fel îşi pierde parţial activitatea [160].   

Deoarece lichidele ionice sunt capabile să dizolve lignina din biomasa 
lignocelulozică s-a determinat conţinutul total de lignină dizolvat în soluţia de lichid 
ionic [159]. Metoda de analiză a ligninei dizolvate este prezentată în paragraful 
III.3.3. Conţinutul total de lignină dizolvată ȋn lichidul ionic [Emim]Ac și [Emim]TFA 

pentru fiecare tip de biomasă studiată este prezentat ȋn Tabelul II.12 și Tabelul 

II.13.   

 
Tabelul II.12. Cantitatea totală de lignină dizolvată ȋn lichidul ionic [Emim]Ac 

 

 Biomasă 
 

Cantitate totală de lignină dizolvată 

 (mg)  (%)a 

Brad 6,58 21,73 

Salcâm 14,32 47,93 

Stejar 8,05 36,65 

Plop 6,63 35,89 

      a Raportată la cantitatea totală de lignină din rumeguș  
 

Tabelul II.13. Cantitatea totală de lignină dizolvată ȋn lichidul ionic [Emim]TFA 

 

Biomasă 
 

Cantitate totală de lignină dizolvată 

 (mg)  (%)a 

Brad 5,76 19,03 

Salcâm 9,18 30,74 

Stejar 5,10 23,21 

Plop 5,52 29,87 

      a raportată la cantitatea totală de lignină din rumeguș  

 
 Lichidul ionic [Emim]Ac a fost capabil să dizolve, după 24 ore, aproximativ 

48% lignină din rumegușul de salcâm, şi 21% lignină din brad. Lichidul ionic ce 
conţine anionul trifluoroacetat a dizolvat aproximativ 30% lignină din salcâm, 
respectiv 19% lignină din brad. Aproximativ 35% ligninǎ din esenţele tari de lemn 

(plop şi stejar) s-au dizolvat în lichidul ionic [Emim]Ac după 24 de ore, comparativ 
cu [Emim]TFA care a dizolvat aproximativ 23% lignină din rumeguşul de stejar, 
respectiv 29% din rumeguşul de plop. Lichidul ionic ce conţine anionul acetat a fost 

mai eficient în dizolvarea ligninei din biomasă decât lichidul ionic ce conţine anionul 
trifluoroacetat.  

Deoarece dintre cele 4 lichide ionice studiate [Emim]Ac a fost cel mai 
eficient pentru pretratarea biomasei lignocelulozice, acesta a fost folosit în studiile 
următoare. 

 
II.2.2.4. Hidroliza enzimatică a celulozei din biomasa pretratată cu 

acid sulfuric diluat/lichid ionic 
 

Pentru îmbunătăţirea eficienţei de hidroliză a polizaharidelor din biomasa 
lignocelulozică, cele patru tipuri de rumeguş studiate s-au pretratat atât cu acid 
sulfuric diluat cât şi cu lichidul ionic [Emim]Ac [157].   
 S-a recurs la acestă metodă de pretratare deoarece are loc creşterea 

cantităţii de zaharuri fermentescibile din hemiceluloză (în special xiloza) datorită 

BUPT



               II.2. Pretratrea biomasei lignocelulozice prin metode neconvenţionale 83  
 
capacităţii acidului sulfuric diluat de a hidroliza parţial hemiceluloza din rumeguș 
(vezi paragraful II.2.2.1), şi a cantităţii de zaharuri eliberate în urma hidrolizei 
celulozei din biomasă datoritǎ capacităţii lichidului ionic ce conţine anionul acetat de 

a îmbunătăţi accesul celulazei la substrat prin scăderea gradului de cristalinitate a 
celulozei din biomasă şi îndepărtarea ligninei. Metoda de pretratament a fost 
descrisă la paragraful III.2.2.4. După pretratarea a 300 mg rumeguş cu acid sulfuric 
diluat, 100 mg biomasǎ pretratată cu acid, care conţine celuloză, lignină şi 

hemiceluloză nehidrolizată s-a pretratat, din nou, cu [Emim]Ac. Biomasa rezultată 

după al doilea pretratament a fost supusă hidrolizei enzimatice, utilizând celulaza 
nativă. Valorile cantităţilor totale de zaharuri eliberate ȋn urma hidrolizei enzimatice 

a celulozei din biomasa pretratată, exprimate ca glucozǎ echivalentǎ, sunt 
prezentate ȋn Tabelul II.14.  
 

Tabelul II.14. Efectul pretratamentului cu acid sulfuric diluat/lichid ionic asupra 
hidrolizei enzimatice a celulozei din biomasa lignocelulozică 
 

Timp 
(ore) 

Concentrație totalǎ de Zaharuri 

(mg/ml) 
Randament de hidrolizǎa (%) 

Brad Salcâm Stejar Plop Brad Salcâm Stejar Plop 

1 2,16 1,22 2,19 2,81 34,95 20,39 30,85 37,38 

2 2,68 3,28 3,88 3,85 43,37 54,83 54,67 51,21 

3 3,99 3,99 4,47 4,02 59,86 58,07 62,98 53,61 

4 4,04 4,01 5,23 4,87 65,38 67,03 73,69 64,78 

5 4,14 4,28 5,09 5,01 67,00 71,74 71,72 66,64 

6 4,15 4,38 5,29 5,29 67,16 73,18 74,53 70,37 
a Raportat la cantitatea totală de zaharuri din rumeguș (%) 

 

  În cazul lemnului de esenţă moale de brad şi salcâm, cantitatea de zaharuri 
eliberată după 5 ore de reacţie, în urma hidrolizei enzimatice a celulozei, a fost de 
4,14 mg/ml, respectiv 4,28 mg/ml, după care a rămas aproximativ constantă. 
Aceasta înseamnă că după 5 ore de hidroliză conversia celulozei din biomasa 
pretratată cu acid sulfuric diluat/lichid ionic a fost practic totală. Cantitatea de 

zaharuri eliberate în urma hidrolizei celulozei din stejarul pretratat a crescut până la 
4 ore de reacţie, la 5,23 mg/ml, după care s-a menţinut aproximativ constantă, din 
acelaşi motiv. Pentru biomasa de plop, lemn de esenţă tare, cantitatea de zaharuri a 
crescut pe tot intervalul de timp studiat, fiind de 5,29 mg/ml după 6 ore de reacţie. 

Pentru a ilustra mai sugestiv influenţa metodelor de pretratare a biomasei 
asupra eficienţei de hidroliză a celulozei din biomasa pretratatǎ, s-a realizat Figura 

II.6, pe baza datelor din Tabelul II.2, Tabelul II.3, Tabelul II.8, Tabelul II.9, Tabelul 
II.10, Tabelul II.11 şi Tabelul II.14, la timp de reacţie de 4 ore.  
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Figura II.6. Influenţa pretratamentului cu acid sulfuric diluat şi/sau lichid ionic asupra 

eficienţei de hidroliză a celulozei din biomasa lignocelulozică, dupǎ 4 ore de reacție. Condiţii de 
hidrolizǎ: 10 mg/ml biomasǎ pretratatǎ şi netratatǎ, tampon acetat de sodiu pH 4,8, 5 µl/ml 

celulază, 400C 

 
 Pretratarea biomasei lignocelulozice prin metoda combinată cu acid sulfuric 

diluat/lichid ionic a fost mai eficientă pentru hidroliza enzimatică a celulozei din 
biomasă decât pretratarea simplă cu acid sulfuric, respectiv lichid ionic (Figura II.6). 

Pretratarea biomasei cu [Emim]Ac a determinat obţinerea unor randamente mai 
mari de hidroliză decât în cazul folosirii în reacţia de hidroliză a biomasei pretratate 
cu acid sulfuric diluat. Li ș.a. au comparat pretratarea ierburilor cu acid diluat și 
pretratarea cu [Emim]Ac. Randamentul de hidroliză al ierburilor pretratate cu 
[Emim]Ac a crescut cu 16% fațǎ de biomasa pretratatǎ cu acid diluat, respectiv cu 
54% fațǎ de biomasa netratatǎ. Mai mult, ei au observat cǎ ȋn urma pretratǎrii 

biomasei cu acid sulfuric diluat a crescut indicele de cristalinitate al celulozei de la 
26,2 (pentru biomasa netratatǎ) la 39,1, iar când biomasa s-a pretratat cu 
[Emim]Ac indicele de cristalinitate al celulozei a scǎzut la 2,6 [127]. 

În urma hidrolizei enzimatice a celulozei din biomasa pretratată cu acid 
sulfuric diluat/lichid ionic, randamentul de hidroliză a crescut cu aproximativ 5% 
pentru brad, 15% pentru salcâm, respectiv 7% pentru plop și 28% pentru stejar, 
comparativ cu randamentele de hidroliză obţinute în urma hidrolizei celulozei din 
biomasa pretratată cu lichid ionic (s-a comparat cu pretratamentul cu lichid ionic 

deoarece acesta a fost mai eficient decât pretratamentul cu acid sulfuric).   
 

II.2.2.5. Hidroliza enzimatică a celulozei din biomasa pretratată cu 
glicerinǎ purǎ/lichid ionic  

 
Biomasa lignocelulozică s-a pretratat, într-o primă etapă, cu glicerină, 

urmată de un al doilea pretratament, cu lichidul ionic [Emim]Ac [157]. Prin 
pretratarea biomasei cu glicerină are loc dizolvarea unei cantităţi de lignină din 
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biomasă (cantităţile de lignină din biomasă dizolvate în glicerină au fost prezentate 
în Tabelul II.7). Prin pretratarea biomasei lignocelulozice cu lichidul ionic [Emim]Ac 
are loc, pe lângă dizolvarea ligninei din biomasă, şi scăderea indicelui de 

cristalinitate al celulozei (cantităţile de lignină din biomasă dizolvate în [Emim]Ac au 
fost prezentate în Tabelul II.12). 

 Astfel metoda combinată de pretratament permite îndepărtarea unei 
cantităţi mai mari de lignină din biomasă, prin urmare se facilitează accesul enzimei 
la celuloză.       
 Metoda combinată de pretratare cu glicerină/lichid ionic a fost descrisă la 
paragraful III.2.2.5. Biomasa pretratată prin metoda combinată cu glicerină/lichid 

ionic a fost supusă hidrolizei enzimatice cu celulaza nativă Celluclast 1.5L. Cantităţile 
totale de zaharuri, exprimate ca glucozǎ echivalentǎ, eliberate în timpul reacţiei de 

hidroliză enzimatică a celulozei din cele patru tipuri de biomasă pretratată sunt 
prezentate în Tabelul II.15. 
 

Tabelul II.15. Efectul pretratamentului cu glicerină/lichid ionic asupra hidrolizei 
enzimatice a celulozei 
 

Timp  
(ore) 

Concentrație totalǎ de zaharuri 

(mg/ml) 

Randament de hidrolizǎa (%) 

Brad Salcâm Stejar Plop Brad Salcâm Stejar Plop 

1 1,82 2,06 1,81 1,04 27,30 29,98 24,27 12,86 

2 3,15 3,89 2,99 2,03 47,26 56,61 40,10 25,86 

3 4,32 4,16 4,98 4,24 64,81 60,54 66,80 54,02 

4 4,41 4,36 5,12 5,21 66,16 61,62 68,67 66,38 

5 4,39 4,39 5,20 5,27 65,86 63,88 69,75 67,15 

6 4,41 4,30 5,18 5,31 66,16 62,57 69,48 67,66 
a Raportat la cantitatea totală de zaharuri din rumeguș (%) 

 

În cazul lemnului de esenţă moale (brad şi salcâm), cantitatea de zaharuri a 
crescut în primele 3 ore de reacţie, la 4,41 mg/ml, respectiv 4,36 mg/ml, după care 
s-a menţinut  aproximativ constantă, ceea ce arată că s-a atins un grad de hidroliză 
apropiat de 100%.  

După 4 ore de reacţie, cantitatea de zaharuri eliberate în urma hidrolizei 
celulozei din biomasa de stejar şi biomasa de plop pretratate a fost de 5,12 mg/ml, 

respectiv 5,21 mg/ml (din 10 mg/ml substrat introdus la hidroliză). După 4 ore, 
hidroliza celulozei din lemnul de esenţă tare pretratat s-a menţinut constantă, 
aceasta deoarece conversia celulozei la zaharuri a fost totală. Aceste rezultate sunt 
ȋn concordanțǎ cu datele din literaturǎ conform cǎrora cantitatea de celulozǎ din 
lemnul de esențǎ tare este de 38-51% [18].  

Pentru a ilustra mai sugestiv influenţa metodelor de pretratare asupra 
randamentului hidrolizei enzimatice a biomasei pretratate s-a realizat Figura II.7, pe 
baza datelor din Tabelul II.2, Tabelul II.5, Tabelul II.8, Tabelul II.9, Tabelul II.10, 

Tabelul II.11 şi Tabelul II.15 la timp de reacţie de 4 ore.   
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Figura II.7. Influenţa pretratamentului cu glicerină şi/sau lichid ionic asupra eficienţei de 

hidroliză a celulozei din biomasa lignocelulozică, după 4 ore de reacţie. Condiţii de hidrolizǎ: 10 
mg/ml biomasǎ pretratatǎ şi netratatǎ, tampon acetat de sodiu pH 4,8, 5 µL/ml celulaza, 400C. 

 

Pretratarea biomasei lignocelulozice prin metoda combinată cu 
glicerină/lichid ionic a fost mai eficientă pentru hidroliza enzimatică a celulozei din 

biomasă, decât pretratarea simplă cu glicerină, respectiv lichid ionic (Figura II.7). 
Toate cele trei metode de pretratare determină creşterea randamentului de hidroliză 
a celulozei din biomasă. Lichidul ionic [Emim]Ac a fost mai eficient în pretratarea 
biomasei de plop şi brad decât glicerina pură. În urma hidrolizei enzimatice a 

celulozei din biomasa pretratată cu [Emim]Ac, randamentul de hidroliză, calculat 
dupǎ 4 ore de reacție, a crescut cu aproximativ 3% pentru brad, respectiv 10% 

pentru plop, comparativ cu randamentele de hidroliză obţinute în urma hidrolizei 
celulozei din biomasa pretratată cu glicerină. Nu s-au observat diferenţe 
semnificative ale randamentelor de hidroliză ale celulozei din biomasa de stejar 
pretratată cu lichid ionic, respectiv cu glicerină. In cazul rumeguşului de salcâm, 

pretratarea cu glicerină pură a fost mai eficientă pentru hidroliza celulozei dacât 
pretratarea cu lichid ionic. Hidroliza enzimatică a celulozei din biomasa pretratată 
prin metoda combinată cu glicerină/lichid ionic a avut după 4 ore un randament cu 
aproximativ 6% mai mare pentru brad, 10% pentru salcâm, respectiv 8% pentru 
plop și 25% pentru stejar, comparativ cu randamentele de hidroliză a celulozei din 
biomasa pretratată cu lichid ionic. Creşterea randamentelor de hidroliză se 

datorează, probabil, îndepărtării unei cantităţi mai mari de lignină din biomasă în 

urma pretratamentului prin metoda combinată cu glicerină/lichid ionic.  
Dintre metodele combinate de pretratare studiate, pretratamentul cu 

glicerină/lichid ionic a fost mai eficient decât cel cu acid/lichid ionic, ȋn ceea ce 
privește gradul final de hidrolizǎ. De exemplu, după 3 ore randamentul de hidroliză 

al celulozei din brad şi salcâm pretratat cu acid/lichid ionic a fost de 59,86%, 
respectiv de 58,07% (Tabelul II.14), iar al celui din rumeguşul de brad şi salcâm 
pretratat cu glicerină/lichid ionic a ajuns la 64,81%, respectiv 60,54% (Tabelul 
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II.15). În cazul lemnului de esenţă tare de stejar şi plop pretratat cu acid/lichid 
ionic, randamentul de hidroliză a fost de 62,98%, respectiv 53,61%, după 3 ore de 
reacţie (Tabelul II.14). Când biomasa de stejar şi plop a fost pretratată cu 

glicerină/lichid ionic, acest randament a crescut la 66,80%, respectiv 54,02% 
(Tabelul II.15). Creşterea randamentelor de hidroliză în urma pretratării biomasei cu 
glicerină/lichid ionic, comparativ cu randamentele biomasei pretratate cu acid 
diluat/lichid ionic, se datorează îndepărtării unei cantităţi mai mari de lignină din 
biomasă, atât cu glicerină cât şi cu lichid ionic, ceea ce face ca accesul celulazei la 
substrat să fie îmbunătăţit.    
 

II.2.3. Stabilirea condiţiilor optime pentru pretratamentul biomasei 
lignocelulozice cu lichid ionic  
 
 Dintre metodele de pretratament investigate, pentru un studiu mai detaliat 
a fost selectată cea cu lichid ionic, ţinând cont de faptul că este o metodă nouă, cu 
eficienţă ridicată şi potenţial de dezvoltare viitoare. 

S-a demonstrat anterior că lichidele ionice care conţin anionul acetat sunt 
capabile să dizolve eficient celuloza şi lignina din biomasa lignocelulozică. Drept 
urmare, lichidul ionic utilizat în aceste studii a fost [Emim]Ac. Capacitatea de 
dizolvare a celulozei este normal să crească odată cu creşterea temperaturii şi a 
timpului de operare, însă în acelaşi timp creşte şi posibilitatea de degradare a 
celulozei, iar structura lichidului ionic poate fi afectată. Pentru stabilirea condiţiilor 
optime de pretratament, s-au studiat efectele temperaturii şi timpului de pretratare, 

cât şi posibilitatea utilizării lichidului ionic în amestec cu un solvent organic.  
 
II.2.3.1. Influenţa temperaturii de pretratare asupra hidrolizei 

enzimatice a celulozei din biomasa pretratată cu [Emim]Ac 
 
Pentru a determina temperatura de pretratare la care eficienţa de hidroliză 

este cea mai bună, 100 mg rumeguș de plop a fost pretratat timp de 24 ore cu 

[EMIM]Ac la diferite temperaturi (400C, 600C , 800C, 900C, 1000C). 10 mg/ml plop 
pretratat a fost hidrolizat enzimatic în 10 ml tampon acetat de sodiu 0,05 M (pH 
4,8), utilizând celulaza nativă Celluclast 1.5L. Tabelul II.16. prezintă evoluţia în timp 
a reacției de hidroliză a celulozei din biomasa de plop pretratat, la diferite 
temperaturi.  
 

Tabelul II.16. Evoluţia în timp a hidrolizei enzimatice a rumeguşului de plop 
pretratat cu [Emim]Ac, la diferite temperaturi  

 

Temperatura de 
pretratare (0C) 

Randament de hidrolizǎa (%) 

2 ore 4 ore 6 ore 8 ore 

  40 24,97 35,04 40,65 48,29 

  60 28,03 42,17 49,82 56,72 

  80 33,63 49,82 63,20 65,63 

  90 42,68 54,02 66,25 68,50 

100 49,18 62,43 67,40 68,80 
       a Raportat la cantitatea totală de zaharuri din plop (%)  

 
Influenţa temperaturii de pretratament asupra cantităţii totale de zaharuri 

reducătoare, eliberate în cursul hidrolizei enzimatice a biomasei de plop pretratat cu 
[Emim]Ac, este prezentată în Figura II.8.  
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Figura II.8. Influenţa temperaturii de pretratare asupra hidrolizei enzimatice a celulozei din 

rumeguş de plop 

 
Se observă (Figura II.8) că prin creșterea temperaturii de pretratare crește 

cantitatea de zahar eliberată în timp la hidroliza celulozei. Nu s-au observat 

diferenţe mari ale randamentelor de hidroliză pentru rumeguşul de plop pretratat la 
900C şi plopul pretratat la 1000C la diferite intervale de timp, iar randamentele de 
hidroliză obţinute după 8 ore de reacţie au fost foarte apropiate (67% şi 68% pentru 
rumeguşul de plop pretratat la temperatura de 900C , respectiv 1000C).  

S-a determinat şi cantitatea de lignină dizolvată în soluţia de [Emim]Ac la 

fiecare din temperaturile studiate. Tabelul II.17 prezintă cantitatea totală de lignină 
dizolvată ȋn lichidul ionic în funcţie de temperatură, după 24 ore de pretratare. 

 
Tabelul II.17. Cantitatea totală de lignină dizolvată [Emim]Ac, la diferite temperaturi 

de pretratare a rumeguşului de plop 
 

Timp 
(ore) 

Cantitate totală de lignină dizolvată 

(mg) (%)a 

40 1,37 7.44 

60 3,87 20.98 

80 6,81 36.85 

90 6,92 37.37 

100 7,45 40.34 

     a Raportată la cantitatea totală de lignină din rumegușul de plop 

 
 Odată cu creşterea temperaturii de pretratare a crescut şi cantitatea de 

lignină dizolvată în soluţia de lichid ionic (Tabelul II.17). Deoarece lignina ȋmpiedică 
accesul enzimei la celuloză, prin dizolvarea unei cantităţi cât mai mari de lignină ȋn 

lichidul ionic, scade cantitatea de lignină din plopul pretratat, ceea ce uşurează 
contactul dintre enzime și celuloza din biomasă. Drept urmare, odată cu creşterea 
temperaturii de pretratare, prin îndepărtarea unei cantităţi cât mai mari de lignină 
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din biomasa de plop, crește cantitatea de zaharuri eliberată ȋn urma reacţiei de 

hidroliză enzimatică a celulozei (Figura II.8).  

Deoarece randamentele de hidroliză la 900C şi 1000C au fost identice şi nici 
diferenţele în ceea ce priveşte cantitatea de lignină dizolvată nu au fost mari, s-a 
ales ca temperatură de pretratare 900C. Lucrându-se la o temperatură mai scăzută 
se face economie de energie şi se reduce posibilitatea de degradare a celulozei și de 
modificare a structurii lichidului ionic.  
 

II.2.3.2. Stabilirea timpului optim de pretratament 

 

Pentru stabilirea timpului optim de pretratare (la temperatura de 900C) 
astfel ȋncât lichidul ionic să dizolve o cantitate cât mai mare de celuloză, însă fără ca 

aceasta să fie degradată, s-a efectuat un studiu cu celuloză standard Avicel PH101. 
50 mg Avicel PH101 s-a introdus ȋn 1 ml lichid ionic la temperatura de 900C, s-a 

menţinut sub agitare un anumit timp, după care celuloza dizolvată a fost recuperată 
prin precipitare cu apă distilată. Tabelul II.18 prezintă influenţa timpului de 
pretratare asupra cantităţii de celuloză recuperată din soluţia de [Emim]Ac.  

 
Tabelul II.18. Efectul timpului de pretratare asupra randamentului de recuperare a 

celulozei după dizolvare în lichidul ionic [Emim]Ac, 900C 
 

Timp de pretratare 
(ore) 

Celuloză regenerată 

(mg) (%) 

0,5 48,34 96,68 

2 49,02 98,04 

4 47,90 95,80 

6 48,56 97,12 

8 41,67 83,34 

10 39,85 79,70 

 
După doar 30 minute soluţia de lichid ionic a devenit limpede, celuloza fiind 

complet dizolvată, ȋnsă după 6 ore de pretratare culoarea soluţiei a devenit mai 

închisă. Creşterea timpului de pretratare peste 6 ore a determinat scăderea 
cantităţii de celuloză recuperată. Aproximativ 97% celuloză a fost recuperată din 
soluţia de lichid ionic după 6 ore de pretratare, în timp ce după 8 ore de pretratare 
cantitatea de celuloză recuperată a scăzut la aproximativ 83%. La acest timp de 
operare (8 ore), soluţia de lichid ionic/apă, rămasă după precipitarea celulozei, a 
avut o coloraţie mai intensă comparativ cu cea obţinută după 6 ore.  

 
II.2.3.3. Stabilirea compoziţiei optime de amestec DMSO/[Emim]Ac  
 
Pe lângă o serie de avantaje, lichidele ionice au şi dezavantajele preţului 

ridicat şi al vâscozităţii mari, ceea ce face dificilă recuperarea şi reutilizarea lor în 

mai multe cicluri de pretratament. Din acest motiv, s-a studiat posibilitatea utilizării 
lichidului ionic [Emim]Ac în amestec cu un solvent organic, capabil de asemenea să 

dizolve celuloza din biomasa lignocelulozică. Găsirea unui asemenea solvent nu este 
simplă, deoarece acesta trebuie să fie miscibil cu lichidul ionic şi să aibă volatilitate 
suficient de mică pentru a permite pe de o parte efectuarea pretratamentului la o 
temperatură suficient de ridicată pentru solubilizarea eficientă a celulozei şi ligninei, 
iar pe de altă parte eliminarea ulterioară a apei. Un asemenea solvent este 
dimetilsulfoxidul (DMSO), miscibil cu apa şi cunoscut pentru capacitatea sa ridicată 
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de a solubiliza compuşi cu polaritate ridicată, aşa cum sunt celuloza şi lignina. În 
consecinţă, s-a stabilit ca pentru dizolvarea biomasei lignocelulozice să se folosească 
un amestec de dimetilsulfoxid(DMSO) şi lichid ionic ([Emim]Ac). Dintre tipurile de 

biomasă, a fost selectat şi pentru acest studiu cel din plop, deoarece hidroliza 
enzimatică a celulozei din plopul pretratat cu [Emim]Ac a avut loc cu eficienţa cea 
mai ridicată (aşa cum a rezultat în capitolul II.2.2.3). Principalul avantaj al utilizării 
amestecului de dimetilsulfoxid/lichid ionic pentru dizolvarea celulozei şi ligninei din 
biomasă este scăderea vâscozităţii lichidului ionic, acest lucru permiţând o agitare 
mai bună, scăderea costurilor procesului, separarea mai uşoară a materialului 
lignocelulozic nedizolvat şi reutilizarea repetată a amestecului.   

Pentru stabilirea compoziţiei optime a amestecului de dizolvare 
DMSO/[Emim]Ac s-a utilizat un amestec sintetic, denumit biomasă standard, format 
din 50 mg celuloză Avicel PH101 și 30 mg lignină standard Kraft, care a fost supus 
pretramentului cu amestec DMSO/[Emim]Ac în diferite proporţii, timp de 6 ore, la 
900C.  

În Tabelul II.19 se prezintă cantităţile de celuloză Avicel PH101 recuperată, 

de lignină Kraft dizolvată, respectiv lignină precipitată din diferitele amestecuri de 
DMSO/[Emim].  
 

Tabelul II.19. Dizolvarea celulozei și ligninei din amestecul de biomasă standard ȋn 

soluţia de DMSO/[Emim]Ac şi recuperarea celulozei  
 

Compoziţia  
amestecului 

DMSO:[Emim]Ac 

Raport 
biomasă 
/solvent 
(mg/ml) 

Reziduu 
(%) 

Celuloză 
regeneratăa 

(%) 

Lignină 
dizolvatăb 

(%) 

Lignină 
regeneratăc 

(%) 

100% DMSO 80 60,1 10,42 24,23 - 

70% DMSO: 
30% [Emim]Ac 

80 29,31 44,82 64,03 4,56 

50% DMSO: 
50% [Emim]Ac 

80 8,6 78,42 84,60 23,34 

54 TD 95,84 96,97 25,98 

40 TD 98,48 99,98 29,59 

30% DMSO: 
70% [Emim]Ac 

80 TD 97,56 96,37 31,45 

100%[Emim]Ac 80 TD 96,60 96,93 35,21 

TD – dizolvat în totalitate 
a Raportată la cantitatea inițialǎ de 50 mg celuloză din amestec 
b Raportată la cantitatea inițialǎ de 30 mg lignină din amestec 
c Raportată la cantitatea totală de lignină dizolvată în soluţia de DMSO/[Emim]Ac 

 
Se observă că prin creşterea cantităţii de lichid ionic în amestecul de 

DMSO/[Emim]Ac creşte cantitatea de celuloză şi lignină dizolvată. 1 mL 
DMSO/[Emim]Ac în raport 30:70 (%, vol) a fost capabil să dizolve complet, după 6 
ore de reacţie, 80 mg amestec care conține 50 mg celulozǎ, respectiv 30 mg ligninǎ, 

în timp ce 1 ml DMSO/[Emim]Ac în raport 50:50 (%, vol) a dizolvat 91,4% din acest 
amestec standard. Cantitatea de lignină dizolvată în solventul DMSO/[Emim]Ac în 

raport 50:50 a crescut odată cu scăderea raportului biomasă standard/solvent, aşa 
cum se observă în Tabelul II.19. Scăderea raportului biomasă standard/solvent de la 
80 mg/ml la 54 mg/ml a determinat dizolvarea completă a celulozei Avicel şi ligninei 
standard Kraft. Pentru îmbunătăţirea agitării amestecului standard, a separării 
materialului nedizolvat datorită scăderii vâscozităţii soluţiei de dimetilsulfoxid/lichid 
ionic şi creşterii eficienţei economice s-a ales ca pentru dizolvarea biomasei 
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lignocelulozice să se opereze cu amestecul DMSO/[Emim]Ac în raport 50:50 (%, 
vol). 

Dizolvarea celulozei timp de 10 minute, la 1100C, într-un amestec de 

DMSO/[Amim]Cl de diferite concentraţii a fost studiată de Tian ș.a. Ei au observat 
de asemenea că prin creşterea concentraţiei de lichid ionic în amestec a crescut 
cantitatea de celuloză dizolvată şi a scăzut gradul de cristalinitate al celulozei 
regenerate de la 0,8 (pentru celuloza netratată) la 0,25 pentru celuloza pretratată 
cu DMSO/[Amim]Cl. Randamentul de hidroliză obţinut atunci când celuloza a fost 
dizolvată ȋn DMSO/[Amim]Cl ȋn raport 30:70 a fost de 54,1%, aproximativ egal cu 

cel obţinut atunci când s-a folosit [Amim]Cl pur (59,6%) [161]. 

În urma acestor rezultate, s-a stabilit utilizarea pentru experimentele 
următoare a amestecului DMSO/[Emim]Ac în raport 50:50 (%, vol).  
 

II.2.4. Determinarea parametrilor procesului de pretratament cu 
amestec DMSO/[Emim]Ac pentru recuperarea celulozei și ligninei din 

biomasă şi reutilizarea lichidului ionic 
 

S-a studiat dizolvarea celulozei şi ligninei din biomasa de plop pretratat cu 
acid sulfuric diluat (pretratarea plopului cu acid sulfuric diluat a fost descrisă la 
paragraful III.2.2.1) cu soluţia de dimetilsulfoxid/lichid ionic. Rumeguşul de plop s-a 
pretratat la început cu acid sulfuric diluat pentru creşterea cantităţii de zaharuri 
fermentescibile, atât din hemiceluloză (datorită capacităţii acidului de a hidroliza 

hemiceluloza din biomasă la zaharuri fermentescibile, în special xiloză) cât a celor 
rezultate în urma hidrolizei enzimatice a celulozei recuperate din solvent 
(DMSO/[Emim]Ac). Pentru aceasta, 1 g rumeguş de plop măcinat şi uscat s-a 
pretratat cu 10 ml acid sulfuric 0,82%. Aproximativ 17,21% din zaharurile din 

această biomasă s-au hidrolizat după pretratamentul aplicat. 
 100 mg plop pretratat cu acid sulfuric diluat (conţinând aproximativ 22,25 

% lignină şi 54,38 % celuloză) s-au tratat cu 4 ml DMSO/[Emim]Ac (în raport 

volumic 50:50) timp de 6 ore la temperatura de 900C. Cantitatea de celuloză din 
biomasa de plop s-a estimat la 47%, în condiţiile în care prin hidroliza enzimatică a 
10 mg/ml celuloză standard Avicel rezultă 11,9 mg/ml zaharuri totale (exprimate ca 
glucoză echivalentă), iar prin hidroliza enzimatică a celulozei din 10 mg/ml plop am 
obţinut în studiile anterioare aproximativ 5,3 mg/ml zaharuri totale. Această valoare 
este în concordanţă cu datele de literatură, conform cărora lemnul de esenţă tare 

conţine între 38-51% celuloză [18]. Cantitatea totală de lignină din rumeguşul de 
plop, (calculată conform metodei descrise de la paragraful III.3.3), a fost de 
18,49%. În paralel s-a realizat şi o probă martor, care a conţinut 100 mg amestec 
de biomasă standard (80% celuloză Avicel PH101 şi 20% lignină standard Kraft) 
dizolvată în aceeaşi cantitate de DMSO/[Emim]Ac.  

După pretratare timp de 6 ore, materialul nedizolvat s-a separat prin filtrare 
la cald. După precipitarea în primă fază a celulozei, lignina rămasă dizolvată în 

soluţia de DMSO/[Emim]Ac s-a precipitat cu apă în exces, prin menţinerea soluţiei la 
frigider timp de 48 ore. Lignina precipitată s-a filtrat şi s-a uscat la 500C. După 
recuperarea celulozei şi ligninei dizolvate, soluţia de DMSO/[Emim]Ac s-a recuperat 
prin evaporarea apei şi s-a folosit în următorul ciclu de dizolvare. Tabelul II.20 şi 
Tabelul II.21 prezintă cantitatea de material nedizolvat şi celuloză recuperată din 
soluţia de DMSO/[Emim]Ac, după fiecare ciclu de utilizare al soluţiei de 
pretratament [162].   
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Tabelul II.20. Cantitatea de material rămas nedizolvat după pretratamentul a 100 
mg biomasǎ standard sau rumeguş de plop pretratat cu DMSO/[Emim]Ac 50:50 

                                        

Numǎr 

cicluri 
Reziduu după pretratament  

Biomasǎ Standard Plop pretratat 

mg % mg % 

0 TD 0 60,12 60,12 

1 TD 0 65,23 65,23 

2 10,22 10,22 72,56 72,56 

3 21,27 21,27 80,29 80,29 

4 30,33 30,33 80,24 80,24 

                   TD - materialul lignocelulozic s-a dizolvat în totalitate 
 

Tabelul II.21. Cantitatea de celuloză recuperată după cicluri repetate de 
pretratament cu DMSO/[Emim]Ac 50:50 
                                  

Numǎr 

ciclu 

Celulozǎ recuperată 

Biomasǎ Standard Plop pretratat 

mg %a mg %a 

0 79,03 98,97 30,89 56,35 

1 76,02 95,02 28,74 52,43 

2 68,32 85,4 20,21 36,86 

3 56,54 70,67 16,29 29,71 

4 50,24 63,80 16,09 29,36 

                    a Raportată la cantitatea iniţială de celuloză (80 mg din biomasa standard, 
respectiv 54,38 mg din plop pretratat) 

 

Tabelul II.22 prezintă cantităţile de lignină dizolvate şi recuperate din soluţia 
de DMSO/[Emim]Ac. Cantitatea de lignină dizolvată în amestecul de 
DMSO/[Emim]Ac s-a calculat conform metodei descrise la paragraful III.3.3. 
Conţinutul total de lignină în fiecare ciclu de reutilizare s-a calculat prin diferenţa 
dintre conţinutul total de lignină în soluţie şi lignina rămasă la ciclul anterior. 
 

Tabelul II.22. Determinarea cantitǎții de ligninǎ dizolvatǎ și ligninǎ reprecipitatǎ din 

soluția de DMSO/[Emim]Ac 
 

Numǎr 

cicluri 

Conținut de ligninǎ dizolvată (%)a Ligninǎ reprecipitatǎ(%)b 

Biomasǎ 

Standard 
Plop  

pretratat 

Biomasǎ 

Standard 
Plop  

pretratat 

mg % mg % mg % mg % 

0 18.92 94,50 5,1 22,92 6,13 32,43 1,32 25,89 

1 19,18 95,90 3,55 15,98 11,47 35,98 1.72 23,45 

2 17,47 87,34 1,24 5,57 11,72 30,89 2,04 29,87 

3 17,20 85,98 0,72 3,21 13,59 31,25 0,85 15,47 

4 16,48 82,32 0,67 3,03 13,58 29,34 1,09 20,47 
a raportatǎ la cantitatea totalǎ de ligninǎ din amestecul standard, respectiv plop pretratat 
b raportatǎ la cantitatea totalǎ de ligninǎ dizolvatǎ  

 
Soluția DMSO/[Emim]Ac dizolvǎ complet celuloza Avicel și lignina standard 

dupǎ 6 ore de pretratare, ȋn timp ce doar 56,53% celulozǎ, respectiv 22,92 % 
ligninǎ au fost dizolvate din rumegușul de plop pretratat (Tabelul II.21 și Tabelul 

II.22). Fort ș.a. au investigat dizolvarea plopului într-o soluţie de [Bmim]Cl/DMSO la 

BUPT



               II.2. Pretratrea biomasei lignocelulozice prin metode neconvenţionale 93  
 
diferite intervale de timp şi temperatura de 1000C, constatând că 28% din 
materialul celulozic s-a dizolvat după 6 ore de reacţie [106]. 

Dupǎ precipitarea celulozei și ligninei dizolvate, soluția de DMSO/lichid ionic 

s-a recuperat şi s-a utilizat ȋntr-un nou ciclu de dizolvare. În prima etapǎ de 

reutilizare, capacitatea de dizolvare a celulozei și ligninei din plop a scăzut cu câteva 
procente. Începând cu cel de-al doilea ciclu de reutilizare, cantitatea de celulozǎ 
dizolvatǎ a scǎzut mai pronunţat pentru ambele probe, la aproximativ 85% celuloză 

dizolvată din biomasa standard, respectiv 37% celuloză dizolvată din plopul 
pretratat. Cantitatea de lignină dizolvată din rumeguşul de plop pretratat a scăzut la 
numai 5% când soluţia de DMSO/[Emim]Ac s-a reutilizat a doua oară. În final, dupǎ 

4 cicluri de utilizare, soluția de dimetilsulfoxid/lichid ionic a dizolvat 63,80% celulozǎ 

din biomasa standard, respectiv 29,36% celulozǎ din rumegușul de plop. În toate 

cazurile s-a reprecipitat o cantitate mai mare de lignină din proba de amestec 
standard pretratat decât din proba de plop. De exemplu, pentru proba de amestec 
standard, cantitatea de lignină precipitată din solvent a fost de aproximativ 29%, 
după ciclul patru de utilizare, comparativ cu 20% lignină precipitată la acelaşi ciclu 

pentru proba de plop.  
 Soluţia DMSO/[Emim]Ac folosită pentru dizolvarea biomasei lignocelulozice 

a căpătat o culoare tot mai inchisă (spre maro închis) şi a devenit mai vâscoasă 
după fiecare reutilizare, aceasta datorându-se acumulării ligninei în amestecul de 
pretratament, reducându-se astfel şi capacitatea acesteia de dizolvare. 

 
II.2.4.1. Caracterizarea celulozei şi ligninei recuperate din soluţia de 

DMSO/[Emim]Ac prin spectrofotometrie FT-IR 
 

Celuloza şi lignina recuperate din soluţia de DMSO/[Emim]Ac au fost analizate 

prin spectrofotometrie FT-IR. Spectrele IR ale celulozei si ligninei sunt prezentate în 
Figura II.9 şi Figura II.10 [162]. 

Spectrul FT-IR al celulozei regenerate din soluţia de DMSO/[Emim]Ac, în 

urma dizolvării plopului pretratat şi a amestecului standard este asemanător cu cel 
al celulozei microcristaline Avicel PH101. Mica diferență dintre spectre se datoreazǎ 
scǎderii gradului de cristalinitate al celulozei regenerate din soluția de 
DMSO/[Emim]Ac. Zhang ș.a. au relatat cǎ lichidele ionice distrug legǎturile inter și 

intramoleculare din celulozǎ scǎzând astfel gradul de cristalinitate [114]. În 
consecinţă, s-a observat o lǎrgire a benzilor, în cazul spectrelor celulozei regenerate, 
de la 1429 cm-1 caracteristice grupării C-OH, 1373 cm-1 caracterisitce grupǎrilor OH 

și 1321 cm-1 atribuite vibrațiilor –CH2 (Figura II.9.b, c). S-au observat diferențe ale 

spectrelor celulozei recuperate din soluţia de DMSO/[Emim]Ac, comparativ cu 
celuloza standard nedizolvată pentru benzile de la 1164 cm-1 (atribuite grupării C-O-
C), 1114 cm-1 și de la 1058 cm-1 ( atribuite grupării C-O). Benzi similare au apǎrut 

la 895 cm-1 care pot fi atribuite inelului piranozic.  
Casas ș.a. au obținut rezultate asemǎnǎtoare pentru celuloza microcristalinǎ 

regeneratǎ din [Emim]Ac sau [Emim]Cl [163]. Celuloza standard Avicel PH101 
prezintǎ o bandǎ intensǎ la 3377 cm-1 caracteristică legǎturilor de hidrogen 
intramoleculare. Dupǎ regenerarea celulozei din soluția de DMSO/[Emim]Ac s-a 

observat o deplasare a benzii de la 3377 cm-1 la aproximativ 3441 cm-1, aceasta 
probabil dadorându-se formǎrii de noi legǎturi de hidrogen dupǎ regenerare. 

Caracteristici asemănătoare ale spectrului celulozei regenerate au fost observate şi 
de Xiao ş.a. [112]. 
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Figura II.9. Spectrul IR al celulozei recuperate din soluţia de DMSO/[Emim]Ac 
(a) celuloză microcristalinǎ Avicel PH101 (b) celuloza precipitatǎ din biomasǎ standard,  

(c) celuloza din plop pretratat 

  

 
Spectrul FT-IR al ligninei precipitate din soluţia de DMSO/[Emim]Ac în urma 

dizolvării biomasei din rumeguş de plop şi amestecului standard este asemanător cu 
cel al ligninei standard Kraft nedizolvate. Banda intensă de la 3416 cm-1 apare 
datorată grupării –OH, iar domeniul 2935-2839 cm-1 este caracteristic legăturilor C-
H din grupările metil sau metilen.  

Apariţia benzilor de la 1730 cm-1 se datorează grupărilor carbonil din lignină. 
Benzile caracteristice scheletului aromatic au fost atribuite domeniului 1599-1424 
cm-1, iar legăturile C-H aromatice apar la 845 cm-1. Apariţia benzilor de la 1267-
1215 cm-1 pot fi atribuite vibraţiei grupării C-O din guaiacil şi siringil iar benzile de la 
aproximativ 1080 cm-1 corespund legăturilor C-H din siringil şi guaiacil. Rezultate 
similare au fost observate și de Sun ș.a. și Toledano ș.a. [125, 164]. 

 

 

a 

b 

c 
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Figura II.10. Spectrul IR al ligninei precipitate din soluţia de DMSO/[Emim]Ac 

(a) lignină standard Kraft nedizolvatǎ, (b) lignină precipitată din biomasǎ standard 

(c) lignină precipitată din plop 
 

II.2.5. Concluzii 
 

- Prin pretratament cu acid sulfuric au rezultat cantităţi mai mari de zaharuri din 
esenţele moi de lemn (25% din salcâm, respectiv 26% din brad), comparativ cu 
esenţele tari (19% din plop şi 21% din stejar), ceea ce este în concordanţă cu 

conţinutul în hemiceluloză al acestor tipuri de biomasă. 
- În urma pretratamentului cu acid sulfuric diluat, a crescut randamentul de hidrolizǎ 

a celulozei din salcâm, stejar şi plop. In cazul rumegușului de brad, cantitatea de 
zahar obţinută în urma hidrolizei enzimatice a celulozei din bradul pretratat a fost 
mai mică decât cantitatea de zahar eliberată din bradul netratat.   
- Pretratamentul cu glicerină pură sau reziduală a dus la creşterea eficienţei de 

hidroliză enzimatică a celulozei din biomasă, aceasta deoarece glicerina are 
capacitatea de a dizolva lignina din biomasǎ. Glicerina purǎ a dizolvat o cantitate 

mai mare de lignină din lemnul de esenţă moale comparativ cu lemnul de esenţă 
tare.    
- Pretratamentul cu glicerină pură a dus în general la viteze de hidroliză mai mari 
comparativ cu cea reziduală, ȋnsǎ această viteză diferită de hidroliză nu a afectat 

productivitatea enzimei, după 24 de ore ajungîndu-se la aproximativ acelaşi grad de 
hidroliză. 
- Lichidele ionice [Bmim][BF4], [Bmim][PF6] au fost ineficiente în pretratarea 
biomasei, cantităţile de zaharuri obţinute pe tot parcursul reacţiei, în urma hidrolizei 

 

a 

c 

b 
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enzimatice fiind aproximativ aceleaşi, sau chiar mai mici ( în cazul stejarului şi 
salcâmului) decât cantităţile de zaharuri obţinute după hidroliza biomasei netratate.  
- Pretratamentul cu lichidele ionice [Emim]Ac și [Emim]TFA au determinat creșterea 
cantitații de zaharuri din celulozǎ, deoarece acestea au capacitatea de a dizolva 
lignina și celuloza din biomasǎ, iar dupǎ precipitare celuloza prezintǎ un grad de 
cristalinitate mai scǎzut. Lichidul ionic [Emim]Ac a dizolvat o cantitate mai mare de 
ligninǎ din biomasă decât lichidul ionic ce conţine anionul trifluoroacetat. [Emim]Ac 

a fost capabil să dizolve, după 24 ore, aproximativ 48% lignină din rumegușul de  
salcâm, 21% lignină din brad, respectiv 36% din lemnul de esenţă tare de stejar şi 
plop.  

- Dintre cele patru lichide ionice testate, cel mai eficient lichid ionic folosit pentru 
pretratarea biomasei lignocelulozice a fost [Emim]Ac.  

- Dintre cele patru tipuri de biomasă pretratate cu [Emim]Ac, plopul pretratat a fost 
hidrolizat cu eficienţa cea mai mare.   
- Dintre metodele simple de pretratare, pretratarea biomasei cu glicerină, respectiv 
[Emim]Ac a fost mai eficientă pentru hidroliza enzimatică a celulozei decât 
pretratarea cu acid sulfuric diluat. Nu s-au observat diferenţe semnificative ale 
randamentelor de hidroliză, pe tot parcursul reacţiei, ale celulozei din biomasa de 
stejar pretratată cu [Emim]Ac, respectiv cu glicerină pură. In cazul rumeguşului de 

salcâm, pretratarea cu glicerină pură a fost mai eficientă pentru hidroliza celulozei 
dacât pretratarea biomasei cu [Emim]Ac. Pe tot parcursul reacţiei, randamentele de 
hidroliză ale bradului şi plopului pretratat cu [Emim]Ac au fost mai mari decât ale 
biomasei pretratate cu glicerină pură.  
- Pretratarea biomasei lignocelulozice prin metoda combinată cu acid sulfuric 
diluat/[Emim]Ac a fost mai eficientă pentru hidroliza enzimatică a celulozei din 
biomasă, decât pretratarea simplă cu acid sulfuric, respectiv lichid ionic.  

- Pretratarea biomasei lignocelulozice prin metoda combinată cu glicerină 
purǎ/[Emim]Ac a fost mai eficientă pentru hidroliza enzimatică a celulozei din 

biomasă, decât pretratarea simplă cu glicerină, respectiv lichid ionic.  
- Dintre metodele de pretratare combinate studiate, metoda combinată de 
pretratare cu glicerină/[Emim]Ac a fost cea mai eficientă pentru hidroliza enzimatică 
a celulozei din biomasă decât metoda cu acid/[Emim]Ac, ȋn ceea ce privește gradul 
final de hidrolizǎ. 

- Pentru a reduce costurile energetice, costurile de proces şi pentru a preveni 
degradarea celulozei, ȋn cazul pretratǎrii biomasei cu soluția de DMSO/[Emim]Ac, s-

a realizat optimizarea parametrilor care influențeazǎ dizolvarea biomasei ȋn solvent: 

temperatura, timpul de operare și concentrația DMSO/[Emim]Ac.  
- Soluția DMSO/[Emim]Ac ȋn raport 50:50 (%, vol) a dizolvat complet celuloza 
Avicel și lignina standard dupǎ 6 ore de pretratare, ȋn timp ce doar 57% celulozǎ, 

respectiv 23% ligninǎ au fost dizolvate din rumegușul de plop pretratat. 
- Soluția de DMSO/[Emim]Ac s-a reutilizat de 4 ori, ȋnsǎ capacitatea de dizolvare a 
celulozei și ligninei a scǎzut dupǎ fiecare ciclu de utilizare. La al patrulea ciclu de 

utilizare solventul a dizolvat aproximativ 64% celulozǎ și 82% ligninǎ din amestecul 

standard, respectiv 29% celulozǎ și 3% ligninǎ din plopul pretratat. 

- S-a precipitat o cantitate mai mare de lignină din solvent pentru proba de amestec 
standard, decât pentru proba de plop, indiferent de numărul de cicluri de utilizare.  
- Analiza prin spectrofotometrie FT-IR a arătat că celuloza şi lignina nu au suferit 

degradări structurale în timpul proceselor de dizolvare în amestecul 
DMSO/[Emim]Ac, urmată de reprecipitare. Micile diferenţe observate între spectrul 
FT-IR ale celulozei regenerate şi al celulozei standard Avicel PH101 se datorează 
scăderii gradului de cristalinitate al celulozei după dizolvare. 
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II.3. Imobilizarea celulazei prin tehnica entrapǎrii ȋn sol-gel 

  
 Celulaza este un complex enzimatic format din trei enzime (endoglucanaze, 
exoglucanaze şi β-D-glucozidaze) care hidrolizează celuloza din biomasa 
lignicelulozică. Pentru ȋmbunǎtǎțirea performanțelor catalitice ale enzimei și 
creșterea cantitǎții de zaharuri fermentescibile, celulaza s-a imobilizat prin tehnica 

entrapǎrii ȋn sol-gel. S-a recurs la imobilizarea prin tehnica sol-gel, deoarece 
comparativ cu alte metode aceasta prezintǎ o serie de avantaje: poate fi aplicatǎ 
unui domeniu larg de enzime, stabilitate termicǎ și chimicǎ ridicatǎ, flexibilitatea 

dimensiunii și geometriei porilor, se poate imobiliza o cantitate mare de proteinǎ. 

Preparatele imobilizate au fost obținute prin douǎ metode, cu diferiți aditivi 

și silani precursori. Evaluarea eficienţei imobilizării s-a realizat prin determinarea 
randamentului de imobilizare, activitǎții catalitice și randamentului de regǎsire a 

activitǎții totale a preparatelor obţinute. S-a realizat şi compararea metodelor de 

imobilizare, optimizarea metodei de imobilizare alese şi testarea preparatelor care 
au înregistrat cea mai bună activitate catalitică în reacţia de hidroliză a celulozei 
microcristaline.  

Preparatul care a ȋnregistrat cea mai bunǎ eficienţă în reacţia de hidroliză 

enzimatică a celulozei miscocristaline a fost folosit ȋn studiile de stabilitate şi 

reutilizare.  
 

II.3.1. Influenţa precursorilor silanici şi condiţiilor de imobilizare 
asupra eficienţei catalitice a celulazei imobilizate 

 

S-a imobilizat celulaza Celluclast 1.5L de la Novozyme prin metoda 
entrapării în sol-gel utilizând diferiţi precursori silanici tetrametoxisilan amestecat cu 

alchil- sau aril-trimetoxisilani în diferite rapoarte molare şi diferiţi aditivi [165]. 
Condiţiile de imobilizare şi proprietăţile catalitice ale preparatelor enzimatice 
obţinute sunt prezentate în Tabelul II.23, Tabelul II.24 şi Tabelul II.25.  

În Metoda I de entrapare s-au folosit atât amestecuri binare (doi silani 

precursori), de tetrametoxisilan în combinaţie cu metil- sau fenil-trimetoxisilan, în 
raport molar 1:1, cât şi amestecuri ternare (trei silani precursori) de 
feniltrimetoxisilan, metiltrimetoxisilan şi tetrametoxisilan, în raport molar 1,6:0,4:1. 
Rolul aditivilor în proces (lichidul ionic [Emim]BF4, PEG, sau surfactantul TWEEN 80) 
a fost de a proteja enzima în timpul imobilizării şi de a îmbunătăţii proprietăţile 
matricei. NaF a avut rol de catalizator în reacţia de policondensare.  

În Metoda II de imobilizare s-au folosit amestecuri de doi silani precursori, 

tetrametoxisilan în combinatie cu metil-, 3-aminopropil-, N-2-aminoetil-3-
aminopropil-trimetoxisilan și metiltrimetoxisilan amestecat cu N-2-aminoetil-3-
aminopropil-trimetoxisilan, ȋn diferite rapoarte molare. Pentru formarea solului apos, 
prin hidroliza silanilor precursori, ȋn reacție s-a adǎugat etanol pentru o omogenizare 
mai bunǎ și acid clorhidric, care are rol de catalizator.  

Pentru determinarea randamentului de imobilizare s-a calculat cantitatea de 
proteină din enzima nativă şi cantitatea de proteină imobilizată. Conţinutul de 
proteine a celulazei native Celluclast 1,5L a fost de 124 mg proteinǎ/ml. 

Randamentul de imobilizare s-a calculat prin diferenţa dintre cantitatea de proteină 
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iniţială introdusă la imobilizare şi cantitatea de proteină din filtratul rezultat 

după spălarea preparatului.  
Tabelul II.23 și Tabelul II.24 prezintă cantităţile de proteină imobilizată şi 

randamentele de imobilizare al preparatelor enzimatice obţinute.  
Se observǎ cǎ ȋn urma imobilizǎrii, cantitǎți mari de proteinǎ au fost reţinute 

ȋn matricea de gel, indiferent de condițiile folosite, randamentele de imobilizare 

variind de la 70 la 96%. Când s-a folosit Metoda I de entrapare, cele mai mari 
randamente de imobilizare (95-96%) s-au ȋnregistrat la preparatele obținute cu cei 

trei silani precursori PhTMOS/MeTMOS/TMOS ȋn raport molar 1,6:0.4:1 (Tabelul 

II.23) [165].   

În cazul Metodei II de imobilizare, cel mai mare randament, de aproximativ 
93%, l-a avut preparatul obținut cu MeTMOS/TMOS ȋn raport molar 3:1 şi 0,2 ml 

celulază introdusă la imobilizare. Natura silanilor precursori și raportul dintre acestea 
nu au avut influenţă semnificativă asupra randamentelor de imobilizare.  
 

Tabelul II.23. Determinarea randamentului de imobilizare al preparatelor obţinute în 
urma imobilizării prin Metoda I 
 

Condiţii de imobilizare Cantitate proteină 
imobilizată 

(mg) 

Randament 
imobilizare 

(%) 

 
Silani precursori Aditivi 

MeTMOS:TMOS= 1:1 

[Emim]BF4 24,07 97.02 

PEG 22,33 90.04 

TWEEN 80 24,03 96.88 

PhTMOS:TMOS= 1:1 

[Emim]BF4 17,47 70.53 

PEG 21,51 86.70 

TWEEN 80 24,24 95.71 

PhTMOS:MeTMOS:TMOS= 
1.6:0.4:1 

[Emim]BF4 19,53 78.75 

PEG 22,12 89.16 

TWEEN 80 24,24 95.74 

 
Tabelul II.24. Determinarea randamentului de imobilizare al preparatelor obţinute în 

urma imobilizării prin Metoda II 
 

Condiţii de imobilizarea 

Cantitate 
proteină 

imobilizată 
(mg) 

Randament 
imobilizare 

(%) 

 

TMOS 20,61 83,07 

MeTMOS:TMOS= 1:1 22,78 91,84 

MeTMOS:TMOS= 2:1 21,75 87,66 

MeTMOS:TMOS= 3:1 23,16 93,34 

MeTMOS:TMOS= 4:1 22,22 89,57 

MeTMOS:TMOS= 5:1 22,23 89,92 

N-2-AET-3APrTMOS:TMOS=1:1 22,32 89,98 

N-2-AET-3APrTMOS:TMOS=2:1 21,63 87,21 

3APrTMOS:TMOS=1:1 20,42 82,32 

3APrTMOS:TMOS=2:1 19,94 80,38 

3APrTMOS:MeTMOS=1:1 21,79 87,90 

3APrTMOS:MeTMOS=2:1 21,17 85,32 

         a Cantitatea de enzimă introdusă la imobilizare a fost de 0,2 ml 
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Pentru a determina activitatea catalitică a celulazei native şi imobilizate, s-a 
utilizat reacţia de hidroliză a carboximetilcelulozei (CMC) în tampon acetat de sodiu 
pH 4,8. Activitatea catalitică s-a determinat prin măsurarea cantităţii de glucoză 

eliberate după 30 minute de reacţie. Metoda de determinare a activităţii catalitice a 
celulazei native şi imobilizate a fost prezentată la paragraful III.3.2. Activitatea 
celulazei native a fost de 57,34 µmoli·min-1·ml-1 enzimă. Pentru a studia eficienţa 
catalitică a preparatelor enzimatice obţinute s-a calculat randamentul total de 
regăsire al activităţii, acesta fiind calculat în procente ca raportul dintre activitatea 
totală a celulazei imobilizate şi activitatea totală a celulazei native introdusă la 
imobilizare.  

 
Tabelul II.25. Proprietăţile catalitice ale celulazei imobilizate 
 

Metoda 

Condiţii de imobilizarea 
Activitate 

(µmoli·min-

1·g-1preparat) 

Rand total 
de reg. 

activitate 
(%) 

Silani precursori Aditivi 

METODA  

I 

MeTMOS:TMOS= 1:1 

[Emim]BF4 0,14 0.60 

PEG 3,36 17.36 

TWEEN 80 3,74 18.49 

PhTMOS:TMOS= 1:1 

[Emim]BF4 3,14 16.21 

PEG 6,24 30.23 

TWEEN 80 6,46 31.93 

PhTMOS:MeTMOS:TMOS 
= 1.6:0.4:1 

[Emim]BF4 3,86 18.72 

PEG 9,28 38.97 

TWEEN 80 14,1 81.26 

METODA  
II 

TMOS 

NaF, 
EtOH, 
HCl 

9,44 40.38 

MeTMOS:TMOS= 1:1 9,86 44.63 

MeTMOS:TMOS= 2:1 15,00 84.88 

N-2-AET-3APrTMOS:TMOS 
=1:1 

0,64 2,92 

N-2-AET-3APrTMOS:TMOS 
=2:1 

0,31 1,35 

3APrTMOS:TMOS=1:1 1,32 5,74 

3APrTMOS:TMOS=2:1 0,96 4,18 

3APrTMOS:MeTMOS=1:1 1,52 6,47 

3APrTMOS:MeTMOS=1:1 1,09 4,67 

a Cantitatea de enzimă introdusă la imobilizare pentru fiecare metodă a fost de 0,2 ml. 
 

Pe baza datelor din Tabelul II.25 s-a realizat Figura II.11 și Figura II.12 care 
reprezintă efectul silanilor precursori asupra eficienţei biocatalizatorului. 
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Figura II.11. Imobilizarea celulazei prin Metoda I ȋn matrici siliconice de sol-gel ale silanilor 

precursori, la diferite rapoarte molare și cu diferiți aditivi 
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Figura II.12. Imobilizarea celulazei prin Metoda II ȋn matrici siliconice de sol-gel ale silanilor 

precursori, la diferite rapoarte molare 
(I) TMOS; (II) MeTMOS/TMOS; (III) N-2-AEt-3APrTMOS/TMOS; 

(IV) 3APrTMOS/TMOS; (V) 3APrTMOS/MeTMOS 
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Proprietăţile catalitice ale celulazei au fost puternic influenţate de natura şi 
concentraţia grupǎrilor alchil sau aril nehidrolizabile ale silanilor precursori şi a 

aditivilor [165]. Înlocuirea grupǎrii alchil nehidrolizabile din amestecul de doi silani 
precursori MeTMOS/TMOS cu gruparea aril nehidrolizabilǎ (fenil) duce la creșterea 
activitǎții catalitice. Folosirea amestecului de trei silani precursori 
PhTMOS/MeTMOS/TMOS ȋn raport molar 1,6:0,4:1 ȋn procesul de imobilizare a 

determinat ȋmbunǎtǎțirea eficienței catalitice a celulazei, comparativ cu amestecul 
de doi silani, indiferent de aditivii adǎugați. Cu toate acestea, aditivii au avut un rol 
important ȋn entraparea enzimei ȋn matricea de sol-gel, aceștia influențând 

proprietǎțile catalitice ale celulazei. La adǎugarea surfactantului TWEEN 80, 

activitatea cataliticǎ a crescut, pentru toate cele trei amestecuri de silani folosite 
(Figura II.11). Astfel, la entraparea enzimei ȋn matrici siliconice de 

PhTMOS/MeTMOS/TMOS, activitatea cataliticǎ a preparatului a fost de 14,00 U/g 

preparat când s-a folosit TWEEN 80 ca aditiv, comparativ cu 9,28 U/g preparat când 
s-a folosit PEG ca aditiv. Utilizarea lichidului ionic [Emim]BF4 ca aditiv ȋn procesul de 
entrapare ȋn sol-gel a dus la obținerea de activitǎți celulazice scǎzute, comparativ cu 

ceilalți aditivi. Aceasta s-a datorat faptului cǎ lichidele ionice inactiveazǎ celulaza. 
Influența lichidelor ionice asupra activitǎții catalitice a celulazei a fost studiatǎ la 

paragraful II.4.6. Dintre preparatele enzimatice obținute prin Metoda I, cel mai 
eficient a fost celulaza entrapatǎ ȋn sol-gel când s-a folosit amestecul de trei silani 

precursori PhTMOS/MeTMOS/TMOS ȋn raport molar 1,6:0,4:1 și aditivul TWEEN 80, 
randamentul total de regǎsire al activitǎții catalitice fiind cel mai mare în acest caz 

(81%). 
În cazul utilizării Metodei II de imobilizare, creşterea conţinutului de 

MeTMOS în amestecul de silani precursori a dus la creșterea activitǎții catalitice 
(Figura II.12). La entraparea enzimei ȋn matrici siliconice de sol-gel, activitatea 

cataliticǎ a preparatului a crescut de la 9,86 U/g preparat când raportul amestecului 

de silani MeTMOS/TMOS a fost de 1:1, la 15,00 U/g preparat când raportul silanilor 
a fost de 2:1. Folosirea silanilor  cu grupǎri amino (3-aminopropil-trimetoxisilan, 
respectiv N-2-aminoetil-3-aminopropil-trimetoxisilan), a dus la scǎderea 
semnificativǎ a eficienței catalitice. 

Creșterea concentrației silanilor 3-aminopropil-, N-2-aminoetil-3-
aminopropil-trimetoxisilan a determinat scǎderea activitatǎții celulazice. Comparând 
cele douǎ metode de imobilizare, s-a observat cǎ celulaza entrapatǎ prin Metoda II, 
când s-au utilizat silanii precursori MeTMOS/TMOS ȋn raport molar 2:1 a avut cea 
mai bunǎ activitate cataliticǎ și un randament total de regǎsire al activitǎții 

enzimatice de 85% [165].  
 

 II.3.2. Stabilirea condiţiilor optime de imobilizare pentru metoda de 
entrapare selectată 

 
Entraparea ȋn matrici siliconice hibride este o metodǎ de imobilizare foarte 

flexibilǎ și permite selecția celor mai bune condiții de imobilizare, ținându-se seama 
de proprietǎțile structurale și funcționale ale fiecǎrei enzime.  

Celulaza imobilizatǎ prin Metoda II de entrapare cu silanii precursori 

MeTMOS/TMOS ȋn raport molar 2:1 a avut cea mai bunǎ activitate cataliticǎ, 
comparativ cu celelalte preparate obținute, de aceea s-a ales ca aceastǎ metodǎ sǎ 
se optimizeze prin modificarea raportului silanilor precursori și cantitǎții de enzimǎ 

ȋntrodusǎ la imobilizare [165]. 
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II.3.2.1. Influenţa raportului molar al silanilor precursori 
 
Deoarece la modificarea raporului silanilor precursori MeTMOS/TMOS de la 

1:1 la 2:1, activitatea cataliticǎ și randamentul total de regǎsire al activitǎții au 

crescut semnificativ (84,9% la un raport al silanilor de 2:1, comparativ cu 44,6% 
pentru un raport de 1:1), s-au studiat proprietǎțile catalitice ale enzimei imobilizate 
la modificarea raportului de MeTMOS/TMOS. Pentru a ȋmbunǎtǎți performanţele 

catalitice ale celulazei imobilizate s-a determinat raportul molar optim al silanilor 
precursori. Rezultatele acestui studiu sunt prezentate în Tabelul II.26.  

 
Tabelul II.26. Proprietǎțile catalitice ale celulazei entrapate în matrici siliconice de 

sol-gel, la diferite rapoarte molare ale silanilor precursori 
 

Condiţii de imobilizarea 
Activitate 

(µmoli·min-1·g-1 
preparat) 

Randament 
total de reg. 

activitate 

(%) 

MeTMOS:TMOS= 1:1 9,86 44.63 

MeTMOS:TMOS= 2:1 15,00 84.88 

MeTMOS:TMOS= 3:1 20,15 92.07 

MeTMOS:TMOS= 4:1 18,94 88.97 

MeTMOS:TMOS= 5:1 18,10 87.92 

            a cantitatea de enzimă introdusă la imobilizare a fost de 0,2 ml. 
 

Creșterea concentraţiei grupărilor metil ȋn amestecul de silani precursori a 

fost benefică până la un raport molar 3:1 al silanilor precursori. Depășirea acestei 
valori a determinat mici scǎderi ale activitǎţii preparatelor enzimatice obţinute. 

Celulaza entrapatǎ prin utilizarea silanilor precursori MeTMOS/TMOS ȋn raport molar 

3:1 a avut cea mai bunǎ activitate cataliticǎ și un randament total de regǎsire al 
activitǎții enzimatice de peste 92% [165]. 

 
II.3.2.2. Influenţa încărcării cu enzimă 

 
În cazul preparatului enzimatic obţinut prin imobilizarea celulazei prin 

entrapare în sol-gel folosind ca silani precursori MeTMOS şi TMOS în raport molar 
3:1, s-a obţinut valoarea cea mai mare a activităţii catalitice. Această valoare fost 
corelată cu un randament de imobilizare de aproximativ 92%. S-a studiat efectul 
încărcării cu enzimă asupra eficienţei catalitice a biocatalizatorului, prin evaluarea 

eficienţei catalitice a celulazei imobilizate pentru un domeniu de 7 concentraţii de 
proteină introdusă la imobilizare (6,20; 12,40; 24,81; 37,20; 49,60, 62,00; 74,40 
mg proteinǎ).  

Pentru determinarea activităţii catalitice a celulazei imobilizate s-a utilizat 
metoda cu acid 3,5-dinitro-salicilic, descris la punctul III.3.2, însă cu modificarea 
cantităţii de biocatalizator. Tabelul II.27 prezintǎ rezultatele activitǎții celulazei 

imobilizate în matrici siliconice de sol-gel folosind diferite cantităţi de enzimă 
introdusă. 
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Tabelul II.27. Proprietǎțile catalitice ale celulazei imobilizate prin entrapare în 

MeTMOS/TMOS la raport molar 3:1, la diferite cantităţi de enzimă 
 

Proteină 
supusă 

imobilizării 
(mg) 

Încărcare cu 
enzimăa 

(mg enzimă/g 
preparat) 

Randament 
imobilizare 

(%) 

Activitate  
(µmoli·min-1·g-1 

preparat) 

Randament 
total de 

regăsire al 
activităţii 

(%) 

6,20 11,60 95,47 9,69 172,47 

12,40 21,92 92,48 16,85 153,68 

24,81 44,46 93,22 20,52 93,04 

37,20 67,98 91,37 19,58 56,91 

49,60 86,85 90,53 22,88 51,57 

62.00 102,55 82,87 21,09 36,85 

74,40 101,57 71,75 23,16 34,86 
a S-a calculat ca raport dintre cantitatea totală de proteină imobilizată pe 1 g preparat 

 
În Tabelul II.27 se poate observa că până la o încărcare cu enzimă de 

aproximativ 87 mg/g preparat, randamentul de imobilizare este practic independent 

de cantitatea de celulază folosită la imobilizare (aproximativ 92%), însă prin 
creşterea încârcării cu enzimă la 102 mg/g acest randament scade la aproximativ 
71%.  

Activitatea cataliticǎ a celulazei entrapate a crescut pânǎ la o încărcare de 

44,46 mg enzimă/g preparat, atingând o valoare de aproximativ 20 U/g preparat, 
după care s-a menținut aproximativ constantǎ. Randamentul total de regǎsire al 

activitǎții catalitice a scăzut cu creșterea încărcării cu enzimă, de la 93% pentru o 

încărcare de 44,46 mg/g preparat la 36% când aceasta a fost 101 mg/g preparat 

[165].    
Preparatele enzimatice obţinute cu silanii precursori MeTMOS/TMOS în raport 

molar 3:1 şi 12,40, respectiv 24,81 mg proteină introdusă la imobilizare, s-au folosit 
în continuare pentru studiul hidrolizei enzimatice a celulozei microcristaline Avicel 
PH101, având proprietǎți catalitice mai bune decât restul preparatelor. 

 
II.3.3. Testarea preparatelor imobilizate pe substrat de celuloză 

microcristalină 

 
Performanțele catalitice ale preparatele enzimatice obținute ȋn urma 

imobilizǎrii prin tehnica sol-gel au fost studiate ȋn reacția de hidroliza enzimaticǎ a 

celulozei microcristaline Avicel PH101, pentru a stabili condiţiile în care aceştia 
manifestă cele mai bune performanţe catalitice in reacţia de hidroliză a celulozei şi 
cea mai mare stabilitate. Pentru aceasta, ȋn reacția de hidrolizǎ a celulozei s-au 
testat preparatele enzimatice care au ȋnregistrat cea mai bunǎ activitate cataliticǎ.  

 Schema hidrolizei enzimatice a celulozei catalizată de celulaze este prezentată 
ȋn Figura II.13. 
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Figura II.13. Schema hidrolizei enzimatice a celulozei 

 
10 mg/ml celulozǎ Avicel PH101 s-a hidrolizat enzimatic utilizând 5 µl/ml 

celulază nativă (0,62 mg proteină/ml), respectiv 10 mg/ml celulaza imobilizată 

(0,44 mg proteină/ml). Volumul reacției a fost menținut la 10 ml. S-au prelevat 
probe la anumite intervale de timp, iar cantitatea totală de zaharuri reducătoare 
(exprimată ca glucoză echivalentă) eliberată în timpul reacţiei de hidroliză s-a 
determinat cu ajutorul metodei prezentate la paragraful III.3.4. Pe baza 
determinărilor efectuate, s-a calculat randamentul de hidroliză la fiecare moment al 

reacţiei, rezultatele obţinute fiind prezentate în Tabelul II.28 și Tabelul II.29. Prin 
hidroliza a 10 mg/ml celuloză microcristalină catalizată de celulaza nativă, s-au 

obţinut 11,9 mg/ml zaharuri, valoare care s-a utilizat ca referinţă.  
 

Tabelul II.28. Hidroliza enzimatică a celulozei microcristaline Avicel PH101 catalizată 
de celulaza imobilizată prin Metoda I de entrapare în matrici de sol-gel 
 

Condiţii de imobilizare Cantitate totală de zaharuri (mg/ml) 

Silani precursori Aditivi 2 ore 4 ore 6 ore 8 ore 24 ore 

MeTMOS:TMOS= 1:1 

[Emim]BF4 0,03 0,12 1,13 0,21 0,25 

PEG 0,20 0,27 0,36 0,39 0,48 

TWEEN 80 0,33 0,51 0,66 0,72 0,80 

PhTMOS:TMOS= 1:1 

[Emim]BF4 0,11 0,25 0,35 0,42 0,85 

PEG 0,29 0,45 0,54 0,67 1,06 

TWEEN 80 0,36 0,59 0,71 0,80 1,20 

PhTMOS:MeTMOS:TMO
S= 1.6:0.4:1 

[Emim]BF4 0,25 0,41 0,48 0,59 1,02 

PEG 0,67 0,84 1,08 1,43 2,89 

TWEEN 80 0,54 0,94 1,28 1,75 4,02 

Celulaza nativă 3,03 5,88 7,06 8,17 10,19 

 
 
 
 
 
 
 

Endoglucanaze 

Exoglucanaze Celuloza cristalinǎ 

 

Celuloza liniară 

 
Celobioze (sau celotetroze) 

 

Glucoză 

β-glucozidaze 
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Tabelul II.29. Hidroliza enzimatică a celulozei microcristaline Avicel PH101 catalizată 
de celulaza imobilizată prin Metoda II de entrapare în matrici de sol-gel 
 

Condiţii de imobilizare 
Cantitate totală de zaharuri (mg/ml) 

2 ore 4 ore 6 ore 8 ore 24 ore 

MeTMOS:TMOS= 1:1 0,37 0,87 1,08 1,42 3,14 

MeTMOS:TMOS= 2:1 1,07 1,74 2,33 2,84 4,54 

MeTMOS:TMOS= 3:1, 0,1 ml enzimă 0,71 1,04 1,42 2,09 3,01 

MeTMOS:TMOS= 3:1, 0,2 ml enzimă 1,52 1,98 2,57 3,38 5,92 

MeTMOS:TMOS= 4:1 1,54 1,89 2,38 3,45 5,17 

MeTMOS:TMOS= 5:1 1,19 1,65 2,26 3,21 4,92 

Celulaza nativă 3,03 5,88 7,06 8,17 10,19 

 

Pentru a ilustra mai bine influenţa condiţiilor de imobilizare asupra hidrolizei 
enzimatice a celulozei, rezultatele obţinute după 24 de ore de hidroliză sunt 
prezentate şi în diagramele din Figura II.14. 
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Figura II.14. Influenţa condiţiilor de imobilizare asupra randamentului de hidroliză al 

substratului Avicel PH101, după 24 ore de reacţie. 

 
Celulaza imobilizată cu un amestec de trei silani precursori 

PhTMOS/MeTMOS/TMOS în raport molar 1,6:0,4:1 şi aditivul TWEEN 80 a fost cel 

mai eficient în hidroliza enzimatică a celulozei, comparativ cu celelalte preparate 
obţinute prin Metoda I de imobilizare folosind amestecuri de doi silani precursori, 
MeTMOS şi TMOS şi aditivii PEG sau TWEEN 80. Toate preparatele în care s-a folosit 
la imobilizare surfactantul TWEEN 80 ca aditiv, au determinat creşterea 
randamentelor de hidroliză. 

In cazul preparatelor obţinute prin Metoda II de entrapare în sol-gel, 
preparatul care a dus la obţinerea celui mai ridicat randament de hidroliză a fost cel 

în care s-a folosit amestecul de silani precursori MeTMOS/TMOS în raport molar 3:1 
şi 0,2 ml enzimă introdusă. Dintre toate preparatele testate, acesta a înregistrat cea 
mai mare activitate catalitică şi a fost cel mai eficient în reacţia de hidroliză a 
celulozei. S-au comparat performanţele catalitice în reacţia de hidroliză a celulozei, 
ale preparatelor obţinute cu silanii percursori MeTMOS/TMOS în raport molar 3:1 şi o 
cantitate de enzimă adăugată la imobilizare de 0,1 ml, respectiv 0,2 ml. După 24 
ore de reacţie, preparatul celulazic obţinut prin adăugarea la imobilizare a unei 

cantităţi de 0,2 ml enzimă (activitatea catalitică a fost de 20 U/g preparat) a fost 
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capabil să hidrolizeze aproximativ 50% din celuloza microcristalină Avicel, după 24 
ore de hidroliză, comparativ cu preparatul la care se foloseşte 0,1 ml enzimă la 
imobilizare (16 U/g preparat), care a hidrolizat aproximativ 25% din celuloză 

(Tabelul II.29). Toate rezultatele au fost în acord cu activitatea celulazică a 
preparatelor, testată pe carboximetilceluloză [165].  

Evoluţia în timp a reacţiilor de hidroliză a celulozei, catalizată de celulaza 
nativă şi preparatele imobilizate care au înregistrat cea mai bună activitate 
catalitică, poate fi urmărită în Figura II.15. 
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Figura II.15.  Evoluţia ȋn timp a hidrolizei enzimatice a celulozei catalizată de celulaza nativă 

și imobilizată -■- Celulaza imobilizată prin Metoda I utilizând  PhTMOS:MeTMOS:TMOS ȋn raport 

molar 1.6:0.4:1 şi TWEEN 80  -●- Celulaza imobilizată prin Metoda II utilizând  MeTMOS:TMOS 
ȋn raport molar 3:1 şi 0,2 ml enzimă -▼-Celulaza nativă 

 
Din Figura II.15 se observă că atât în cazul celulazei imobilizate cât şi a 

celulazei native randamentul de hidroliză a crescut în timp, până la 24 ore de 

reacţie. Folosirea celulazei imobilizate determină obţinerea unor cantităţi mai mici de 
zaharuri, comparativ cu enzima nativă, pe tot parcursul hidrolizei, ȋnsă celulaza 

imobilizată prezintă o serie de alte avantaje, cum sunt stabilitatea ridicată și 
posibilitatea de reutilizare a enzimei, aşa cum s-a demonstrat în studiile ulterioare. 
Sunt dificil de comparat performanțele catalitice ale enzimei native și imobilizate, 
deoarece cantitatea de proteinǎ din matricea de sol-gel poate fi doar indirect 

determinatǎ. În reacțiile de hidrolizǎ s-a introdus 5µl/ml celulazǎ nativǎ ce conține 
0,62 mg/ml proteinǎ, respectiv 10 mg/ml celulazǎ imobilizatǎ ce conține aproximativ 
0,44 mg/ml proteinǎ, ceea ce ȋnseamnǎ cǎ s-a utilizat cu 40% mai multǎ celulazǎ 

nativǎ pentru a hidroliza aceeași cantitatea de celulozǎ. Obţinerea unui randament 

de hidroliză mai scăzut în cazul utilizării celulazei entrapate în sol-gel probabil se 
datorează şi difuziunii ȋngreunate a substratului ȋn matricea de gel. 

Celulaza imobilizată prin Metoda II a dus la obţinerea unor cantităţi mai mari 

de zaharuri, randamentul de hidroliză după 24 ore de reacţie fiind de aproximativ 
50%, comparativ cu 33% când la utilizarea enzimei imobilizate prin Metoda I. 
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 Dintre toate preparatele testate, preparatul celulazic obţinut prin Metoda II 
de imobilizare cu silanii precursori MeTMOS/TMOS în raport molar 3:1 şi 0,2 ml 
enzimă introdusǎ a avut cea mai bunǎ activitate catalitică şi a fost cel mai eficient în 

reacţia de hidroliză enzimatică, de aceea acesta s-a folosit în studiile următoare de 
stabilitate şi reutilizare [165].  
 

II.3.4. Studiul reproductibilităţii metodei de imobilizare sol-gel 
 
Imobilizarea prin entrapare în sol-gel depinde de un mare număr de 

parametri, de aceea este importantă verificarea reproductibilităţii metodei alese. 

Studiul reproductibilităţii metodei de imobilizare a fost realizat cu preparatul obţinut 
prin metoda II cu silanii precursori MeTMOS/TMOS în raport molar 3:1 şi 0,2 enzimă 
introdusă. În acest scop, experimentul de imobilizare a fost repetat de 4 ori ȋn 
aceleași condiţii iar preparatele obţinute au fost testate ȋn reacţia de hidroliză a 

carboximetilcelulozei (CMC). Rezultatele sunt prezentate ȋn Tabelul II.30. 

Experimentele realizate au demonstrat o reproductibilitate ridicată a metodei de 
imobilizare prin metoda sol-gel, abaterea medie fiind de cel mult 8%, ceea ce pentru 
acest tip de imobilizare este un rezultat foarte bun.  

 
Tabelul II.30. Studiul reproductibilităţii metodei de imobilizare prin metoda sol-gel 

 

Nr. 
Imobilizare 

Randament de 
imobilizare 

(%) 

Activitate  
(µmoli·min-1·g-1 

preparat) 

Abaterea 
mediea (%) 

Randament total 
de regăsire al 
activităţii (%) 

1 93,34 20,15 3,8 92,07 

2 90,41 19,98 4,6 87,11 

3 94,04 21,03 0,4 96,09 

4 93,45 22,66 8,1 102,55 
a calculată faţă de valoarea medie a activităţii celor 4 preparate (20.95 µmoli·min-1·g-1 

preparat) 

 
II.3.5. Caracterizarea imagistică a celulazei entrapate în sol-gel prin 

microscopie cu fluorescenţă 
 

Pentru a observa distribuția celulazei ȋn interiorul matricei de sol-gel formate 

s-a folosit microscopia cu fluorescențǎ. Celulaza Celluclast 1.5L a fost marcatǎ cu un 
fluorocrom (izotiocianat de fluoresceinǎ). Izotiocianatul de fluoresceinǎ (FITC) este 
un compus care conține o moleculǎ de fluoresceinǎ funcționalizatǎ cu o grupare 
izocianat reactivǎ. Grupǎrile izocianat reacționeazǎ cu grupǎrile amino primare, 

imidazoil, tirozil sau carbonil din structura proteinelor. Doar derivații formați cu 
grupǎrile amino primare sunt stabili. Reprezentarea schematicǎ a complexului 
celulazǎ-FITC este prezentatǎ ȋn Figura II.16. 

 

FITC celulazã-FITCcelulazã

conjugare
+

 
 

Figura II.16. Reprezentarea schematicǎ a complexului celulazǎ-FITC 
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Metoda de marcare a proteinelor cu fluorocromi a fost descrisǎ la paragraful 
III.3.6. Izocianatul de fluoresceinǎ nereacționat a fost separat de soluția de proteinǎ 

legatǎ de fluoresceinǎ prin spǎlarea repetatǎ a probei cu apǎ distilatǎ. Fracțiunile 

colectate s-au analizat prin spectroscopia UV-VIS pe domeniul 350-600 nm. S-a 
observat (Figura II.17) o scǎdere a absorbanței pânǎ la 0,1125, la lungimea de undǎ 
de 493 nm, corespunzǎtoare FITC, ceea ce ȋnseamnǎ cǎ s-a separat fluoresceina 

nereacționatǎ. 

 

 
 

Figura II.17. Spectrul UV-VIS ȋnregistrat ȋn timpul colectǎrii FITC nereacționate. 

 

0,2 ml suspensie ce conține celulaza legatǎ de soluția de fluoresceinǎ s-a 
imobilizat prin Metoda II de entrapare ȋn sol-gel utilizând silanii precursori 
MeTMOS:TMOS ȋn raport molar 3:1. Imaginea fluorescentă a complexului celulazǎ-
FITC imobilizat ȋn matrici de MeTMOS/TMOS este prezentatǎ ȋn Figura II.18 b. 

Pentru comparaţie, s-a realizat ȋncǎ un experiment de control ȋn care complexul 
celulazǎ-FITC s-a ȋnlocuit cu gelul martor. Preparatul control obţinut cu aceeaşi silani 

precursori, a fost prezentat în Figura II.18.a.  
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a) 

 
b) 

 
Figura II.18. Imaginile fluorescente ale preparatelor enzimatice obţinute cu MeTMOS/TMOS 

(raport molar 3:1) 
 a. gel martor; b. Celulazǎ-FITC. 

 

S-a observat cǎ doar complexul celulazǎ-FITC a prezentat fluorescenţă, lucru 

confirmat de absenţa acesteia în preparatul realizat pentru control (Figura II.18 a). 
Imaginile obţinute prin spectroscopia cu fluorescențǎ demonstrează distribuţia 
celulazei în toată matricea de sol-gel, chiar dacă aceastǎ distribuţie nu poate fi 

uniformă, ţinând cont de particularităţile metodei de imobilizare (Figura II.18 b).    
 
II.3.6. Concluzii 

 
- S-a realizat imobilizarea eficientǎ a celulazei din Trichoderma reesei indiferent de 

metodele și condiţiile de imobilizare folosite, randametele de imobilizare variind între 
70-96%.  
- Dintre preparatele obtinute prin metoda I de imobilizare, preparatul celulazic care 
a înregistrat cea mai mare activitate catalitică, a fost cel obţinut cu amestecul de 

trei silani precursori feniltrimetoxisilan/metiltrimetoxisilan/tetrametoxisilan în raport 
molar 1,6:0,4:1 şi TWEEN80. Surfactantul TWEEN80 s-a dovedit a fi cel mai eficient 
aditiv, indiferent de amestecul de silani precursori folosit la imobilizare.  
- In cazul metodei II de imobilizare, creșterea concentrației silanului precursor 
MeTMOS a determinat creșterea activitǎții catalitice. Folosirea silanilor cu grupǎri 
amino a dus la scǎderea semnificativǎ a eficienței catalitice. Preparatul celulazic 

obținut cu silanii precursori MeTMOS/TMOS în raport molar 2:1 a avut cea mai mare 
activitate cataliticǎ. 

- Deoarece, preparatul enzimatic obținut prin Metoda II de imobilizare cu silanii 
precursori MeTMOS/TMOS în raport molar 2:1 a ȋnregistrat cea mai bunǎ eficiențǎ 

cataliticǎ, aceastǎ metodǎ s-a optimizat prin modificarea raportului silanilor 
precursori și cantitǎții de enzimǎ ȋntrodusǎ la imobilizare. Preparatul celulazic care a 

înregistrat cea mai mare activitate catalitică, a fost cel obţinut cu silanii precursori 
MeTMOS/TMOS de 3:1 și 44,46 mg enzimǎ/g preparat. 

- In reacţia de hidroliză a celulozei microcristaline Avicel PH101, cel mai eficient 
preparat care a determinat obținerea celui mai mare randament de hidrolizǎ de 
aproximativ 50%, dupǎ 24 ore de reactie, a fost cel obţinut prin metoda II de 

entrapare în sol-gel, în care s-a folosit amestecul de silani precursori MeTMOS/TMOS 
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în raport molar 3:1 şi 44,46 mg enzimǎ/g preparat. Acest preparat a fost și cel mai 
eficient catalitic și s-a utilizat ȋn studiile de stabilitate și reutilizare.  

- Experimentele realizate au demonstrat o reproductibilitate ridicată a metodei de 
imobilizare sol-gel. 
- Conform imaginilor realizate prin microscopia cu fluorescențǎ s-a observat 

distribuţia celulazei în matricea de sol-gel. 
 

II.4. Studiul stabilităţii celulazei imobilizate  
 
II.4.1. Stabilitatea la diferite valori de pH 

 
Deoarece enzimele sunt stabile doar într-un un anumit interval de pH s-a 

urmărit stabilirea valoarii de pH la care eficienţa catalitică este maximă [165]. 

Pentru alegerea pH-ului optim de reacţie s-a studiat hidroliza enzimatică a CMC în 
soluţie tampon acetat de sodiu de diferite pH-uri cuprinse între 4,2-7,4. Pentru acest 
studiu s-a utilizat preparatul enzimatic obţinut în urma imobilizării în sol-gel 
utilizând silanii precursori MeTMOS:TMOS în raport molar 3:1 și 0,2 ml enzimǎ, 

acesta având cea mai ridicată activitate catalitică. Pentru comparaţie, acelaşi studiu 
a fost realizat şi pentru celulaza nativă Celluclast 1.5L. Influenţa pH-ului asupra 

activităţilor catalitice este prezentată în Tabelul II.31. 
   

Tabelul II.31. Influenţa pH-ului asupra activitătii enzimatice a celulazei native şi 
imbilizate 

  

pH 
Activitate celulază nativă  
(µmoli·min-1·ml-1 enzimă) 

Activitate celulază imobilizată  
(µmoli·min-1·g-1 preparat) 

4,2 42,59 18,40 

4,8 51,03  19,98 

5,2 55,07 16,89 

6,0 25,36 16,17 

6,4 22,18 15,36 

6,8 17,81 15,28 

7,4 16,60 8,84 

 
Pe baza datelor din Tabelele II.31 s-au calculat activităţile enzimatice 

relative, exprimată ȋn procente, ca raportul dintre activitatea reziduală și valoarea la 

care activitatea a fost maximă. Figura II.19 prezintă activitatea relativă a celulazei 
native şi imobilizate la diferite valori ale pH-ului, în intervalul 4,2-7,5. 
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Figura II.19. Efectul pH-ului asupra eficienţei catalitice a celulazei 

 
Celulaza nativă a avut activitatea maximă la pH 5,2, iar peste această 

valoare activitatea a scăzut semnificativ. În cazul celulazei imobilizate, valoarea pH-
ul la care eficienţa catalitică a fost cea mai ridicată a scăzut la 4,8, însă după 
imobilizare celulaza a fost stabilă pe un domeniu mai larg de pH (6,2-7,4). Creşterea 
stabilitǎții celulazei în domeniul slab bazic dupǎ imobilizare se datoreazǎ protejǎrii 
enzimei de matricea de gel formatǎ. Scǎderea pH-ului optim dupǎ imobilizarea 

celulazei a fost observatǎ și de alți cercetǎtori. Celulaza din Trichoderma reesei 
imobilizatǎ pe silice funcționalizatǎ a avut activitatea maximǎ la pH 4,6, iar celulaza 
nativǎ la 4,8 [75]. Darias ș.a. au relatat că celulaza din Trichoderma viridae 

imobilizată prin legare covalentă de chitosan și celulaza nativǎ a avut activitatea 

optimă la pH 3,2 [69]. În cazul altei celulaze, din Bacillus subtilis, atât celulaza 
nativǎ cât și cea imobilizatǎ au ȋnregistrat activitate cataliticǎ maximǎ la pH 6.0 

[79]. 
Deoarece nu s-au inregistrat diferenţe semnificative ale activităţilor celulazei 

native la pH 4,8 şi  pH 5,2 (activitatea celulazei native scade cu aproximativ 10% la 
pH 4,8), studiile următoare au fost realizate la pH 4,8, la care activitatea enzimei 
imobilizate a fost cea mai mare. 

 
II.4.2. Stabilitatea termică 

 

Deoarece modificarea temperaturii poate produce inactivarea enzimelor, 
alegerea temperaturii la care celulaza are activitatea catalitică maximă este foarte 

importantă. Alegerea temperaturii la care activitatea celulazei native și imobilizate 
este optimă s-a determinat prin hidroliza enzimatică a carboximetilcelulozei (CMC) la 
diferite temperaturi [165]. In acest studiu s-a folosit acelaşi preparat enzimatic, 
obţinut prin Metoda II de imobilizare cu silanii precursori MeTMOS/TMOS în raport 
molar 3:1.  

Activitatea celulazei native şi imobilizate s-a determinat prin adăugarea a 5 
µl/ml celulază nativă și 50 mg/ml celulaza imobilizată ȋn 2% soluţie de 
carboximetilceluloză, reacţia având loc la diferite temperaturi cuprinse ȋntre  
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30-900C. Activitatea celulazei s-a calculat după 30 minute de reacţie. Rezultatele 
sunt prezentate ȋn Tabelul II.32. 

 
Tabelul II.32. Influenţa temperaturii asupra activitătii enzimatice a celulazei native şi 

imobilizate 
 

Temperatură 
(0C) 

Activitatea celulazei native  
(µmoli·min-1·ml-1 enzimă) 

Activitatea celulazei imobilizate  
(µmoli·min-1·g-1 preparat) 

30 30,11 13,46 

40 36,62 16,71 

50 54,32 21,03 

60 47,31 19,32 

70 43,50 18,61 

80 27,27 14,71 

90 10,94 5,25 

 

Pe baza datelor din Tabelele II.32 s-au calculat activităţile enzimatice 
relative. Figura II.20 prezintă activitatea relativă a celulazei native şi imobilizate la 
diferite temperaturi, în intervalul 30-900C. 
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Figura II.20. Efectul temperaturii asupra eficienţei catalitice a celulazei folosind ca substrat 

CMC 

 
Atât pentru celulaza nativă cât şi pentru cea imobilizată activitatea 

enzimatică maximă s-a înregistrat la temperatura de 500C. Menţinerea după 
imobilizare a aceleiaşi temperaturi la care activitatea este maximă a fost observatǎ 

şi în cazul altor celulaze. Dinćer ș.a. au găsit că celulaza nativă din Aspergillus niger 
şi celulaza imobilizată prin legare covalentă de chitosan, au avut activitatea 

catalitică maximă la 400C [67]. Un element pozitiv este creşterea stabilităţii celulazei 
în urma imobilizării prin tehnica entrapării în sol-gel, cu 10-20% la temperaturi 
cuprinse în intervalul 60-800C. Îmbunǎtǎțirea stabilitǎții celulazei dupǎ imobilizare, la 
temperaturi mai mari de 700C a fost raportatǎ și de Xu ș.a. [166].  

 S-a studiat influenţa temperaturii asupra eficienţei catalitice a celulazei 
native şi imobilizate în reacţia de hidroliză a celulozei microcristaline Avicel PH101 
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[165]. Pentru acest studiu 10 mg/ml Avicel PH101 s-au hidrolizat enzimatic timp de 
24 ore în tampon acetat de sodiu pH 4,8, 0,05 M, la diferite temperaturi (30-700C) 
utilizând 5 μl/ml celulază nativă (conţine 0,62 mg proteină/ml), respectiv 10 mg/ml 

preparat imobilizat (conţine 0,44 mg proteină/ml).  
Figura II.21 reprezintă influenţa temperaturii asupra randamentului de 

hidroliză al celulozei, catalizată de celulaza nativă şi imobilizată. 
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Figura II.21. Influenţă temperaturii asupra reacţiei de hidroliză a celulozei, catalizate de 

celulaza nativă şi imobilizată  prin Metoda II cu MeTMOS/TMOS în raport molar 3:1 
 

Din Figura II.21. se observă că ambii biocatalizatori utilizaţi, celulaza nativă 
şi preparatul celulazic obţinut în urma imobilizării, au avut eficienţa catalitică 
maximă, în reacţia de hidroliză a celulozei Avicel PH101, la temperatura de 500C. 

Aceeaşi valoare a temperaturii optime s-a obţinut şi în cazul studiului pe 
carboximetilceluloză ca substrat (Figura II.20). Valoarea cea mai mare a 
randamentului de hidroliză, calculat după 24 ore de reacţie, s-a atins la această 
temperatură (500C). Când s-a utilizat celulaza nativă randamentul maxim a fost de 
aproximativ 80%, iar în cazul celulazei imobilizate acest randament a fost de 
aproximativ 50%, după 24 ore de hidroliză. Aceeaşi valoare a temperaturii optime 

(500C) a fost observată de Jordan ș.a. în cazul hidrolizei enzimatice a celulozei 
microcristaline catalizată de celulaza nativă şi celulaza imobilizată prin adsorbţie pe 
nanoparticule de magnetită [61].  

Odată cu creşterea temperaturii (50-700C) diferenţa dintre randamentele de 
hidroliză pentru cele două tipuri de enzimă a scăzut. S-a observat că la 700C 
randamentele obţinute în urma hidrolizei celulozei microcristaline catalizate de 
celulaza nativă şi imobilizată au fost aproape aceleaşi (25% când s-a folosit celulaza 

nativă, respectiv 22% când s-a folosit preparatul celulazic obţinut prin imobilizare). 
Se confirmă astfel că imobilizarea celulazei prin tehnica entrapării în sol-gel 
determină creşterea stabilităţii enzimei la temperaturi mai ridicate.  
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II.4.3. Studiul efectului inhibitor al produsului de hidroliză  
 
Creșterea cantitǎții de zaharuri fermentescibile prin acțiunea enzimelor 

celulolitice este unul din scopurile principale ale unui asemenea proces. Din 
nefericire, produșii principali ai reacției de hidrolizǎ, celobioza și glucoza, pot 

inactiva celulaza din Trichoderma reesei. Pentru prevenirea fenomenului de inhibiție 
au fost încercate diferite procedee in situ de ȋndepǎrtare a glucozei [167], de 

exemplu prin trecerea glucozei prin membrane tubulare [168].  
Deoarece produsul principal al reacţiei de hidroliză enzimatică a celulozei 

este glucoza, s-a studiat efectul concentraţiei de glucoză asupra activităţii catalitice 

a celulazei native și imobilizate [165]. Studiul s-a realizat prin adăugare de diferite 
concentraţii de glucoză (1 mg/ml, 3 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml și 20 
mg/ml) ȋn amestecul iniţial de hidroliză enzimatică a carboximetilcelulozei (2%), 

catalizată de 5 µl/ml celulază nativă  sau 50 mg/ml celulaza imobilizată. Preparatul 
enzimatic utilizat ȋn acest studiu a fost cel obţinut prin entrapare ȋn sol-gel folosind 
silanii precursori MeTMOS/TMOS ȋn raport molar 3:1. Volumul total al reacţiei a fost 

de 2 ml. Influenţa concentraţiei de glucoză asupra eficienţei catalitice a 
biocatalizatorului este prezentată ȋn Tabelul II.33. Activitatea celulazei a fost 

calculată pe baza concentratiei de glucoză eliberate, după 30 minute de reacţie.  
 

Tabelul II.33. Influenţa concentraţiei de glucoză asupra activitătii enzimatice a 
celulazei native şi imobilizate 

 

Glucoză 
introdusă 
(mg/ml) 

Celulaza nativă Celulaza imobilizată 

Glucoză 
eliberată 
(mg/ml) 

Activitate 
(µmoli·min-1·ml-1 

enzimă) 

Glucoză 
eliberată 
(mg/ml) 

Activitate 
(µmoli·min-1·g-1 

preparat) 

0 1,43 52,96 6,11 22,66 

1 1,21 44,81 5,68 21,04 

3 1,22 45,30 5,59 20,74 

5 0,93 34,44 5,68 21,04 

10 0,53 19,63 3,94 14,59 

15 0,48 17,84 2,47 9,18 

20 0,27 10,18 1,62 6,03 

 
Influenţa concentraţieid e glucoză asupra activităţilor enzimatice relative 

este redată în Figura II.22. 
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Figura II.22. Efectul concentraţiei de glucoză asupra eficienţei catalitice a celulazei 

 
Activitatea celulazei native s-a menţinut aproximativ constantă până la o 

concentraţie de glucoză de 3 mg/ml, în timp activitatea enzimatică celulazei  

imobilizate prin tehnica entrapării în sol-gel a fost aproximativ constantă până la 5 
mg/ml glucoză. Odată cu creșterea concentraţiei de glucoză la 5 mg/ml s-a observat 
scăderea semnificativă a activităţii celulazei native la aproximativ 65% din valoarea 
iniţială, în timp ce la această concentraţie activitatea celulazei imobilizate a scăzut 
cu numai 7% (Figura II.22). La o concentraţie de produs de 10mg/ml activitatea 
celulazei imobilizate a scăzut cu aproximativ 35%, comparativ cu activitatea 
celulazei native care la această concentraţie de glucoză a scăzut cu aproximativ 

60%, comparativ cu activitatea iniţială. Este evident că prin creşterea cantităţii de 
glucoză eliberate ȋn timpul reacţiei de hidroliză are loc inactivarea atât a celulazei 

native cât și celulazei imobilizată. Chang ș.a. au observat un efect similar de 
inhibiţie de produs în timpul hidrolizei enzimatice a paielor de orez când s-a utilizat 
ca biocatalizator celulaza entrapată în membrane [169].  

Prin urmare, entraparea celulazei în sol-gel poate fi o metodă eficientă în 

procesul de obţinere a bioetanolului, deoarece în urma imobilizării enzimei se reduce 
efectul inhibitor al glucozei formate în timpul hidrolizei enzimatice a biomasei 
lignocelulozice. Acest lucru permite operarea pe gamă mai extinsă pentru parametrii 

procesului (în cazul nostru concentraţia de glucoză din sistem), ceea ce este 
important chiar şi în cazul în care obţinerea bioetanolului are loc prin zaharificare şi 
fermentare simultană. În cazul utilizării celulazei imobilizate prin entrapare în sol-gel 

în reacţia de hidroliză a celulozei este recomandat să se lucreze cu concentraţii de 
glucoză de până la 15 mg/ml, deoarece depăşirea acestei concentraţii determină 
scăderea semnificativă a activităţii catalitice a celulazei imobilizate.  
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II.4.4. Studiul stabilităţii la depozitare (non-operaţionale) a 
celulazei 

 

Stabilitatea la depozitare este o proprietatate importantă a enzimelor, care 
permite evaluarea menţinerii activităţii enzimei în timp, după ce s-a imobilizat în 
matrici siliconice de sol-gel.   

S-au determinat activităţile în reacția de hidrolizǎ a carboximetilcelulozei 

după diferite intervale de timp, respectiv 0, 5, 15, 25, 35 zile de depozitare. 
Rezultatele sunt prezentate ȋn Tabelul II.34.  

 
Tabelul II.34. Stabilitatea ȋn timp a celulazei native și imobilizate la temperatura 

ambiantǎ 

 

Zile 
Activitate celulază  

nativă 
(µmoli·min-1·ml-1 enzimǎ) 

Activitate celulază imobilizată 
(µmoli·min-1·g-1 preparat) 

0 55,81 22,88 

5 48,77 23,77 

15 39,25 20,07 

25 28,88 19,16 

35 28,79 18,32 

        
Figura II.23 prezintă stabilitatea la pǎstrare la temperatura camerei a 

celulazei native și imobilizate, pe baza actitivităţilor enzimatice relative. 
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Figura II.23. Stabilitatea la pǎstrare la temperatura camerei a celulazei native și imobilizate 

 

În urma imobilizării celulazei prin tehnica sol-gel s-a observat o ȋmbunatǎțire 
ȋn timp a stabilitǎții la depozitare a enzimei (Figura II.23). Dupǎ o perioadǎ de 35 de 

zile de pǎstrare, celulaza imobilizatǎ a pierdut aproximativ 20%, iar celulaza nativă 
a pierdut 50% din activitatea inițialǎ. Takimoto ș.a. au raportat că celulaza 
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entrapată într-o matrice de silice mezoporoasă SBA-15 a pierdut 30% din activitatea 
catalitică după 4 săptămâni de menţinere la temperatura camerei, în timp ce 
celulaza nativă a devenit complet inactivă [80].  

 
II.4.5. Studiul stabilităţii celulazei în mediu apos 

 
În reacţia de hidroliză enzimatică a celulozei, operarea enzimei în soluţie 

apoasă poate avea un rol important în inactivarea ei. Mai mult, în cazul enzimei 
imobilizate este posibilă şi desprinderea ei din matrice şi trecerea în soluţie apoasă, 
ceea ce duce la scăderea substanţială a activităţii la reutilizare. Stabilitatea celulazei 

native şi imobilizate în soluţie apoasă s-a analizat prin menţinerea celulazei sub 
agitare în soluţie tampon acetat de sodiu pH 4,8 timp de 96 de ore. S-a studiat 
efectul timpului de menţinere a celulazei în soluţie apoasă asupra eficienţei catalitice 
a biocatalizatorului în reacţia model de hidroliză enzimatică a 2% CMC, în tampon 
acetat de sodiu pH 4,8 la 500C, utilizând 5 μl/ml celulaza nativă sau 50 mg/ml 
preparat celulazic (obţinut prin Metoda II de entrapare cu silanii precursori 
MeTMOS/TMOS, în raport molar 3:1). Peste 50 mg celulazǎ imobilizatǎ și 5 µL 
celulazǎ nativǎ s-a introdus 0,5ml tampon acetat de sodiu pH 4,8 și s-a agitat la 
500C timp de 24, 48, 72 şi 96 ore. Dupǎ aceastǎ perioadǎ de incubare s-a adǎugat 

0,5 ml soluție 2% CMC și s-a agitat timp de 30 minute. Activitatea celulazei s-a 
calculat în raport cu glucoza eliberată în timpul hidrolizei substratului, dupǎ 30 

minute de reacție. În Tabelul II.35 este prezentată evoluţia activităţii celulazei 
native și imobilizate, după menţinerea enzimelor un anumit timp în soluţie apoasǎ, 

la 500C. A fost măsurată şi cantitatea de proteină din soluţie, pentru a pune în 
evidenţă eventuala desprindere a enzimei din matrice. 

 
Tabelul II.35. Evoluţia în timp a activitătii enzimatice a celulazei native şi 

imobilizate, în soluţie apoasă, la 500C 
  

Timp 
(ore) 

Celulază nativă Celulază imobilizată 

Activitate  
(µmoli·min-1·ml-1 

enzimǎ) 

Activitate  
(µmoli·min-1·g-1 

preparat) 

Cantitate dea 
proteină din soluţie 

(mg) 

0 50,74 19,85 - 

24 46,14 18,62 0,012 

48 40,69 16,88 0,022 

72 35,45 15,66 0,033 

96 31,47 14,09 0,028 

      a 100 mg celulazǎ imobilizatǎ s-a menținut ȋn 5 ml tampon acetat de sodiu pH 4.8 

 
Activităţile enzimatice relative calculate pe baza datelor din Tabelul II.35 s-

au  reprezentat Figura II.24. 
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Figura II.24. Influenţa timpului de menţinere în soluţie apoasă asupra activităţii celulazei 
native şi imobilizate 

 
Se poate remarca din Figura II.24 că prin creșterea timpului de menţinere în 

soluţie apoasă scade activitatea catalitică, atât a celulazei native cât şi a celei 
imobilizate. Totuşi, prin imobilizarea celulazei, s-a înregistrat creşterea stabilitaţii 

enzimei cu aproximativ 5-9%, pe tot intervalul de timp studiat. După 96 ore de 
agitare în soluţie tampon, activitatea cataliticǎ a celulazei imobilizate a scăzut cu 
aproximativ 30% din activitatea inițialǎ, iar activitatea celulazei native a scăzut cu 

40%.    
Valorile cantităţilor de proteină din soluţia tampon la diferiţi timpi de agitare 

(Tabelul II.35) arată că nu s-a înregistrat creşterea conţinutului de proteină în 
timpul operării, pe tot intervalul de timp studiat, prin urmare nu a avut loc 
desprinderea enzimei din matricea de sol-gel. 
 

II.4.6. Influenţa lichidelor ionice asupra activităţii şi stabilitǎții 

celulazei  
 
Lichidele ionice sunt o clasă de solvenţi care conţin un cation organic și un 

anion anorganic sau organic, şi au o serie de proprietăţi importante printre care 
stabilitate termică şi chimică ridicată și capacitatea lor de a dizolva unele 
biomacromolecule cum sunt celuloza și lignina din biomasa lignocelulozică. Deşi sunt 

capabile să dizolve celuloza din biomasă, publicaţii recente au demonstrat că o serie 

de lichide ionice inactivează parţial sau total complexul celulazic [135, 136, 138]. 
Ţinând cont de faptul că lichidele ionice pot avea rol important atât în procesul de 
pretratare a biomasei cât şi ca aditiv la imobilizarea enzimei, a fost investigat modul 
în care este afectată activitatea enzimelor celulazice de unele lichide ionice care nu 
au fost încă studiate în acest sens. Un alt subiect al cercetărilor a fost măsura în 
care imobilizarea poate reduce efectul inactivant al lichidelor ionice asupra 
celulazelor. 
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II.4.6.1. Influenţa naturii lichidului ionic asupra activităţii catalitice 
a celulazei native 

   

Pentru studiul naturii lichidului ionic asupra activităţii celulazei s-a studiat 
influenţa anionilor şi cationilor din structura lichidului ionic. Activitatea celulazei ȋn 

prezenţa diferitor lichide ionice a fost investigată în reacţia de hidroliză enzimatică a 
2% celuloză de la Macherey Nagel, catalizată de 5 µl/ml celulază nativă Celuclast 
1.5L ȋn 100% lichid ionic.  

Determinarea activităţii celulazei în prezenţa lichidului ionic a fost descrisă la 
paragraful III.3.2. Tabelul II.36 prezintă efectul cationilor și anionilor din strucura 

lichidulor ionice asupra activităţii catalitice a celulazei. 
 

Tabelul II.36. Influenţa structurii lichidului ionic asupra eficienţei catalitice a 
celulazei Celluclast 1.5L native 
 

Lichid Ionic Activitate 
(µmoli·min-1 ·ml-1 

enzimă) 

Activitate 
Relativăa 

(%) 
Cationi Anioni 

[EtPy] 

[Br] 

25,33 47.18 

[Bu4P] 19,67 36.67 

[P14(666)] 18,92 35.25 

[Hmim] 

[PF6] 

- - 

[Bmim] - - 

[P14(666)] - - 

[P14(666)] 

[Br] 18,92 35,25 

[M3PPh] 11,11 20,69 

[NTf2] 13,69 25,51 

[PF6] - - 

[Emim] 

[Ac] 10,78 20,09 

[OTs] 22,55 42,01 

[TfO] 15,66 29,18 

[TOS] 14,14 26,34 
a Raportată la activitatea celulazică iniţială, fără lichid ionic (53,7 U/ml enzimă) 
Cationi: [EtPy]: 1-etil piridiniu, [Bu4P]: tetrabutil-fosforiu, [P14(666)]: trihexiltetradecil-fosforiu, 
[HMIM]: 1-hexil-3-metilimidazoliu, [BMIM]: 1-butil-3-metilimidazoliu, [Emim]:1-etil-3-
metilimidazoliu. 
Anioni: [Br]: bromură, [PF6]: hexafluoro-fosfat, [M3PPh]: bis(2,4,4-trimetilpentil)fosfinate, 
[NTf2]: bis(trifluorometilsulfonil)imide, [Ac]: acetat, [OTs]: toluolsulfonat, [TfO]: triflat, [TOS]: 
tosilat 

 

Pentru studiul influenţei cationilor asupra activităţii enzimatice s-a folosit 
acelaşi anion şi diferiţi cationi: [EtPy]+,  [Bu4P]+, [P14(666)]

+ ce conţin anionul [Br]-, 
respectiv [Hmim]+, [Bmim]+, [P14(666)]

+ ce conţin anionul [PF6]
-. Cationul 1-etil-

piridiniu a condus la obţinerea unor valori mai mari ale activităţii catalitice 

comparativ cu lichidele ionice ce conţin cationul alchil-fosforiu, iar activitatea relativă 
a fost de aproximativ 47%.  

 Pentru studiul influenţei anionilor asupra activităţii enzimatice s-a folosit 
acelaşi cation şi anioni diferiţi: [Br]-, [M3PPh]-, [NTf2]

-, [PF6]
- împreună cu cationul 

[P14(666)]
+, [Ac]+, respectiv [OTs]-, [TfO]-, [TOS]- împreună cu cationul [Emim]+. 

Enzima este mai activă în lichidele ionice ce conţin anionul bromură, comparativ cu 
cele care conţin anionul sulfonilimidă. S-a observat că toate lichidele ionice ce conţin 
anionul hexafluorofosfat inactivează complet celulaza, indiferent de cationii 
componenţi. Activitatea catalitică a celulazei scade în ordinea următoare a anionilor: 
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[OTs]->[TfO]->[TOS]->[Ac]-. La o concentraţie de 100% [Emim]Ac, eficienţa 
catalitică a celulazei a fost de doar 20% din activitatea iniţială.  

Lozano ș.a. au raportat că lichidele ionice capabile să dizolve celuloza au 

efect inhibitor asupra celulazei [138]. Principalul avantaj al lichidului ionic [Emim]Ac 
în procesul conversie a biomasei lignocelulozice la bioetanol, îl prezintă capacitatea 
acestuia de a dizolva celuloza din biomasă. Însă deoarece el inactivează celulaza, 
[Emim]Ac nu se poate folosi ca mediu de reacţie în hidroliza enzimatică a celulozei 
din biomasă. De aceea, lichidul ionic poate fi utilizat doar pentru a dizolva celuloza 
din biomasa lignocelulozică, nu şi ca mediu de reacţie în hidroliza enzimatică a 
celulozei.  

 
II.4.6.2. Influenţa concentraţiei de lichid ionic asupra activităţii 

celulazei native şi imobilizate 
 
Pentru studiul influenţei lichidelor ionice asupra activităţii catalitice a 

celulazei, diferite cantităţi de lichid ionic au fost introduse ȋn reacţia de hidroliză 

enzimatică a celulozei microcristaline (Macherey Nagel). Mediul de reacţie utilizat 
pentru hidroliza celulozei (2% ȋn tampon acetat de sodiu 0,05M, pH 4,8) a conţinut 
10%, 20%, 40%, 60%, 80%, respectiv 100% lichid ionic. Probele s-au ȋncălzit la 

500C, după care s-a adăugat 5 µl/ml celulază nativă  sau 50 mg/ml celulază 
imobilizată (Metoda II, silanii precursori MeTMOS:TMOS, ȋn raport molar 3:1).  

Pentru studiul influenţei concentraţiei de lichid ionic asupra activităţii 
catalitice a celulazei native şi imobilizate s-au folosit 4 lichide ionice: clorura de 1-
butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]Cl), dimetilfosfatul de 1,3-dimetilimidazoliu 
([Mmim]DMP), acetatul de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim]Ac), tetrafluoroboratul 
de 1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]BF4). Cantităţile de glucoză eliberate după 30 

minute de hidroliză a celulozei catalizată de celulaza nativă Celluclast 1.5L, la 
diferite concentraţii de lichid ionic sunt prezentate ȋn Tabelul II.37. 

 
Tabelul II.37. Cantităţile de glucoză eliberate după 30 minute în reacţia de hidroliză 

a celulozei microcristaline, la diferite concentraţii de lichid ionic 
 

Concentraţie 
Lichid ionic 

(%) 

Cantitate de glucoză eliberată (mg) 

[Bmim]Cl [Mmim]DMP [Emim]Ac [Bmim]BF4 

0 1,44 1,44 1,44 1,44 

10 1,23 0,90 1,12 1,37 

20 0,86 0,96 1,10 1,23 

40 0,61 0,93 0,93 1,12 

60 0,47 0,69 0,82 0,82 

80 0,27 0,65 0,50 0,54 

100 0,15 0,62 0,38 0,43 

 

Pe baza datelor din Tabelul II.37 s-au calculat activităţile catalitice ale 
celulazei la diferite concentraţii de lichid ionic, care s-au reprezentat Figura II.25.  
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Figura II.25. Influenţa concentraţiei de lichid ionic asupra eficienţei catalitice a celulazei 

native 
[Bmim]Cl (-■-), [Mmim]DMP (-●-), [Emim]Ac (-▲-), [Bmim]BF4 (-▼-) 

 
Se observă că (Figura II.25) la creşterea concentraţiei de lichid ionic scade 

activitatea catalitică a celulazei native. Dintre cele patru lichide ionice testate, 
[Bmim]Cl a dus la obţinerea celor mai mici valori ale activităţi celulazice. Chiar dacă, 

dintre lichidele ionice studiate, [Mmim]DMP a inactivat mai puţin celulaza, prin 

creşterea concentraţiei acestuia s-a redus eficienţa catalitică. Astfel, chiar la o 
concentraţie de 20% [Mmim]DMP, activitatea catalitică a scăzut cu aproximativ 
34%. Engel ș.a. au raportat că la o concentraţie de 10% [Mmim]DMP s-a menţinut 
aproximativ 60% din activitatea celulazică [136]. Publicaţii recente au relatat că 
lichidele ionice [Bmim]Cl, respectiv [Emim]Ac inactivează complet celulaza [136, 
138]. Deoarece în urma imobilizării celulazei prin tehnica entrapării în sol-gel 
stabilitatea acesteia a crescut (stabilitatea termicǎ, stabilitatea în mediului de reacţie, 

stabilitatea de produs, stabilitatea la depozitare şi de menţinere în soluţie apoasă)  
s-a studiat stabilitatea celulazei imobilizate în mediu de lichid ionic. Pentru acest 
studiu s-a utilizat lichidul ionic [Emim]Ac, care solubilizează celuloza. Tabelul II.38 
prezintă activităţile catalitice ale celulazei native şi imobilizate calculate la diferite 
concentraţii de [Emim]Ac.  
 

Tabelul II.38. Influenţa concentraţiei de [Emim]Ac asupra activităţii enzimatice a 
celulazei native și imobilizate 

 

Concentraţie 
[EMIM][Ac] 

(%) 

Activitate celulază nativă 
 (µmoli·min-1·ml-1 enzimă) 

Activitate celulază 
imobilizată (µmoli·min-

1·g-1 preparat) 

0 53,7 6,27 

10 41,64 3,50 

20 40,92 2,22 

40 34,62 1,36 

60 30,7 1,48 
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Activităţile enzimatice relative ale celulazei native şi imobilizate la diferite 
concentraţii de [Emim]Ac sunt prezentate în Figura II.26.  
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Figura II.26. Influenţa concentraţiei de [Emim]Ac asupra  activităţii celulazei native și 

imobilizate 

 
Celulaza nativă a fost mai stabilă ȋn prezenţa lichidului ionic [EMIM]Ac decât  

celulaza imobilizată. Activitatea celulazicǎ ȋn 60% lichid ionic a fost de 56,5% din 
activitatea inițialǎ pentru celulaza nativǎ, comparativ cu 23,6% pentru celulaza 

imobilizată. Indiferent de concentraţia de [Emim]Ac, activitatea celulazei imobilizată 
a fost mai mică decât a celulazei native. Probabil că lichidul ionic pătrunde ȋn 

matricea de sol-gel şi blochează enzima, chiar la concentraţii mici. 
Concluzia acestui studiu este că lichidele ionice nu se pot folosi ca mediu de 

reacţie în hidroliza enzimatică a celulozei, iar dacă se utilizeazǎ pentru dizolvarea 

biomasei lignocelulozice ele trebuie îndepărtate complet din celuloza regenerată sau 
din materialul pretratat. 
 

II.4.7. Concluzii 
 

- Studiile de stabilitate ale celulazei, ȋn condițiile studiate, au demonstrat cǎ dupǎ 
imobilizare, celulaza a fost mai stabilǎ la valori mai mari de pH (6,2-7,4), la valori 
mai mari de temperaturǎ (60-800C), la concentrații mai mari de produs (5-15 
mg/ml), la depozitare, respectiv ȋn timpul operǎrii ȋn soluție apoasǎ.    

- În prezența lichidului ionic [Emim]Ac, celulaza nativǎ a fost mai stabilǎ decât 
enzima imobilizatǎ, aceasta probabil datorându-se faptului că lichidul ionic pătrunde 
ȋn matricea de sol-gel astfel inactivând mult mai repede enzima. Deşi lichidele ionice 

sunt capabile să dizolve celuloza din biomasă, ele inactivează complexul celulazic, 
de aceea nu se pot folosi ca mediu de reacţie în hidroliza enzimatică a celulozei, ci 
doar la pretratarea sau dizolvarea biomasei lignocelulozice. 
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II.5. Caracterizarea operaţională a celulazei imobilizate  

  

 Obiectivul cercetărilor prezentate în acest capitol a fost caracterizarea 
performanţelor operaţionale ale celulazei imobilizate, ţinând cont de faptul că acest 
biocatalizator a fost obţinut pentru reacţia de hidroliză a celulozei din biomasa 
lignocelulozică. În acest scop, au fost investigate hidroliza celulozei din rumeguş de 
plop pretratat (aşa cum a fost prezentat în capitolul II.2.4), comparativ cu celuloza 
microcristalină standard, au fost determinaţi anumiţi parametri cinetici şi s-a studiat 
reutilizarea celulazei imobilizate în mai multe cicluri de hidroliză. Toate aceste 

experimente au fost realizate şi cu celulază nativă, pentru a se putea diferenţia 

efectul imobilizării asupra parametrilor studiaţi. 
 
 II.5.1. Hidroliza enzimatică a celulozei utilizând celulaza imobilizată 
prin metoda sol-gel 
 

5 mg/ml celulozǎ microcristalinǎ Avicel PH101 și celuloză regenerată dupǎ 
dizolvarea plopului pretratat cu acid diluat și biomasei standard ȋn soluţia de 
DMSO/[Emim]Ac a fost supusǎ hidrolizei enzimatice la 500C cu 5 µl/ml celulază 

nativă (0,62 mg proteină/ml) sau 10 mg/ml celulază imobilizată (0,44 mg 
proteină/ml). S-a folosit celulaza imobilizatǎ prin Metoda II de entrapare în sol-gel 
cu silanii precursori MeTMOS/TMOS ȋn raport molar 3:1, acesta fiind cel mai eficient 

preparat obținut. Evoluţia reacţiei de hidroliză a fost urmărită în timp, prin prelevare 
de probe la intervale stabilite, cantitatea de zaharuri totale (exprimate ca glucoză 
echivalentă), determinându-se prin metoda spectrofotometrică cu acid 3,5-
dinitrosalicilic. Tabelul II.39 şi Tabelul II.40 prezintǎ randamentele de hidrolizǎ și 
cantitǎțile totale de zaharuri eliberate la diferite momente ale reacției de hidrolizǎ 

[162].  
 
Tabelul II.39. Hidroliza enzimatică a celulozei standard Avicel PH101 şi a celulozei 

regenerată din soluţia de DMSO/[Emim]Ac, catalizată de celulaza nativǎ 

 

Timp 
(ore) 

Concentraţie de zaharuri eliberate (mg/ml) 

Celuloză microcristalină 
Avicel 

Celuloză regenerată 

Standard 
(Avicel) 

Plop pretratat 

2 1,76 2,78 1,22 

4 2,46 4,09 1,81 

6 3,43 4,91 2,91 

8 4,09 5,64 3,53 

24 5,52 5,71 4,40 
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Tabelul II.40. Hidroliza enzimatică a celulozei standard Avicel PH101 şi a celulozei 
regenerate din soluţia de DMSO/[Emim]Ac, catalizată de celulaza imobilizată 
 

Timp 
(ore) 

Concentraţie de zaharuri eliberate (mg/ml) 

Celuloză microcristalină 
Avicel 

Celuloză regenerată 

Standard 
(Avicel) 

Plop pretratat 

2 1,02 2,24 0,91 

4 1,62 3,78 1,57 

6 2,12 4,39 1,80 

8 2,76 4,98 2,39 

24 3,98 5,40 3,29 

 

Figura II.27 prezintă evoluţia în timp a randamentului hidrolizei enzimatice a 
celulozei, catalizată de celulaza nativă şi imobilizată. 
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Figura II.27. Evoluţia în timp a hidrolizei enzimatice a 5 mg/ml celuloză catalizate de celulaza 

nativă şi imobilizată  
-▲- Hidroliza celulozei Avicel regenerată cu celulaza nativă; 

-■- Hidroliza celulozei Avicel regenerată cu celulaza imobilizată; 
-▼- Hidroliza celulozei Avicel cu celulaza nativă; 

-●- Hidroliza celulozei Avicel cu celulaza imobilizată; 
-○- Hidroliza celulozei din plop cu celulaza nativă; 

-◊- Hidroliza celulozei din plop cu celulaza imobilizată;  
 

Cantitatea totală de zaharuri creşte, indiferent de substatul şi enzima 

folosite în hidroliza enzimatică, pe tot intervalul de timp studiat. După pretratarea 
celulozei microcristaline Avicel PH101 cu soluţia de DMSO/[Emim]Ac, randamentul 
de hidroliză al celulozei regenerate catalizată atât de celulaza nativă, cât şi de 
celulaza imobilizată, a crescut semnificativ, comparativ cu randamenul de hidroliză 
al celulozei Avicel microcristaline (Figura II.27). Aceasta se datorează faptului că 
celuloza regenerată din soluţia de DMSO/[Emim]Ac prezintă un grad de cristalinitate 
mai scăzut decât celuloza microcristalinǎ ceea ce a permis ca accesul enzimelor la 

substrat să fie îmbunătăţit. Utilizând celulaza nativă, randamentul de hidroliză 
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calculat după 8 ore de reacţie în urma hidrolizei enzimatice a celulozei regenerate, a 
fost aproximativ 95%, comparativ cu randamentul de hidroliză de aproximativ 69% 

obţinut în urma hidrolizei celulozei Avicel microcristaline. Când reacţia a fost 
catalizată de celulaza imobilizată, randamentul de reacţie calculat după 8 ore în 
urma hidrolizei celulozei regenerate, a fost de aproximativ 84%, respectiv 46% în 
urma hidrolizei enzimatice a celulozei Avicel microcristaline. 
  Dacă s-a folosit ca substrat celuloza microcristalinǎ ca atare sau regeneratǎ, 
randamentele de hidrolizǎ calculate au fost mai mici pe tot parcursul reacției pentru 

reacția catalizatǎ de celulaza imobilizatǎ, comparativ cu celulaza nativǎ. De 

exemplu, când reacţia a fost catalizată de celulaza imobilizată, randamentul de 

hidroliză a celulozei microcristaline regenerată după 24 ore a fost de aproximativ 
84%, iar când reacția a fost catalizatǎ de celulaza nativǎ a fost de 95%. Acest lucru 

se poate explica prin limitările difuzionale care apar dupǎ imobilizare, cât și prin 
utilizarea cu aproximativ 40% mai multǎ enzimǎ nativǎ (0,62 mg proteinǎ/ml), 
comparativ cu cantitatea de enzimǎ din preparatul celulazic imobilizat (0,44 mg 

proteinǎ/ml). Chiar dacă performanţele operaţionale nu au fost cele aşteptate, 
celulaza imobilizatǎ prezintǎ o serie de alte avantaje importante cum ar fii stabilitate 
ridicatǎ și posibilitatea de reutilizare. 

Celuloza din plop obţinută în urma dizolvării biomasei în DMSO/[Emim]Ac şi 

reprecipitate a fost de asemenea hidrolizată cu randamente bune în prezenţa 
celulazei native şi imobilizate, iar cantitatea de zaharuri eliberată în urma hidrolizei 
a crescut pe tot intervalul de timp studiat (Figura II.27). După 24 ore de reacţie, 
randamentul de hidroliză a fost de aproximativ 70% cu celulaza nativă, respectiv 
50% cu cea imobilizată. 

Cantitatea de glucoză eliberată în urma hidrolizei enzimatice a celulozei 
regenerate (din biomasa standard şi din plop) şi celulozei microcristaline Avicel s-a 

analizat şi prin cromatografia de lichide, pentru a face o verificare a metodei chimice 
de analiză care a fost utilizată în experimentele anterioare. Metoda cantitativă de 
analiză a cantităţii de zaharuri prin cromatografia de lichide a fost prezentată la 
punctul III.3.4. Cromatogramele probelor de zaharuri eliberate dupǎ 24 ore de 
hidrolizǎ enzimaticǎ a celulozei Avicel regenerate, celulozei microcristaline Avicel, 

respectiv celulozei din plop catalizatǎ de celulaza nativǎ și celulaza imobilizatǎ sunt 

prezentate în Anexe. Cantitatea de glucoză eliberată în urma hidrolizei enzimatice a 
celulozei, la 24 ore de reacţie este prezentată în Tabelul II.41. Aceste rezultate sunt 
conforme cu cele obţinute prin metoda cu acid 3,5-dinitrosalicilic, valorile fiind mai 
mici datorită faptului că s-a determinat numai glucoza, în timp ce prin metoda 

chimică a fost determinată cantitatea totală de zaharuri reducătoare din sistemul de 
reacţie.  
 
  Tabelul II.41. Determinarea cantităţii de glucoză eliberate prin metoda 
cromatografică de analiză a zaharurilor 
 

Biocatalizator 

Cantitate de glucoză (mg/ml) 

Celuloză Avicel 
regenerată 

Celuloză  
Avicel  

Celuloza din 
plop 

Celulaza nativă 4,49 5,01 3,93 

Celulaza imobilizată 4,86 2,96 2,56 
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II.5.2. Studiul cinetic al hidrolizei enzimatice a celulozei 
microcristaline catalizată de celulaza nativă şi imobilizată 
 

Studiul cineticii enzimatice se bazează, ca și cinetica chimică, pe măsurarea 
vitezei de reacţie ȋn condiţii standard. Pentru a stabili efectele entrapării celulazei în 

matrici de sol-gel asupra accesului substratului în situsul catalitic şi implicit a vitezei 
de formare a produsului s-a studiat cinetica reacţiei de hidroliză enzimatică a Avicel 
PH101 utilizând celulaza nativă și celulaza imobilizată. Cinetica reacţiei de hidroliză 
enzimatică a celulozei catalizată de celulaza nativă şi imobilizată este complexă. 

Aceasta se datorează faptului că reacţia este eterogenă şi prezintă o serie de 

limitări, printre care scăderea vitezei de reacţie odată cu creşterea conversiei [170].  
Acest model a fost elaborat pentru cinetica reacţiilor omogene, însă se poate aplica 
şi în hidroliza celulozei insolubile, aşa cum au demonstrat Bezerra şi Dias pentru 
reacţia de hidroliză a celulozei Avicel [171]. 

 Studiul cinetic s-a realizat prin modificarea concentraţiei de substrat de la 
16,65 la 333,04 mM ȋn tampon acetat de sodiu pH 4.8, 5 µl/ml celulază nativă (0,62 

mg proteină/ml) și 10 mg/ml celulaza imobilizată (0,44 mg proteină/ml) și 
temperatura de 500C. Preparatul celulazic s-a imobilizat prin metoda II entrapare în 
sol-gel utilizând silanii precursori MeTMOS:TMOS în raport molar 3:1. Volumul total 
al reacţiei s-a menţinut la 10 ml. Masa molecularǎ a celulozei microcristaline s-a 

exprimat ca o unitate de glucozǎ anhidrǎ. S-au prelevat probe la 2, 4, 6, 8 ore de 
reacţie, iar cantitatea de zahar eliberat ȋn urma reacţei s-a determinat prin metoda 

cu acid 3,5-dinitrosalicilic. Tabelul II.42 prezintă vitezele iniţiale de reacţie la fiecare 
concentraţie de substrat. Vitezele iniţiale au fost determinate pe baza cantităţii de 
produs eliberate la intervalele de timp studiate şi s-a exprimat în mmol/h. 

 
Tabelul II.42. Vitezele iniţiale de reacţie pentru hidroliza celulozei catalizată de 

celulaza nativă și imobilizată, la diferite concentraţii de substrat 
 

Concentrație 
Substrat (mM) 

Vitezǎ inițialǎ (mmol/h) 

Celulaza nativă Celulaza 
imobilizată 

16,65 2,006 1,103 

27,75 3,090 1,557 

55,51 6,589 2,497 

83,26 6,507 3,026 

110,01 8,187 3,935 

138,78 9,811 4,451 

166,52 10,307 4,404 

222,02 13,331 3,952 

277,53 12,361 4,444 

333,04 12,942 4,459 

     

Pentru determinarea parametrilor cinetici s-a utilizat modelul clasic 
Michaelis-Menten. Acelaşi model a fost utilizat şi de Balsan ș.a. pentru a determina 
efectul substratului asupra activităţii celulazei din Trichoderma reesei [172]. 
Parametrii cinetici ai reacţiei de hidroliză enzimatică au fost calculaţi cu ajutorul 
programului Sigma Plot (Systat Software Inc.) 

Pe baza datelor din Tabelul II.42 s-a realizat Figura II.28 care reprezintă 
curba de cinetică Michaelis-Menten ȋn cazul substratului Avicel PH101. 
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                      (a)                                                             (b) 
Figura II.28. Curba de cinetică Michaelis-Menten pentru determinarea parametrilor 

cinetici ȋn reacţia de hidroliză a celulozei Avicel PH101 catalizată de 

a. celulaza nativă; b. celulaza imobilizată 
 

Valorile constantei Michaelis-Menten (Km) şi vitezei maxime (vmax) au fost 
obţinute cu ajutorul programului Sigma-Plot şi au fost utilizate pentru calculul 
constantelor catalitice kcat= vmax/E (E este concentraţia de enzimă exprimată în mM) 
şi a eficienţei catalitice (kcat/Km). Pentru a face posibilă calcularea constantei 
catalitice kcat şi pentru a putea compara eficienţele catalitice ale celulazei native şi 

imobilizate s-a estimat o masă moleculară medie a celulazei ca fiind 42.000 g/mol, 

conform datelor raportate pentru endoglucanaza din Trichoderma viride [173]. S-a 
presupus că endoglucanaza reprezintă componenta majoritară din complexului 
celulazic Celluclast 1.5L.  

Valorile constantei Michaelis-Menten, vitezei maxime şi eficienţei catalitice 
pentru celulaza nativă şi imobilizată sunt prezentate în Tabelul II.43.  

 
Tabelul II.43. Cinetica reacţiei de hidroliză catalizată de celulaza nativă şi imobilizată 
 

Enzimă 

Parametrii cinetici 

Km 
(mM) 

vmax 
( mM/h) 

kcat/Km 
(mM-1 h-1) 

Celulaza nativă 127,6±25,7 18,6±1,6 9,9 

Celulaza imobilizată 58,8±10,0 5,37±0,2 8,8 

 
Entraparea celulazei în matrici siliconice a determinat o scădere a constantei 

Michaelis-Menten (Km) de la 127,6±25.7 mM la 58,8±10,0 mM. In acelaşi timp, 

viteza maximă a scăzut de 3,46 ori după imobilizare (de la 18,6 mM h-1 la 5,4 mM h-

1). O comportare similară a parametrilor cinetici a fost observată şi de Yu ș.a. în 
reacţia de hidroliză enzimatică a carboximetilcelulozei (CMC) catalizată de celulaza 
imobilizată prin legare covalentă de Eudragit S-100 [174]. Scăderea valorii 

constantei Michaelis-Menten (Km) a fost corelată cu o afinitate mai ridicată a 
celulazei imobilizate pentru celuloza Avicel. Scăderea vitezei maxime se poate 
explica prin creşterea rezistenţei la transferul de masă după imobilizare, datorată în 
special masei moleculare mari a substratului.  

BUPT



128 Contribuții originale - II 
 

Eficienţa catalitică totală a reacţiei catalizată enzimatic pentru celulaza 
imobilizată, exprimată prin raportul kcat/Km, a fost de 8.8 mM-1h-1, observându-se o 
mică scădere a eficienţei catalitice, comparativ cu celulaza nativă pentru care 

kcat/Km a fost de 9.9 mM-1h-1. Aceasta se datorează creşterii rezistenţei la transferul 
de masă în urma fenomenului de difuzie îngreunată, frecvent întâlnit după 
imobilizarea enzimelor.  
 

II.5.3. Creşterea eficienţei procesului de hidroliză enzimatică prin 
reutilizarea celulazei imobilizate prin entrapare ȋn sol-gel 

 
Reutilizarea celulazei ȋn mai multe cicluri de reacţie, utilizând ca substrat 

celuloza microcristalină, reprezintă unul dintre principale obiective ale acestei 
lucrări. Acest aspect este esenţial mai ales pentru cresterea cantităţii de zaharuri 
fermentescibile și diminuarea costurilor procesului. In general se consideră că 

enzima poate fi reutilizată până când activitatea sa scade la mai puţin de 25% din 
cea iniţială. Preparatul celulazic obţinut în urma imobilizării prin metoda II de 
entrapare ȋn matrici siliconice utilizând silanii precursori MeTMOS/TMOS ȋn raport 

molar 3:1, a fost reutilizat folosind ca substrat celuloza standard Avicel PH101 
(netratată) [165] și celuloza Avicel PH101 regenerată din soluţia de 
DMSO/[Emim]Ac (pretratată) [162].  

Metoda de dizolvarea a celulozei Avicel PH101 în soluţia de DMSO/[Emim]Ac 
a fost prezentată la punctul III.2.4. După fiecare utilizare, preparatul celulazic a fost 
recuperat prin decantare, spălat de mai multe ori cu soluţie tampon acetat de sodiu 
pH 4,8, după care s-a adăugat cantitatea de celuloză până la 5 mg/ml. Cantităţile de 
zahar şi activităţile celulazei imobilizate calculate pentru ambele substraturi folosite 
la reutilizare sunt prezentate ȋn Tabelul II.44 și Tabelul II.45. 

 
Tabelul II.44. Reutilizarea celulazei imobilizată prin metoda entrapării ȋn sol-gel ȋn 

reacţia de hidroliză a celulozei microcristaline Avicel PH101 (netratată) 
 

Număr 
ciclu de 
reacţie 

Concentraţie 
Glucoză (mg/ml) 

Activitatea 
(µmoli·min-1·g-1 

preparat) 

0 4,26 1,64 

1 2,68 1,03 

2 2,37 0,91 

3 1,81 0,70 

4 1,46 0,56 

5 1,09 0,42 

6 0,56 0,22 

                                   a Calculată la 24 ore de reacţie 
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Tabelul II.45. Reutilizarea celulazei imobilizată prin metoda entrapării ȋn sol-gel ȋn 

reacţia de hidroliză a celulozei Avicel PH101 regenerată din DMSO/[Emim]Ac (pretratată) 
 

Număr 
cicluri de 
reacţie 

Concentraţie 
Glucoză (mg/ml) 

Activitatea 
(µmoli·min-1·g-1 

preparat) 

0 4,98 5,76 

1 3,71 4,29 

2 3,12 3,61 

3 2,45 2,83 

4 2,57 2,97 

5 2,09 2,17 

6 1,88 2,17 

7 1,34 1,55 

8 1,21 1,40 

9 0,95 1,09 

                                  a Calculată la 8 ore de reacţie 
                      

Pe baza datelor din Tabelul II.44 şi Tabelul II.45 s-au calculat activităţile 
enzimatice relative s-a realizat Figura II.29 care reprezintă influenţa numărului de 
cicluri de reacţie asupra activităţii relative a celulazei imobilizate. 
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Figura II.29. Influenţa numărului de cicluri de reacţie asupra activităţii relative a celulazei 
imobilizate în reacţia de hidroliză a celulozei netratate (după 24 de ore de reacţie), respectiv 

pretratate (după 8 ore de reacţie) 

 

Se observă că celulaza imobilizată are o capacitate mai bună de a hidroliza 
celuloza Avicel PH101 regenerată din DMSO/[Emim]Ac (pretratată), deoarece după 
dizolvarea celulozei în soluţia de dimetilsulfoxid/lichid ionic, celuloza regenerată 
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prezintă un grad de cristalinitate mai scăzut (caracterizarea celulozei regenerate s-a 
prezentat la puctul II.2.4.1.), de aceea accesul celulazei la substrat a fost 
îmbunătăţit. De menţionat este faptul că, deşi activitatea celulazei imobilizate, 

utilizând ca substrat celuloza pretratată a fost calculată după 8 ore de hidroliză, iar 
activitatea celulazei imobilizate utilizând ca substrat celuloza netratată a fost 
calculată la 24 ore de hidroliză (pentru aceeaşi cantitate de celuloză şi enzimă 
folosită în reacţie), celulaza imobilizata a avut activitate mai mare pe substrat de 
celuloză pretratată. 

Activitatea celulazei imobilizate (calculată după 8 ore), la primul ciclu de 
reutilizare, pe substrat de celuloză pretratată a fost de aproximativ 74% din 

activitatea iniţială, iar când s-a utilizat ca substrat celuloza Avicel netratată, 
activitatea (calculată la 24 ore) a fost de 63% din activitatea iniţială.     
  Celulaza imobilizată a putut fi reutilizată de nouă ori atunci când s-a folosit 
ca substrat celuloza pretratată, respectiv de şase ori atunci când s-a folosit ca 
substrat celuloza netratată. Pentru ambele substraturi folosite la reutilizare, 
activitatea celulazei imobilizate scade după fiecare ciclu, aceasta datorându-se 

scăderii în timp a stabilităţii în soluţie apoasă (studiul stabilităţii operaţionale a 
celulazei imobilizate s-a prezentat la punctul II.4.5).  

Dupǎ a cincea reutilizare, activitatea cataliticǎ a celulazei imobilizate, testat 
pe substrat de celulozǎ netratatǎ a scǎzut la 40% din activitatea inițialǎ. La ciclul 6 

de utilizare a preparatului, activitatea catalitică calculată atunci când s-a folosit ca 

substrat celuloza pretratată a fost de aproximativ 37% din activitatea iniţială, iar 
când s-a folosit celuloza netratată a fost de 13%. La ciclul 9 de utilizare, activitatea 
preparatului celulazic testat pe substrat de celuloză pretratată a fost de aproximativ 
19% din activitatea iniţială. Dinćer ș.a. au observat cǎ activitatea celulazei din 
Aspergillus niger imobilizatǎ polivinilalcool (PVA) a scǎzut la 36% din activitatea 

inițialǎ, dupǎ șase cicluri de reutilizare pe carboximetilcelulozǎ [67]. Li ș.a. au 
raportat cǎ activitatea celulazei imobilizate pe membrane lipozomiale a scǎzut cu 
50% dupǎ cinci reutilizǎri pe celulozǎ insolubilǎ CC31 [66].  

Se preferă ca celulaza imobilizată să se reutilizeze pe substrat de celuloză 
pretratată cu DMSO/[Emim]Ac deoarece se cunosc o serie de avantaje: celuloza 
pretratată prezintă un grad de cristalinitate mai scăzut, astfel se imbunătăţeşte 
accesul enzimei la substrat, creşte numărul de reutilizări ale preparatului celulazic şi 
cantitatea de zaharuri fermentescibile, se reduce timpul de hidroliză, respectiv 
deoarece soluţia de DMSO/[Emim]Ac se poate reutiliza uşor, celuloza a fost 
pretratată cu DMSO/[Emim]Ac recuperată, prin urmare scad costurile economice.   

 
II.5.4. Concluzii 
 

- Dizolvarea celulozei Avicel ȋn soluția de DMSO/[Emim]Ac și regenerarea ei a fost 
beneficǎ pentru reacția de hidrolizǎ enzimaticǎ a celulozei catalizatǎ, atât de celulaza 

nativǎ cât și de celulaza imobilizatǎ, deoarece a determinat creșterea cantitǎtii de 

zaharuri fermentescibile.  Celuloza regeneratǎ prezintǎ un grad de cristalinitate mai 
mic decât celuloza microcristalinǎ, astfel accesul celulazei la substrat a fost 
imbunǎtǎțit.  

- Randamentele de hidrolizǎ calculate pe tot parcursul reacției, au fost mai mici 
pentru reacția catalizatǎ de celulaza imobilizatǎ (50% dupǎ 24 ore de reacție), 
comparativ cu celulaza nativǎ (85% dupǎ 24 ore de reacție). Acest lucru se poate 

justifica prin faptul cǎ dupǎ imobilizare apare fenomenul de difuzie ȋngreunatǎ, cât și 
datoritǎ faptului cǎ preparatul celulazic introdus la hidrolizǎ conține o cantitate mai 
micǎ de proteinǎ decât celulaza nativǎ.  
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- Deși cantitatea de proteinǎ din preparatul celulazic a fost cu 40% mai micǎ decât 

din celulaza nativǎ, dizolvarea celulozei ȋn DMSO/[Emim]Ac și regenerarea ei a 
determinat ȋmbunǎtǎțirea randamentului de hidrolizǎ a celulozei catalizatǎ de 
celulaza imobilizatǎ, diferențele  ȋntre randamentele obținute cu cele douǎ enzime, 
nativǎ și imobilizatǎ, fiind de aproximativ 10%. 

- Celulaza imobilizatǎ a fost capabilǎ sǎ hidrolizeze celuloza din plop. Cantitatea de 

zaharuri eliberată în urma hidrolizei celulozei din plop a crescut pe tot intervalul de 
timp studiat, ȋn cazul ambilor biocatalizatori utilizați ȋn reacție. După 24 ore de 

reacţie, randamentul de hidroliză  obţinut în urma hidrolizei celulozei din plop 
catalizată de celulaza nativă a fost de 70%, iar când s-a folosit celulaza imobilizată a 

fost de aproximativ 50%.  
- Studiile cinetice efectuate au arǎtat cǎ entraparea celulazei în matrici siliconice a 

determinat o scădere a constantei Michaelis-Menten  (Km), ceea ce dovedește o 
afinitate mai ridicată a celulazei imobilizate pentru celuloza Avicel. Creșterea 
rezistenței la transferul de masǎ datorat fenomenului de difuzie ȋngreunatǎ apǎrut 
dupǎ imobilizare a determinat scǎderea vitezei maxime și eficienței catalitice totale a 

celulazei imobilizate.  
- Celulaza imobilizată a fost reutilizată de nouă ori atunci când s-a folosit ca substrat 
celuloza Avicel regeneratǎ, respectiv de şase ori atunci când s-a folosit ca substrat 

celuloza microcristalinǎ Avicel, ȋnsǎ activitatea preparatului a scǎzut după fiecare 

ciclu, aceasta datorându-se scăderii în timp a stabilităţii enzimei în soluţie apoasă. 
Activitatea celulazei imobilizate a fost mai mare, când reutilizarea s-a făcut pe 
substrat de celuloză regeneratǎ, decât în cazul în care reutilizarea s-a realizat pe 

celuloză microcristalinǎ. La a cincea reutilizare pe celulozǎ Avicel microcristalinǎ, 
respectiv la a opta reutilizare pe celulozǎ regeneratǎ, celulaza imobilizatǎ a pierdut 
aproximativ 70% din activitatea inițialǎ. 

- Reutilizarea celulazei imobilizate pe substrat de celuloză regeneratǎ, dupǎ 
dizolvare ȋn DMSO/[Emim]Ac prezintǎ o serie de avantaje: celuloza regeneratǎ 

prezintă un grad de cristalinitate mai scăzut, astfel se imbunătăţeşte accesul 
enzimei la substrat, creşte numărul de reutilizări ale preparatului celulazic, crește 
cantitatea de zaharuri fermentescibile, se reduce timpul de hidroliză, soluţia de 
DMSO/[Emim]Ac se poate reutiliza uşor, celuloza este pretratatǎ cu soluția de 

DMSO/[Emim]Ac recuperată, prin urmare scad costurile economice. 
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III. PARTEA EXPERIMENTALĂ 
 

III.1. Materiale şi echipamente de laborator 
 
Materiale 

 
Pentru realizarea studiilor s-au utilizat următorii reactivi: lemn de plop, 

stejar, salcâm, brad măcinate și uscate, celuloză microcristalinǎ (Macherey Nagel), 

carboximetilcelulază CMC (Fluka), celuloză Avicel PH101 (Fluka), lignină Kraft 
(Sigma-Aldrich), acid acetic glacial (Chimactiv S.R.L Bucureşti), NaOH (Chemapol), 
fenol (Fluka), sulfit de sodiu (Fluka), acid 3,5-dinitrosalicilic DNS (Merck ), glucoză 
(Merck), acetonitril (Promochem), dimetilsulfoxid DMSO (Merck), acid sulfuric 
(Sigma-Aldrich), carbonat de calciu (Loba Feinchemie), glicerină (Merck), reactiv 
Folin-Ciocalteu (Merck), albumină serică BSA (Sigma-Aldrich), sulfat de cupru 

(Reactivul București), carbonat de sodiu (Reactivul București), tartrat dublu de sodiu 
şi potasiu (Merck), celulaza Celluclast 1,5 L CCN 03116 (Novozyme), 
tetrametoxisilan TMOS 98% (Merck), feniltrimetoxisilan 99% (Fluka), 
metiltrimetoxisilan MeTMOS 98% (Merck), N-2-AET-3APrTMOS (Merck), 3APrTMOS 
(Sigma-Aldrich), etanol (Merck), acid clorhidric (Merck), fluorură de sodiu NaF 
(Sigma-Aldrich), 2-propanol (Merck ), hexan (Merck), surfactantul TWEEN 80 
(Spektrum-3D, Ungaria), polietilenglicol PEG 2000 (Fluka), 5(6)- izotiocianat de 
fluoresceinǎ (Fluka), N,N-dimetilformamidǎ (Sigma-Aldrich), tampon fosfat de 

potasiu 0,1 M, pH 7,8.  
Lichidele ionice dimetil-fosfat de 1,3-dimetilimidazoliu ([Mmim]DMP), clorură 

de 1-butil-3 metilimidazoliu ([Bmim]Cl), tetrafluoroborat de 1-butil-3-
metilimidazoliu ([Bmim]BF4) şi trifluoroacetat de 1-etil-3-metilimidazolui 
([Emim]TFA) au fost achiziţionate de la Merck. Lichidele ionice bromură de 

trihexiltetradecil-fosforium ([P14(666)]Br), bis(trifluorometilsulfonil)imide de 
trihexiltetradecil-fosforium ([P14(666)][NTf2]), bis(2,4,4-trimetilpentil)fosfinate de 
trihexiltetradecil-fosforium ([P14(666)][M3PPh]), hexafluoro-fosfat de trihexiltetradecil-
fosforium ([P14(666)]PF6),  triflat de 1-etil-3-metilimidazolium ([Emim][TfO]), toluen-
sulfonat de 1-etil-3-metilimidazolium ([Emim][OTs]), tosilat de 1-etil-3-
metilimidazolium ([Emim][TOS]),  bromură de tetrabutil-fosforium ([Bu4P]Br), 

bromură de 1-etil piridium ([EtPy]Br), hexafluoro-fosfat de  1-butil-3-
metilimidazolium ([Bmim]PF6), hexafluoro-fosfat de 1-hexil-3-metilimidazolium 
([Hmim]PF6) au fost obţinute de la  IoLiTec. Lichidul ionic acetat de 1-etil-3-
metilimidazoliu a fost un cadou primit de la BASF. 
 

Echipamente de laborator 
 

Pentru realizarea experimentelor s-au folosit următoarele echipamente: plite 
electrice termostatate (SCHOTT Instruments, Germania), aparat de titrate (SCHOTT 
Instruments, Germania), centrifugă Boeco U-320R (Germania), tub de centrifugare 
cu filtru Centricon PL-30, spectofotometru UV-VIS Jasco-V-530 (Japonia), rotavapor 
Heidolph Laborota 4000 eficient, cromatograf de lichide HPLC (Jasco), 
spectofotometru FT-IT Prestige 21 (Shimatzu, Japonia), microscop cu fluorescenţă 
Leika True Confocal Scanner (Leika TCS SPE). 
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III.2. Rețete de lucru 

 
III.2.1. Metode de imobilizare a celulazei 

 
Metoda I de imobilizare prin entrapare ȋn sol-gel 

 

Într-o fiolă de sticlă de 4 ml s-au introdus 0,2 ml celulază, 0,8 ml tampon 
acetat de sodiu 0,05 M, pH = 4,8,  200 µl lichid ionic [Emim]BF4, TWEEN 80, 
respectiv PEG M = 20000 (4%), 100 µl soluţie florură de sodiu 1 M şi 200 µl alcool 
izopropilic. Amestecul rezultat s-a menţinut 1 minut pe agitatorul magnetic pentru 

omogenizare, după care s-au introdus precursorii silanici (6 mmoli) la diferite 
rapoarte molare cu menţinerea agitării până la gelifiere. Gelul obţinut a fost păstrat 
în frigider timp de 24 de ore, pentru o polimerizare completă. Gelul întărit a fost 

spălat cu 5 ml tampon acetat de sodiu 0,05 M, pH = 4,8, 7 ml alcool izopropilic, 5 
ml tampon acetat de sodiu, 5 ml alcool izopropilic şi 5 ml n-hexan, după care s-a 
filtrat pe frită. Produsul obţinut s-a uscat la temperatura camerei 24 de ore şi la 
etuva de vid timp de 24 ore. Această metodă este o variantă modificată a metodei 
aplicate de Zacula ș.a. [175]. Tabelul III.1 prezintǎ condițiile de imobilizare și 
cantitǎțile de preparat obținute. 

 
Tabelul III.1. Condiţii de imobilizare a preparatelor cu celulază Celluclast 1,5 L CCN 

03116 obţinute prin metoda I. 
 

Condiții de imobilizare Cantitate de 
preparat 

obţinut (mg) 
Silani precursori Catalizator, aditiv 

MeTMOS:TMOS= 1:1 NaF, [Emim]BF4 491,48 

PhTMOS:TMOS= 1:1 NaF, [Emim]BF4 590,21 

PhTMOS:MeTMOS:TMOS= 1,6:0,4:1 NaF, [Emim]BF4 556,16 

MeTMOS:TMOS= 1:1 NaF, PEG 592,51 

PhTMOS:TMOS= 1:1 NaF, PEG 555,27 

PhTMOS:MeTMOS:TMOS= 1,6:0,4:1 NaF, PEG  486,82 

MeTMOS:TMOS= 1:1 NaF,TWEEN 80 566,96 

PhTMOS:TMOS= 1:1 NaF,TWEEN 80 566,83 

PhTMOS:MeTMOS:TMOS= 1,6:0,4:1 NaF,TWEEN 80 578,81 

 
Metoda II de imobilizare prin entrapare ȋn sol-gel 

 
 Intr-o fiolă de sticlă de 4 ml s-a preparat un SOL prepolimer prin 
amestecarea timp de o oră pe un agitator magnetic a 6 mmoli precursorii silanici în 
diferite rapoarte molare, 0,2 ml apă distilată, 0,5 ml alcool etilic, 30 µl acid 
clorhidric 0,04 M. Peste solul apos obţinut s-a mai introdus sub agitare soluția de 
0,05-0,6 ml  Celluclast 1,5 L/ ml tampon acetat de sodiu 0,05 M, pH = 4,8 şi 50 µl 

soluţie florură de sodiu 1 M, continuând agitarea până când amestecul a gelifiat. 

Gelul obţinut a fost păstrat în frigider timp de 24 de ore, pentru o 
polimerizare completă. Gelul întărit a fost spălat cu 5 ml tampon acetat de sodiu 
0,05 M, pH = 4,8, 7 ml alcool izopropilic, 5 ml tampon acetat de sodiu, 5 ml alcool 
izopropilic şi 5 ml n-hexan, după care s-a filtrat pe frită. Produsul obţinut s-a uscat 
la temperatura camerei 24 de ore şi la etuvǎ de vid timp de 24 ore. Această metodă 

este o variantă modificată a metodei aplicate de Kawakami ș.a. [176]. Tabelul III.2 
prezintǎ condițiile de imobilizare și cantitǎțile de preparat obținute. 

BUPT



134 Partea experimentală - III 

 
Tabelul III.2. Condiţii de imobilizare a preparatelor cu celulază Celluclast 1,5 L CCN 

03116 obținute prin metoda II 

 

Condiții de imobilizare 

Cantitate de 
preparat obţinut 

(mg) 

Cantitate de 
celulază 

introdusă 
(ml) 

Silani precursori 
Catalizator

, aditiv 

0,2 TMOS 

HCl  
EtOH 
 NaF 

490,1 

0,2 MeTMOS:TMOS= 1:1 491,87 

0,2 MeTMOS:TMOS= 2:1 540,09 

0,05 MeTMOS:TMOS= 3:1 510,32 

0,1 MeTMOS:TMOS= 3:1 523,09 

0,2 MeTMOS:TMOS= 3:1 520,25 

0,3 MeTMOS:TMOS= 3:1 500,05 

0,4 MeTMOS:TMOS= 3:1 517,03 

0,5 MeTMOS:TMOS= 3:1 501,34 

0,6 MeTMOS:TMOS= 3:1 520,57 

0,2 MeTMOS:TMOS= 4:1 538,09 

0,2 MeTMOS:TMOS= 5:1 560,21 

0,2 N-2-AET-3APrTMOS:TMOS=1:1 520,01 

0,2 N-2-AET-3APrTMOS:TMOS=2:1 500,32 

0,2 3APrTMOS:TMOS=1:1 498,43 

0,2 3APrTMOS:TMOS=2:1 501,04 

0,2 3APrTMOS:MeTMOS=1:1 487,98 

0,2 3APrTMOS:MeTMOS=2:1 498,21 

 
III.2.2. Metode de pretratare a biomasei lignocelulozice 

 
III.2.2.1. Pretratamentul biomasei lignocelulozice cu acid sulfuric 

diluat 
 

Într-un flacon s-au adǎugat 100 mg/ml rumeguş și H2SO4 0,82%, s-a închis 

ermetic şi s-a introdus timp de 30 minute într-o ȋncintă termostatată la 1500C. Proba 
s-a filtrat iar rumegușul pretratat s-a spalat cu apă distilatǎ, după care s-a uscat 

timp de 6 ore la 800C. Conţinutul total de zahar din filtratul obţinut după 
pretratament s-a determinat prin metoda spectofotometrică cu DNS după ce s-a 

neutralizat acidul cu CaCO3 până la pH=5 sau 6. Această metodă este o variantă 
modificată a metodei aplicate de Bower ș.a. [177]. Tabelul III.3 prezintǎ cantitǎțile 
de rumeguș obținute dupǎ pretratamentul acid. 

 
Tabelul III.3. Cantitǎțile de biomasǎ pretratatǎ cu acid sulfuric diluat 

 

Tip 
Biomasǎa 

Biomasǎ 
pretratatǎ (mg) 

BRAD 211,62 

SALCÂM 215,22 

STEJAR 249,21 

PLOP 241,91 

                        a cantitatea de rumeguș introdusǎ a fost de 300 mg 
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III.2.2.2. Pretratarea biomasei lignocelulozice cu glicerinǎ 

 
În flacoane de 5 ml închise etanş s-a introdus 100 mg rumeguş măcinat şi 

uscat  peste care se adaugă 2 ml de glicerinǎ purǎ sau rezidualǎ. Glicerina rezidualǎ 
este produsul rezultat de la fabricarea biodiselului ȋn laborator, ȋn urma reacției 

dintre ulei de floarea soarelui, metanol și 0,5 % catalizator hidroxid de sodiu [158]. 
Probele se agită timp de 24 de ore la temperatura de 1300C. Dupǎ rǎcire probele se 

centrifughează timp de 5 minute la 6.000 rpm, iar din supernatant se ia 0,1 g 
pentru determinarea cantităţii de lignină dizolvata ȋn glicerinǎ. Amestecul s-a încǎlzit 

la 500C dupǎ care s-a adǎugat 4 ml apǎ distilatǎ şi se agitǎ în continuare timp de 3 

ore. În continuare probele s-au filtrat iar biomasa pretratată este spălată cu apǎ 
distilatǎ în exces pentru ȋndepǎrtarea glicerinei, uscată la temperatura camerei şi 
cântărită pentru a determina cantitatea de rumeguş pretratat. Aceastǎ metodǎ este 

o versiune modificatǎ dupǎ metoda utilizatǎ de Guragain ș.a. [97]. 
Tabelul III.4 prezintǎ cantitǎțile de rumeguș obținute dupǎ pretratamentul 

cu glicerinǎ. 

 
Tabelul III.4. Cantitǎțile de biomasǎ obținute dupǎ pretratarea a 100 mg rumeguș 

cu glicerinǎ 

 

Tip 
biomasǎ 

Biomasǎ pretratatǎ (mg) 

Glicerinǎ purǎ Glicerinǎ rezidualǎ 

BRAD 87,21 91,87 

SALCÂM 90,04 93,81 

STEJAR 91,21 92,91 

PLOP 92,04 95,89 

 

 
III.2.2.3. Pretratarea biomasei lignocelulozice cu lichide ionice 
 
În flacoane de 5 ml închise etanş se introduce 100 mg rumeguş măcinat şi 

uscat  peste care se adaugă 2 ml de lichid ionic, după care se purjează argon. 
Probele se agită timp de 24 de ore la temperatura de 900C. Lichidele ionice folosite 
la pretratamentul rumeguşului au fost: tetrafluoroborat de 1-etil-3-metilimidazoliu 
[Emim]BF4, hexafluorofosfat de 1-butil-3-metilimidazoliu [Bmim]PF6, acetat de 1-
etil-3-metilimidazoliu [Emim]Ac şi trifluoroacetat de 1-etil-3-metilimidazoliu 
[Emim]TFA. Probele se centrifughează timp de 15 minute la 6.000 rpm, iar din 
supernatant se ia 0,1 g pentru determinarea cantităţii de lignină dizolvatǎ ȋn lichid 

ionic. În continuare s-a adăugat treptat 20 ml apa distilată, agitându-se continuu,  
pentru a precipita celuloza dizolvată ȋn lichid ionic şi s-a filtrat pentru recuperarea 

biomasei pretratate. Biomasa pretratată este spălată cu 6 ml etanol, uscată la 800C 
şi cântărită pentru a determina cantitatea de rumeguş pretratat. Aceastǎ metodǎ 

este o versiune modificatǎ dupǎ metoda utilizatǎ de Lee ș.a. [129]. 
Tabelul III.5 prezintǎ cantitǎțile de rumeguș obținute dupǎ pretratamentul 

lichide ionice. 
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Tabelul III.5. Cantitǎțile de biomasǎ obținute dupǎ pretratarea a 100 mg rumeguș 

cu lichide ionice 
 

Tip 
biomasǎ 

Biomasǎ pretratatǎ (mg) 

[Emim]Ac [Emim]TFA [Bmim]BF4 [Bmim]PF6 

BRAD 90,91 92,24 93,96 95,43 

SALCÂM 81,94 84,21 97,91 90,23 

STEJAR 89,01 91,21 89,32 94,09 

PLOP 91,37 92,04 90,98 95,01 

 
III.2.2.4. Pretratarea biomasei lignocelulozice cu metoda combinatǎ 

acid sulfuric diluat/lichid ionic 
 
Pretratarea biomasei lignocelulozice cu acid sulfuric s-a realizat conform 

punctului III.3.2.1. 

Din biomasa pretratată cu acid sulfuric diluat (vezi Tabelul III.3) se 
cântăresc 100 mg rumeguș peste care se adaugă 2 ml de lichid ionic acetat de 1-
etil-3-metilimidazoliu [Emim]Ac. Probele se agită timp de 24 de ore la temperatura 
de 900C. În continuare s-a adăugat treptat 20 ml apa distilată, agitându-se 
continuu,  pentru a precipita celuloza dizolvată in lichid ionic şi s-a filtrat pentru 
recuperarea biomasei pretratate. Biomasa pretratată este spălată cu 6 ml etanol, 

uscată la 800C şi cântărită pentru a determina cantitatea de rumeguş pretratat. 
Tabelul III.6 prezintǎ cantitǎțile de rumeguș obținute dupǎ pretratamentul cu acid 

lichid ionic. 
 
Tabelul III.6. Cantitǎțile de biomasǎ obținute dupǎ pretratarea a 100 mg rumeguș 

cu metoda combinată acid sulfuric diluat/lichid ionic 
 

Tip 
Biomasǎ 

Biomasǎ 
pretratatǎ (mg) 

BRAD 91,21 

SALCAM 86,44 

STEJAR 86,01 

PLOP 92,17 

 
III.2.2.5. Pretratarea biomasei lignocelulozice cu metoda combinatǎ 

cu glicerinǎ/lichid ionic 

 
Pretratarea biomasei lignocelulozice cu glicerină pură s-a realizat conform 

punctului III.3.2.2. 
Peste biomasa pretratată cu glicerină se adaugă 2 ml de lichid ionic acetat 

de 1-etil-3-metilimidazoliu [Emim]Ac. Probele se agită timp de 24 de ore la 
temperatura de 900C. În continuare s-a adăugat treptat 20 ml apa distilată, 

agitându-se continuu,  pentru a precipita celuloza dizolvată in lichid ionic şi s-a 
filtrat pentru recuperarea biomasei pretratate. Biomasa pretratată este spălată cu 6 
ml etanol, uscată la 800C şi cântărită pentru a determina cantitatea de rumeguş 
pretratat. Tabelul III.7 prezintǎ cantitǎțile de rumeguș obținute dupǎ pretratamentul 

cu glicerină lichid ionic. 
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Tabelul III.7. Cantitǎțile de biomasǎ pretratatǎ prin metoda combinată cu glicerină 

lichid ionic 
 

Tip 
biomasǎ 

Biomasǎ pretratatǎ 

cu glicerină (mg) 

Biomasǎ pretratatǎ cu 

glicerină lichid ionic 
(mg) 

BRAD 88,81 82,24 

SALCAM 89,94 78,93 

STEJAR 93,21 86,09 

PLOP 95,04 89,01 

 

III.2.3. Hidroliza enzimatică a biomasei pretratate şi netratate 
 

Într-un reactor de sticlă cu capacitatea de 50 cm3, termostatat la 400C şi cu 
agitare magnetică, s-au introdus 10 mg/ml biomasă pretratată ȋn  tampon acetat de 
sodiu de pH=4,8 și 5 µl/ml celulază Celluclast 1.5L nativǎ. Momentul adăugării 

enzimei a fost considerat momentul zero al reacţiei. Evoluţia reacţiei de hidroliză a 
fost urmărită în timp, prin prelevare de probe la intervale stabilite, acestea fiind 
centrifugate, din supernatant determinându-se cantitatea de zaharuri totale 

(exprimate ca glucoză), prin metoda spectrofotometrică cu acid 3,5-dinitrosalicilic. 
 

III.2.4. Dizolvarea biomasei lignocelulozice ȋn DMSO/[Emim]Ac  

 
  Peste 100 mg de plop pretratat cu acid sulfuric diluat și 100 mg amestec 
standard (80% celuloză și 20% lignină kraft) s-a adăugat 4 ml DMSO/[EMIM]Ac 
raport 50:50 (%, vol). Probele s-au ȋncălzit și s-au agitat la 900C timp de 6 ore. 
După separarea reziduului prin filtrare, ȋn soluția care conține celuloza și lignina 

dizolvatǎ, DMSO și lichid ionic s-a adǎugat 30 ml apǎ distilatǎ pentru regenerarea 

celulozei. Pentru o mai bunǎ precipitare amestecul s-a agitat timp de 2 ore la 100C. 

Reziduul nedizolvat care conţine celuloza, hemiceluloza sau lignina nedizolvată s-a 
spălat bine cu apă distilată și s-a uscat. Celuloza precipitată s-a separat prin filtrare, 
s-a spǎlat cu apă, după care pentru indepǎrtarea urmelor de ligninǎ s-a albit timp de 
8 ore la 500C cu soluție de NaOH 0,1 N. Celuloza regeneratǎ a fost caracterizatǎ prin 

tehnica FT-IR. Celuloza regenerată a fost hidrolizată enzimatic utilizând celulaza 
Celluclast 1.5L nativǎ și imobilizatǎ prin metoda II cu silanii MeTMOS/TMOS ȋn raport 

3:1.  
Lignina dizolvată ȋn lichid ionic s-a recuperat prin adăugarea de apǎ ȋn exces, şi 

ţinută la frigider timp de 48 ore, după care aceasta a fost separată prin filtrare. 
Lignina obţinută a fost bine spălată, uscată și caracterizată prin tehnica FT-IR.  
Dizolvarea și regenerarea celulozei și ligninei este descrisă ȋn Figura III.1. 

 
  

BUPT



138 Partea experimentală - III 

 

 
 

Figura III.1. Procesul de dizolvare și regenerare a celulozei și ligninei 

 

III.2.5. Recuperarea soluției de DMSO/[EMIM]Ac 
 
După regenerarea celulozei și ligninei dizolvate ȋn DMSO/lichid ionic, soluţia 

conţine: lichid ionic, DMSO, apă, lignină neprecipitatǎ. Soluția DMSO/[EMIM]Ac a 
fost repede recuperatǎ după evaporarea apei. DMSO/[EMIM]Ac recuperat s-a 

reutilizat ȋntr-un nou ciclu al procesului. 

 
III.2.6. Hidroliza enzimatică a celulozei 
 

Într-un reactor de sticlă cu capacitatea de 50 cm3, termostatat la 500C şi cu 
agitare magnetică, s-au introdus 5 mg/ml, respectiv 10 mg/ml celuloză ȋn  tampon 
acetat de sodiu de pH=4,8 și 5 µl/ml celulază Celluclast 1.5L nativǎ sau 10 mg/ml 
celulazǎ imobilizatǎ. Volumul total al reacției a fost menținut la 10 ml. Momentul 

adăugării enzimei a fost considerat momentul zero al reacţiei. Evoluţia reacţiei de 
hidroliză a fost urmărită în timp, prin prelevare de probe la intervale stabilite, 

acestea fiind centrifugate, din supernatant determinându-se cantitatea de zaharuri 
totale (exprimate ca glucoză), prin metoda spectrofotometrică cu acid 3,5-
dinitrosalicilic. Cantitatea de glucoză eliberată după 24 ore de reacţie a fost 
analizată și prin cromatografia de lichide. 
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III.2.7. Reutilizarea celulazei imobilizate 

 
Pentru a reutiliza celulaza entrapată ȋn sol-gel, 10 mg/ml preparat enzimatic 

s-a adăugat peste soluţie 5 mg/ml celulozǎ Avicel PH101 regeneratǎ din soluția 
DMSO/[Emim]Ac (pretratatǎ) sau celulozǎ microcristalinǎ Avicel (netratatǎ), ȋn 

tampon acetat de sodiu pH 4,8.  Reacţia de hidroliză s-a menţinut la 500C, iar 
volumul total de reacţie a fost menţinut la 10 ml. După hidroliza completă a 
celulozei, celulaza imobilizată s-a separat de soluţia apoasă prin decantare, s-a
spălat cu tampon acetat de sodiu după care s-a adăugat 5 mg/ml substrat. După 8 
ore (atunci când s-a folosit ca substrat celuloza pretratată), respectiv 24 ore de 

hidroliză (atunci când s-a folosit ca substrat celuloza netratată) preparatul enzimatic 

s-a separat din nou prin decantare, s-a spălat, după care s-a completat cu celuloză 
până la atingerea concentraţiei de 5 mg/ml. Pentru fiecare reacţie volumul total a 
fost menţinut la 10 ml.  

 
III.3. Metode de analiză 

 
III.3.1. Metoda Lowry de determinare a proteinelor  

 
Principiul metodei 
 

 Dozarea proteinelor (domeniu 25-500 µg) se bazează pe formarea unui 
complex cupric în urma reacţiei proteinei cu un reactiv alcalin de cupru (reacţia 
biuretului) şi pe reducerea fosfomolibdaţilor şi fosfoframaţilor din reactivul Folin-

Ciocâlteu de către compuşii fenolici din proteină (în special tirozina) [178].  
 

Etalonarea soluţiei de BSA prin metoda Lowry 
 
Reactivi şi soluţii 
 
▪ Reactiv Folin-Ciocâlteu. Înainte de întrebuinţare se diluează o parte 

reactiv şi două parţi apă distilată;  
▪ Soluţie alcalină A. Se dizolvă 4 g NaOH, 10 g Na2CO3 şi 0,2 g tartrat 

dublu de sodiu şi potasiu în apă distilată şi se aduce la 1000 ml în balon 
cotat; 

▪ Soluţie B. Soluţie CuSO4 0,5%; 
▪ Reactiv alcalin de cupru. Se prepară înainte de folosire amestecând 50 

ml soluţie alcalină A cu 1 ml soluţie B; 

▪ Soluţie etalon de albumină serică de bovină (BSA) în apă distilată (1 
mg/ml). 

 
Mod de lucru 

 
 S-au luat cote parte din soluţia etalon de BSA şi s-au introdus în 10 

eprubete completând cu apă distilată la 0,2 ml. S-a adaugat în ordine 5 ml reactiv 
alcalin de cupru şi 0,5 ml reactiv Folin-Ciocâlteu. Probele astfel obţinute s-au lăsat la 
temperatura camerei 30 minute, apoi s-a citit extincţia la lungimea de undă de 660 
nm faţă de un martor obţinut în aceleaşi condiţii, dar cu înlocuirea soluţiei de BSA cu 
apă distilată. Pentru siguranţa determinării s-au făcut două probe în paralel. 
Rezultatele s-au trecut în tabelul III.8 de mai jos.
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Tabelul III.8.  Etalonarea soluţiei de BSA prin metoda Lowry 
 

Nr. crt. 
Soluţia 
de  BSA 

(ml) 

Apǎ distilată 

(ml) 
Extincţie 

Cantitate 
proteinǎ 

(mg) 

1(martor) - 0,20 - 0,00 

2. 0,02 0,18 0,0496 0,02 

3. 0,04 0,16 0,0957 0,04 

4. 0,06 0,14 0,1442 0,06 

5. 0,08 0,12 0,2022 0,08 

6. 0,10 0,10 0,2538 0,10 

7. 0,12 0,08 0,2838 0,12 

8. 0,14 0,06 0,3342 0,14 

9. 0,16 0,04 0,3562 0,16 

10. 0,18 0,02 0,4349 0,18 

11. 0,20 - 0,4169 0,20 

 
S-a făcut reprezentarea grafică a extincţiei în funcţie de cantitatea de 

proteină. Această reprezentare este de forma unei drepte cu ecuaţia: 
 

E = b  CP 

unde:  

E este extincţie 

b este panta dreptei 
CP este cantitate de proteină, (mg)   
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Figura III.2. Caracteristica de etalonare a soluţiei de BSA prin metoda Lowry 
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Determinarea conţinutului în proteine dintr-o probă necunoscută 

 
Mod de lucru 

 
Într-o eprubetă s-au introdus 0,2 ml probă, 0,2 ml apă distilată, 5 ml reactiv 

alcalin de cupru şi 0,5 ml reactiv Folin-Ciocâlteu. S-a lasat la temperatura camerei 

30 minute, apoi s-a citit extincţia la 660 nm faţă de un martor obţinut în aceleaşi 
condiţii, dar cu înlocuirea probei cu apă distilată. Pentru siguranţa determinării s-au 
făcut două probe în paralel. 
 

Conţinutul de proteine din probă s-a determinat cu relaţia:  
 

(mg/ml) F 5E
2,21318

1
C   

unde: 

 5 este diluţia probei la 1 ml 
 F este factorul de diluţie al soluţiei enzimatice 
 

Calculul cantităţii de proteină imobilizată 
 
Cantitatea de proteină imobilizată se calculează cu formula: 
 

(mg)VCVCC filtratfiaimobilizatProteina   

Unde: 

         -Ci este cantitatea de proteină din enzima nativă (mg/ml) 
         -Cf este cantitatea de proteină din filtratul obţinut la spălarea preparatului 
enzimatic (mg/ml) 

         -V este volumul de enzimă introdus la imobilizare (ml) 
         - Vfiltrat este volumul de filtrat (ml) 
 
 

Determinarea randamentului de imobilizare 
  
Randamentul de imobilizare se calculează cu formula: 

 

(%)100
VC

C
η

i

aimobilizatProteina

eimobilizar 


  

 
Unde: 

         -CProteina imobilizata este cantitatea de proteină imobilizată (mg) 
         -Ci este cantitatea de proteină din enzima nativă (mg/ml) 
         -V este volumul de enzimă introdus la imobilizare (ml) 
 

II.3.2. Determinarea activităţii celulazice cu acid 3,5-dinitro-salicilic 
 
Pentru caracterizarea celulazelor utilizate la hidroliza enzimatică, s-a 

determinat activitatea celulazică pe substrat de carboximetilceluloză (CMC) și 
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celuloză microcristalină de la Macherey Nagel, utilizând metoda cu acid acid 3,5-

dinitro-salicilic (DNS) [179]. 
 

Prepararea reactivilor necesari 
 

a. Soluţie tampon acetat de sodiu  0,05 M, pH 4,8 
 

La 900 ml apă distilată se adaugă 2,85 ml acid acetic glacial. În timpul 
agitării magnetice se adaugă NaOH 50% până la pH 4,8. Se aduce la un volum total 
de 1 litru  cu apă distilată.   

 
b. Soluţie substrat CMC 2% 
 
La 100 ml soluţie tampon acetat de sodiu se adaugă 2 g CMC. Se agită 

pentru o amestecare perfectă şi se menţine la 4°C cel puţin 1 oră înainte de 
utilizare. Soluţia este stabilă 3 zile la 4°C.  

 
c. Celuloză microcristalină 2% 
 

d. Soluţie de acid 3,5-dinitrosalicilic (DNS)  
 

Intr-un balon cotat de 100 ml se introduce 1,0 g DNS, 200 mg fenol, 50 mg 
sulfit de sodiu şi se aduce la semn cu NaOH 1%. Soluţia de acid 3,5-dinitrosalicilic 
se păstrează maxim o săptămână la 40C, putându-se reîmprospăta după 3 zile prin 
adăugare de sulfit de sodiu. 
 

d. Soluţia de celulază 

 
Se lucrează cu soluţiile de celulaze achiziţionate (celulaza Celluclast 1.5L) 
 
e. Celulază imobilizată 
 

                   Determinarea activităţii celulazei native Celluclast 1,5 L  
 

Mod de lucru 
 

Modul de lucru schematic este prezentat în Tabelul III.9. Se pipetează în 
eprubeta cu probă 5 µl/ml celulază Celluclast 1.5L ȋn 0,5 ml tampon acetat de sodiu 

pH 4,8, 0,05M şi se incubează 2 minute la 500C, după care se pipetează 0,5 ml 
soluţie substrat CMC atât în eprubeta cu probă cât şi în celelalte eprubete. Se 

incubează proba 30 minute la 500C, după care se adaugă 0,5 ml soluţie de celulază 
în eprubeta cu martorul. 
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Tabelul III.9. Mod de lucru schematic al determinării activităţii celulazei 
 

 
Reactivi 

 
Proba 

 
Martor 

Celulază nativǎ (µl/ml) 5 - 

Tampon acetat de sodiu pH 4,8, 0,05M 0,5 0,5 

Incubare 2 minute la 500C 

Soluţie substrat 2% 0,5 0,5 

Incubare 30 minute la 500C 

Celulază nativǎ (µl/ml) - 5 

 
Determinarea cantităţii de glucoză eliberate în timpul reacţiei s-a calculat 

conform secţiunii III.4.4. 
În două eprubete s-au pipetat: 
Probă: 

0,4 ml probă 
0,4 ml H2O 

  1,2 ml soluţie DNS  
Blanc: 
 0,4 ml tampon acetat de sodiu de pH = 4,8  

0,4 ml H2O 
 1,2 ml soluţie DNS  

S-au fiert ambele eprubete 15 minute pe baia de apă după care s-au răcit 

timp de 15 minute şi s-a citit extincţia probei faţă de martor la λ = 575 nm. 
Toate probele se fac în duplicat. Dacă diferenţa dintre valorile citite ale 

extincţiilor este mai mică decât 3% se face media rezultatelor obţinute, dacă este 

mai mare se repetă analiza. 
Cantitatea de glucoză eliberată din probă se calculează cu formula: 

 

glucoza] [mgprobadilutia
1,54896

)E(E
C MP

G 


  

 

Activitatea celulazei se calculează în raport cu glucoza eliberată prin hidroliza 
substratului şi se exprimă în unităţi. O unitate reprezintă cantitatea de enzimă aflată 
într-un ml soluţie de enzimă care pune în libertate 1 mol zaharuri reducătoare 

(exprimate ca glucoză) într-un minut, la 500C şi pH 4,8. Cantitatea de glucoză 
eliberată se calculează (în mg) pe baza etalonării.  

Formula de calcul a activităţii este: 
 

]enzima[U/mldilutia
300,5180

1000eliberatăglucozămg
ACMC 




  

 
Determinarea activităţii celulazei imobilizate  

 
Mod de lucru 

 
Modul de lucru schematic este prezentat în Tabelul III.10 Se introduce în 

eprubeta cu probă 50 mg celulază imobilizată, 0,5 ml tampon acetat de Na pH=4,8, 
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se incubează 2 minute la 500C, după care se adaugă și 0,5 ml soluţie substrat (CMC) 

atât în eprubeta cu probă cât şi în martor şi se incubează 30 minute la 500C, după 
care se adaugă 50 mg celulază imobilizată în eprubeta cu martorul. 

 
Tabelul III.10. Mod de lucru schematic al determinării activităţii celulazei 
 

 
Reactivi 

 
Proba 

 
Martor 

 Celulază imobilizată (mg) 50 - 

Soluţie tampon acetat de pH = 4,8 0,5 0,5 

Incubare 2 minute la 500C 

Soluţie substrat 2% 0,5 0,5  

Incubare 30 minute la 500C 

Celulază imobilizată (mg) - 50 

 
Determinarea cantităţii de glucoză eliberate în timpul reacţiei s-a calculat 

conform secţiunii III.4.4.  
În două eprubete s-au pipetat: 
Probă: 

0,4 ml probă 

0,4 ml H2O 
  1,2 ml soluţie DNS  
Blanc: 
 0,4 ml tampon acetat de pH = 4,8  

0,4 ml H2O 
 1,2 ml soluţie DNS  

S-au fiert ambele eprubete 15 minute pe baia de apă după care s-au răcit 

timp de 15 minute şi s-a citit extincţia probei faţă de martor la λ = 575 nm. 
Toate probele se fac în duplicat. Dacă diferenţa dintre valorile citite ale 

extincţiilor este mai mică decât 3% se face media rezultatelor obţinute, dacă este 
mai mare se repetă analiza. 

Cantitatea de glucoză eliberată din probă se calculează cu formula: 
 

glucoza] [mgprobadilutia
1,54896

)E(E
C MP

G 


  

 

Activitatea celulazei se calculează în raport cu glucoza eliberată prin hidroliza 
substratului şi se exprimă în unităţi. O unitate reprezintă cantitatea de enzimă aflată 
într-un mg enzimă imobilizată care pune în libertate 1 mol zaharuri reducătoare 

(exprimate ca glucoză) într-un minut, la 50°C şi pH 4,8. Cantitatea de glucoză 
eliberată se calculează (în mg) pe baza etalonării.  

Formula de calcul a activităţii este: 
 

preparat] [U/mg
3050180

1000eliberatăglucozămg
ACMC




  
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Randamentul de regăsire a activităţii enzimatice la 30 minute este: 
 

ηregăsire a activităţii % = 100
vA

mA

liberă enz.

imob. enz.





 

 
unde   m  este cantitatea enzimei obţinută după imobilizare (mg) 

           v  este volumul enzimei supusă imobilizării (ml) 
           Aenz.imob.  este activitatea enzimei imobilizate (U/mg) 

                       Aenz.libere  este activitatea enzimei libere introduse la    

imobilizare(U/ml) 
 

Determinarea activităţii celulazei în prezenţa lichidelor ionice 
 

Pentru determinarea activităţii celulazei în prezenţa lichidului ionic diferite 
cantităţi de lichid ionic (ȋncălzit la 500C ȋnainte de a adăuga enzima) au fost 
introduse ȋn reacţia de hidroliză enzimatică a celulozei microcristaline de la 
Macherey Nagel. Peste 2% celuloză ȋn tampon acetat de sodiu, 0,05M pH 4,8 s-a 

adăugat 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% lichid ionic. Probele s-au ȋncălzit la 

500C după care s-a adăugat 5 µl/ml celulază nativă Celluclast 1.5L, respectiv 50 
mg/ml celulază imobilizată (Metoda II, silanii precursori MeTMOS:TMOS ȋn raport 

molar 3:1). In paralel s-au efectuat probe martor care conţin aceleași cantităţi de 

substrat şi lichid ionic. Activitatea celulazică s-a determinat prin măsurarea cantităţii 
de glucoză eliberată ȋn urma reacţiei după 30 minute de reacţie. Cantitatea de 

glucoză s-a calculat prin diferenţa extincţiilor probei și martorului, formula de calcul 

fiind prezentată mai sus. 
  
  III.3.3. Determinarea conţinutului total de lignină şi hidraţi de 

carbon din biomasă 
 

Prepararea reactivilor necesari 
 

 Rumeguș uscat și măcinat : rumegușul s-a uscat la etuvă la 1000C până la 
greutate constantă. 

 Acid sulfuric 72% 

 
Hidroliza acidă 

 
Mod de lucru 

 
a)  12 creuzete de filtrare s-au introdus într-un cuptor la temperatura de 

2000C timp de 18 ore, după care acestea s-au introdus într-un exicator pentru 
răcire, timp de o oră, iar mai apoi s-au cântărit cu o precizie de 0,1 mg.  

b)  Într-o eprubetă s-au introdus 300 mg rumeguş brut (uscat şi măcinat în 
prealabil într-o moară cu bile) şi 3 ml H2SO4 72%. Amestecarea completă a probei 
s-a realizat cu ajutorul unei baghete timp de un minut, după care s-a incubat o oră 
la 300C, agitând proba din 10 în 10 minute cu ajutorul unei baghete fără a înlătura 
eprubeta din baia de apă. Agitarea este esenţială pentru a asigura un contact bun 

între acid şi particule precum şi pentru o hidroliză uniformă.  Conţinutul s-a introdus 
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într-un flacon de 300 ml şi s-a adăugat 84 ml apă distilată. Flaconul s-a închis 

ermetic şi s-a introdus timp de o oră într-o incintă termostatată la 1200C [180]. 
 

Determinarea ligninei insolubile în acid  
 

Mod de lucru 
 

Soluţiile hidrolizate în cuptor la 1200C s-au filtrat la vid utilizând creuzetele 
de filtrare cântărite anterior. Din filtratul rezultat s-a luat 50 mL şi s-a introdus într-
un flacon de sticlă pentru determinarea ligninei solubile în acid şi a carbohidraţilor. 

Solidele s-au spălat apoi cu 25 mL apă distilată. Creuzetele şi reziduul insolubil în 
acid rezultat s-au introdus apoi într-o incintă termostatată la 1050C pentru uscare 
timp de 4 zile, după care  s-au transferat într-un exicator pentru răcire şi s-au 
cântărit cu o precizie de 0,1 mg. S-au introdus din nou în cuptor la 5750C timp de 

24 de ore, după care s-au răcit în exicator timp de o oră şi s-au cântărit [180].  
Cantitatea de lignină insolubilă în acid se calculează cu relaţia: 
 

   
100

300

  m - m - m - m
  %AIL creuzetcenusacreuzetcreuzetreziduucreuzet    

unde:  

300 mg fiind cantitatea de rumeguş supusă hidrolizei 
 

Determinarea ligninei solubile în acid  
 

Mod de lucru 

 
S-a citit absorbanţa probelor de soluţie hidrolizată la λ=280 nm faţă de apă 

distilată, utilizând un spectrofotometru UV-VIS (Jasco-V-530). Unde a fost cazul, 
probele s-au diluat cu apă distilată pentru a aduce absorbanţa în domeniul 0,7-1 şi 
s-a notat diluţia [180]. 
 
Cantitatea de lignină solubilă în acid se calculează cu relaţia: 
 

300  ε

dilutia  V E
  %ASL

filtrat probă




  

unde: 

300 mg fiind cantitatea de rumeguş supusă hidrolizei 
Ɛplop= 25 L/g·cm 
Ɛstejar= 25 L/g·cm 
Ɛbrad= 12 L/g·cm 

Ɛsalcâm= 12 L/g·cm 

 
Conţinutul total de lignină al probelor se calculează cu relaţia: 
 

%ASL  %AIL   totalăLignină %   
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Determinarea continutului de ligninǎ solubilă ȋn lichid ionic și 

glicerinǎ 

 
Reactivi necesari 

 
a. Solutie NaOH 0,1 N 
b. Soluţii standard de lignina Kraft 

 
Prepararea soluţiilor standard de ligninǎ 

 

Se prepară o soluţie de lignină 1,0 mg/ml solutie NaOH 0,1 N. Din această 
soluţie se iau câte 1 ml peste care se adaugă soluţie NaOH 0,1 N. Modul de lucru 
schematic este prezentat în Tabelul III.11. 

 
Tabelul  III.11. Prepararea soluţiilor standard de lignină 

 

Soluţie Lignină 
(ml) 

Soluţie NaOH  
0,1 N(ml) 

Diluţie Concentraţie 
(mg/ml) 

1,0 49 1 :50 0,02 

1,0 32,3 1 :33,3 0,03 

1,0 19 1 :20 0,05 

1,0 15,67 1 :16,67 0,06 

1,0 13,28 1 :14,28 0,07 

 
Standardele de lignină se spectrofotometrează la 280 nm, citirea făcîndu-se 

faţă de blanc ( ce contine soluţie NaOH 0,1 N). Toate probele se fac în duplicat. 
Dacă diferenţa dintre valorile citite ale extincţiilor este mai mică decât 3% se face 

media rezultatelor obţinute, dacă este mai mare se repetă analiza. 
Se face reprezentarea grafică a extincţiei standardelor de lignină în funcţie 

de cantitatea de lignină. Această reprezentare (Figura III.3.) este de forma unei 

drepte având ecuaţia: 

LCbaE   

unde: 

 E este extincţia 
 CL este cantitatea de lignină, mg/ml 
 a este ordonata la origine 

b este panta dreptei 
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Y=(-0.08212)+21.68953X

R=0.97928

 
Figura  III.3. Etalonare standarde de lignină 

 
Determinarea cantitǎţii de ligninǎ solubilǎ 

 
Dupǎ centrifugarea probelor,  din supernatant se ia 0,1 g pentru 

determinarea cantităţii de lignină dizolvata in lichid ionic, glicerinǎ sau 
dimetilsulfoxid/lichid ionic peste care se adaugǎ 0,9 g soluţie NaOH 0,1 N. Cuvele se 

spectrofotometrează la 280 nm, citirea făcîndu-se faţă de blanc (contine 0,9 g 
soluţie NaOH 0,1 N, 0,1 g lichid ionic, glicerinǎ, respectiv DMSO/[Emim]Ac).  

Toate probele se fac în duplicat. Dacă diferenţa dintre valorile citite ale 
extincţiilor este mai mică decât 3% se face media rezultatelor obţinute, dacă este 

mai mare se repetă analiza. Această metodă este o variantă modificată a metodei 
aplicate de Sun ș.a. [125]. 

 
Cantitatea de ligninǎ solubilǎ se calculeazǎ cu formula : 

 

lignina] [mgVdilutia
21,68953

0,08212)(E
C P

Lignina 


  

unde: 
         V este volumul total de reacţie 
 

III.3.4. Determinarea conţinutului de hidraţi de carbon  
 

Determinarea conținutului de hidrați de carbon cu acid 3,5-

dinitrosalicilic 
 

Reactivi necesari 
 

a. Soluţie tampon acetat de sodiu  0,05 M, pH 4,8 
 

La 900 ml apă distilată se adaugă 2,85 ml acid acetic glacial. În timpul 
agitării magnetice se adaugă NaOH 50% până la pH 4,8. Se aduce la un volum total 
de 1 litru  cu apă distilată.   
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b. Soluţie de acid 3,5-dinidtrosalicilic (DNS)  

 
Intr-un balon cotat de 100 ml se introduce 1,0 g DNS, 200 mg fenol, 50 mg 

sulfit de sodiu şi se aduce la semn cu NaOH 1%. Soluţia de acid 3,5-dinitrosalicilic 
se pastrează maxim o săptămână la 40C, putându-se reîmprospăta după 3 zile prin 
adăugare de sulfit de sodiu. 

 
e. Soluţii standard de glucoză  
 

Prepararea soluţiilor standard de glucoză  

 
Se prepară o soluţie de glucoză 5,0 mg/ml tampon acetat 0,05 M, pH 4,8. 

Din această soluţie se iau câte 1 ml peste care se adaugă soluţie tampon acetat 

0,05 M, pH 4,8. Modul de lucru schematic este prezentat în Tabelul III.12. 
 

Tabelul  III.12. Prepararea soluţiilor standard de glucoză 
 

Soluţie 
Glucoză 

(ml) 

Soluţie tampon acetat 
0,05 M, pH 4,8 (ml) 

Diluţie Concentraţie 
(mg/ml) 

1,0 2,3 1 :3,3 1,5 

1,0 3,0 1 :4 1,25 

1,0 4,0 1:5 1,0 

1,0 5,7 1:6,7 0,75 

1,0 9,0 1:10 0,5 

1,0 19,0 1:20 0,25 

 

Modul de lucru 
 

Modul de lucru schematic este prezentat în Tabelul III.13. Se pipetează 0,4 
ml soluţie standard de glucoză în eprubetele cu probă, iar în blanc 0,4 ml soluţie 
tampon acetat 0,05 M, pH 4,8, după care se adaugă în fiecare eprubetă câte 0,4 ml 
apă distilată şi 1,2 ml soluţie de DNS [181].  

Toate eprubetele se pun la fiert 15 minute pe baia de apă pentru formarea 

culorii, apoi se răcesc. 
   
Tabelul III.13. Modul de lucru schematic 

 

Reactivi 
 

Glucoză Blanc 

Soluţie standard de glucoză (ml) 0,4  

Soluţie tampon acetat de sodiu 0,05 M, pH 
4,8 (ml) 

 0,4 

Apă distilată (ml) 0,4 0,4 

Soluţie DNS (ml) 1,2 1,2 

Fierbere 15 minute 

 

Standardele de glucoză se spectrofotometrează la 575 nm, citirea făcîndu-se 

faţă de blanc. Toate probele se fac în duplicat. Dacă diferenţa dintre valorile citite 
ale extincţiilor este mai mică decât 3% se face media rezultatelor obţinute, dacă 
este mai mare se repetă analiza. 
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Se face reprezentarea grafică a extincţiei standardelor de glucoză în funcţie 

de cantitatea de glucoză. Această reprezentare (Figura III.4) este de forma unei 
drepte având ecuaţia: 

 

GCbaE   

unde: 
 E este extincţia 
 CG este cantitatea de glucoză, mg/ml 

 a este ordonata la origine 

b este panta dreptei 
 

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

E
x

ti
n

c
ti

e
 

Concentratie glucoza (mg/ml)

Y=(-0,28161)+1,54896 X

R=0,99338

 
Figura III.4. Etalonare standarde de glucoză 

 
Analiza hidraţilor de carbon totali după hidroliza biomasei 

 
Modul de lucru 
 
Pentru a urmări evoluţia reacţiei de hidroliză au fost prelevate probe (500 

μl) la diferite intervale de timp, acestea au fost centrifugate, iar din supernatant s-a 
luat 400 μl pentru determinarea cantităţii de zaharuri totale (exprimate ca glucoză).  

 
În două eprubete s-au pipetat: 

Probă: 
0,4 ml probă 
0,4 ml H2O 

  1,2 ml soluţie DNS  
Martor: 

 0,4 ml tampon acetat de pH = 4,8  
0,4 ml H2O 

 1,2 ml soluţie DNS  
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S-au fiert ambele eprubete 15 minute pe baia de apă după care s-au răcit 

timp de 15 minute şi s-a citit extincţia probei faţă de martor la λ = 575 nm la 
spectofotometrul UV-VIS (Jasco-V-530). Unde a fost cazul, probele s-au diluat cu 
apă distilată pentru a aduce absorbanţa în domeniul dreptei de etalonare şi s-a 
notat diluţia. 

Cantitatea totală de zaharuri (exprimată ca glucoză), care a fost eliberată 

prin hidroliză enzimatică în intervalul de timp considerat până în momentul luării 
probei, s-a calculat cu relaţia: 
 

glucoza] mg[V dilutia
1,54896

0,28161)(E
C P

G 


  

unde: 

         V - volumul total de reacţie 
 
Randamentul de hidrolizǎ s-a calculat cu formula: 

%][100
C

C

TOTAL ZAHAR

ELIBERAT ZAHAR

Hidroliza   

unde: 
         CZAHAR ELIBERAT este cantitatea totalǎ de zahar eliberatǎ în timpul hidrolizei 

enzimatice 
         CZAHAR TOTAL este cantitatea totalǎ de zahar din biomasa lignocelulozicǎ sau din 

celulozǎ 

          
Analiza hidraților de carbon prin cromatografia de lichide 

 
Analiza cantitativă ȋn cromatografie se bazează pe principiul că ȋn condițiile 

unui raspuns liniar al detectorului, aria picului este proporțională cu cantitatea 
componentei căreia ȋi corespunde picul, indiferent de forma picului. 

Pentru a se putea realiza analize cantitative prin metoda HPLC, s-a realizat 
etalonarea cu cantităţi cunoscute din hidraţii de carbon respectivi. Aceste etalonări 
s-au făcut pentru glucoză, zaharul cel mai important care rezultă în urma hidrolizei 

enzimatice a celulozei. 
Determinările cromatografice au fost efectuate cu ajutorul cromatografului de lichide 
HPLC Jasco echipat cu detector cu indice de refractie şi coloană Zorbax NH2 (Agilent 
Technologies) Condiții de analiză pentru probe: 

 Temperatură coloană: 200C 
 Fază mobilă:acetonitril:apă (65:35) 
 Debit fază mobilă: 0.7 ml/min 

 Volum de injectare: 20 µl 
 

S-au cântărit cantităţi corespunzătoare de glucoză, astfel încât să se obţină 
concentraţiile redate în Tabelul III.14. Se prepară o soluţie de glucoză de 10,0 
mg/ml ȋn acetonitril apă (65:35). Din aceste soluţii se iau diferite volume şi se 

diluează cu soluție stoc (acetonitril:apa ȋn raport 65:35) . Modul de lucru schematic 

este prezentat în Tabelul III.14. 
Cromatograma standardului de glucoză este prezentatǎ în Figura III.5. 
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Tabelul  III.14. Prepararea soluţiilor standard de glucoză 

 

Soluţie Glucoză 
(ml) 

Soluţie acetonitril:apă 
(ml) 

Concentraţie 
(mg/ml) 

0,1 0,9 1 

0,2 0,8 2 

0,3 0,7 3 

0,4 0,6 4 

0,5 0,5 5 
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Figura III.5. Cromatograma HPLC a glucozei standard ( 5 mg/ml 
glucoză) 

 
Se face reprezentarea grafică a ariilor standardelor de glucoză în funcţie de 

cantitatea glucozei. Această reprezentare (Figura III.6) este de forma unei drepte 
având ecuaţia: 

 

CbaA   

unde: 
 A este aria picului 
 CG este cantitatea componentului standard, mg/ml 
 a este ordonata la origine 

b este panta dreptei 
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Figura III.6. Graficul de etalonare pentru glucoză 

 
Cantitatea de glucoză care a fost eliberată prin hidroliză enzimatică în 

intervalul de timp considerat, s-a calculat cu relaţia: 

 

glucoza] mg/ml[dilutia
4.77

)65.1(A
CG 


  

unde: 
         A este aria picului (mV·min) 
         CG este cantitatea de glucoză (mg) 
 

III.3.5. Analiza FT-IR (spectrofotometrie de infraroșu cu 
transformatǎ Fourier) 

 
Spectrele IR s-au determinat cu ajutorul spectrofotometrului FT-IR 

Prestige21 (Shimadzu, Japonia), pe domeniul de lungime de undă 4000-400 cm-1. 
Elementele componente ale spectrofotometrului FT-IR sunt: 
Sursa:tuburi ceramice 

Interferometru:interferometru Michaelson 
Detector: DLATGS  
Domeniu de lungime de undă: 7800-350 cm-1 

Rezoluţie:0.5-16 cm-1 
Raport semnal/zgomot=40000:1 
 
Mod de lucru 

 
Analiza ligninei și celulozei  
 
Un vărf de spatulă din proba de analizat s-a mojarat cu aproximativ 100 mg 

KBr, s-a introdus ȋn compartimentul de probă, s-a presat ȋn vederea obţinerii pastilei 
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de IR și s-a analizat la spectrofotometrul FT-IR utilizând ca referintă o pastilă de 

KBr. 
 

III.3.6. Marcarea proteinelor cu fluorocromi 
 
Peste 1 ml celulazǎ Celluclast 1.5L (124,03 mg proteinǎ/ml) și 1 ml tampon 

fosfat de potasiu 0,1 M, pH 7,8 s-a adǎugat ȋn picǎturi 1 ml soluție izocianat de 
fluoresceinǎ (2 mg/ml FITC dizolvat ȋn N,N-dimetilformamidǎ). Reacția de cuplare s-
a realizat ȋntr-un flacon de sticlǎ de 4 ml, prin incubarea probei la ȋntuneric sub folie 
de aluminiu, timp de o orǎ la frigider (conform PIERCE EZ-LabelTM FITC Labelling 

Kit). Separarea FITC libere de cea legatǎ de proteinǎ s-a fǎcut prin centrifugarea 
probei cu ajutorul unui tub de centrifugare cu filtru Centricon PL-30 (prevǎzut cu 
membranǎ nominalǎ de separare cu limita de masǎ molecularǎ de 30.000 Da) și 

spǎlarea repetatǎ cu apǎ distilatǎ a supernatantului pânǎ când absorbanța 
fracțiunilor colectate la lungimea de undǎ de 493 nm, corespunzǎtoare FITC, a fost 

de aproximativ 0,1.  
Dupǎ separarea FITC libere de cea legatǎ de proteinǎ, s-a determinat 

cantitatea de proteinǎ din supernatant, care conține proteina legatǎ de soluția de 
fluoresceinǎ, iar dacǎ cantitatea de proteinǎ a fost mai micǎ decât cantitatea inițialǎ 
de proteinǎ introdusǎ ȋn reacție, proba s-a concentrat prin centrifugare cu ajutorul 

tubului de centrifugare cu filtru Centricon PL-30. 0,2 ml suspensie s-a folosit la 
imobilizare. Imaginile fluorescente au fost ȋnregistrate cu ajutorul microscopului cu 

fluorescenţă Leika True Confocal Scanner (Leika TCS SPE). 
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IV. CONCLUZII FINALE 
 

Din studiile experimentale, efectuate în conformitate cu obiectivele stabilite, 
au rezultat următorele concluzii: 

 
Imbunătăţirea eficienţei hidrolizei enzimatice a celulozei prin pretratarea 

biomasei lignocelulozice 
 

1. Prin pretratarea biomasei cu acid sulfuric diluat s-a ȋmbunǎtǎțit randamentul de 

hidrolizǎ a celulozei din salcâm, stejar şi plop.  

2. Pretratamentul cu glicerină pură și reziduală, a determinat creşterea eficienţei de 
hidroliză enzimatică a celulozei din toate tipurile de biomasǎ studiate. 

Pretratamentul cu glicerină pură a dus în general la viteze de hidroliză mai mari 
comparativ cu cea reziduală, ceea ce era de aşteptat în condiţiile în care glicerina 
reziduală conţine şi o serie de alţi compuşi care pot avea efect inhibitor, ȋnsǎ această 
viteză diferită de hidroliză nu a afectat productivitatea enzimei. Glicerina purǎ a 

dizolvat o cantitate mai mare de lignină din lemnul de esenţă moale comparativ cu 
lemnul de esenţă tare 
3. Lichidele ionice [Bmim]BF4, [Bmim]PF6 au fost ineficiente în pretratarea biomasei, 

cantităţile de zaharuri obţinute pe tot parcursul reacţiei. Lichidul ionic [Emim]Ac a 
fost cel mai eficient în pretratarea biomasei, acesta ducând la obținerea celor mai 
mari randamente de hidrolizǎ și a fost capabil sǎ dizolve lignina din biomasǎ. Dintre 

cele patru tipuri de biomasă pretratate cu [Emim]Ac, plopul pretratat a fost 
hidrolizat cu eficienţa cea mai mare.   

4. Dintre metodele simple de pretratare studiate, pretratarea biomasei cu glicerină, 

respectiv [Emim]Ac a fost mai eficientă pentru hidroliza enzimatică a celulozei decât 
pretratarea cu acid diluat. Nu s-au observat diferenţe semnificative ale 
randamentelor de hidroliză, pe tot parcursul reacţiei, ale celulozei din biomasa de 
stejar pretratată cu [Emim]Ac, respectiv cu glicerină pură. In cazul rumeguşului de 
salcâm, pretratarea cu glicerină pură a fost mai eficientă pentru hidroliza celulozei 
dacât pretratarea biomasei cu [Emim]Ac. Pe tot parcursul reacţiei, randamentele de 

hidroliză ale bradului şi plopului pretratat cu [Emim]Ac au fost mai mari decât ale 
biomasei pretratate cu glicerină pură.  
5. Pretratarea biomasei lignocelulozice prin metodele combinate cu acid sulfuric 
diluat/[Emim]Ac, respectiv glicerinǎ/[Emim]Ac au fost mai eficiente pentru hidroliza 

enzimatică a celulozei din biomasă, decât pretratarea simplă cu acid sulfuric, 
glicerinǎ, respectiv lichid ionic. Dintre metodele de pretratare combinate studiate, 

metoda combinată de pretratare cu glicerină/[Emim]Ac a fost cea mai eficientă 
pentru hidroliza enzimatică a celulozei din biomasă decât metoda cu acid/[Emim]Ac. 
 

Optimizarea pretratamentului cu DMSO/[Emim]Ac pentru recuperarea 

celulozei și ligninei dizolvate şi reutilizarea solventului 

 
1. Pentru a reduce costurile energetice, costurile de proces şi pentru a preveni 
degradarea celulozei s-a ales ca dizolvarea biomasei ȋn DMSO/[Emim]Ac sǎ se 

realizeze la 900C, timpul de 6 ore și la concentrația DMSO/[Emim]Ac 50:50 (%, vol). 
2. Soluția DMSO/[Emim]Ac ȋn raport 50:50 (%, vol) a dizolvat complet celuloza 

Avicel și lignina standard dupǎ 6 ore de pretratare la 900C, ȋn timp ce doar 56,53% 
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celulozǎ, respectiv 22,92 % ligninǎ au fost dizolvate din rumegușul de plop pretratat 

cu acid sulfuric diluat. 
3. Soluția de DMSO/[Emim]Ac s-a reutilizat de 4 ori, ȋnsǎ capacitatea de dizolvare a 
celulozei și ligninei a scǎzut dupǎ fiecare ciclu de utilizare, aceasta datorându-se 

acumulării cantităţii de lignină în soluţie. La al patrulea ciclu de utilizare solventul a 
dizolvat aproximativ 64% celulozǎ și 82% ligninǎ din amestecul standard, respectiv 
29% celulozǎ și 3% ligninǎ din plopul pretratat. 

 4. S-a precipitat o cantitate mai mare de lignină din solvent pentru proba de 
amestec standard, decât pentru proba de plop, indiferent de numărul de cicluri de 

utilizare. 

5. Analiza prin spectrofotometrie FT-IR a arătat că celuloza şi lignina nu au suferit 
modificări structurale însemnate în timpul proceselor de dizolvare în amestecul 
DMSO/[Emim]Ac urmată de reprecipitare. Micile diferenţe observate între spectrul 
FT-IR ale celulozei regenerate şi al celulozei standard Avicel PH101, se datorează 
scăderii gradului de cristalinitate al celulozei după dizolvare. 
 

Imbunătăţirea performanţelor catalitice ale celulazei prin imobilizarea 
enzimei prin tehnica entrapării în sol-gel 
 
1. S-a realizat imobilizarea eficientǎ a celulazei din Trichoderma reesei indiferent de 

metodele și condiţiile de imobilizare folosite, randametele de imobilizare variind între 
70-96%.  

2. Dintre preparatele obținute prin metoda I de imobilizare, preparatul celulazic care 
a înregistrat cea mai mare activitate catalitică, a fost cel obţinut cu amestecul de 
trei silani precursori feniltrimetoxisilan/metiltrimetoxisilan/tetrametoxisilan în raport 
molar 1,6:0,4:1 şi TWEEN80. Surfactantul TWEEN80 s-a dovedit a fi cel mai eficient 

aditiv, indiferent de amestecul de silani precursori folosit la imobilizare. 
3. In cazul metodei II de imobilizare, creșterea concentrației silanului precursor 
MeTMOS a determinat creșterea activitǎții catalitice. Folosirea silanilor cu grupǎri 
amino a dus la scǎderea semnificativǎ a eficienței catalitice. Prin creșterea 
concentrației de silani cu grupǎri amino a scǎzut activitatea cataliticǎ a celulazei 

imobilizate.  

4. Deoarece, preparatul enzimatic obținut prin Metoda II de imobilizare cu silanii 
precursori MeTMOS/TMOS în raport molar 2:1 a avut cea mai bunǎ eficiențǎ 
cataliticǎ, randamentul total de regǎsire al activitǎții catalitice fiind de aproximativ 
85%, aceastǎ metodǎ s-a optimizat prin modificarea raportului silanilor precursori și 

cantitǎții de enzimǎ ȋntrodusǎ la imobilizare. Preparatul celulazic care a înregistrat 

cea mai mare activitate catalitică, a fost cel obţinut cu silanii precursori 
MeTMOS/TMOS de 3:1 și 44,46 mg enzimǎ/g preparat. 

5. In reacţia de hidroliză a celulozei microcristaline Avicel PH101, preparatul care a 
determinat obținerea celui mai mare randament de hidrolizǎ de aproximativ 50%, 
dupǎ 24 ore de reacție, a fost cel obţinut prin metoda II de entrapare în sol-gel, în 

care s-a folosit amestecul de silani precursori MeTMOS/TMOS în raport molar 3:1 şi 
44 mg enzimǎ/g preparat. Acest preparat a fost și cel mai eficient catalitic și s-a 

utilizat ȋn studiile de stabilitate și reutilizare.  

6. Experimentele realizate au demonstrat o reproductibilitate ridicată a metodei de 
imobilizare sol-gel. 
7. Stabilitatea celulazei la valori mai mari de pH (6,2-7,4), de temperaturǎ (60-
800C), la concentrații mai mari de produs (5-15 mg/ml), la depozitare, respectiv ȋn 

timpul operǎrii ȋn soluție apoasǎ, s-a ȋmbunǎtǎțit dupǎ imobilizare. 
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8. În prezența lichidului ionic [Emim]Ac, celulaza nativǎ a fost mai stabilǎ decât 

enzima imobilizatǎ, aceasta probabil datorându-se faptului că lichidul ionic pătrunde 
ȋn matricea de sol-gel astfel inactivând mult mai repede enzima. Deşi lichidele ionice 

sunt capabile să dizolve celuloza din biomasă, ele inactivează complexul celulazic, 

de aceea nu se pot folosi ca mediu de reacţie în hidroliza enzimatică a celulozei, ci 
doar la pretratarea sau dizolvarea biomasei lignocelulozice. 
 

Hidroliza enzimatică a celulozei utilizând celulaza imobilizată prin metoda 
sol-gel 

 
 1. Celulaza imobilizatǎ prin entrapare ȋn sol-gel a hidrolizat celuloza microcristalinǎ 

Avicel, ȋnsǎ comparativ cu celulaza nativǎ, cantitǎțile de zaharuri eliberate au fost 
mai mici. Celulaza imobiliatǎ a hidrolizat aproximativ 50% celulozǎ, dupǎ 24 ore de 
reacție, iar celulaza nativǎ a hidrolizat aproximativ 85% celulozǎ ȋn același timp. 

Chiar dacǎ celulaza imobilizatǎ a fost capabilǎ sǎ hidrolizeze o cantitate mai micǎ de 
celulozǎ, aceasta prezintǎ o serie de avantaje cum ar fii stabilitate ridicatǎ și 

posibilitatea de reutilizare.  
2. Dizolvarea celulozei Avicel ȋn soluția de DMSO/[Emim]Ac și regenerarea ei a fost 

beneficǎ pentru reacția de hidrolizǎ enzimaticǎ a celulozei catalizatǎ, atât de celulaza 
nativǎ cât și de celulaza imobilizatǎ, deoarece a determinat creșterea cantitǎtii de 

zaharuri fermentescibile.  
3. Deși cantitatea de proteinǎ din preparatul celulazic a fost cu 40% mai micǎ decât 

din celulaza nativǎ, dizolvarea celulozei ȋn DMSO/[Emim]Ac și regenerarea ei a 
determinat ȋmbunǎtǎțirea randamentului de hidrolizǎ a celulozei catalizatǎ de 
celulaza imobilizatǎ, diferențele ȋntre randamentele obținute cu cele douǎ enzime, 

nativǎ și imobilizatǎ, pe tot parcursul reacției, fiind de aproximativ 10%.  

4. Celulaza imobilizatǎ a fost capabilǎ sǎ hidrolizeze celuloza din plop. Cantitatea de 

zaharuri eliberată în urma hidrolizei celulozei din plop a crescut pe tot intervalul de 
timp studiat, ȋn cazul ambilor biocatalizatori utilizați ȋn reacție, astfel cǎ dupǎ 24 ore 

aproximativ 70% din celulozǎ a fost hidrolizatǎ de celulaza nativǎ, respectiv 50% de 
celulaza imobilizatǎ.  
5. Studiile cinetice efectuate au arǎtat cǎ entraparea celulazei în matrici siliconice a 

determinat o scădere a constantei Michaelis-Menten  (Km), ceea ce dovedește o 

afinitate mai ridicată a celulazei imobilizate pentru celuloza Avicel. Creșterea 
rezistenței la transferul de masǎ datorat fenomenului de difuzie ȋngreunatǎ apǎrut 
dupǎ imobilizare a determinat scǎderea vitezei maxime și eficienței catalitice totale a 

celulazei imobilizate.  

 
Creşterea cantităţii de zaharuri fermentescibile prin reutilizarea celulazei 

imobilizate prin tehnica entrapării în sol-gel  
 
1. Celulaza imobilizată a fost reutilizată de nouă ori atunci când s-a folosit ca 
substrat celuloza Avicel regeneratǎ, respectiv de şase ori atunci când s-a folosit ca 

substrat celuloza microcristalinǎ Avicel, ȋnsǎ activitatea cataliticǎ  a scǎzut dupǎ 

fiecare ciclu de utilizare. Activitatea celulazei imobilizate a fost mai mare, când 
reutilizarea s-a făcut pe substrat de celuloză Avicel regeneratǎ, decât în cazul în care 
reutilizarea s-a realizat pe celuloză microcristalinǎAvicel. La a cincea reutilizare pe 

celulozǎ Avicel microcristalinǎ, respectiv la a opta reutilizare pe  celulozǎ Avicel 
regeneratǎ, celulaza imobilizatǎ a pierdut aproximativ 70% din activitatea inițialǎ. 
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ANEXE 
 

 

Figura 1. Cromatograma HPLC a probei de glucoză eliberată ȋn urma hidrolizei enzimatice a 
celulozei Avicel PH101 regenerate catalizată de celulaza imobilizatǎ prin entrapare ȋn sol-gel 

(diluția probei 1:3)  

 

Figura 2. Cromatograma HPLC a probei de glucoză eliberată ȋn urma hidrolizei enzimatice a 
celulozei microcristalinǎ Avicel PH101 catalizată de celulaza imobilizatǎ prin entrapare ȋn sol-gel 

(diluția probei 1:2) 
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Figura 3. Cromatograma HPLC a probei de glucoză eliberată ȋn urma hidrolizei enzimatice a 

celulozei Avicel PH101 regenerată catalizată de celulaza nativă (diluția probei 1:3) 

 

Figura 4. Cromatograma HPLC a probei de glucoză eliberată ȋn urma hidrolizei enzimatice a 
celulozei microcristalinǎ Avicel PH101 catalizată de celulaza nativă (diluția probei 1:2)   
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Figura 5. Cromatograma HPLC a probei de zahar eliberat ȋn urma hidrolizei enzimatice a 

celulozei din plop catalizată de celulaza nativă (diluția probei 1:2) 
 

 
 

Figura 6. Cromatograma HPLC a probei de zahar eliberat ȋn urma hidrolizei enzimatice a 
celulozei din plop catalizată de celulaza imobilizatǎ prin entrapare ȋn sol-gel (diluția probei 1:2) 
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