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Rezumat:

Criza petrolului din ultimii ani, precum si cresterea efectului de poluare a
aerului a determinat Tnlocuirea combustibililor fosili cu biocombustibilii. La ora
actuald, unul din cei mai importanti biocombustibili studiati este bioetanolul. In
ultimii ani s-a indreptat atentia asupra obtinerii bioetanolului din reziduuri
lignocelulozice, astfel avand loc valorificarea deseurilor de biomasa si cresterea
productiei de biocombustibil. Deoarece procesul de obtinere a etanolului din
materiale lignocelulozice este complex si costisitor, producerea bioetanolului
celulozic este inca studiata la nivel de laborator.

Obiectivul principal al acestei teze a fost de a creste cantitatea de
zaharuri fermentescibile produse in urma hidrolizei a celulozei si hemicelulozei
din biomasa. In acest scop, s-a urmadrit imbunatatirea eficientei hidrolizei
enzimatice a celulozei prin pretratarea biomasei, optimizarea pretratamentului cu
DMSO/[Emim]Ac pentru recuperarea celulozei si ligninei dizolvate si reutilizarea
solventului, imbunatatirea performantelor catalitice ale celulazei prin imobilizarea
enzimei, studiul stabilitatii celulazei imobilizate, hidroliza enzimatica a celulozei
microcristaline si regenerate utilizand celulaza imobilizata, studiul cinetic al
reactiei de hidroliza enzimatica celulozei utilizand celulaza nativa si imobilizata,
reutilizarea celulazei imobilizate pe substrat de celuloza.

Teza de doctorat a fost realizatd «cu sprijin partial din grantul strategic
POSDRU/88/1.5/S/50783, cofinantat din Fondul Social European "Investeste in oameni", in
cadrul Programului Operational Sectorial Dezvoltare Resurse Umane 2007-2013.
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INTRODUCERE

Principala cauza a poludrii mediului Tnconjurator sunt combustibilii fosili,
datorita emisiilor de gaze (CO,, SO,, respectiv NOy) generate. Criza petrolului din
ultimii ani, precum si cresterea efectului de poluare a aerului a determinat inlocuirea
combustibililor fosili cu biocombustibilii. Biocombustibilii sunt obtinuti in urma
procesarii diferitor materii prime regenerabile cum sunt reziduuri de lemn, ierburi,
reziduuri de porumb, paie, grau, etc.

La ora actuald, unul din cei mai importanti biocombustibili studiati este
bioetanolul. Utilizarea bioetanolului reprezintd una din cele mai eficiente cai de
reducere a emisiilor de gaze cu efect de sera si a consumului de benzina folosit la
transporturile rutiere. Bioetanolul din materii prime amidonoase (reziduuri de
porumb, trestie de zahar, grau) se produce la scara industriald, Brazilia si SUA fiind
cele mai mari producatoare.

Datorita procesului complex si mai costisitor de obtinere a etanolului din
reziduuri celulozice (paie, lemn, ierburi), nu se cunosc incd companii care sa
produca etanol celulozic in cantitati industriale. Producerea bioetanolului celulozic
este incd studiata la nivel de laborator. Unul din avantajele folosirii etanolului
celulozic este ca acesta este fabricat din materii prime nealimentare, astfel fiind
valorificate si deseurile lignocelulozice.

Bioetanolul celulozic se poate obtine prin fermentatia solutiei de zaharuri
fermentescibile rezultate in urma hidrolizei celulozei si hemicelulozei din biomasa
lignocelulozica. Hidroliza acida a celulozei s-a inlocuit cu cea enzimaticd, deoarece
utilizarea enzimelor pentru scindarea celulozei permite obtinerea unor randamente
mai mari in conditii de reactie mult mai blande, fara formarea de produsi secundari,
respectiv costuri de productie mai reduse. Pentru a distruge piedicile structurale
datorate prezentei ligninei, a Tmbunatati accesul enzimei la substrat si a mari
randamentul de obtinere a zaharurilor fermentescibile din celuloza sau hemiceluloza,
s-a recurs la pretratarea materialului lignocelulozic. Obiectivul multor cercetari a fost
gasirea unor noi metode de pretratare si a unor cai cat mai eficiente pentru procesul
de obtinere a etanolului celulozic. S-au dezvoltat diferite metode simple de
pretratare (cu acizi diluati, cu solventi organici, in mediu alcalin, cu apa fierbinte,
prin expandare cu aburi, cu microorganisme) si metode combinate de pretratare,
toate avand ca scop principal delignifierea lemnului si hidroliza hemicelulozei, astfel
accesul celulazei la substrat fiind imbunatatit.

La ora actuald, sunt investigate mai multe variante de obtinere
bioetanolului celulozic prin hidroliza celulozei, respectiv hemicelulozei si fermentatia
separata sau simultand a pentozelor sau hexozelor obtinute. Dintre acestea,
hidroliza si fermentatia simultana s-a dovedit a fi cea mai eficienta metoda pentru
producerea etanolului celulozic, deoarece scad costurile de productie si scade efectul
inhibitor al produsilor (in special glucoza si celobioza) asupra enzimelor celulolitice,
astfel crescand cantitatea de bioetanol.

Hidroliza enzimatica a celulozei din biomasa lignocelulozica s-a realizat cu
ajutorul unui complex celulazic obtinut din diferite microorganisme (Trichoderma
reesei, Trichoderma viridae, Aspergillus niger, etc). O alternativa recentda o
reprezinta imobilizarea celulazelor, avand ca scop cresterea stabilitatii enzimei, a
reutilizarii biocatalizatorului, ceea ce face ca procesul de obtinere a bioetanolului
celulozic sa fie mai eficient datoritd cresterii cantitatii de zaharuri fermentescibile.
Randamentul de obtinere de zaharuri fermentescibile depinde de tipul de imobilizare
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si conditiile de reactie. Aceasta face ca optimizarea parametrilor in reactia de
hidroliza enzimatica a celulozei, alegerea metodei si conditiilor adecvate de
imobilizare, sa fie esentiald pentru eficienta procesului, pentru a se obtine un
preparat celulazic cu eficienta catalitica si stabilitate ridicatd, care sa poata fi
reutilizat.

Obiectivele tezei de doctorat au fost:

> Imbunatatirea eficientei hidrolizei celulozei prin pretratarea
materialului lignocelulozic

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

» Imbunatatirea performantelor catalitice ale celulazei prin imobilizare,
folosind tehnica entraparii in sol-gel

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

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

> Studiul reutilizarii celulazei imobilizate prin entrapare in sol-gel

Teza de doctorat este structurata in patru parti:

> Studiu de literatura, in care este detaliat stadiul actual al cercetarii in
domeniul obtinerii bioetanolului celulozic, cu referire la caile de producere a
bioetanolului, pretratarea biomasei lignocelulozice, avantajele pe care le
prezinta biocombustibilii, respectiv imbunatatirea performantelor catalitice
ale celulazelor prin imobilizarea lor.

> Contributii originale, in care sunt prezentate rezultatele obtinute pe
parcursul cercetarilor experimetale, cuprinzand: pretratarea biomasei
lignocelulozice; dizolvarea biomasei lignocelulozice 1in solutia de
DMSO/[Emim]Ac; alegerea conditiilor optime de dizolvare, regenerarea
celulozei si ligninei dizolvate in solutie; caracterizarea celulozei si ligninei
regenerate prin tehnica FT-IR; imobilizarea celulazei prin tehnica entraparii
in sol-gel; selectia celulazei imobilizate; testarea preparatelor celulazice
obtinute in urma imobilizarii in reactia de hidroliza enzimatica a celulozei
microcristaline; studiul stabilitatii celulazei native si imobilizate; hidroliza
enzimatica a celulozei regenerate din solutia de DMSO/[Emim]Ac utilizénd
celulaza imobilizata; studiul cinetic al hidrolizei enzimatice a celulozei
catalizata de celulaza nativa si imobilizata; studiul reutilizarii celulazei
imobilizate.

> Partea experimentalda, in care sunt prezentate metodele de lucru si
metodele de analiza folosite.

> Concluzii finale, rezultate in urma studiilor experimentale, in conformitate
cu obiectivele propuse.
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I.1. Importanta bioetanolului

incd din cele mai vechi timpuri etanolul a fost folosit ca ingredient in
bauturile alcoolice, iar izolarea sa a fost realizata pentru prima datd de catre
alchimistul persan Muhammad Zakariya Razi. in 1796, Johann Tobias Lowity a
obtinut etanol pur prin adsorbtia etanolului distilat pe carbune activ. Antoine
Lavoisier a descris etanolul ca un compus format din carbon, hidrogen si oxigen, iar
in 1808 Nicolas-Theodore de Saussure a descoperit structura chimica a etanolului.
Dupé& cincizeci de ani, Archibald Scott Couper a publicat formula structurala e
etanolului. Etanolul a fost obtinut sintetic pentru prima data in 1826 in Marea
Britanie de catre Henry Hannel si in Franta de Serullas. In 1828, Michael Faraday a
obtinut etanolul print-un proces similar cu cel folosit azi [1].

Consumul mondial de energie a crescut in ultimul secol cu 17%, iar emisiile
de CO,, SO, si NO, din combustibilii fosili au fost principala cauza a poluarii
atmosferei. Rezervele de petrol cunoscute se estimeazd ca se vor epuiza in mai
putin de 50 de ani [2]. Criza petrolului din ultimii ani a determinat guvernele multor
tari s& promoveze producerea si utilizarea biocombustibililor [1]. Biocombustibilii
sunt combustibili obtinuti in urma procesarii diferitor materii prime organice
regenerabile cum ar fi: reziduuri de lemn, paie, reziduuri de trestie de zahar,
deseuri animale, ierburi, etc [3].

Ei se clasifica in 3 categorii [3]:

= combustibili obtinuti Tn urma procesarii bimasei lignocelulozice
= combustibili obtinuti Tn urma procesarii materialelor agricole
= combustibili obtinuti Tn urma procesarii deseurilor

O serie de biocombustibili sunt deja fabricati la scard industriala:
bioetanolul, biodieselul sau biogazul [4]. Principalele avantaje ale biocombustibililor
sunt: reducerea consumului de ulei, valorificarea reziduurilor si diminuarea efectului
de poluare a aerului [5].

La ora actuala, bioetanolul este cel mai important biocombustibil de pe
piata, produs cantitativ in urma procesului de fermentatie [1]. Cea mai mare
cantitate de etanol se obtine din trestie de zahdr si materii amidonoase provenite
din cereale (porumb, grau) [5, 6]. Intre 1998 si 2005, in Brazilia, exportul de
bioetanol a crescut de peste 17 ori. In aprilie 2004, compania Iogen - companie
canadianda de biotehnologii - a devenit prima producdtoare de etanol celulozic
obtinut Tn cantitati mici. Productia maxima de etanol obtinut din amidon de porumb
este de 55 miliarde litri pe an si se estimeaza o productie de 74 miliarde litri pe an
de etanol pana in 2017 [7].

Situatia productiei de bioetanol obtinut din diferite materii prime
regenerabile in anul 2008-2010, cu previziuni pentru anul 2020 se prezinta in Figura
I.1[8].
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Figura I.1. Productia de bioetanol din diferite materii prime regenerabile [8]

BioEthanol Japan a fost prima companie din lume care a produs bioetanol
celulozic din reziduuri de biomasa lignocelulozica [9]. In anul 2008 a fost finalizata
prima instalatie care va produce peste 378 milioane de litri pe an de bioetanol din
reziduuri celulozice [10]. Principala utilizare a etanolului celulozic este ca si
carburant deoarece reducere emisiile de gaze cu efect de sera si consumul de
benzina folosit in transporturile rutiere. Prin amestecarea etanolului celulozic cu
benzina se reduce consumul de combustibili fosili in automobilele si se realizeaza
arderea combustibilului intr-un mod mai eficient. Marile companii producatoare de
automobile prevad in constructia motoarelor utilizarea ulterioara a bioetanolului ca
si combustibil: 10% (E10) in America de Nord, si 5% (E5) in Europa [1, 3, 11].
Reziduurile agricole folosite la fabricarea etanolului celulozic contin lignind - un
material care poate fi ars generand energie [5, 10]. Cei mai mari producatori
mondiali de etanol sunt: Brazilia si SUA (Figura 1.2). Aproximativ 67% din volumul
total de etanol se foloseste in sectorul transporturilor, iar restul in industria
alimentara [3, 12].
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Figura I.2. Productia de Bioetanol in lume realizata in anul 2011 [12]

I.2. Biomasa lignocelulozica

Biomasa constituie o sursa regenerabila de energie bazata pe ciclul
carbonului, aceasta putand fi utilizatd ca materie prima atat pentru obtinerea
biocarburantilor cat si ca sursa directa de producere a caldurii si energiei [10, 13,
14]. Principalele procedee de conversie a biomasei lignocelulozice sunt prezentate in
Figura 1.3 [15]. Biomasa lignocelulozica cuprinde cea mai mare parte din reziduurile
agricole si silvice ce pot fi utilizate pentru procesul de bioconversie la bioetanol [16,
17]. Biomasa lignocelulozica, incluzand biomasa ierboasa si biomasa lemnoasa din
lemnul de esenta tare si lemnul de esenta moale contine o combinatie de celuloza,
hemiceluloza si lignina. Lemnul de esenta moale, clasa din care fac parte specii de
pin, molid, brad, salcam, cucuta, are o compozitie chimica unica, ce diferd de
biomasa ierboasid sau de lemnul de esenta tare. In lemnul de esentda moale,
cantitatea de manoza din hemiceluloza este mai ridicata, iar cantitatea de xiloza
este mai scazuta (Tabelul I.1) [17, 18]. Lemnul de esentd moale este caracterizat si
de doua fenilpropene unite (cumaril si ortometoxifenol) care formeaza structura
bazicd a ligninei, iar lemnul de esentd tare si plantele ierboase prezinta structuri
unite aditional. Interesant, aceasta simplificare a structurii ligninei face
delignificarea mai dificila, datorita stabilitatii mai ridicate a ligninei in mediu acid.
Acest fapt face ca lemnul de esenta moale sa fie considerat una din cele mai bune
materii prima utilizate pentru obtinerea bioetanolului [17]. Reziduurile ierboase din
agricultura (spice de grau, tulpini de porumb), silviculturd (rumegus, aschii),
deseurile municipale (hartie, carton), diverse deseuri industriale, precum si plantele
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fibroase si lemnoase sunt considerate o sursa abundenta si ieftina de celuloza si
hemiceluloza [19, 20].

Tabelul I.1. Compozitia lemnului, exprimata in procente [18]

Tip de Celuloza Glucomanan Xilan Alte Lignina

lemn (%) (%) (%) componente (%)
(%)

Lemn de

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

Lemn de

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

BIOMASA CELULOZICA
Reziduuri agricole, culturi, plante acvatice

J

I

Gazeificare Hidroliza la Piroliza,
Singaz zaharuri Lichefiere,
(CO+H,) Bio-ulei
(acizi, alcooli,

aldehide, esteri,

Alcani Hidrogen Etanol, Butanol

Combustibili
lichizi

Ocxigenati,
Metanol/Dimetil eter Aromatici

Alcani lichizi,
Alcooli, Esteri,

Glicoli, Hidrogen Combustibili lichizi

si Chimicale

Figura I.3. Principalele procedee de conversie a biomasei [15]
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1.2.1. Structura biomasei lignocelulozice

Biomasa lignocelulozica este alcatuitd din: celuloza (40-50%), hemiceluloza
(25-35%), lignina (15-20%) si cantitati mici de proteine, lipide (ceruri, uleiuri),
acizi, saruri minerale [18, 19, 21, 22 ]. In Figura 1.4 este prezentatd structura
biomasei lignocelulozice.

Lignina

.\ —
— = Celuloza

Esteri

Figura I.4. Compozitia biomasei lignocelulozice

Tabelul 1.2 prezintd continutul de celulozd, hemiceluloza si lignind prezente
in cateva reziduuri din agricultura sau silvicultura utilizate la obtinerea bioetanolului
[23]. Celuloza si hemiceluloza reprezinta aproximativ doua treimi din masa uscata a
biomasei lignocelulozice, fiind considerate materiale ce pot fi utilizate pentru
obtinerea bioetanolului, iar lignina este un biopolimer care nu poate fi utilizat pentru
obtinerea etanolului, insa poate avea alte aplicatii industriale importante [19].

Tabel I.2. Compozitia principalelor reziduuri utilizate la obtinerea bioetanolului [23]

Materialul lignocelulozic Celuloza Hemiceluloza Lignina
(%) (%) (%)
Lemn de esenta tare 40-55 24-40 18-25
Lemn de esentda moale 45-50 25-35 25-35
Paie de porumb 45 35 15
Paie de orez 32,1 24 18
Deseuri dmutrestle de 33,4 30 18,9
zahar
Paie de grau 30 50 15
Frunze 15-20 80-85 0
Ierburi 45 31,4 12

I.2.1.1. Celuloza

Este componentul majoritar al structurii peretilor celulari ai plantelor si
reprezinta aproximativ 50% din masa lemnului uscat [20, 21]. Macromolecula de
celuloza este un biopolimer liniar, cu lant filiform lung, costituit din peste 3000
unitati de A-glucopiranoza unite prin legaturi p-1-4 glicozidice, fiind foarte rezistenta
la degradare [20, 24]. Grupdrile functionale din lantul celulozei sunt grupele hidroxil.
In functie de gradul legaturilor puternice de hidrogen din si dintre moleculele de
celuloza, aceasta polizaharidd poate sa aiba o structura cristalind sau amorfa [25].
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In biomasa, celuloza se plaseaza in matricea formata de hemicelulozad si lignina
[24]. In Figura 1.5 este reprezentata structura celulozei [18].

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

I.2.1.2. Hemiceluloza

Este un polimer cu lant ramificat, mai scurt decat celuloza, de aproximativ
200 unitati de unitati de zaharide cu 5 si 6 atomi de carbon (glucoza, xiloza,
manozd, galactoza, ramnoza, arabinoza si acizi ai zaharurilor). Polizaharidul
majoritar regasit in structura hemicelulozei din lemnul de esenta tare, ierburilor si
paielor de grau este xilanul, in lemnul de esentd moale fiind prezent glucomananul.
Hemiceluloza este constituita dintr-o catena principala ce contine o catena de baza
formata din unitati de xilan unite prin legaturi p-1-4 glicozidice si numeroase catene
ramificate de manoza, arabinoza, galactoza, acid glucuronic, etc. (Figura 1.6) [26,
27].

Ci X G
1 1
/ ' '
4 2 2
111 1011 111 1
L Vo Voo '
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
-X1-4X1-4X1-4X1.4X14X14X1.4X1.4X14X14X1.4X1.4X1.4X14X1.4X1.4X1.4-
2 2 2 2 +2 2
b 4 4 4
1 1 1 1 1 1
GlcA—>A A GlcA FeA -hg\ GIcA
2
A A
1 1
X X

Figura I.6. Structura hemicelulozei . (A-arabinoza; FeA-acid ferulic; G-galactoza; Glc-acid
glucuronic; X-xiloza) [28]
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I1.2.1.3. Lignina

Este un biopolimer aromatic, rigid, complex, cu o stucturda reticulata
tridimensionald, alcatuit din peste 10.000 de unitati de monolignoli, polifenilpropena
(p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) si siringal (S) proveniti din alcool p-cumarilic, alcool
coniferilic si alcool sinapilic) unite prin diferite legaturi chimice [19, 23, 24, 26, 29].
Stabilitatea peretilor celulari este datorata legaturilor covalente dintre lignina si
hemiceluloza, lignina conferind biomasei rezistentd la atacurile microbiene si
rezistenta la stres oxidativ [23, 26, 29]. In Figura 1.7 sunt prezentate structurile
celor trei componenti principali ai ligninei [29]. Structura ligninei din lemnul de
esenta moale este prezentata in Figura 1.8 [18].

c—Cc—C c—c—cC c—c—cC
: ©\OCH3 H,CO” : “OCHj,
OH OH OH
a b ¢

Figura I.7. Cele trei componente care alcatuiesc lignina a) 4-hidroxifenil, b) guaiacil, c) siringil
[29]

Figura I.8. Structura ligninei [18]
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Mecanismul de interactiune al ligninei cu carbohidratii din biomasa a fost
pentru prima data studiat de Erdmann in 1866. Legaturile dintre lignina si
carbohidrati au fost determinate prin diferite metode cum ar fi: metoda reducerii
sau metilarii, metode cromatografice, metoda spectroscopica sau prin microscopie
electronica [18].

Legaturile propuse de Laine s.a. dintre lignina si carbohidrati au fost
urmatoarele (Figura 1.9) [18]:

e legdtura eter benzilica dintre gruparea a-hidroxil a ligninei si gruparea
hidroxil a carbohidratului

e legatura ester benzilica dintre gruparea a-hidroxil a ligninei si gruparea
acid carboxilica a carbohidratului

e legdtura glicozidica intre gruparea hidroxilica aromaticd sau alifaticad si
gruparea reducatoare a carbohidratilor

e legatura acetalica dintre gruparea carbonil a ligninei si gruparea hidroxil a
carbohidratului

Extactia ligninei din biomasa lignocelulozica se poate realiza utilizand dioxid
de sulf sau diferiti sulfiti ai metalelor la temperaturi de 140°C, 160°C (procesul cu
sulf), cu hidroxid de sodiu si sulfura de sodiu, Tn conditii puternice alcaline si
temperaturi ridicate ( procedeul Kraft), cu hidroxid de sodiu la temperaturi ridicate
de 140-170°C si presiune joasd (procedeul cu sodd), cu etanol, acid formic, acid
acetic, metanol, lichide ionice [30].

CH,0H CH,0H
0—3 0-3
(0] OH
g\o HO o OH
H:CO AcO o A el OCHj@
> 3 HO ©
legatura eter benzilica legatura glicozidica
CH,OH CH,OH
0 0% o
0 0]
l 0
CO, o e
HicO “3“&% oo o |
0
M %o o o
|
legatura ester benzilica legatura acetalica

Figura I1.9. Legdturile propuse dintre lignina si carbohidrati [18]
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Structura complexa si compacta a ligninei ingreuneaza degradarea
enzimatica a polizaharidelor la zaharuri fermentescibile, din acest motiv pretul
etanolului lignocelulozic este mult mai mare comparativ cu alcoolul provenit din
materiile amidonoase [22].

I.3. Enzimele celulolitice

Enzimele sunt biocatalizatori responsabili de reactiile din organismele vii,
fiind mult mai eficiente decat catalizatorii chimici, iar specificitatea ridicata si
puterea cataliticd mare se datoreaza faptului ca geometria situsului activ al
enzimelor se potriveste cu cea a substratului, conform asa-numitului model “cheie-
broasca” [31].

Pentru scindarea celulozei si hemicelulozei din structura biomasei este
necesara actiunea sinergica a unui amestec de enzime (celulaze, hemicelulaze si
alte glicozil hidrolaze). Se cunosc diverse specii de bacterii celulolitice (bacterii cu
toleranta la concentratii de oxigen, temperatura si concentratii de sare) [32].

Pentru o degradare completa a biomasei lignocelulozice sunt necesare mai
multe enzime hidrolitice care actioneaza impreund pentru a realiza hidroliza
completa. Enzimele lignocelulolitice pot fi clasificate in functie de natura substratului
asupra caruia actioneaza [36]:

» celulaze
= hemicelulaze
* ligninaze (oxidaze, peroxidaze si lacaze care actioneaza asupra ligninei).

I.3.1. Celulazele

Reprezinta un complex enzimatic alcatuit din trei enzime care actioneaza
sinergic asupra fibrei celulozice [35, 36]. Complexul celulazic se poate obtinuta din
bacterii sau fungii (Trichoderma reesei, Aspergillus niger, etc) [34, 35]. Obtinerea
acestor enzime la scara industriala se realizeaza inca din anul 1980, fiind folosite
pentru hrana animalelor sau in industria alimentara [35].

Complexul celulazic este alcatuit din trei tipuri de enzime care actioneaza
impreuna pentru a hidroliza celuloza: endoglucanaze, exoglucanaze
(celobiohidrolaze) si B-D-glucozidaze [34, 35].

Modul de actiune este urmatorul (Figura 1.10):
> endoglucanazele hidrolizeaza legaturile interne din lantul celulozei,
actionand asupra partilor amorfe ale celulozei;
> celobiohidrolazele hidrolizeaza partile terminale ale lanturilor de celuloza, cu
fomarea celobiozei;
> B-D-glucozidazele hidrolizeaza oligozaharidele scurte din celuloza (celobioza)
in molecule de glucoza [22, 34];
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Figura I.10. Modul de actiune al compexului celulazic [33]

Desi exista mai multe posibilitati de obtinere a celulazelor, varianta cea mai
avantajoasa din punct de vedere economic in procesul de obtinere al bioetanolului
este ca producerea celulazelor, hidroliza enzimatica si fermentatia sa se desfasoare
in acelasi reactor [19]. Avantajele principale ale utilizarii celulazelor in hidroliza
enzimatica il reprezintd operarea in conditii blande de reactie (temperatura de
aproximativ 50°C, respectiv pH = 5), fir8 si rezulte produsi secundari care si
inhibe enzima [19, 22].

I.3.2. Hemicelulazele

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

Enzimele care alcatuiesc hemicelulazele sunt [22, 36, 37]:

= Xilanazele (EC 3.2.1.8): hidrolizeaza legaturile p-1,4 glicozidice
ale unitatii de xilan la lanturi scurte de xilooligomeri. Apartin familiei
glicozil hidrolazelor (GH), fiind cunoscute 300 secvente de gene
dintre care mai mult de 20 de gene au fost atribuite xilanazelor. Se
cunosc structurile xilanazei GH8 din Pseudoalteromonas haloplanktis
si xilanazei GH10 din Thermoascus aurantiacus.

= B-mananaze (EC 3.2.1.78): hidrolizeaza unitatile de manan din
hemiceluloza la oligomeri ai mananului legati B-1,4 glicozidic, care
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in continuare, sunt hidrolizate de B-manozidaze (EC 3.2.1.25) la
manoza. Se cunosc aproximativ 50 secvente de gene de B-
mananaze ce apartin familiei GH 5 si 26, respectiv 15 secvente de B-
manozidaze ce apartin familiei GH 1,2, si 5. Se cunosc structurile,
determinate prin spectroscopia de raze X, ale B-mananazei GH26 din
Pseudomonas cellulosa si a B-manozidazei GH2 din Trichoderma
reesei.

= a-L-Arabinofuranozidaze: a-L-Arabinofuranozidazele (EC
3.2.1.55) si a-L-Arabinazele (EC 3.2.1.99) hidrolizeaza unitatile
arabinofuranozil ale hemicelulozei, apartinand familiei GH 3, 43, 51,
54 si 62. Se cunoaste structura tridimensionala a a-L-arabinazei
GH43 din Cellvibrio japonicus.

= a-D-Glucuronidazele: scindeazad legaturile a-1,2 glicozidice ale
acidului 4-0O-metil-D-glucuronic ale unitatilor de xilan. Fac parte din
familia GH67, fiind cunoscuta structura enzimei obtinute din
Cellvibrio japonicus.

= pB-Xilozidazele (EC 3.2.1.37): sunt exo-glicozidaze care
hidrolizeazd lanturile de xilooligomeri la unitati de xilan., facénd
parte din familia GH 3, 39, 43, 52 si 54.

= Esterazele hemicelulolitice: contin xilan esteraze (EC 3.1.1.72),
care hidrolizeaza resturile acetil ale xilozei si feruloil esteraze (EC
3.1.1.73), care hidrolizeaza legatura esterica dintre arabinoza si
acidul ferulic. Se cunoaste structura feruloil esterazei CE1 din
Clostridium thermocellum.

Studii recente efectuate au permis izolarea unor noi tipuri de celulaze si
hemicelulaze din microorganisme anaerobe. Cercetarile actuale din domeniul
ingineriei genetice sunt orientate asupra reducerii costurilor celulazelor provenite din
sisteme enzimatice simple si obtinerii unor microorganisme care pot produce
cantitati mari de enzime celulolitice si hemicelulolitice, care pot fi apoi utilizate cu
usurinta Tn transformarea unor reziduuri din agricultura in zaharuri fermentescibile
din care se poate obtine bioetanol [22].

Degradarea hemicelulozei presupune un mecanism complex de actiune a
enzimelor capabile sa scindeze hemiceluloza in monozaharide sau dizaharide (Figura
1.11) [36].
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Figura I.11. Actiunea complexului de hemicelulaze asupra hemicelulozei [36]
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I.4. Imobilizarea enzimelor

Enzimele imobilizate sunt definite ca enzime marginite fizic sau localizate intr-
o regiune definita din spatiu (fixate pe suport, legate de suport), impermeabild
pentru enzima si care permit un schimb continuu de substrat si produs [38].
Termenul de enzime imobilizate include [38]:
e enzime modificate intr-o forma insolubild in mediul apos;
e enzime solubile retinute pe o0 membrang;
e enzime ale caror mobilitate este redusa prin legarea de unele
macromolecule, preparatul enzimatic rezultat fiind solubil Tn apa;
Progresele inregistrate in extractia, separarea, obtinerea, conversia si
detectarea selectiva a unor specii biologic active cum sunt enzimele, peptidele, acizii
nucleici si chiar celule intregi se datoreaza in cea mai mare parte succesului cu care
se reuseste imobilizarea speciilor biologice intacte pe/in interiorul unei suprafete
corespunzatoare [38]. Pentru ca utilizarea enzimelor imobilizate sa fie eficienta,
acestea trebuie sa indeplineasca o serie de cerinte:
e densitatea biomoleculelor imobilizate sa fie mare;
sa prezinte activitate enzimatica;
sa fie stabile la temperatura si in timp;
sa permitd o buna accesibilitate a substraturilor;
sa raspunda rapid in timp;
. sa fie rezistente la desprindere/desorbtie.

In functie de dimensiunea, reactivitatea chimica a gruparilor functionale,
gruparile ionice sau hidrofobicitate se cunosc cateva metode tipice de imobilizare a
biomoleculelor pe suporturi anorganice si organice cum ar fi: adsorbtia fizicg,
legarea covalentd, entraparea in membrane semipermeabile si microincapsularea in
microsfere cu structura polimerica si hidrogeluri [38, 39]. Problemele legate de
desprindere/desorbtie si cele legate de denaturarea enzimelor necesita optimizarea
proceselor de imobilizare de fiecare data cand se utilizeaza o specie biologica noua,
ceea ce presupune o munca laborioasa in laborator, pe o perioada lunga de timp
[38]. Cu exceptia enzimei, cea mai importantda componenta care contribuie la
performantele catalitice ale enzimei imobilizate este suportul.

Caracteristicile unui bun suport sunt [38, 40]:

= permeabilitate

= domeniu larg de utilizare

* insolubilitate

= stabilitate chimicd, mecanica si termica
* rigiditate mare

= forma potrivita

* rezistenta la atac microbian

= regenerabilitate

Principalele avantaje ale enzimelor imobilizate, comparativ cu cele native
(care de obicei se gasesc in stare lichida sau solida rezultata in urma liofilizarii) sunt
urmatoarele [38, 40]:

« selectivitate ridicata

< eficienta catalitica buna

« stabilitate termica si operationala
< insolubilitate Tn mediul de reactie
< rezistenta la atacurile microbiene
< eficienta economica

“ posibilitate de reutilizare
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I.4.1. Tehnici de imobilizare

Atasarea enzimei de un suport insolubil in mediul de reactie presupune
stabilirea unor interactiuni intre gruparile functionale sau materialul suportului si
anumite grupari functionale ale enzimei. Alegerea suportului si a metodei de
imobilizare trebuie rezultatd astfel incat centrul activ al enzimei sa nu fie afectat.
Acesta este de fapt format din doua zone avand functii diferite: centrul catalitic
care participa la reactie si centrul de legare care controleaza specificitatea de
substrat a enzimei. Pentru ca enzima sa-si pastreze activitatea catalitica dupa
imobilizare, este important ca structura tertiara de baza a acestor centre sa nu fie
afectata. Aceasta presupune cunoasterea gruparilor functionale din componenta
centrului activ, legaturile pe care acestea le pot forma si compusii care pot bloca
accesibilitatea substratului la centrul catalitic al enzimei. De asemenea, imobilizarea
trebuie facuta in conditii blande si bine controlate, nefiind recomandate reactiile la
temperaturi ridicate sau in conditii de pH puternic acid sau bazic [39, 41].

O altd problema ce poate sa apara este ca centrul activ sa nu fie afectat, in
schimb accesul substratului la acest centru sa fie blocat sau ingreunat. Din aceste
motive, Tn general alegerea celei mai bune metode de imobilizare se face
experimental [41].

Se cunosc diferite tehnici de imobilizare ce se pot imparti in trei mari
categorii in functie de mecanismul lor fizic (Figura 1.12) [38, 411:

(a) atasarea sau adsobtia pe un suport solid;

(b) entraparea in interiorul unei matrici poroase sau microcapsule;

(c) flocularea, naturala sau prin agenti de legare incrucisata;

Adsorbtia pe un Legarea electrostatica Legarea covalenta
suport solid pe o suprafata pe o suprafata

Entraparea in cadrul Flocularea naturald Flocularea artificiala
unei matrice poroase (Agregarea) (legare covalenta)

PO ——
o (08) TESSE

|
N <
Microincapsularea Microincapsularea Izolarea intr-o
interfaciala matrice poroasa

Figura I.12. Tehnici de baza ale imobilizarii enzimelor [41]
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1.4.1.1. Imobilizarea prin legare de suport

Este consideratd cea mai veche metoda de imobilizare a enzimelor.
Imobilizarea prin legare de suport se poate face in trei variante, in functie de modul
de fixare a enzimei: adsorbtie fizica, legare ionica si legare covalenta [42, 43].

A. Adsorbtia fizica

Aceasta metoda se bazeaza pe adsorbtia fizica a enzimei pe suprafata
suportului insolubil [43]. Adsorbtia se bazeaza pe formarea unor legaturi slabe (Van
der Waals, legaturi de hidrogen, interactiuni hidrofobe) intre enzima si suprafata
materialului solid. In timpul procesului de adsorbtie nu apar in general modificari
conformationale ale proteinei sau distrugerea centrului activ. Asadar, cu conditia
gasirii unui suport adecvat, aceastd metoda este simpla si eficienta [41, 43, 44].

B. Legarea ionica

Ca si adsorbtia fizica, este o metoda simpla de imobilizare a enzimelor
deoarece se bazeaza pe legarea ionica a proteinei pe un suport insolubil ce contine
grupari schimbatoare de ioni. In unele cazuri, legarea se realizeaza nu numai prin
legarea ionica ci si prin adsorbtie fizica. Principala diferenta intre adsorbtia fizica si
legarea ionica consta in taria legaturii dintre enzima si suportul solid. Interactiunile
care apar in cazul legaturi ionice sunt mai putenice decat cele care se stabilesc prin
adsorbtie fizica [41].

C. Legarea covalenta

Acest tip de imobilizare se bazeaza pe formarea unor legaturilor covalente
intre enzima si suportul insolubil.

Alegerea conditiilor de imobilizare este mai dificila decat in cazul celorlalte
metode de legare pe suport. Unul dintre dezavantajele majore ale legarii covalente
este ca procesul este greu de controlat, iar de cele mai multe ori legaturile formate
sunt nu doar intermoleculare dar si intramoleculare. Conditiile de reactie nu mai
sunt blande si pot fi uneori destul de complexe. Legatura covalenta ce se formeaza
intre enzima si suport este puternica, iar preparatele enzimatice obtinute sunt
stabile [41, 45]. Pentru ca imobilizarea enzimei prin legare covalenta sa fie eficienta
se tine cont de urmatorii factori : alegerea gruparilor functionale ale enzimei
adecvate pentru ca legarea si poatd avea loc in conditii bldnde de reactie,
interactiunea dintre suport si enzima si alegerea suportului compatibil cu proteina
[44].

1.4.1.2. Imobilizarea prin inretelare (reticulare)

Imobilizarea enzimelor se poate realiza nu numai prin legarea ei de un
suport insolubil, ci si prin reticulare (inretelare) inter- sau intramolecularg,
formandu-se de asemenea legaturi chimice stabile ca si in cazul legarii covalente,
insa diferenta este cd nu se mai utilizeaza suporturi insolubile. Procedura de
imobilizare se face prin formarea unor agregate enzimatice tridimensionale, complet
insolubile Tn apa, utilizdndu-se diferiti reactivi de inretelare bi- sau multifunctionali,
cum ar fi glutaraldehida, bis-diazobenzidina, N,N-etilen-bis-maleinimida [38, 41,
46].
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Conditiile de reactie pentru formarea legaturilor covalente intre enzime,
suport si agentii de reticulare sunt destul de severe, de aceea conformatia centrului
activ al enzimei poate fi usor afectata, determinand scaderea semnificativd a
activitatii catalitice. Unul din avantajele acestui tip de imobilizare este ca procesul se
realizeaza practic intr-o singura treapta, utilizdnd un agent bi- sau multifunctional
[38, 41].

Metoda prezintd si unele dezavantaje: dificultatea controlarii capacitatii de
inretelare astfel incat eficienta catalitica a preparatului obtinut sa fie buna, iar
aspectul de gel al agregatelor obtinute conferd acestora proprietati mecanice slabe
[38].

1.4.1.3. Imobilizarea prin incluziune (entrapare)

Tehnica entraparii enzimelor sau celulelor este una din cele mai simple
metode de imobilizare [39, 42]. Metoda consta in includerea enzimei in reteaua unui
polimer sau inchiderea ei intr-o membrand semipermeabild, suficient de strans
pentru a preveni desprinderea ei, insa permitand difuzia substratului si a produsilor
[38, 44, 45].

Spre deosebire de metodele de legare covalenta sau de inretelare, in acest
caz enzima nu este legata de gel sau de membrana prin legaturi covalente, astfel
imobilizarea prin entrapare poate avea aplicatii pentru un numar mare de enzime. In
aceste conditii, in general inactivarea enzimei este redusa comparativ cu celelalte
metode de imobilizare.

Acest tip de imobilizare se poate realiza in mai multe moduri [38]:

prin includerea intr-o retea macromoleculara de tip gel

prin microincapsulare

entrapati in fibre tubulare

entrapati Tn membrane lichide

entrapati Tn membrane de ultrafiltrare

Totusi, daca pentru entrapare se utilizeaza o reactie chimica de
polimerizare, conditiile de reactie pot fi destul de severe si in unele cazuri se
inregistreaza pierderea activitatii enzimatice [47].

A. Entraparea enzimelor in derivati sol-gel

Folosirea speciilor biologice cum ar fi proteinele, acizii nucleici si chiar celule
intregi in procesele de entrapare, s-a bazat in mare parte pe imobilizarea reactivului
biologic in interiorul sau in afara unei suprafete compatibile [48].

O posibilitate mai recenta de imobilizare implica entraparea componentelor
biologice in matrici de silicati anorganici, formate la o temperatura scazuta printr-o
metoda stabilita [51]. Primul document care relateaza folosirea silicatilor pentru
entraparea unei componente biologice, a aparut la mijlocul anilor 1950 cand Dickey
a demonstrat faptul cd mai multe enzime pot fi entrapate in derivatii de acid silicic
[52]. In 1990 Avnir s.a. au descris entraparea proteinelor in sticle de tip silicati,
derivati ai alcoxisilanilor [53]. Acest raport a fost urmat de lucrarea grupului lui
Ellerby in 1992, care a demonstrat ca alte proteine cum ar fi citocromul C si
mioglobina ar putea fi entrapate in ortosilicati derivati [54]. Au aparut multe lucrari
ce descriu entraparea unei mari varietdti de specii biologice incluzdnd enzime,
anticorpi, proteine regulatoare, proteine legate de membrana, acizi nucleici si chiar
celule intregi intr-un numar 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 si biochimici
b) Permit o mare varitate de modificari chimice, modificatori redox sau silani
modificati organic
c) Au marime si distributie potrivitd care permite moleculelor mici si ionilor
sa difuzeze in matrice, in timp ce biomoleculele mai mari raman blocate in pori
d) Interactiunile proteina-silicat si analit-silicat pot duce la denaturarea
proteinei si abaterea fata de calibrare, deci va fi nevoie de materiale nanocompozite
organice-anorganice imbunatatite pentru a depasi astfel de probleme
Imobilizarea biomoleculelor prin procesul sol-gel necesita optimizarea mai
multor parametri [38, 57].
= Metoda trebuie sa fie aplicabila solutiilor apoase, deoarece in general
acestea sunt necesare pentru a mentine functia biologica a
biomoleculelor
*= Reactia de polimerizare trebuie sa fie compatibilda cu domeniile de
pH si cele de tarie ionica necesare pentru ca enzima sa prezinte
activitate (pH 4-10, domeniul de tarie ionica 0,01-1,00 M)
=  Procesul trebuie aiba loc la temperatura apropiata temperaturii
camerei pentru mentinerea enzimelor in conformatia lor nativa
= Marime porilor trebuie sa fie suficient de mica pentru a preveni
antrenarea biomoleculelor in solutie, dar destul de mare pentru a
permite compusilor cu molecule mai mici sa patrunda in matrice cu
usurinta
- Materialul folosit ca si componenta pentru senzori, trebuie sa fie
transparent din punct de vedere optic sau conducator de electricitate
= Obtinerea materialelor trebuie sa fie simpla si reproductibila, astfel
ca sa permita utilizarea lor in diferite aplicatii ce includ sticla groasa,
filme subtiri, coloane, fibre, pudra si retele
Procesele de imobilizare prin tehnica sol-gel au fost studiate in stiinta
materialelor, putand fi impartite in doua clase in functie de natura precursorilor:
precursori anorganici si precursori alcoxidici. Utilizarea precursorilor alcoxidici
implica transformarea acestor silani precursori intr-un polimer anorganic reticulat
prin reactii de hidroliza si de condensare [38, 56, 57].
Precursorii alcoxidici pot fi [38]: tetraalcoxisilani, alchiltrialcoxisilani,
trialcoxisilani functionali, alcoximetalati (Figura 1.13).
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Tetraalcoxisilani Alchiltrialcoxisilani Trialcoxisilani functionali Alcoximetalati

Figura I.13. Exemple de precursori de alcoxizi [38]
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Principalele avantaje pe care tehnica imobilizarii enzimelor in sol-gel le
prezinta sunt [38, 58]:
=  Stabilitate termica si chimica buna
= Metoda de obtinere este simpld, neimplicand modificari ale enzimei care sa
conduca la denaturarea acesteia
= Flexibilitatea dimensiunii si geometriei porilor
= Posibilitatea de imobilizare a unei cantitati mari de proteina

Formarea unui biocompozit sol-gel are loc printr-o succesiune de reactii, in
prima etapa avand loc reactia de hidroliza partialda sau totala a unui precursor silanic
potrivit intr-un solvent organic, cum ar fi alcoolul, rezultdnd un sol apos (dispersie
coloidala a particulelor intr-un lichid). Reactia de hidroliza implica 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 contine una sau mai multe grupari
functionale de tip alchil, aril, amino carboxil, tiol sau alte grupari precum resturi
redox active, flavine sau chinone [38].

Sunt posibile trei tipuri de catalize: acidd, bazicd si nucleofila. Hidroliza
poate fi urmata de transesterificare cu aditivi cu compusi continand grupe
hidroxilice, cum ar fi glicerina pentru a forma poligliceril silicati care prezinta
biocompatibilitate mai ridicatd decat alcoxisilanii tipici [38].

In timpul reactiei de hidrolizd au loc simultan reactii de condensare si
continud hidroliza, rezultand un mare numar de polisilicati [38, 59]. Precursorul
hidrolizat si condensat este apoi amestecat cu o solutie de enzima in tampon,
catalizatori si aditivi pentru controlul uscarii, polimeri, agenti de modelare, specii
redox, acestia fiind importanti pentru modificarea proprietatilor materialului finit.
Reactia de polimerizare, cu formarea unui gel este initiatd prin schimbarea pH-ului
iar perioada de formare a gelului este variabila. Gelifierea precursorului de sol este
insotita de entraparea biomoleculei [38].

Gelurile initiale sunt moi, usoare si contin o cantitate mare de apa (50-80%)
si pori mari (pana la 200 nm diametru). Studiile au demonstrat ca rectiile de
condensare continua in timpul maturarii, care poate fi de la cateva zile pana la
cateva saptamani, perioada in care are loc indepartarea din matrice a alcoolului
entrapat si rezultat din reactiile de hidroliza initiala si a apei obtinute in reactiile de
condensare, rezultand o retea mai puternica cu diametrul porilor mai redus cu 25%
si proportia relativa a gruparilor siloxan fata de gruparile de silanol mai mare [38,
60].

In final, materialul este uscat, rezultdnd totodata evaporarea celei mai mari
parti din apa interstitiald, continuarea reactiilor de inretelare din matrice, micsorarea
porilor si o contractare globala a materialului pana la 85% din volumul sau initial.
Gelul uscat se numeste xerogel (Figura 1.14) [38]. Xerogelurile sunt materiale
interesante datorita porozitatii lor si suprafetei specifice ridicate [38].
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Figura I.14. Procesul de producere a xerogelului [38]

Modul in care proteina este entrapata, fizic sau/si prin legare aditionala
multipla prin interactiuni covalente, ionice sau hidrofobe intre matrice si enziméa este
inca neclar [38]. Figura 1.15 prezintad schematic imaginea unei enzime entrapate in
matrici siliconice de gel.

Matrice sol-gel

Figura I.15. Imagine schematicd a unei enzime entrapate in sol-gel

Mecanismul formarii gelului este unul complex si numai prima etapa a fost
investigata din punct de vedere cinetic. A fost demonstrat ca o modificare infima a
conditiilor experimentale (temperatura, natura solventului, concentratiile folosite,
natura catalizatorului, si factorii externi) modificd in mod drastic textura (aria
suprafetei specifice, marimea si distributia porilor, densitatea, etc.) solidului obtinut
[38].
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I1.4.2. Imobilizarea celulazelor. Stadiul actual al cercetarii

Imobilizarea biomoleculelor in interiorul suporturilor insolubile reprezinta
unul din scopurile importante in obtinerea unor materiale functionale diverse. Se
cunosc diferite avantaje ale enzimelor imobilizate cum ar fi: cresterea stabilitatii,
separarea usoara din amestecul de reactie, posibilitatea de modelare a proprietatilor
catalitice si prevenirea infectarii cu diferite microorganisme [38, 61]. Din nefericire,
natura hidrofilica a complexului de celulaze reduce aplicabilitatea lor atunci cand
acestea sunt utilizate in reactii complexe [61]. Celulazele care au fost imobilizate pe
suporturi insolubile sunt capabile sa hidrolizeze celuloza insolubild, Tnsa recuperarea
acestor enzime este inca dificil de realizat [62]. Pentru a imbunatati proprietatile
catalitice ale enzimelor s-au dezvoltat diferite metode de imobilizare cum ar fii
imobilizarea prin adsorbtie, legare covalenta sau entraparea in matrici polimerice
anorganice sau organice [61].

Celulaza a fost imobilizata pe diferite suporturi dintre care se amintesc:
geluri de alginat de calciu, polimeri de Eudragit™ L-100, membrane lipozomiale,
membrane de polivinilalcool, minerale de tip argila, diferite materiale lignocelulozice
pretratate, membrane de colagen, spume poliuretanice, Duolite, Spherosil,
Sepharose activata cu bromcian [63, 64]. O metoda simpla de imobilizare poate fi
legarea covalenta a celulazei pe diferite suporturi utilizand glutaraldehida ca agent
de legare [65]. Mishra s.a. au raportat, Tn 1983, imobilizarea prin legare covaleta a
celulazei din Penicillium funiculosum pe polivinilalcool (PVA) utilizadnd carbodiimida
ca agent de finretelare. In prezenta carbodiimidei, randamentul de imobilizare,
pentru toate preparatele obtinute, a fost de peste 90%, comparativ cu
randamentele de 30-40% obtinute in absenta carbodiimidei. Randamentul de
hidroliza al celulozei din ierburile pretratate, calculat dupa 48 ore de reactie, a fost
de 30% cand s-a folosit celulaza nativa si a crescut la 59% cand s-a folosit celulaza
imobilizata. Celulaza imobilizatd s-a reutilizat de 3 ori pe substrat de ierburi
pretratate, fara sa scada randamentul de hidroliza [63]. Jones s.a. au studiat
imobilizarea celulazei din Trichoderma reesei prin legare covalenta cu glutaraldehida,
utilizand un solvent organic pentru a precipita enzima legatd covalent. Acetona a
fost cel mai eficient precipitant iar concentratia de glutaraldehida la care celulaza
imobilizata a avut eficientda maxima in reactia de hidroliza a celulozei microcristaline,
a fost de 5 mM. Celulaza imobilizata a fost reutilizatd de cinci ori pe substrat de
celulozd microcristalinad, cand activitatea a scazut cu aproximativ 40% dupa al
cincilea ciclu [65].

Imobilizarea celulazei prin legare covalentd pe membrane lipozomiale, cu
sau fara chitosan ca suport, utilizdnd glutaraldehida ca agent de legare, a fost
studiata de Li s.a. Celulaza imobilizatda prin legare covalentd pe membrana
lipozomiala utilizand glutaraldehida ca agent de legare (eficienta catalitica a fost de
80%) a fost mai eficienta in hidroliza carboximetilcelulozei decat celulaza imobilizata
prin legare covalentda pe membrana lipozomiald cu chitosan si glutaraldehida
(eficienta cataliticA a fost de 17%) si celulaza imobilizata simplu prin legare
covalenta pe chitosan cu glutaraldehida (eficienta catalitica a fost de 1,4%). Aceasta
probabil se datoreaza faptului ca enzima isi pierde din activitate in timpul procesului
sever de legare covalenta de chitosan. Folosirea chitosanului ca suport la imobilizare
probabil Tmpiedica accesul enzimei la substrat. Preparatele celulazice obtinute prin
imobilizare pe membrana lipozomiald cu glutaraldehida si chitosan ca suport,
respectiv imobilizare prin legare covalentd pe chitosan cu glutaraldehida s-au
reutilizat de sase ori pe substrat solubil (carboximetilceluloza) si de cinci ori pe
substrat insolubil (CC31). Activitatea relativa a celulazei imobilizate prin legare
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covalentd pe membrane lipozomiale cu chitosan si glutaraldehida a fost mai mare
decat activitatea enzimei imobilizate prin legare covalentd pe chitosan cu
glutaraldehida, la fiecare ciclu de utilizare. Unul dintre motivele pentru care celulaza
imobilizatd pe membrane lipozomiale a fost mai stabild este ca interactiunea dintre
enzima si membrana impiedica inactivarea ei [66].

Dincer s.a. au imobilizat celulaza din Aspergillus niger prin legare covalenta
pe membrane de polivinilalcool (PVA) modificate cu anhidridéa maleicad, folosind
chitosanul ca suport si epiclorhidrina ca agent de legare. Celulaza nativa a avut
activitate catalitica maxima la pH 7.0, iar celulaza nativa la pH 4.0. Pentru ambele
celulaze, celulaza nativa si imobilizata, temperatura optima a fost atinsa la valoarea
de 40°C. Celulaza imobilizatd a fost mai stabila decat celulaza nativa, in conditiile
studiate. Celulaza imobilizatad a fost reutilizatd de cinci ori pe carboximetilceluloza,
Tnsa activitatea catalitica a scazut cu 52% dupa al a cincea reutilizare [67].

Poli(2,6-dimetil-1,4-fenilenoxidul) (PPO), cu stabilitate termica buna, este
unul dintre cei mai utilizati polimeri, iar forma bromurata (BPPO) prezinta si
caracteristici bune de formare de membrane. S-a studiat imobilizarea celulazei prin
legare covalenta pe membrane schimbatoare de cationi construite prin aminarea si
carboxilarea BPPO, folosind agentul de legare N-(3-dimetilaminopropil)-N’'-
etilcarbodiimida (EDC). Conditiile optime de imobilizare la care activitatea celulazei
imobilizate a fost maxima au fost: 40 mg/ml EDC, 20 h timp de activare, 25 h timp
de imobilizare, 5 mg/ml celulaza introdusa, pH 3,8. Activitatea celulazei native a
fost maxima la temperatura de 50°C. Dupa imobilizare, valoarea temperaturii la care
activitatea catalitica a fost maxima a crescut la 55°C. La temperaturi mai mari de
550C, celulaza imobilizata a fost mai stabila decat celulaza nativa [68].

In ultimii ani, datoritda dimensiunii mici a particulelor, specificitatii ridicate
de suprafata si toxicitatii scazute, particulele nanomagnetice sunt aplicate in diferite
domenii ca medicina sau industrie. Nanoparticulele de Fe;04 sunt cele mai folosite
materiale magnetice biocompatibile cu toxicitate scazuta si proprietati magnetice
puternice, avand aplicatii Tn adsorbtia intracelulara si separare, ambalarea
medicamentelor, rezonanta magnetica, imobilizarea proteinelor si enzimelor,
purificarea proteinelor si tratarea apelor [61].

Legarea covalentd a celulazei de nanoparticule magnetice de oxid de fier
folosind carbondiimida ca agent de activare a fost studiatéa de Jordan s.a. La o
cantitate de celulaza de 1-2 mg, s-a atins randamentul maxim de imobilizare de
aproximativ 90%. Celulaza imobilizata a fost mai stabild termic decéat celulaza
nativa. La temperatura de 50°C, activitatea ambelor celulaze, nativa si imobilizats, a
fost optima. Activitatea celulazei native a fost maxima la pH 4.0. Dupa imobilizare,
valoarea pH-ului la care activitatea catalitica a fost maxima a crescut la 5,0.
Celulaza imobilizata s-a reutilizat de sase ori pe substrat de celuloza microcristalina
[61].

Darias s.a. au studiat imobilizarea celulazei din Trichoderma viride prin
legare covalenta de chitosan. Dupd imobilizare, celulaza a pierdut 60% din
activitatea initiala, aceasta probabil datorandu-se inactivarii enzimei in timpul legarii
de chitosan. Dupa imobilizare, pH-ul la care activitatea catalitica a fost maxima, a
ramas acelasi (5.0). Ambele celulaze, nativa si imobilizata, au avut activitate optima
la temperatura de 58°C, insa stabilitatea termica a celulazei a crescut in urma
imobilizarii [69]. Celulaza din Aspergillus niger s-a imobilizat prin legare covalenta
de chitosan-acid glutamic si chitosan-acid 4-aminobutiric, respectiv prin Tnretelarea
(reticularea) enzimei pe chitosan-acid glutamic si chitosan-acid 4-aminobutiric cu
glutaraldehida (GDA). Dupa imobilizarea celulazei prin legare covalents,
randamentul de regasire al activitatii a fost de 58% pentru celulaza imobilizata pe
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chitosan, 76% pentru celulaza imobilizata pe chitosan-acid glutamic, respectiv 55%
pentru celulaza imobilizata pe chitosan-acid 4-aminobutiric. Dupa imobilizarea
celulazei prin Tnretelare cu GDA, randamentul de regasire al activitatii a fost de 65%
pentru celulaza imobilizata pe chitosan-GDA, 85% pentru celulaza imobilizata pe
chitosan-acid glutamic-GDA, respectiv 63% pentru celulaza imobilizata pe chitosan-
acid 4-aminobutiric-GDA. Metoda de imobilizare prin inretelare s-a dovedit a fi mai
eficientad decat metoda de imobilizare prin legare covalenta. Toate cele trei preparate
obtinute Tn urma imobilizarii prin inretelare au fost mai stabile decat celulaza nativa,
n conditiile studiate (pH, temperatura si stabilitate la depozitare timp de 100 zile).
Dupa imobilizarea celulazei pe chitosan-DGA, respectiv pe chitosan-acid 4-
aminobutiric-GDA , temperatura la care activitatea celulazei a fost maxima nu s-a
modificat (50°C), comparativ cu celulaza nativa, insa a crescut la 60°C dupa
imobilizarea prin Tnretelare a celulazei pe chitosan-acid glutamic-DGA. S-a observat
ca celulaza imobilizata prin inretelare pe chitosan-GDA a retinut aproximativ 60%
din activitatea initiala, dupa 6 cicluri de utilizare, in reactia de hidroliza a
carboximetilcelulozei. Celulaza imobilizata prin inretelare pe chitosan-acid glutamic-
GDA si chitosan-acid 4-aminobutiric-GDA a retinut aproximativ 50% din activitatea
initiala, dupa 25 cicluri de utilizare [70].

Dintre tehnicile de imobilizare cunoscute, imobilizarea prin adsorbtie poate fi
0 metoda avantajoasa datoritd costurilor scazute, simplitatii metodei si eficientei
catalitice obtinute [38]. Ogeda s.a. au studiat imobilizarea celulazei din Trichoderma
reesei prin adsorbtie pe Si/SiO,. Dupa imobilizare, preparatul celulazic obtinut s-a
testat in reactia de hidroliza a celulozei Avicel netratata si pretratata cu acid fosforic,
respectiv celulozei din bumbac si eucalipt. Celulaza imobilizata prin adsorbtie a
determinat obtinerea unor randamente de hidroliza mai mici in cazul suporturilor
netratate (Avicel, celuloza din bumbac si celuloza din eucalipt), comparativ cu
celulaza nativa, aceasta datorandu-se fenomenului de difuziune ingreunatd a
enzimei la substrat dupa imobilizare. Insa in urma pretratarii celulozei Avicel cu acid
fosforic, randamentul de hidroliza obtinut cu celulaza imobilizata a fost mai mare
decat in cazul enzimei native, acesta probabil se datoreaza faptului ca gruparile
fosfat prezente Tn celulozd inactiveaza mai repede celulaza nativa. Preparatul
enzimatic s-a reutilizat de sase ori, iar activitatea catalitica a scazut cu aproximativ
20% dupa al saselea ciclu de utilizare [71].

Cele mai multe studii au demonstrat ca enzimele imobilizate pe suporturi
anorganice prezinta stabilitate mai ridicata decat preparatele obtinute utilizdnd
suporturi organice. Carbunele activ prezintd o suprafatad foarte mare (600-1000
m?/g, volumul porilor de 300-1000 A), acesta dovedindu-se un suport eficient
pentru imobilizare. S-a studiat imobilizarea celulazei din Aspergillus niger prin
adsorbtie pe carbune activ. A fost investigat efectul parametrilor de imobilizare
(timpul, temperatura si concentratia de celulaza introdusa) asupra capacitatii de
adsorbtie. Timpul la care capacitatea de adsorbtie a fost optima a fost de 40 minute
(la o concentratie de celulazd de 5 mg/ml, pe intervalul de temperatura de 20-
60°C). Capacitatea de adsorbtie a celulazei a crescut odata cu cresterea temperaturii
(domeniul de temperatura studiat a fost 20-60°C). La 30°C, capacitatea de adsorbtie
a fost de 92% pentru o concentratie de 2 mg/ml celulaza introdusa. Parametrii
termodinamici studiati (AG°, AH?, AS®) au ardtat ca procesul de adsorbtie pe
carbune este spontan si endoterm. Celulaza imobilizata s-a reutilizat de 5 ori pe
substrat de metilceluloza, Tnsa activitatea cataliticd a scazut cu 30% dupa prima
reutilizare, dupa care s-a mentinut constanta [64]. Jabasingh s.a au studiat
imobilizarea celulazei din Aspergillus nidulans prin adsorbtie pe carbune activ
modificat cu H,0,. Randamentul de imobilizare a crescut pana la 2 ore de adsorbtie,
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indiferent de cantitatea de enzima introdusa (4-16 mg/ml). La 2 ore de adsorbtie,
randamentul de imobilizare la 4 mg/ml enzima introdusad a fost de 79,5%, si a
scazut adata cu cresterea cantitatii de celulaza. Parametrii termodinamici studiati
(AG®, AH®, AS®) au demonstrat, de asemenea, ca procesul este spontan, endoterm
si ireversibil. Celulaza imobilizata prin adsorbtie pe carbune activ modificat s-a
reutilizat de 10 ori pe substrat de carboximetilceluloza, fara sa se observe scaderi de
activitate [72].

Chang s.a. au studiat imobilizarea celulazei din Trichoderma reesei prin
adsorbtie pe nanoparticule de silice mezoporoasa (MSN) cu dimensiunea porilor mica
(circa 150 nm) utilizdnd ca silan tetraetoxisilan (SPMSN) si pe nanoparticule de silice
mezoporoasa cu dimensiunea porilor mare (circa 600 nm) utilizand ca silan 3-
aminopropil-trimetoxisilan (LPMSN). S-a investigat imobilizarea enzimei prin legare
covalenta de LPMSN cu tetraetoxisilan si (3-trietoxisililpropil)-acid succinic (TESP-
SA), hidroclorura de N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida Si N-
hidroxisuccinimida. Sarcinile electrice ale suprafetei au influentat randamentul de
imobilizare al celulazei. Deoarece sarcinile electrice ale celulazei, SPMSN si suportul
utilizat pentru legarea covalentad, LPMSN cu TESP-SA in tampon pH 4,8 au fost
negative (-6,8 mV), (-14,8 mV), respectiv (-40,5 mV), interactiunile electrostatice
dintre enzima si substrat sunt mai slabe. Deoarece sarcinile electrice ale LPMSN sunt
aproximativ 0 (+ 1,0 mV) datorita existentei gruparilor Si-OH si Si-NH, celulaza a
fost adsorbita mai eficient pe acest substrat datorita interactiunilor celulazei cu
gruparea Si-NH,. Cantitatea de glucoza eliberata in timpul reactiei de hidroliza a
celulozei pretratate cu [Bmim]Cl catalizata de celulaza adsorbita pe SPMSN, LPMSN
si TESP-SA LPMSN a fost 33,30%, 77,89%, respectiv 83,78%, nsd mai micad decat
cantitatea de glucoza obtinuta in urma reactiei catalizate de celulaza nativa ( 85%).

Celulaza imobilizata prin legare covalentd de LPMSN cu TESP-SA a fost mai
eficientd decat celulaza imobilizatd prin adsorbtie simpla. Unul din avantajele
celulazei imobilizate a fost cresterea stabilitatii la depozitare la temperatura
camerei. Dupa 23 de zile, celulaza imobilizatd a pierdut 4,6% din activitate, iar
celulaza nativa a pierdut 37,8% din activitatea intiala [73]. Lupoi s.a. au observat ca
celulaza din Trichoderma viride imobilizatd prin adsorbtie pe silice Aerosil-OX
(diametrul particulelor 40 nm, aria totald a suprafetei 1,4 m?) este mai stabila decat
celulaza nativa Tn conditiile de reactie studiate. Dupa 96 ore de zaharificare si
fermentare simultana a celulozei, celulaza imobilizata a produs de 1,6 ori mai multa
glucoza decat celulaza nativa. Prin urmare, in urma imobilizarii celulazei, a crescut
cantitatea de etanol formata Tn timpul procesului de zaharificare si fermentare
simultana. Cantitatea de etanol obtinuta, dupa 96 ore de reactie, a fost de 10,9 mg,
cand s-a folosit celulaza imobilizata, respectiv de 3,8 mg, cand s-a folosit celulaza
nativa. Celulaza imobilizatd s-a reutilizat de trei ori, iar cantitatea de glucoza
produsa la al doilea si al treilea ciclu de utilizare a scazut la 17% [74].

Hartono s.a. au studiat imobilizarea celulazei prin adsorbtie pe matrice de
silice FDU-12 mezoporoasa (PS) formata cu tetraetoxisilan (TEOS), respectiv pe
matrici de silice FDU-12 functionalizate, preparate prin amestecul a doi silani.
Formarea matricei de silice functinalizatéd s-a realizat prin amestecarea silanului
TEOS cu diferiti organosilani (in raport molar 15:1), surfactantul Pluronic F-127 si
trimetilbenzen (TMB). Organosilanii utilizati Tn 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 adsorbtia a celulazei pe S-APTES, respectiv
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pe S-VTMS a fost aproximativ aceeasi, indiferent de concentatia de celulaza
adaugata. La o concentratie de 0,8 mg/ml enzima adaugata, s-a adsorbit
aproximativ 16,12 mg celulazd/g S-APTES si 17,05 mg celulazd/g S-VTMS.
Comparativ cu substraturile functionalizate (S-APTES, S-VTMS), pe matricea de
silice mezoporoasa (PS) s-a adsorbit o cantitate mai mica de enzim3, indiferent de
cantitatea de celulaza adaugata (la o concentratie de 0,8 mg/ml celulaza, pe PS s-a
adsorbit 8,55 mg celulaza/g silice). Chiar daca capacitatea de adsorbtie a celulazei
pe S-APTES a fost mai ridicata (16,12 mg celulazd/g S-APTES) comparativ cu PS,
dupa imobilizarea celulazei pe S-APTES a scazut semnificativ activitatea catalitic3,
de la 14,00 U/mg enzima la 1,10 U/mg enzima. Dupa imobilizarea celulazei pe S-
VTMS, respectiv pe PS, activitatea catalitica a scazut la 71% din activitatea celulazei
native (capacitatea de adsorbtie a celulazei a fost de 8,55 mg celulaza/g PS),
respectiv la 78% (capacitatea de adsorbtie a celulazei a fost de 17,05 mg celulaza/g
S-VTMS). S-a studiat stabilitatea operationala a celulazei imobilizate pe PS, S-APTES
si S-VTMS. Dupa 14 zile de operare, celulaza imobilizata pe PS a pierdut 65-70% din
activitatea initiala, Tn timp ce celulaza imobilizatd pe S-APTES si S-VTMS a pierdut
78-100%, respectiv 71-90% din activitatea initiala. Imobilizarea celulazei pe matrici
de silice functionalizata a determinat cresterea stabilitatii operationale a celulazei
[75].

Entraparea celulazei Tn matrici polimerice anorganice sau organice poate fi
considerata o metoda avantajoasa de imobilizare datoritd numeroaselor avantaje pe
care le prezinta: uniformitate, biocompatibilitate, stabilitate termica si chimica
ridicata, posibilitatea de a imobiliza o cantitate mare de proteina, aceastd metoda
putand fii aplicata unui domeniu larg de proteine [38, 76, 77].

Unele din cele mai bune nanomateriale sunt aerogelurile, care pot fi
obtinute prin uscarea supercritica cu dioxid de carbon a gelului. Aerogelul este un
material cu proprietati unice cum ar fi porozitate ridicatd, densitate scazuta,
suprafata specifica buna si conductivitate termica scazuta, fiind un material inert si
netoxic. Procesul de imobilizare a celulazei intr-o matrice de sol-gel poate implica
doua etape: entraparea celulazei in matricea de sol-gel si uscarea supercritica cu
dioxid de carbon. Celulaza din Humicola insolens a fost imobilizata prin metoda sol-
gel folosind ca silan precursor tetrametoxisilan, urmaté de uscare supercriticd a
gelului folosind dioxid de carbon. In urma imobilizarii, stabilitatea termica a celulazei
a crescut. Celulaza imobilizata a avut activitatea catalitica optima la temperatura de
40°C, iar celulaza nativa la 30°C. S-a studiat reutilizarea celulazei imobilizate la
presiune atmosfericd si in mediu de CO,/H,O si 10 MPa, folosind ca substrat
carboximetilceluloza. S-a observat ca celulaza imobilizata a putut fi reutilizata de 15
ori la presiune atmosferica si de 20 ori in mediu de CO,/H,O [78]. Entraparea
celulazei din Bacillus subtilis in alginat de calciu a fost studiatéa de Andriani s.a. In
urma entraparii enzimei, valoarea temperaturii optime a crescut de la 50°C (in cazul
celulazei native) la 60°C, insa activitatea relativa a celulazei imobilizate a scizut la
45% dupa al treia reutilizare pe carboximetilceluloza ca substrat [79].

Celulaza imobilizata prin incapsulare intr-o matrice mezoporoasa de silice
SBA-15, de diferite dimensiuni ( 5,4 nm, 8,9 nm si 11 nm) a fost studiata de
Takimoto s.a. Cantitatea de enzima imobilizatd a crescut odatéa cu marimea porilor
SBA-15. Cantitatea maxima de celulaza incapsulata 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
si de 4 mg/10 mg silice amorfa. Activitatea celulazei imobilizate pe SBA-15 de 8,9
nm a fost cu 70% mai mica decat activitatea celulazei native [80].
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Se poate afirma ca cercetarile privind imobilizarea celulazelor prin entrapare
in sol-gel se gasesc inca in faza de inceput si pe plan mondial, existand vaste
posibilitati de investigare in acest domeniu.

I.5. Conversia biomasei la bioetanol

Obtinerea biocombustibilor implica utilizarea unor materii prime regenerabile
cum ar fi: tulpini de grau si porumb, lemn, biomasa cultivata (de exemplu, genul
Miscanthus) sau diverse deseuri [9, 81, 82].

Se cunosc cel putin doua metode de preparare a etanolului din materiale
lignocelulozice:

a) Celuloliza: consta in hidroliza materialelor lignocelulozice pretratate,
urmata de fermentare si distilare [83, 84];

b) Gazeificarea: in care biomasa lignocelulozica este transformata in
monoxid de carbon si hidrogen, prin fermentare sau prin cataliza termochimica,
aceste gaze fiind apoi convertite la bioetanol [ 83, 84, 85].

Prin niciuna dintre procedeurile de obtinere a bioetanolului celulozic nu se
genereaza emisii toxice, iar utilizarea sa drept combustibil conduce la o diminuarea
a emisiilor de gaze cu efect de sera cu aproximativ 80%, insa dezavantajul major il
reprezinta costurile mai ridicate comparativ cu bioetanolul obtinut din amidon.

Natura biomasei lignocelulozice influenteaza procesul de hidroliza a
polizaharidelor, procesele tehnologice de obtinere a etanolului celulozic fiind diferite,
in functie de metodele de hidroliza si fermentare utilizate [86].

Celuloza si hemiceluloza sunt doua polizaharide din compozitia biomasei
care pot fi scindate in zaharide fermentescibile. Lignina, neavand in compozitia sa
zaharuri, nu poate fi folosita la prepararea bioetanolului. In timpul procesului,
datorita structurii si continutului lor diferit, celuloza si hemiceluloza sunt procesate
separat. Datorita structurii amorfe, hemiceluloza poate fi usor hidrolizata in prezenta
de acizi diluati sau baze, sau sub actiunea unui numar mare de enzime cum ar fi
hemicelulazele [87].

Metoda celulolitica de obtinere a bioetanolului cuprinde cinci etape principale
[88, 891]:

» Pretratarea biomasei lignocelulozice

» Hidroliza celulozei

= Separarea solutiei de zaharuri fermentescibile de materialul rezidual
= Fermentarea microbiana a solutiei de zaharuri

= Distilarea alcoolului.

Reprezentarea schematica a metodei celulolitice de obtinere a etanolului
celulozic este prezentata in Figura I1.16 [90].
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Figura I.16. Conversia biomasei lignocelulozice la bioetanol [90]

Producerea bioetanolului se poate urmari pe mai multe cai (Figura 1.16) [90]:

» Hidroliza si fermentatia separatd (SHF): Tn care are loc hidroliza
celulozei urmata de fermentatia zaharurilor

= Hidroliza si co-fermentatia separatéd (SHCF): in care are loc hidroliza
celulozei si hemicelulozei urmata de fermentatia simultana a hexozelor si
pentozelor rezultate

» Hidroliza si fermentatia simultana (SSF): Tn care hidroliza celulozei
si fermentatia hexozelor are loc simultan

» Hidroliza si co-fermentatia simultand (SSCF): in care hidroliza
celulozei si hemicelulozei si fermentatia hexozelor si pentozelor are loc
simultan

=  Procesul consolidat de biotransformare: producerea enzimelor,
hidroliza si fermentatia au loc intr-o singura etapa

1.5.1. Pretratarea biomasei lignocelulozice

Prima etapa in bioconversia lignocelulozei la bioetanol este pretratarea
biomasei.

Scopul principal al pretratamentului este de a distruge obstacolele

structurale si de compozitie ce pot influenta negativ procesul de hidroliza, precum si
de a imbunatati accesul enzimei la celuloza si de a mari randamentul de obtinere a
zaharurilor fermentescibile din celuloza sau hemiceluloza [90, 91, 92]. In etapa de
pretratament este necesar sa se urmareasca atingerea urmatoarelor cerinte:

imbunatatirea formarii zaharurilor fermentescibile;

evitarea degradarii sau pierderii carbohidratilor;

evitarea formarii produsilor secundari ce pot inhiba enzima si procesele de
fermentare;

reducerea costurilor [93, 941;
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1.5.2. Metode de pretratare a biomasei lignocelulozice

La ora actuala se cunosc citeva procedee de pretratare a materialului
lignocelulozic:
A. Procedee fizice: presiune, tocare, maruntire, macinare, 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, solventi
organici etc.)[91]

I1.5.2.1. Procedee fizice de pretratare

Procedeele fizice de pretratare presupun transformarea biomasei intr-o
pulbere find, prin maruntire, macinare, tocare, pentru facilitarea tratamentelor
chimice si biologice ulterioare. De exemplu, prin tocare se obtin particule de
dimensiunea 10-30 nm, iar prin macinare sau maruntire se obtin particule de
aproximativ 0,2-2 nm.

In functie de natura materiei prime, metoda de pretratare este diferitd,
minimalizandu-se astfel degradarea substratului si fiind totodata imbunatatit
randamentul de hidroliza. Cu cat biomasa este mai bine maruntita cu atat accesul
polizaharidelor in situsul catalitic al enzimelor este facilitat. Dimensiunea ideala de
maruntire variaza de la cativa centimetri pana la 1-3 mm. Energia consumata pentru
reducerea dimensiunii particulelor reprezintd aproximativ 30% din consumul
energetic total al procesului [90]. Aceasta metoda determina cresterea ariei
suprafetei specifice si reduce gradul de polimerizare. Deoarece costurile energetice
sunt ridicate, aceasta metoda nu este avantajoasd din punct de vedere economic
[90].

Metoda de iradiere a celulozei cu raze y determina marirea ariei suprafetei si
scaderea gradului de cristalinitate al celulozei prin ruperea legaturilor de hidrogen
[96].

1.5.2.2. Procedee chimice de pretratare

Deoarece biomasa lignocelulozica este extrem de recalcitranta la degradare,
s-au dezvoltat o serie de metode de pretratare chimica. Studiile efectuate au
demonstrat ca exista o corelatie directa intre indepartarea ligninei sau hemicelulozei
si cresterea randamentului de hidroliza [90, 95]. Metodele termochimice de
pretratare implica scindarea fibrelor biomasei in diferite conditii acide sau alcaline, la
temperaturi ridicate, fara a fi afectati constituentii biomasei [90].

I1.5.2.2.1. Hidroliza acida

Hidroliza acida a fost folositda mult timp, insa are efecte negative asupra
mediului inconjurdtor, prin depozitarea deseurilor de gips. Pentru pretratarea
biomasei se poate folosi acid sulfuric sau clorhidric. In general, etapa de hidroliza
chimica a biomasei lignocelulozice are loc printr-un atac acid. Aceastd metoda a fost
folositd mult timp, insa are efecte negative asupra mediului inconjurator [ 90, 94,
96].
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Hidroliza cu acid sulfuric diluat

Dintre toate metodele chimice de pretratare, metoda cu acidul sulfuric diluat
la temperatura ridicatd are cele mai multe aplicatii industriale, deoarece se obtine o
cantitate mare de zaharuri fementescibile din hemiceluloza [93, 95].

Se cunosc doua tipuri de pretratamente cu acid diluat: la concentratii
scazute de acid (5-10%) si temperaturi ridicate (>433 K), la concentratii mai mari
de acid (10-40%) si temperaturi scazute (<433 K) [93]. Timpul de reactie este
relativ scurt, de la cateva minute la cateva ore. Pretratarea materialului
lignocelulozic cu acid sulfuric diluat poate avea loc in doua etape. Intr-o prima etapa
are loc depolimerizarea hemicelulozei la xiloza si alte zaharide, iar in etapa a doua
are loc hidroliza celulozei.

Temperatura de lucru ridicata poate produce degradarea polizaharidelor,
fiind posibila insa si degradarea monozaharidelor obtinute. O crestere a
randamentului de reactie este posibila in cazul in care procesul se desfasoara in
reactoare cu amestecare, iar colectarea monozaharidelor se face imediat dupa
obtinere.

Realizarea hidrolizei in doud etape reprezinta o alta variantda prin care se
poate mari randamentul de obtinere a zaharurilor fermentescibile. Prima etapa are
loc n conditii mai blande, pentru recuperarea pentozelor, iar cea de-a doua etapa se
desfasoara in conditii mai severe, pentru a permite recuperarea hexozelor. Avantajul
acestui tip de pretratare il costituie viteza mare de reactie. In functie de natura
biomasei, in urma pretratarii cu acid diluat aproximativ 70-95% din hemiceluloza
poate fi hidrolizata la zaharuri. Avantajele pretratarii cu acid diluat sunt: are loc
hidroliza mai rapida a hemicelulozei, comparativ cu alte metode de hidroliza
(enzimatica), in functie de conditiile de hidroliza se poate evita degradarea
zaharurilor.

Dezavantajele metodei de hidroliza acida sunt: necesitatea folosirii unor
materiale speciale, scumpe, pentru constructia reactorului si dificultatea de
recuperare a zaharurilor, datorita aparitiei unei reactii secundare de degradare a
glucidelor [90, 93]. Figura 1.18 prezintad schema hidrolizei biomasei cu acid diluat.
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Figura I.17. Reprezentarea schematica a hidrolizei biomasei cu acid diluat
Hidroliza cu acid concentrat

in metoda de pretratare cu acizi concentrati se lucreaza cu H,SO, 72% sau
HCl 42%, la 25°C pentru dizolvarea celulozei, urmatd de dilutia cu acid 1% si
incalzirea amestecului la 100-120°C timp de aproximativ 3 ore pentru a scinda
oligomerii celulozici Tn monomeri de glucoza. Procedeul permite obtinerea glucozei
cu randamente mari, insa prezinta cateva dezavantaje majore: acizii concentrati
sunt toxici, reactoarele trebuie construite din materiale speciale, consum de apa
mare, costuri ridicate [ 93, 96].

Se lucreaza cu acid clorhidric concentrat, in conditii blande de temperatura
si presiune. Intr-o prima etapa, are loc indepartarea hemicelulozei din lignoceluloza
cu acid de 35%, iar hidroliza propriu-zisa se desfasoara in prezenta acidului mai
concentrat. Aceastd metodad determind degradarea lentda a polizaharidelor, se
desfasoara cu o viteza relativ scazuta, insa are o eficienta ridicata (peste 90%) si
este mai ieftind. Ea prezinta si dezavantaje legate de necesitatea recuperarii sau
neutralizarii acidului din solutia de zaharuri, precum si necesitatea utilizarii unor
instalatii speciale anticorozive [ 93, 96].

Atunci cand biomasa lignocelulozicd este tratata cu acid sulfuric, se
formeaza si compusi toxici nedoriti cum sunt furfuralul si hidroximetil furfuralul, care
au efect inhibitor asupra etapelor ulterioare de hidroliza si fermentatie a zaharurilor
[91]. Eliminarea acestor inhibitori necesitd etape suplimentare, care influenteaza
costurile de productie [90, 91, 93]. Figura 1.19 prezintd schema hidrolizei biomasei
cu acid concentrat.

BUPT



40 Studiu documentar - 1

| Biomasi lignocelulozici |

.

| Hidroliza cu acid diluat |

|
| |

| Hidrolizat (contine pentoze) | | Reziduu (biomasai solida) |
| Fermentare | | Hidrolizi cu acid concentrat |

|

| Hidrolizat (contine hexoze) |

|

| Fermentare |

Figura I.18. Reprezentarea schematica a hidrolizei biomasei cu acid concentrat
1.5.2.2.2. Pretratarea biomasei cu hidroxizi

Aceastd metoda de pretratare foloseste 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 usor
din sistemul apos prin neutralizare. Metodele alcaline de pretratare sunt, in general,
mai eficiente, intrucat se solubilizeaza o mare parte din ligning, insa cea mai mare
parte din hemiceluloza ramane in stare insolubild. Procesul se poate desfasura la
temperaturi si presiuni scazute, insa timpul de pretratare poate varia de la ore la zile
in functie de conditiile de reactie [95, 96]. Avantajele majore ale acestui tip de
pretratament sunt: creste reactivitatea celulozei, se degradeaza o cantitate mica de
zahar, iar costurile pentru materiile prime sunt mult mai scazute, comparativ cu
hidroliza acida. Utilizarea unor concentratii mari de reactivi necesita tratarea apelor
reziduale si duce la cresterea costurilor pentru neutralizarea deseurilor [90, 96].

Pretratamentul cu hidroxid de calciu presupune amestecarea apei cu
hidroxidul de calciu, adaugarea biomasei (particulele biomasei trebuie sa fie mai mici
de 10 nm), si pastrarea solutiei timp de cateva ore sau zile, in functie de
temperatura de pretratare [96]. Pretratamentul cu hidroxid de calciu indeparteaza
lignina si hemiceluloza din biomasa, insa determina cresterea indicelui de
cristalinitate al celulozei. Deoarece in timpul pretratarii biomasei cu oxid de calciu
are loc acetilarea si cresterea cristalinitatii celulazei, aceastd metoda de pretratare
nu este eficienta pentru hidroliza enzimatica [93]. Conditiile optime de pretratare a
paielor de porumb cu hidroxid de calciu, astfel incat randamentul de hidroliza sa se
apropie de 100%, au fost: 0,0075 g hidroxid de calciu/g biomasa uscata, 5 g apa/ g
biomasa uscatd, 4 ore la 120°C [96].

Pretratrea biomasei cu solutie diluatd de hidroxid de sodiu a determinat
cresterea ariei suprafetei specifice, scaderea gradului de polimerizare, scaderea
cristalinitatii celulozei, ruperea legaturilor dintre lignina si carbohidrati si modificarea
structurii ligninei [96]. Pretratarea biomasei cu hidroxid de amoniu a determinat
ndepartarea ligninei. In urma pretratarii stiuletilor de porumb si ierburilor cu 2,5-
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20% hidroxid de amoniu, timp de 1 ora, la 170°C, s-a indepartat aproximativ 60-
80%, respectiv 65-85% lignina [95].

1.5.2.3. Metode fizico-chimice de pretratare
1.5.2.3.1. Expandarea cu aburi

Expandarea cu aburi este una din cele mai avantajoase metode de
pretratare a biomasei putand fi considerata o alternativa a metodelor chimice sau
mecanice de pretratare. Se lucreaza la temperaturi si presiuni ridicate, in recipiente
inchise etans [95]. Materialul lignocelulozic este incalzit cu ajutorul aburilor sub
presiune. Dupa un interval de cateva minute se formeaza aburi, care la decompresie
determina expandarea materialului lignocelulozic [90].

Efectele pretratamentului cu aburi asupra biomasei lignocelulozice sunt:

e Pretratarea cu aburi determina cresterea gradului de cristalinitate al
celulozei

e Hidroliza rapida a hemicelulozei

e Delignifierea biomasei

in comparatie cu pretratarea mecanicd, unul din avantajele pretratdrii cu
aburi il reprezinta costurile energetice mai reduse (cu 70%). Aceasta metoda este
consideratd eficienta pentru pretratarea lemnului de esentd tare si reziduurilor
agricole. La temperaturi ridicate, apa poate avea proprietatile unui acid, ceea ce
poate determina hidroliza hemicelulozei si degradarea zaharurilor [90, 94].

I1.5.2.3.2. 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 biomasa, la presiunea de 12 atm [90, 96]. Schema aparatului de
pretratare a biomasei cu amoniac, Tn laborator, este prezentata in Figura 1.19 [96].
In timpul pretratarii doar o mica parte din materialul lignocelulozic este solubilizat.
Hemiceluloza a fost degradata la oligomeri ai zaharurilor si lignina a fost indepartata.
In urma hidrolizei ierburilor de Bermuda (Cynodon dactylon, contin aproximativ 5%
lignind) si paielor (contin aproximativ 15% lignind) pretratate cu amoniac,
randamentul de hidroliza a fost de peste 90%. Pretratamenulul cu amoniac nu este
eficient pentru biomasa care are continut ridicat de lignina. De exemplu,
randamentul obtinut in urma hidrolizei plopului pretratat (contine 25% lignina), a
fost de numai 50% [93, 96].
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Figura I.19. Schema de pretratare a biomasei cu amoniac, in laborator [96]

Conditiile optime de pretratare a paielor de porumb cu amoniac, care au dus
la un randament de hidroliza de peste 98%, au fost: raport molar amoniac/biomasa
de 1:1, umiditatea biomasei de 60%, 5 minute si temperatura de 90°C [96].
Pretratarea cu amoniac reduce continutul de lignina din biomasa, degradeaza
hemiceluloza la oligomeri si determina scaderea cristalinitatii celulozei [96]. Aceasta
metoda este scumpa datorita costului ridicat al amoniacului, de aceea utilizarea sa
viitoare este conditionata de recuperarea amoniacului [90, 93].

1.5.2.3.3. Pretratarea biomasei cu dioxid de carbon

Pretratamentul cu CO, supercritic este un proces similar cu pretratamentul
cu amoniac sau cu aburi. Datorita formarii de acid carbonic (in prezenta apei), n
timpul pretratarii randamentul de hidroliza creste [90, 96]. Daca se lucreaza cu
temperaturi scazute, se poate evita degradarea monozaharidelor de catre acid [96].
Cresterea presiunii faciliteaza accesul moleculelor de CO, Tn structura cristaling,
astfel creste cantitatea de glucoza. Prin hidroliza lucernei pretratate cu CO, (4 Kg
CO,/Kg biomasa, 5,62 MPa) dupa 24 ore de reactie randamentul de hidroliza a fost
de 75% [96]. Prin aceasta metoda de pretratare se obtin randamente de hidroliza
mai mici decat prin pretratarea cu amoniac sau cu aburi, insa costurile de proces
sunt mai mici si nu se formeaza compusi inhibitori [90, 96].

1.5.2.3.4. Pretratarea biomasei cu solventi organici

Pretratarea biomasei cu solventi organici presupune utilizarea unor solventi
sau a unui amestec de solventi, cu sau fara prezenta catalizatorilor (acid clorhidric,
acid sulfuric, acid oxalic sau acid salicilic). Procesul are loc la temperaturi ridicate
(100-250°C) in prezenta diferitor solventi (etanol, metanol, etilenglicol, glicering,
eteri, cetone, fenoli, dimetilsulfoxid etc.). Alcolii folositi la pretratare pot indeparta
lignina din biomasa si solubiliza hemiceluloza prin: scindarea legaturilor din ligning,
scindarea legaturilor eterice si esterice dintre lignina si hemiceluloza, si ruperea
legaturilor glicozidice din celuloza [91].
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Unii dintre solventi pot fii recuperatii prin evaporare sau condensare, astfel
scazand costurile procesului [91].
Utilizarea procedeului cu solventi prezinta unele avantaje comparativ cu
metoda acida sau alcalina de pretratare [91]:
- este 0 metoda selectivd de pretratare, permitand separarea fractiunilor
(lignina uscata, fractiunea celulozicad si solutia apoasa care contine zaharuri
fermentescibile din hemiceluloza sau celuloza)
- procedeul cu solventi poate fi combinat cu alte metode de pretratare
determinand cresterea randamentului de hidroliza
- unii solventi organici pot fi recirculati, astfel scad costurile procesului
- este una din metodele de pretratare care nu necesitd neaparat maruntirea
biomasei pentru o conversie a celulozei mai buna
Metoda de pretratare care foloseste ca solvent etanolul implica scindarea
chimicd si solubilizarea fragmentelor de lignina. Prin folosirea etanolului drept
solvent organic, se obtine lignind cu proprietati reactive, fractia celulozica putand fi
hidrolizata cu usurinta [91]. Biomasa lignocelulozica s-a pretratat cu glicerina bruta,
care este considerat produsul majoritar rezultat in urma producerii biodieselului.
Datorita capacitatii acestuia de a dizolva lignina, pretratamentul cu glicerina bruta
conduce la Tmbunatatirea randamenlui de hidroliza, fiind considerat un proces
eficient din punct de vedere economic [97].

1.5.2.3.5. Pretratarea biomasei cu lichide ionice
1.5.2.3.5.1. Lichidele ionice - generalitati

Lichidele ionice sunt saruri ionice, organice sau anorganice alcatuite dintr-un
anion si un cation, care prezinta o serie de proprietati importante [98, 99].

In ultimii ani, clasa de lichide ionice s-a extins, iar introducerea unor noi
grupari structurale pe partile cationice sau anionice a facut posibila proiectarea unor
lichide noi cu proprietati specifice [98]. Ele sunt compuse din diferiti ioni asimetrici si
flexibili, de dimensiuni si forme foarte diferite si implica diferite tipuri de interactiuni.
Se pot sintetiza prin combinatia unor anioni (acetat, fosfat, tetrafluoroborat,
trifluoroacetat, hexafluorofosfat) cu derivati de imidazoliu, amoniu, fosforiu,
piridiniu. Bazele cationice folosite Tn sinteza lichidelor ionice sunt prezentate in
Figura 1.20 [100, 101].
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Figura I.20. Bazele catalitice folosite in sinteza lichidelor ionice [100]

Proprietatile lichidelor ionice sunt [98, 99]:
= punct de topire scazut
= volatilitate foarte micd: pentru multe lichide ionice, temperatura de fierbere
la 1 atm nu poate fi determinata experimental. Lichidele ionice sunt volatile la
200-300°C in conditii de presiune redusa.
= nu sunt inflamabile: deoarece lichidele ionice nu sunt volatile, in consecinta
nu sunt inflamabile la temperatura ambianta sau temperaturi ridicate.
= stabilitate termica si chimicd: conform analizei termogravimetrice, lichidele
ionice sunt stabile chiar la temperaturi mai mari de 350°C.
» capacitatea de a dizolva diferiti compusi organici si anorganici
= conductivitate ridicatd: confera lichidelor ionice proprietatea de a actiona ca
solventi sau electroliti in reactiile electrochimice. Gradul de conductivitate al
lichidelor este cuprins intre 0,1-20 mS cm™. Lichidele ionice ce contin gruparea
imidazoliu sunt mai bune conductoare decat lichidele ce contin gruparea amoniu.
Conductivitatea lichidelor ionice este influentata de volatilitatea, densitatea sau
marimea ionilor.
= Densitatea : lichidele ionice au densitate mai ridicata decat solventii organici
si apa, valorile fiind cuprinse intre 1 si 1,6 g/cm?.
» Vascozitatea: este relativ ridicata, la temperatura de 20-25°C fiind cuprinsa
intre 66 si 1110 cP. Aceasta proprietate diminueaza domeniul de aplicabilitate al
lichidelor ionice.
= Polaritatea: aceasta este cea mai importanta proprietate care caracterizeaza
capacitatea lichidelor ionice de a dizolva diferiti compusi. Polaritatea lichidelor
ionice este greu de analizat deoarece presupune masurarea a mai multor
parametri ( fortele electrostatice, legaturile de hidrogen). De exemplu,
polaritatea lichidelor ionice se poate determina prin analiza solvatocromica
(ecuatia Kamlet-Taft), determinarea indicelui de refractie, sau testarea lor in
diferite reactii organice [98, 102]. Lichidele ionice sunt, Tn general, solventi
polari, datorita caracterului lor ionic [102].
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= Toxicitate si biodegradabilitate: poate fi dedusa prin analiza ciclului de viata
a acestora, fiind o procedura complexa si greu de realizat. Cu toate acestea,
lichidele ionice prezinta toxicitate si biodegradabilitate scazuta [100].

= Tensiune superficiald: prezinta tensiune superficialda moderata comparativ cu
solventii organici [100]

Unul dintre cuvintele cheie in ceea ce priveste lichidele ionice este
diversitatea (diversitatea de combinatii de anioni-cationi, diversitatea modului de
preparare, modul de purificare si natura impuritatilor, diversitatea proprietatilor,
diversitatea modului de utilizare, diversitatea de aplicatii). Acesta este unul dintre
motivele pentru care este atat de dificil s3 se faca generalizari cu privire la
proprietatile lor fizice sau utilizarea lor [98].

Lichidele ionice au atras interesul in ultimele decenii datoritd domeniului vast
de aplicatii: compusi multifunctionali utilizati ca liganti, suporturi, agenti de
stabilizare, catalizatori acizi sau bazici, agenti de transfer de faze, lichide ionice
protice, compusi chirali, agenti de legare, compusi polari, saruri metalice anionice,
amestecuri eutectice [98, 99, 100].

I1.5.2.3.5.2. Dizolvarea celulozei in lichide ionice

Dizolvarea celulozei prin scindarea legaturilor puternice de hidrogen intra- si
inter-moleculare este un proces eficient din punct de vedere economic si nu
afecteaza mediul inconjurator. In realitate dizolvarea celulozei nu este asa de simpla
deoarece n timpul pretratamentului pot fi afectate legaturile glicozidice ale lantului
celulozic datorita conditiilor de reactie, de aceea biopolimerul regenerat prezintd un
grad mult mai scazut de cristalinitate [102]. In anii 1930 s-a descoperit pentru
prima data ca celuloza se poate dizolva in topiturd de clorurd de N-etilpiridiniu
[103]. La ora actuala se cunosc o serie de solventi capabili sa dizolve celuloza, cu
sau fara derivatizarea ei. Solventii care derivatizeaza celuloza actiondnd asupra
legaturilor de hidrogen sunt NaOH/sulfura de carbon, respectiv NaOH/uree. Solventii
cunoscuti pentru dizolvarea directa a celulozei fara derivatizare sunt N-
metilmorfolin-N-oxid (NMMQ), N,N-dimetilacetamida/LiCl, dimetilsulfoxid/fluorura de
tetrabutilamoniu trihidrat, diverse saruri de litiu cu fomula generala LiX-H,0 (X=I,
NOs’, CH3COy", ClO47) [102].

In ultimii ani s-a utilizat o noud clasa de solventi nevolatili pentru
solubilizarea celulozei si anume, lichidele ionice [98, 99, 101, 104]. Studiile
efectuate au aratat ca unele lichide ionice bazate pe ioni imidazoliu pot dizolva
celuloza in mod eficient la temperaturi scdzute (<100°C) [105]. S-au investigat
diferite lichide ionice n procesul de dizolvare a celulozei (Tabel 1.3) [99].

Aceste lichide ionice contin diferiti cationi (imidazoliu, piridiniu, pirolidiniu,
tetrabutilamoniu, tetrabutilfosforiu, alchilalcoxiamoniu) si diferiti anioni (halogenuri,
formati, acetati, amide, imide, tiocianati, fosfati, sulfati, sulfonati si dicloroaluminati)
care le confera proprietati diverse [99, 103].

In 2002, s-a demonstrat ca diferite lichide ionice ce contin cationul
imidazoliu sunt capabile sa dizolve mai mult de 25% din celuloza [99]. Lichidul ionic
clorura de 1-butil-3-metil imidazoliu ([Bmim]Cl) este capabil sa dizolve celuloza prin
actiunea lui asupra legaturilor de hidrogen [102, 106]. Aceleasi concluzii au fost
obtinute si prin modelare moleculara intr-un studiu ulterior raportat de Novoselov
s.a., In 2007 [107].

Mecanismul de dizolvare a celulozei in [Bmim]Cl este prezentat Tn Figura
1.21 [102].
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Figura I.21. Mecanismul de dizolvare a celulozei in [Bmim]Cl [102]

S-a demonstrat ca [Bmim]Cl este capabil sa distruga structura oligomerilor
celulozei (celobioza, celotetroza si celohexoza). Prin scaderea concentratiei lichidului
ionic Tn solutie scade solubilitatea celulozei. Pentru a observa eficienta de dizolvare a
celulozei n lichide ionice, s-au comparat proprietatile unui solvent care solubilizeaza
celuloza cu proprietatile lichidului ionic utilizat. De exemplu, s-a utilizat un solvent
care sa nu degradeze celuloza, LiCl/N,N-dimetilacetamida, care a fost capabil sa
dizolve 15% celuloza. Aproximativ 25% celuloza microcristalind s-a dizolvat in
[Bmim]CI, in aceleasi conditii de reactie, iar prin introducerea probei la ultrasunete
cantitatea de celuloza dizolvata a crescut la 28%. Lichidul ionic [Bmim]Cl are
capacitatea de a dizolva mai bine celuloza datorita caracterului puternic bazic [99].
Deoarece lichidul ionic [Bmim]Cl este solid la temperatura camerei, iar in timpul
incalzirii este foarte vascos, acesta se considera a fi ineficient din punct de vedere
economic n procesul de dizolvare a celulozei. 10% celuloza microcristalind s-a
dizolvat in clorura de 1-alil-3-metil imidazoliu ([Amim]Cl) la 100°C, comparativ cu
aceeasi cantitate de celuloza dizolvatd in formiat de 1-etil-3-metil imidazoliu
([Amim]HCOO) la doar 60°C [103].

Lichidele ionice care contin cationul dialchil-imidazoliu si anionul dicianamida
sunt capabile sa dizolve o serie de carbohidrati, inclusiv celuloza [99, 103]. Conform
unei alte cercetari, cationii de imidazoliu, piridiu si trietilamoniu, respectiv anionii
clorura, acetat si 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 in dizolvarea celulozei, datorita caracterului s&u bazic ridicat
[99]. Yang s.a. au studiat hidroliza enzimatica a celulozei pretratate cu ultrasunete,
utilizand ca mediu de reactie apa-lichid ionic dimetilfosfat de 1-metil-3-
metilimidazoliu. Randamentul de hidroliza a crescut la 95% in urma pretratarii,
comparativ cu 42% pentru celuloza netratata [108].

Pentru a reduce costurile de productie si a imbunatati stabilitatea termica a
lichidelor ionice (ILs) s-au sintetizat o serie de compusi de tip alchilimidazoliu ce
contin anioni pe baza de fosfat [103]. Asemenea lichide ionice sunt:
metoximetilfosfat de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim](MeO)MePO,), dimetoxifosfat
de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim](MeO),P0,), metoxifosfat de 1-etil-3-metil-
imidazoliu ([Emim](MeO)HPO,), dietilfosfat de 1-etil-3-metilimidazoliu
([Emim]Et,PO,4) si dimetilfosfat de 1,3-dimetilimidazoliu ([Dmim]Me,P0O,) [103].
Aceste lichide ionice (ILs) s-au sintetizat cu o conversie ridicata, iar compusul
principal folosit, achilfosfatul, este ieftin, putin toxic si usor de procurat. Punctul
scazut de topire si vascozitatea ILs bazate pe anioni fosfati au usurat dizolvarea
celulozei [103]. Fukaya s.a. au raportat ca 10% celulozd a fost dizolvatd in
[Emim][(MeO)HPO,] dupd un timp de 30 min, la 45°C [109]. Un studiu mai recent a
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aratat ca [Emim][Et,PO,4] poate dizolva pana la 14% din celuloza la 100°C [110]. In
plus, celuloza recuperata din [Emim][Et,PO4] a suferit o degradare mult mai mica
decat cea recuperata din alte lichide ionice [103].

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

Lichid ionic Materie Grad de Conditii
prima dizolvare
dimetilfosfanat de 1,3-dimetilimidazoliu Avicel 10% 100°C, 1h
Avicel 5% 90°C
—ano
bromura de 1 ciano-3-metilimidazoliu Celuloza 3,4% sgogr?mfl
clorura de 1 etil-3-metilimidazoliu Avicel 10-14% 100 °C, 1h
bromurd del etil-3-metilimidazoliu Avicel 1-2% 100°C, 1h
. I . Avicel 15% 110°C
acetat del etil-3-metilimidazoliu Avicel 5% 90°C
0,
dimetilfosfat de 1 etil-3-metilimidazoliu CMC 10% 3%5n5|:i’n
dietilfosfanat del etil-3-metilimidazoliu Avicel 12-14% 100°C, 1h
dimetilsulfat del etil-3-metilimidazoliu Celuloza <0.5% 110°C
tetrafluoroborat del etil-3-metilimidazoliu Avicel Insolubil 90°C
clorurd del alil-3-metilimidazoliu Avicel 5% 90°C
clorurd del propil-3-metilimidazoliu Avicel <1% 100°C
v . S ) Avicel 20% 100°C
clorura del butil-3-metilimidazoliu Celulozs 13,6% 850C
formiat del butil-3-metilimidazoliu Avicel 8% 110°C
tiocianat del butil-3-metilimidazoliu Celuloza Pulpa 5-7% microunde
dicianamid3 del butil-3-metilimidazoliu Avicel 1% 110°C
acetat del butil-3-metilimidazoliu Avicel 12% 100°C,1h
tetrafluoroborat del butil-3- Celuloz& Pulpa Insolubil microunde
metilimidazoliu
hexafluorofosfat de1 butil-3- Celuloz& Pulpa ) microunde
metilimidazoliu Insolubil
clorurd del pentil-3-metilimidazoliu Avicel 1,5% 100°C
clorura del hexil-3-metilimidazoliu Avicel 7% 100°C
< . o . Celuloza Pulpa | Putin solubil 100°C
clorura del heptil-3-metilimidazoliu Avicel 50, 100°C
clorurd del octil-3-metilimidazoliu Avicel 4,5% 100°C
clorurd del nonil-3-metilimidazoliu Avicel 2% 100°C
clorurd del decil-3-metilimidazoliu Avicel <1% 100°C
Clorurd de 1-butil-3-metilpiridina Avicel 5% 105°C
Acetat de N,N-dimetiletanslamoniu Avicel <0,5% 110°C
Acetat de N,N-dimetil-2- Avicel <0,5% 110°C
metoxiethilamoniu
Formlat.de N,N.,N-tr|t|.I-3,6,9- Celuloza 10% 110°C
trioxadecilamoniu
Clorurd de N-benzil-N,N- Celuloza, o o
dimetil(tetradecil)amoniu GP=286 >% 62°C, 12h
Dicianamida de trihexiltetradecil Avicel <0,5% 110°C
fosforium

GP reprezinta gradul de polimerizare
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Capacitatea de dizolvare a celulozei a crescut prin adaugarea unei solutii de
1% de sare de litiu Tn solutia de lichid ionic. Aceste saruri de litiu includ LiAc, LiCl,
LiBr, LiCIO, si LiNOs. Solubilitatea celulozei poate creste pana la 19% in solutia de
[Bmim]Ac ce contine 1% LiAc [103].

Atunci cand celuloza este dizolvata in lichid ionic este important de stiut
daca acesta derivatizeaza sau depolimerizeaza celuloza [99, 102]. Capacitatea de
dizolvare a celulozei in lichide ionice a fost imbunatatitd atunci cdnd vascozitatea
lichidului ionic a fost scazutd, cand s-a aplicat un sistem cu microunde sau
ultrasunete, la temperaturi mai ridicate si timp mai lung de pretratare (aproximativ
12 ore), Insa timpul si temperatura ridicata pot degrada celuloza [102].

Solventii clorura de 1-etil-3-metilimidazoliu, cloruréa de 1-metil-3-
metilpiridiniu si clorura de N-benzil-N,N-dimetiltetradecilamoniu nu derivatizeaza
sau depolimerizeaza celuloza. Gradul de polimerizare al celulozei a scazut la 650,
dupa dizolvarea in [Amim]Cl, la 80°C. in urma analizei *C RMN, spectrul celulozei
dizolvate in [Amim]Cl la 90°C, a prezentat sase unititi anhidre de glucozé [103].

Lichidul ionic care contine anionul acetat, fiind mai putin vascos, faciliteaza
dizolvarea celulozei la temperaturi mai mici, fara a degrada polimerul. Figura 1.22
prezinta dizolvarea completa a 1% Avicel in [EMIM]Ac dupa 20 minute, observandu-
se foarte clar scaderea in timp a marimii si numarului de particule [111].

Figura I.22. Imaginea microscopica a celulozei Avicel dizolvate in [Emim]Ac, in timp [111]

Xiao s.a. au studiat hidroliza enzimatica a celulozei pretratate cu [Bmim]Cl,
[Emim]Ac si [Bmim]HCOO. Celuloza regenerata, dupa dizolvarea in [Bmim]Cl, a fost
analizatd prin spectroscopie FT-IR. Diferentele aparute intre spectrul celulozei
pretratate comparativ cu cel al celulozei netratate ( deplasarile de benzi de la 3430
cm’t la 3440 cm’?, respectiv modificarilor de benzi de la 1430 cm™, care dovedesc
scindarea legaturilor de hidrogen intermoleculare din celuloza cristalind) arata ca
dupa regenerare celuloza prezinta un grad de cristalinitate mai scazut (Figura 1.23).
Randamentul de hidroliza al celulozei pretratate cu [Bmim]Cl, [Emim]JAc si
[Bmim]HCOO, calculat dupa 5 ore de reactie la 50°C, 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) celuloza nedizolvata
b) celuloza regenerata

Karatroz s.a. au ardtat ca la 150°C celuloza a fost acetilatd dupa doar 20
minute in [Emim]Ac. Acest fapt limiteaza utilizarea sa la scara industriala in procesul
de procesare a biomasei lignocelulozice, cantitatea lichidului ionic scadzadnd dupa
fiecare recuperare si reutilizare, respectiv creste capacitatea de inhibare a enzimelor
celulolitice folosite in procesul de zaharificare [113].

S-a investigat interactiunea dintre cationul lichidului ionic si celuloza. Pe
baza analizei RMN s-a observat ca acetatul de 1-etil-3-metil imidazoliu ([Emim]Ac)
formeaza o legaturd covalenta intre carbonul C-1 al unitatii de glucoza si C-2 al
cationului imidazoliu, la temperaturi ridicate (Figura I.24). Aceasta s-a observat prin
disparitia semnalului carbonului C-1 al unitatii de glucoza dupa dizolvare [102].
Aceasta afirmatie s-a verificat prin metoda cu fluorescenta, confirmand legarea
covalenta produsa intre cationul de 1-alchil-3-metilimidazoliu si unitatea de glucoza,
cat si reducerea cantitatii de celuloza recuperata [102].

O
CH4CO,

OH on OH
% ° WA
HO 0 d Ro H

OH S
OH

Figura I.24. Legarea covalenta a [Emim]Ac de celuloza [102]

S-a relatat ca celuloza regenerata din solutia de acetat de 1-etil-3-metil

imidazoliu ([Emim]Ac) a fost partial

degradata atunci cand temperatura de

pretratare a fost de 130°C. Lichidul ionic [Bmim]Cl, care este mai vascos decat
[Emim]Ac, a degradat substantial celuloza la 100°C [99].
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S-a studiat influenta cationilor si anionilor lichidelor ionice asupra dizolvarii
celulozei. Zhang s.a au demonstrat ca gruparea alil din cationul 1-alil-3 metil
imidazoliu ([Amim]*) determina crestrea solubilitatii celulozei in lichid ionic,
comparativ cu gruparea butil mai lunga a cationului [Bmim]* [114]. Lichidele ionice
ce contin cationi cu grupari alchil scurte si anionul clorura sunt buni solventi pentru
solubilizarea celulozei [102]. Clorura 1-etil-3-metil imidazoliu ([Emim]Cl) este mai
eficienta in dizolvarea celulozei decat clorura 1-butil-3-metil imidazoliu ([Bmim]Cl)
[103].

S-a demonstrat ca solubilitatea celulozei scade cu cresterea lantului alchil
din cationul imidazoliu al lichidelor ionice [99]. Aceasta afirmatie nu este valabild in
cazul cationilor acetat de 1-butil-3-(3,6,9-trioxadecil)imidazoliu, acetat de 1-etil-3-
(4,8,12-trioxatridecil)imidazoliu  si  acetat de 1-(3,6-dioxaheptil)-3-(3,6,9-
trioxadecil)imidazoliu. Prezenta grupei terminale hidroxil n cation determina
scaderea solubilitatii celulozei n lichidul ionic [99].

Anionii bromura, tetrafluorofosfat, hexafluorofosfat, tiocianat nu sunt
eficienti Tn dizolvarea celulozei [99]. Gradul de dizolvare scade in ordinea
urmatoare: acetat> clorurda > bromurd > iodurd >> hexafluorofosfat. Prin
schimbarea anionului clorurd cu bromurd, s-a observat o scadere a efectului de
dizolvare al celulozei [99]. Lichidele ionice ce contin anionul carboxil sunt lichide la
temperatura camerei, sunt mai putin vascoase, si sunt capabile sa dizolve o
cantitate mai mare de celuloza decat lichidele ionice ce contin anionul clorura [99].

Lichidele ionice pot dizolva o serie de alti carbohidrati cum ar fi: glucoza,
zaharoza, lactoza, amiloza, agaroza, a-ciclodextrina si B-ciclodextrina. Lichidul ionic
dicianamida de 1-etil-3-metilimidazoliu si dicianamida de 1-butil-3-metilimidazoliu
dizolva la temperatura camerei mai mult de 10% glucoza. Capacitatea buna de
dizolvare a glucozei, zaharozei, trizaharidelor se datoreaza caracterului bazic al
anionului dicianamida. De asemenea, lichidele ionice care contin anionul acetat pot
dizolva glucoza, iar cele care contin cationul imidazoliu sunt capabile sa dizolve
glucoza, amiloza, a-ciclodextrina si agaroza. Conform unei simuldri moleculare,
anionul colorura al lichidului ionic [Bmim]Cl interactioneaza in proportie mai mare cu
glucoza, comparativ cu cationul lichidului ionic. Clorura se leaga de hidrogenul
grupei hidroxil din unitatea de glucoza, in timp ce doar o moleculad a cationului a
interactionat Tn pozitia 2 cu oxigenul din unitatea de glucoza [115]. Lichidele ionice
pot fi folosite si ca solventi de derivatizare a celulozei (carboximetilare, sulfonare,
eterificare, acetilare, ftalare, succinilare etc.) [115].

1.5.2.3.5.2.1. Precipitarea celulozei dizolvate in lichide ionice

Celuloza dizolvata poate fi precipitata din solutia de lichid ionic prin
adaugarea de anti-solventi cum ar fi apa, metanol, etanol, 2-propanol, acetona,
diclormetan, cloroform, acetonitril sau tetrahidrofuran [99, 102, 103]. Prin
adaugarea apei, ionii lichidului ionic sunt extrasi in faza apoasa. Moleculele lichidului
ionic sunt protejate de moleculele de apa, impiedicdnd interactiunea dintre lichid
ionic si celulozd. Analiza RMN si spectroscopia fotoelectronicd de raze X au
demonstrat o interactiune puternica a gruparilor hidroxil ale celulozei cu moleculele
de apa, Insa nu s-a refacut complet reteaua legaturilor puternice de hidrogen ale
celulozei microcristaline [102]. Aspectul materialului regenerat depinde de metoda si
conditiile de regenerare [102]. Cand in procesul de dizolvare s-au folosit lichidele
ionice clorurd de 1-alil-3-metil imidazoliu ([Amim]Cl), clorurd de 1-butil-3-metil
imidazoliu ([Bmim]Cl), acetat de 1-etil-3-metil imidazoliu ([Emim]Ac) si alte lichide
ce contin anionii alchilalcoxiacetat, celuloza recuperata a prezentat un grad de
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cristalinitate mai scdazut decat celuloza nedizolvata. Valoarea indicelui de
cristalinitate a scazut cu 58-75% pentru celuloza regenerata, comparativ cu celuloza
standard [99]. Timpul si temperatura de pretratare, natura si concentratia lichidului
ionic, precum si metoda de precipitare a celulozei influenteaza regenerarea si
structura celulozei [102].

1.5.2.3.5.3. Dizolvarea ligninei in lichide ionice

Metodele traditionale de extractie a ligninei din biomasa se bazeaza pe
procesul Kraft cu solventi organici, procedeul alcalin sau cu sulf, la temperaturi
nalte de aproximativ 165°C si presiuni de 0,7 MPa. Acest proces polueazd mediul
inconjurator si este dezavantajos din punct de vedere economic. O alta metoda de
obtinere a ligninei din biomasa lignocelulozica este cea cu acid fosforic, acid acetic
sau acid formic, insa coroziunea si mediul acid sunt principalele dezavantaje ale
acestui proces [115].

S-a studiat dizolvarea ligninei in diferite lichide ionice ce contin cationii:
metil-, etil-, alil-, butil-, hexil-, benzil-imidazoliu si anionii clorura, bromur3,
tetrafluoroborat, acetat, trifluorometansulfonat si metilsulfat [99, 102]. Tan s.a au
studiat dizolvarea ligninei din borhot in prezenta unui amestec de lichide ionice ce
contin 1-etil-3-metilimidazoliu si anionii alchilbenzensulfat. Eficienta de extractie a
ligninei a fost de 93%. Cantitatea de lignina recuperata din solutia de lichid ionic a
fost de 118%, acesta datorandu-se resturilor de metilbenzensulfat neindepartate din
lignina [116].

S-a descoperit ca lichidele ionice dizolva doar partial lignina limitdnd astfel
afinitatea enzimei fata de celuloza din biomasa. S-a demonstrat ca lichidele ionice
metoxisulfat de 1,3-dimetilimidazoliu ([Mmim]CH;0S0s), trifluorometansulfonat de
1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]CF3S03), metoxisulfat de 1-butil-3-metilimidazoliu
([Bmim]CH50S0s3), acetat de 1-etil-3-metil imidazoliu ([Emim]Ac), clorura de 1-alil-
3-metil imidazoliu ([Amim]Cl), clorura de 1-butil-3-metil imidazoliu ([Bmim]Cl),
clorurda de 1-benzoil-3-metil imidazoliu ([Bzmim]Cl) si lichidele ionice ce contin
amide policiclice si diferiti cationi sunt solventi capabili sa dizolve partial lignina din
biomasa lignocelulozica [99, 103, 117]. Solubilitatea ligninei din lemnul de esenta
moale la temperatura camerei, 1n metilsulfat de 1,3-dimetilimidazoliu
([MmMim]MeS0,) si in metilsulfat de 1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]MeSO,) a fost
de 74 g/L, respectiv 62 g/L. Odata cu cresterea temperaturii la 50°C, solubilitatea
ligninei Tn aceste doua 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 in dizolvarea celulozei cat si
a ligninei Tnsa Tn timpul procesului de dizolvare celuloza poate suferi anumite
modificari ale structurii, in timp ce lignina a fost neafectatd [117]. Tabelul 1.4
prezinta gradul de dizolvare a ligninei Tn diferite lichide ionice si conditiile de
dizolvare [99]. La 90°C, [Emim]Ac a fost capabil sa dizolve, dupa 24 ore de reactie,
aproximativ 300 g/Kg lignina Kraft (Tabelul 1.4) [99]. Kim s.a au studiat extractia
ligninei din plop cu lichidul ionic [Emim]Ac. Dupa 16 ore de pretratare, la 110°C,
[Emim]Ac a fost capabil sa dizolve aproximativ 4,4% lignina [118].

Lichidele ionice [Amim]Cl si [Bmim]Cl au dizolvat dupd 8 ore, la 110°C,
aproximativ 8% lignind din molid. La 130°C, lichidul ionic clorura de 1-benzil-3-
metilimidazoliu ([Bzmim]Cl) a dizolvat, dupa 8 ore, aproximativ 5% lignina din molid
[103]. Capacitatea de dizolvare a ligninei difera de natura lichidului ionic. De
exemplu, pentru lichidele ionice ce contin cationul [Bmim]*, capacitatea de dizolvare
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a ligninei scade in ordinea urmatoare a anionilor:

[103].

[MeSO4]” > CI'> Br >>>PFg

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

Grad de

Lichidul ionic Materie prima - Conditii
dizolvare
metilsulfat de Ligniné Kraft din lemn de 344 g/L 50°C
1,3-dimetilimidazoliu esenta moale
! Lignina Kraft >500 g/Kg 90°C, 24h
bromura del ciano- Lignina cu un continut scazut 80-90°C, 20
o ) - 9,5% .
3-metilimidazoliu de sulfonati min
acetat del etil-3- L 0
metilimidazoliu Lignina Kraft >300g/Kg 90°C, 24h
dialchil-benzensulfonat 97% din lignina
del etil- Borhot din trestie de zahar extrasa 190°C, 90min
3-metilimidazoliu ~23g/Kg
clorura de1l alil- L 0
3-metilimidazoliu Lignina Kraft >300 g/Kg 90°C, 24h
bromure_x _cle_ 1 pro_pll- Lignina cu un contlr!ut scazut 6,2% 80-90°C, 20min
3-metilimidazoliu de sulfonati
Lignina Kraft din lemn de 0
clorura del butil- esenta moale it me
3-met?|imidazo|i Lignina cu un continut scazut 8 8% 80-90°C, 20
u de sulfonati 1970 min
Lignina Kraft >100 g/Kg 90°C, 24h
bromura de 1 butil- Lignina Kraft din lemn de 0
3-metilimidazoliu esenta moale 7:59/L 75°C
tetrafluoroborat de 1 Lignina Kraft 40 g/K 90°C, 24h
butil-3-metilimidazoliu 9 99 '
hexafluorofosfat de 1 I 0
butil-3-metilimidazoliu Lignina Kraft 1 9/Kg 90 °C, 24h
trifluorometansulfonat
de 1 butil- Lignina Kraft >500 g/Kg 90°C, 24h
3-metilimidazoliu
metilsulfat de 1 butil- Lignina Kraft din lemn de 0
3-metilimidazoliu esenta moale 312 g/L 50°C
tetrafluoroborat de 1 Lignina Kraft din lemn de 10n0
butil-3-metilimidazoliu esentd moale 14,59g/L 70-100°C
trifluorometansulfonat - .
de 1 hexil- Lignina Krafvt din lemn de 275 g/L 500C
S . esenta moale
3-metilimidazoliu
clorura de 1 benzil- Lo 0
3-metilimidazoliu Lignina Kraft >100 g/Kg 90°C, 24h
clorura de 1,8-
diazobiciclo[5.4.0]- Sulf Lignina Dizolvat 150°C, 24h
undec-7-enium
formiat de 1,8-
diazobiciclo[5.4.0]- Sulf Lignina Dizolvat 100°C, 24h

undec-7-enium

Pinket s.a au studiat extractia ligninei din rumegusul de pin fard a dizolva
sau degrada celuloza utilizand lichidele ionice sintetizate in 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].

BUPT



I.5. Conversia biomasei la bioetanol 53

Lignina dizolvata poate fi recuperata din solutia de lichid ionic prin precipitare cu
diferitie solventi (apad in exces sau acetona) [119, 120]. Figura 1.25 prezinta
imaginile reziduului celulozic si ligninei regenerate la diferite temperaturi de
pretratare [119].

Reziduu celulozic

80°C 100°C 120°C 140°C

Figura I.25. Imaginea reziduului celulozic si ligninei regenerate dupa pretratarea pinului cu
acesulfamat de 1-butil-3-metilimidazoliu [119]

Lichidele ionice bromura 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 solventi pentru dizolvarea
liginiei [99].

Masa moleculara a ligninei extrase din materialul lignocelulozic prin diferite
proceduri (prin procedeul Kraft, procedeul cu sulf, procedeul alcalin sau cu solventi
organici), a fost cuprinsa intre 1000 g/mol si 20000 g/mol. Gradul de polimerizare a
fost foarte greu de masurat deoarece, dupa extractie, structura ligninei s-a modificat
[120]. Cantitatile de lignina extrase din paiele de trestie de zahar, cu lichidele ionice
alilbenzensulfat de 1-etil-3-metilimidazoliu, care a avut mase moleculare de
aproximativ 2220 g/mol contin 1,5% sulf, intre 0,6-2% cenusa si mici cantitati de
hemiceluloza (<0,1%) [120].

1.5.2.3.5.4. Dizolvarea biomasei lignocelulozice in lichide ionice

Eficienta de dizolvare a biomasei lignocelulozice depinde de tipul de
biomasa, timpul de dizolvare, temperatura de dizolvare, marimea particulelor
biomasei, continutul de apa din lemn si raportul biomasa-lichid ionic folosit [99].
Unul dintre principalele avantaje ale utilizarii lichidelor ionice Tn procesul de
conversie a biomasei este capacitatea acestora de a dizolva o cantitate mare de
celuloza si lignina, iar volatilitatea scazutad permite ca reactia sa se poatd desfasura
la temperaturi ridicate [99, 115]. Caracterul inerent bazic sau acid al lichidelor
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ionice permite amestecarea acestora cu diferiti solventi sau catalizatori, astfel
scazand costurile procesului [115]. In prezenta lichidelor ionice, pe langa
interactiunile ionice care au loc intre celuloza din biomasa si lichidul ionic, mai au loc
si interactiuni Van der Waals. Lichidele ionice actioneza asupra legaturilor de
hidrogen din biomasa lignocelulozica rupand reteaua tridimensionald, proces datorat
anionilor. Cationii interactioneaza cu celuloza, in special cu gruparea hidroxil [99,
102]. S-a demonstrat ca intre cationii lichidelor ionice si compusii aromatici din
lignind exista interactiuni n-n [99, 108]. Tabelul 1.5 prezintad dizolvarea biomasei
lignocelulozice n diferite lichide ionice [99].

Unii dintre cei mai buni solventi care dizolva biomasa lignocelulozica sunt:
[Amim]CI (dizolva eficient bradul, fagul, stejarul, castanul), [Bmim]Cl si [Emim]Ac
[99, 108, 117, 121]. Lichidul ionic [Amim]Cl are capacitatea de a dizolva lemnul
datorita prezentei electronilor n atat in lantul alchenil cat si in inelul imidazolic [99].

Jiang s.a au studiat pretratarea paielor de orez prin barbotare de abur si
lichidul ionic clorura de 1-alil-3-metilimidazoliu ([Amim]Cl) timp de 2-3 ore si
temperatura de 40-60°C. Celuloza regeneratd a fost purificatd cu 2% H,0, pentru
indepartarea ligninei si lichidului ionic ramas, si caracterizata prin microscopia de
scanare electronicad (SEM), spectroscopia FT-IR si RMN CP/MAS !3C. Rezultatele au
aratat ca lichidul ionic [Amim]Cl a fost capabil s& dizolve 30,72% celuloza din paiele
de orez. Dupa regenerare si purificare, celuloza nu contine lignina, Tnsa prezinta
aproximativ 0,85% hemiceluloza. Fibrele de celuloza regenerata, de lungimi mai
mari de 100 um, au putut fi observate prin tehnica SEM (Figura 1.26). In aceste
conditii (40-60°C, 2-3 ore) lichidul ionic [Amim]Cl nu a dizolvat lignina din biomasa
[122].

La 130°C, lichidele ionice [Amim]Cl si [Bmim]Cl au fost capabile s& dizolve
oproximativ 7% molid dupa 8 ore de pretratare. In aceleasi conditii (130°C, 8 ore),
lichidul ionic clorurad de 1-benzil-3-metilimidazoliu ([Bzmim]Cl) a dizolvat 5% molid
[121]. Odata cu cresterea temperaturii de pretratare, creste capacitatea de
dizolvare a biomasei. De exemplu, la 110°C, 2% pin a fost dizolvat dupa 8 ore in
[Amim]Cl, iar la 130°C s-a dizolvat 5% pin in acelasi lichid ionic [121].

Figura I.26. Imaginea SEM a celulozei din paiele de orez [122]
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Tabelul 1.5. Dizolvarea biomasei lignocelulozice in lichide ionice [99]

C e Biomasa Grad de -
Lichid lonlc Lignocelulozica Dizolvarea Conditii
me;?nqseléillfi%]i?j;gglill,l’} Faina de artar Foarte scazuta 80°C,24h
dimetilfosfanat de 1,3 Molid Partial 5% 90°C
dimetilimidazoliu
clorura det etil-3- Molid Partial 5% 90°C
metilimidazoliu
Molid Complet 90°C
acetat del etil-3- P'“Olg;ét_’grs‘ni‘;f'c' 92.6% 110°C, 16h
metilimidazoliu -
92% conversie la
Plop glucan dupa 120 °C, 24h
hidroliza
clorura de1l alil-3- Faina de artar >30 g/kg 90°C, 24h
metilimidazoliu Molid mécinat 7% 130°C,8h
Molid Complet 5% 90°C
100°C,24h
Pin 67% sosolvent
DMSO-ds
100°C,24h
Plop 68% cosolvent
DMSO-ds
100°C, 24h
Stejar 56% cosolvent
. . DMSO-ds
Clorure.l .del 1 but.|I-3- 100°C, 24h
metilimidazoliu Eucalipt 64% cosolvent
DMSO-ds
Molid mécinat 7% 130°C, 8h
Molid Partial 5% 90°C
P'%,gfs'f’g_”siurg'c' 26% 110°C, 16h
Résinoase Partial 150°C
Faina de artar <0,1 g/kg 90°C, 24h
F&ina de artar <0,1 g/kg 90°C, 24h
tetrafluoroborat del butil-3 Faina de artar <0,1 g/kg 90°C, 24h
metilimidazoliu
Hexafluorofosfat de 1 butil-3 Faina de artar >30 g/kg 90°C, 24h
metilimidazoliu
clorura de 1 benzil-3- Pin sudic 2% 130°C, 8h
metilimidazoliu
d|C|anam|d_a_ dg 1 benzil-3- Aschnvsgu plop Dizolvat 150°C, 24h
metilimidazol macinat
clorura de 1 (3-metoxibenzil- Aschii sau plop Dizolvat aproape 100°C. 24h
3-metilimidazoliu macinat complet !

Pretratarea radacinoaselor cu un amestec de apa/[Bmim]Cl a fost
investigatd de Wei s.a. La 150°C si 0,1 MPa, aproximativ 29,1% din biomas3 s-a
dizolvat dupa 2 ore, in amestecul 20% apa si 80% lichid ionic, comparativ cu 9,8%
atunci cand s-a folosit 100% [Bmim]Cl. Lichidul ionic a putut fi reutilizat de 7 ori,
nsa de la a patra reutilizare eficienta de pretratare a scazut la 16,6% [123]. Li s.a.
au pretratat paiele cu clorura de 1-butil-3 metilimidazoliu ([Bmim]Cl), dietilfosfat de
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1-etil-3-metilimidazolium ([Emim]DEP) si N-metil-morfolind N-oxid (NMMO). Lichidul
ionic [Emim]DEP a fost cel mai eficient Tn pretratarea biomasei deoarece cantitatea
de zaharuri eliberatd dupa 12 ore de reactie a fost de 4,8 mg/ml in urma hidrolizei
enzimatice a biomasei pretratate, comparativ cu 4,3 mg/ml eliberate in urma
hidrolizei biomasei pretratate cu [Bmim]Cl si 4,7 mg/ml in urma hidrolizei biomasei
pretratate cu NMMO. Deoarece [Bmim]Cl este toxic si coroziv, iar NMMO este un
oxidant puternic, lichidul ionic [Emim]DEP a fost folosit in studiile de optimizare a
conditiilor de pretratare si in studiile de reutilizare. Conditiile optime de pretratare,
pentru care randamentul de hidroliza a fost maxim, de aproximativ 55%, au fost:
timpul de pretratare de 30 minute si temperatura de 130°C. [Emim]DEP s-a
reutilizat de 5 ori, randamentul de hidroliza nefiind mai mic de 52,8% [124].

Fort s.a. au studiat dizolvarea a patru tipuri de biomasa de tip lemn de
esentd tare si lemn de esenta moale (pin, eucalipt, plop si stejar) in lichidul ionic
[Bmim]Cl. In amestec s-a addugat si o cantitate mica de dimetilsulfoxid, acest
solvent avand rolul de a facilita analiza directa a materialului dizolvat prin tehnica
C!3 RMN, cat si de a scddea vascozitatea amestecului. Prin cresterea timpului de
pretratare culoarea s-a intensificat, indicand o dizolvare mai buna a biomasei
lignocelulozice. In cazul pinului, 44% din materialul celulozic s-a dizolvat in lichid
ionic/dimetisulfoxid dupa 12 ore, iar cantitatea de material celulozic dizolvata din
stejar a fost de 35% la acelasi timp de pretratare. In urma analizei celulozei
regenerate din solutia de lichid ionic prin tehnica C** RMN s-a observat o minima
degradare a celulozei atunci cand timpul de pretratare a fost cuprins intre 12-24
ore. S-a observat ca lichidul ionic [Bmim]Cl este capabil sa dizolve partial lignina si
celuloza din biomasa lignocelulozica, celuloza fiind cu succes precipitatd fara a se
observa urme de lignina sau hemiceluloza [106].

Sun s.a au studiat pretratarea a doua tipuri de lemn (lemnul de esenta
moale de pin, respectiv lemnul de esenta tare de stejar) cu doua lichide ionice
[Emim]Ac si [Bmim]Cl. La 110°C, lichidul ionic [Emim]Ac a dizolvat complet 1%
biomasa de pin, dupa 46 ore, si 1% biomasa de stejar, dupa 25 ore de pretratare. In
consecinta, dintre cele doua tipuri de biomasa studiate lemnul de esenta tare a fost
dizolvat mai mai repede de [Emim]Ac decéat lemnul de esenta moale. S-a observat
ca lichidul ionic [Emim]Ac are capacitatea de a dizolva o cantitate mai mare de
celuloz3 si lignind comparativ cu [Bmim]Cl. La 110°C, timp de 16 ore, [Emim]Ac a
dizolvat 93,5% din pin, iar [Bmim]Cl a dizolvat 26,0% din pin. Aceasta probabil se
datoreaza faptului ca anionul acetat are caracter bazic mai puternic decat anionul
clorura, astfel eficienta de rupere a legaturilor de hidrogen din celuloza creste.
Gradul de dizolvare a biomasei a fost Tmbunatatit prin incalzirea probei sau
introducerea acesteia intr-un sistem cu microunde sau ultrasunete. Aproximativ
26,1% si 34,9% lignina s-a dizolvat cu [Emim]Ac din lemnul de pin, respectiv stejar
in conditile de pretratament studiate. Lignina dizolvata s-a recuperat prin
addugarea unui amestec de apa/acetona 1in raport volumic 1:1, iar cantitatea de
lignina extrasa a fost de 31% pentru lignina dizolvata din biomasa de pin, respectiv
38% pentru lignina dizolvata din biomasa de stejar [125]. Dupa doar 6 ore de
pretratament la 110°C, s-a observat o micd degradare a celulozei [99]. Pentru a
evita degradarea sau acetilarea celulozei si modificarea structurii lichidului ionic este
necesar sa se lucreze la timp de pretratare si temperaturi scazute [99, 113, 125].
Din Figura 1.26 se observa ca la amestecarea biomasei fin macinate cu [Emim]Ac s-
a obtinut o solutie vascoasad de culoare maronie, aceasta datorandu-se probabil
compusilor aromatici din lignina si diverselor substante extrase din lemn [111].
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Figura I.26. Dizolvarea biomasei lignocelulozice in [Emim]JAc [111]

Pu s.a au raportat ca mai mult de 20% lignina din biomasa de pin poate fi
dizolvatd in lichidele ionice trifluorometansulfat de 1-hexil-3-metilimidazoliu (la 70°C
solubilitatea ligninei a fost de 272 g/L), in metansulfat de 1-metil-3-metilimidazoliu
(la 50°C solubilitatea ligninei a fost 344 g/L) si metansulfat de 1-butil-3-
metilimidazoliu (la 50°C solubilitatea a fost de 312 g/L) [126].

Pretratarea ierburilor cu [Emim]Ac a determinat cresterea semnificativa a
randamentului de hidroliza a biomasei pretratate, a redus cristalinitatea celulozei, a
marit suprafata de contact a substratului si a dizolvat partial lignina. Li s.a. au
comparat doua metode de pretratare a ierburilor: pretratarea cu acid diluat si
pretratarea cu lichidul ionic [Emim]Ac. Pretratarea biomasei cu acid sulfuric diluat a
determinat cresterea indicelui de cristalinitate de la 26,2 (pentru biomasa netratata)
la 39,1. In urma pretratamentului ierburilor cu [Emim]Ac indicele de cristalinitate al
celulozei a scazut la 2,6. Eficienta de hidroliza in cazul ierburilor pretratate cu
[Emim]Ac a crescut cu 16% fata de biomasa pretratata cu acid diluat, respectiv cu
549% fata de biomasa netratata [127].

Samayam s.a. au studiat pretratarea celulozei Avicel, a plopului si a
ierburilor pretratate cu [Emim]Ac timp de 30 minute la 120°C. In urma pretratarii cu
[Emim]Ac, pentru rumegusul de plop s-a observat o scadere a cantitatii de xilan cu
15% din cantitatea initiala, si de lignind cu 7% din cantitatea initiala. Dupa
pretratarea ierburilor s-a observat o pierdere de xilan de 32% din cantitatea initial3,
respectiv. 27% lignina. Indicele de cristalinitate al celulozei a scazut dupa
pretratament, pentru toate tipurile de biomasa studiate (de la 38 la 8 pentru plop,
de la 21 la 6 pentru ierburi, respectiv de la 58 la 14 pentru celuloza Avicel). In urma
pretratarii biomasei, randamentul de hidroliza a crescut substantial, indiferent de
enzimele folosite la hidrolizd. De exemplu, cdnd biomasa a fost catalizatd de
complexul enzimatic Spezyme, randamentul de hidroliza, calculat dupa 24 ore de
reactie, a fost de 85% pentru plopul pretratat, 91% pentru ierburile pretratate,
comparativ cu plopul netratat si ierburile netratate unde randamentul de hidroliza a
fost de 5%, respectiv 12% [128]. Lee s.a au observat ca dupa 90 minute de
pretratare a lemnului cu [EmimJAc, la temperatura de 110°C, s-a dizolvat o
cantitate de 15% celuloza, 16% xilan si de 46% lignind din biomasa [129]. Odata cu
cresterea timpului si temperaturii de pretratare (de la 0,5 la 70 ore, 50°C la 130°C)
scade indicele de cristalinitate a celulozei si creste cantitatea de lignind dizolvata
[127, 129]. Labbe s.a au demonstrat, de asemenea, ca lichidul ionic [Emim]Ac a
fost mai eficient la pretratarea plopului decat lichidele ionice [Bmim]Ac si [Bmim]CI.
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Randamentul de hidroliza calculat dupa 48 ore de reactie, a fost de 38% pentru
biomasa de plop pretratatda timp de 1 ora cu [Emim]Ac, si de doar 5% pentru
biomasa netratatd. La 60-80°C, celuloza a fost foarte putin degradatd in urma
pretratamentului cu [Emim]Ac dupa 72 ore de pretratare [130]. La temperaturi de
pretratare fintre 25-120°C, lichidele ionice acetat de 1-etil-3-metilimidazoliu
([Emim]Ac), dietilfosfat de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim]DEP) si metilsulfat de
1,3-dimetilimidazoliu ([Mmim]MeS0O,) folosite la pretratarea radacinoaselor de
Cassava (<38 pum) nu au degradat biomasa. Dintre lichidele ionice folosite la
pretratarea radacinoarelor 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 cadnd temperatura de pretratare a fost de 120°C.
Cantitatea de lignina dizolvata in lichidele ionice [Emim]Ac, [Emim]DEP si
[Mmim]MeSO, a crescut pana la 120°C, iar la temperaturi mai mari de 120°C
cantitatea de lignina dizolvata a ramas aceeasi. Cantitatea maxima de lignina
extrasa din biomasa, dupa 24 ore de pretratare cu [Emim]Ac, a fost de aproximativ
94°% [131].

Moniruzzaman s.a. au studiat delignifierea biomasei de Chamaecyparis
obtusa cu lichidul ionic [Emim]Ac si lacaze. Delignifierea enzimatica a biomasei cu
lacaze, urmata de delignifierea cu [Emim]Ac a fost mai eficientd decat metoda
simpla de delignifiere cu lichid ionic. 50% lignina a fost extrasa din lemn, dupa 24
ore, cu lacaze si lichid ionic, comparativ cu 10% lignina extrasa doar cu lichid ionic
[132].

Lichidele ionice care contin anionii tetrafluoroborat si hexafluorofosfat nu au
fost capabile sa dizolve materialul lignocelulozic [99, 125].

1.5.2.3.5.5. Influenta lichidelor ionice asupra activitatii celulazice

In general, cationii si anionii lichidelor ionice joacd un rol important in
stabilizarea proteinelor in prezenta apei.

Ele actioneaza in trei moduri diferite:

- interactioneaza cu substantele si/sau produsii;

- preiau apa esentiala din enzime, la fel ca si solventii;

- au interactiuni electrostatice cu enzima [133].

Baker s.a. au studiat conformatia proteinelor si termostabilitatea in lichide
ionice, cu ajutorul spectroscopiei de fluorescenta. Monelina a fost utilizata ca si
proteind de testare, datorita faptului cd are molecula mica, nu contine punti
disulfurice si este bine structurata. Aceastd proteind a aratat ca are stabilitate
extrema in [bis 1-butil-1-metilpirolidin sulfonil trifluorometan] imida ([BmPy] Tf;N)
[134].

Relatia structura dinamica-functie a fost investigata cu ajutorul unor metode
structurale cum ar fi fluorescenta si spectrometria CD. Lipaza din Candida
antarctica B si a-chimotripsina au fost stabilizate cu ajutorul lichidelor ionice
bis(trifluorometan sulfonil)imida de 1-etil-3-metilimidazolium ([Emim]Tf,N) si
bis(trifluorometan sulfonil)imida de butil-trimetilamoniu ([Btma]Tf;N), timpul de
fnjumatdtire a activitatii crescand semnificativ comparativ cu cele in care s-au
utilizat solventi organici. Lichidele ionice au fost capabile s mentina activa enzima
si sa previna descompunerea termica (Figura 1.27). Enzimele si alte molecule si
macromolecule sunt prinse in reteaua de legaturi de hidrogen si se genereaza
nanostructuri cu regiuni polare si nepolare. Stabilizarea acestor compusi are loc in
principal datoritd efectelor electronice si sterice furnizate de nanostructurile
lichidelor ionice de tipul {[(DAI)x(X)x—n]n+[(DAI)x—n(X)x]n—=3} [133].
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Este important sa existe o relatie intre datele referitoare la stabilitatea
proteinei si datele referitoare la activitatea proteinei pentru a intelege mai bine
efectul diferitor lichide ionice asupra biomacromoleculelor. Polaritatea, investigatiile
legate de cosmotropicitate si diferite studii spectroscopice s-au luat in calcul pentru
gasirea unei explicatii referitoare la abilitatea de stabilizare a proteinelor in lichide
ionice. Toate aceste metode au demonstrat ca lichidele ionice sunt capabile sa
genereze si sa mentind un mediu neconventional excelent pentru anumite proteine.
Acesta este motivul pentru care ele pot fi utilizate ca si solventi in transformarile
biocatalitice [133].

Figura I.27. Enzime cu cantitdti mici de apa inchise in reteaua de lichid ionic

Engel s.a au studiat efectul a patru lichide ionice (dimetilfosfat de 1,3-
dimetilimidazoliu, clorura de 1-alil-3-meilimidazoliu, clorura de 1-butil-3-
metilimidazoliu si acetat de 1-etil-3-metilimidazoliu) asupra activitatii celulazice.
Chiar si o concentratie mica de 10% lichid ionic addaugata in reactia de hidroliza
enzimatica a celulozei a dus la scaderea activitatii celulazei. Toate cele patru lichide
ionice testate au determinat scaderea activitatii cu 15-30%, comparativ cu
activitatea celulazei in mediu apos. Lichidul ionic care a inactivat cel mai repede
enzima a fost dimetilfosfatul de 1,3-dimetilimidazoliu. S-a observat ca odata cu
cresterea concentratiei de lichid ionic creste vascozitatea amestecului, creste pH-ul
mediului de reactie, iar la o concentratie de 30% lichid ionic activitatea celulazica a
scazut la 60% din cea initiala. Cresterea vascozitatii si tariei ionice a mediului de
reactie au determinat scaderea activitatii catalitice. Atunci cand concentratia de
lichid ionic a fost de 10%, activitatea celulazei a scazut cu 40% dupa prima zi,
mentinandu-se aproximativ aceeasi dupa 10 zile, iar in mediu de solutie tampon
activitatea enzimei a fost aceeasi in intevalul de timp studiat. Mentinerea constanta
a activitatii, in lichid ionic, dupa un anumit interval de timp probabil se datoreaza
acomodarii enzimei in mediul de lichid ionic.

Celulaza din Penicillium janthinellum modificata genetic a avut o stabilitate
buna chiar si dupa cinci zile de mentinere in mediu de clorura de 1-butil-3-
metilimidazoliu. Cesterea concentratiei de lichid ionic a determinat scaderea
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semnificativa a activitatii celulazei, astfel la o concentratie de 50% dimetilfosfat de
1,3-dimetilimidazoliu enzima a fost complet inactivata. De asemenea, s-a
determinat activitatea a patru tipuri de celulaze Celluclast din diferite loturi n
prezenta a 10% dimetilfosfat de 1,3-dimetilimidazoliu, activitatea catalitica a
celulazelor scazand cu aproximativ 20%. O concentratie de 20% de acetat de 1-etil-
3-metilimidazoliu determina scaderea cu 90% a activitatii enzimatice a celulazei, iar
la 50% lichid ionic in mediul de hidroliza celulaza a fost complet inactivata [135].
S-a investigat efectul lichidului ionic dimetilfosfat de 1-metil-3-metil
imidazoliu [Mmim]DMP asupra celor trei enzime ce alcatuiesc complexului celulazic
(celobiohidrolaza CBH I, endo B-glucanaza EG I si B-glucozidaza BG). Odata cu
cresterea concentratiei de [Mmim]DMP a scazut semnificativ activitatea celor trei
enzime. Enzimele EG I si CBH I obtinute din compexul celulazic Celluclast de la
Novozyme au avut activitatea cataliticd cu 30% mai mica decat activitatea initiala in
prezenta a 10% lichid ionic, n timp ce la o concentratie de [Mmim]DMP de 15%, B-
glucozidaza BG comerciala de la Novozyme a fost complet inactivata. Dupa 6 zile de
incubare activitatea glucanazelor EG I, CBH I si BG in 10% [Mmim]DMP a scazut la
69%, 62% respectiv 54% din valoarea initiald, comparativ cu activitatea enzimelor
in solutie tampon care dupa 6 zile nu a scazut cu mai mult de 10% [136].
Bharadwaj s.a au observat ca prin cresterea concentratiei de acetat de 1-etil-3-
metil-imidazoliu [Emim]Ac activitatea enzimelor EG I si CBH I a scazut liniar [137].
S-a observat ca lichidele ionice care dizolva eficient celuloza inactiveaza
complet celulaza dupa cateva ore. Lozano s.a. au studiat efectul unor lichide ionice

(tetrafluoroborat de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim]BF,),
bis(trifluorometilsulfonil)imida de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim]NTf,),
bis(trifluorometilsulfonil)imida de 1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]NTf,),
bis(trifluorometilsulfonil)imida de 1-octil-3-metilimidazoliu ([OmMIm]NTf,),

hexafluorofosfat de 1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]PFg), hexafluorofosfat de 1-
octil-3-metilimidazoliu ([Omim]PFg), tetrafluoroborat de 1-butil-3-metilimidazoliu
([Bmim]BF,), tetrafluoroborat de 1-octil-3-metilimidazoliu ([OmMim]BF,),

tetrafluoroborat de 1-dodecil-3-metilimidazoliu ([Ddmim]BF,),
bis(trifluorometilsulfonil)imida de  1-dodecil-3-metilimidazoliu  ([Ddmim]NTf;),
hexafluorofosfat de 1-dodecil-3-metilimidazoliu ([Ddmim][PFe),
bis(trifluorometilsulfonil)imida de butiltrimetilamoniu ([N1114]NTF),

bis(trifluorometilsulfonil)imida de metiltrioctilamoniu ([N1ggg]NTf,) si clorura de 1-
butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]Cl) asupra activitatii celulazei native si imobilizate pe
0 rasina Amberlite XAD4. Lichidele ionice [Bmim]NTf, si [N;;14]NTf,, datorita
anionului cu caracter hidrofobic Tmbunatatesc activitatea celulazei imobilizate,
comparativ cu activitatea obtinuta in mediu de solutie tampon. Activitatea catalitica
calculatad dupa primele 5 ore de reactie ramane aceeasi si dupa o saptamana. Tabelul
1.6 prezinta activitatea reziduald a celulazei imobilizate calculata dupa 5 zile de
incubare, n prezenta a diferitor lichide ionice cu caracter hidrofob. Celulaza
imobilizata a fost mai stabila in lichidele ionice ce contin anionul [TFf,]", activitatea
enzimei imobilizate crescand odata cu cresterea lantului alchil al cationului. Cele mai
bune rezultate s-au obtinut cand s-a folosit lichidul ionic cu amoniu, activitatea
reziduala a celulazei imobilizate, dupa 5 zile de reactie, fiind de 40% din activitatea
initiala. Lichidele ionice hidrofobe care nu sunt capabile sa dizolve celuloza au in
schimb capacitatea de a mentine stabila activitatea celulazei n timp, Tnsa lichidele
ionice hidrofile, de exemplu [Bmim]Cl, inactiveaza complet celulaza dupéa cateva ore
de incubare [138].
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Tabelul 1.6. Activitatea reziduala a celulazei imobilizate dupa incubare timp de 5 zile
la 80°C in lichide ionice [138]

Lichid ionic Activitate reziduala
(%)
[Emim][NTf,] 17,6
[Bmim][ NTf;] 27,2
[OmMIim][NTf;] 34,3
[Ddmim][NTf;] 38,2
[Bmim][PFs] 23,4
[Omim][PFe] 30,9
[Ddmim][PFe] 27,6
[Emim][BF4] 16,1
[Bmim][BF4] 17,1
[Omim][BF4] 19,8
[Ddmim][BF4] 11,6
[N1114][NTf5] 42.3
[N1gssg][NTf5] 39,1
Tampon citrat 100

Salvador s.a au observat ca activitatea celulazei din Aspergillus niger a
scazut odata cu cresterea concentratiei de [Bmim]Cl, iar la 20% lichid ionic aceasta
a fost mai scazutd cu 50% decat activitatea initiala. La presiunea de 200 MPa
respectiv 400 MPa , activitatea reziduala a celulazei a fost mai mai mare decat
activitatea obtinuta la presiune atmosferica [139]. Stabilitatea, activitatea, si
selectivitatea enzimei sunt puternic afectate de natura lichidului ionic, Tnsa acestea
pot fi mentinute prin alegerea cationului sau anionului corespunzator [133].

1.5.2.4. Metode biologice de pretratare

Metodele biologice folosesc diverse microorganisme pentru degradarea
ligninei, hemicelulozei sau polifenolilor din materialul lignocelulozic [91].
Biodelignificarea reprezintda degradarea ligninei sub actiunea microorganismelor
[93].

Principalele dezavantaje ale acestei metode sunt:

. viteza foarte mica de hidroliza;
] derivatii 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 prezinta avantaje si dezavantaje din punct
de vedere al costurilor, randamentelor, gradului de degradare a materiei prime si a
produsilor nedoriti (formati). Alegerea variantei de pretratare influenteaza costul si
performantele etapelor ulterioare de hidroliza si fermentare [91, 93].
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1.5.3. Hidroliza enzimatica a celulozei

Se cunosc doua metode de hidroliza:
= hidroliza acida (acid sulfuric, acid azotic si acid clorhidric)
. hidroliza enzimatica [83, 93, 94, 140]
In etapa de hidroliza celuloza este scindata in glucoza [93]:

(C6H1005)n + nHzo — nC6H1206

Se cunosc doua variante de hidrolizd acida: cu acid diluat sau cu acid
concentrat. Metoda de hidroliza chimica a celulozei este dezavantajoasa datorita
riscului ridicat de a degrada zaharurile in timpul hidrolizei cu obtinerea unor produsi
secundari (furfurali, hidroxibenzaldehida, acetati), efectului inhibitor al produsilor
secundari asupra microorganismelor folosite in procesul de fermentatie, necesitatii
utilizarii unor reactoare rezistente la coroziune, caracterului toxic si coriziv al acizilor
folositi, pecesitégii de neutralizare a acidului, crescand costurile de proces [93, 141].

Inlocuirea hidrolizei acide a celulozei (care are loc la temperaturi ridicate de
90-150°C sau la concentratii mari de acid de 30-70%) cu cea enzimaticd a permis
obtinerea unor randamente de hidrolizd mai mari in conditii de reactie mult mai
blande (pH 4,8 si 40-50°C) si nu se obtin produsi secundari [93]. Inlocuirea
hidrolizei acide a celulozei cu hidroliza enzimatica a reprezentat prima aplicatie a
enzimelor in procesul de obtinere a bioetanolului din biomasa lignocelulozica [93].

In Tabelul 1.7 sunt prezentate conditiile si performantele hidrolizei acide si
enzimatice [93].

Tabelul I.7. Analiza comparativa a celor trei metode de hidroliza a celulozei [93]

% . Randamentul Impact
Metoda ﬁ?:r'lt":: Tem;()sé?tura Trle';z ?ee de hidroliza asupra
i (%) mediului
Hidroliza cu < 1% .
acid diluat H,SO0. 215 3 minute 50-70 DA
Hidrolizd cu o
acid 33';?)/" 40 2-6 ore 90 DA
concentrat 2o
Hidroliza Celulaze 40-50 1,5 zile 75-95 NU
enzimatica

Hidroliza enzimaticd poate avea loc pe doud cai: in prezenta enzimelor
comerciale sau Tn prezenta microorganismelor care produc enzime [93]. Celulazele,
care sunt enzimele ce hidrolizeaza celuloza din biomasa pot fii produse de diferite
microorganisme aerobe sau anaerobe: Clostridium, Cellulomonas, Bacillus,
Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora si
Streptomyces. Trichoderma reesei a fost cosiderat cel mai eficient microorganism in
producerea de celulaze [93].

Caracteristicile structurale ale biomasei lignocelulozice (cristalinitate, gradul
de polimerizare al celulozei, continutul de lignind, dimensiunea substratului)
influenteaza procesul de hidrolizd enzimatica. Factorii care limiteaza hidroliza
enzimatica sunt prezentati in Figura I1.28 [140]. Produsul intermediar si final al
hidrolizei, celobioza si glucoza, inhiba activitatea celulazelor. Acest lucru poate fi
evitat, prin introducerea unor cantitati suplimentare de enzime sau eliminarea
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produsului, imediat dupa formare, prin ultrafiltrare sau prin fermentare simultana in
acelasi reactor [140].
Cand hidroliza enzimatica are loc in vitro au loc trei procese:

] transformarea fizica si chimica a celulozei;
] hidroliza primaréa care presupune eliberarea de oligomeri solubili;
] hidroliza secundara care presupune transformarea oligomerilor Tn

compusi cu masa moleculara mai mica, urmata de formarea glucozei [142].

 —
ﬂ T
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- -~ Celuloza
© ® |/
‘:.m \VAVA (2)
. ’ S
_— e
— - P —
N - N - \ Celobiohidrolaze
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Figura I.29. Factorii care limiteaza hidroliza enzimatica [140]
(1) inhibitia B-D-glucozidazelor si celobiohidrolazelor de produsi (glucoza si celobioza)
(2) structura celulozei poate impiedica actiunea celobiohidrolazelor asupra substratului
(3) hemiceluloza poate impiedica accesul celulazei la substrat
(4) lignina poate impiedica accesul celulazei la substrat
(5) celulazele pot fi adsorbite pe lignina

Pentru imbundtdtirea eficientei de hidroliz&, a fost necesard introducerea
unei etape de pretratare (pentru indepartarea retelei lignina-hemiceluloza). In cazul
in care hidroliza are loc fara pretratare, randamentul este de aproximativ 20%, in
timp ce dupa pretratarea materiei prime randamentul a crescut la 90% [83, 93].

S-a descoperit ca 1n timpul hidrolizei enzimatice au loc modificari
morfologice ale fibrelor din biomasa (taierea, exfolierea, divizarea sau eroziunea
fibrelor). Clarke s.a. au analizat modificarile structurale ale celulozei din lemnul de
esenta moale care apar in timpul hidrolizei enzimatice, catalizatd de un amestec de
Novozynme 188 si Celluclast 1.5L. Cantitatea de zahar eliberata in timpul reactiei a
crescut pana la 24 ore la 1 g zahar/g biomasa (cantitatea ce biomasa introdusa a
fost de 2%), dupa care a ramas constantad, probabil datorita inactivarii celulazei in
timpul hidrolizei. Rezultatele au aratat cd dupa numai o ora de hidrolizéd enzimatica
s-a produs scindarea fibrelor, iar procesul de scindare a continuat si dupa 6 ore
(Figura 1.30). Lungimea fibrelor a scazut semnificativ dupa 9 ore de hidroliza, de la
2,4 mmla 0,2 mm [143].
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Figura I.30. Imaginea determinata la microscopul cu lumina (ML) a (a) fibrelor de biomasa,
(b) dupa 1 ora de hidroliza enzimatica a fibrelor, (c) dupa 6 ore de hidroliza enzimatica a
fibrelor [143]

S-a studiat hidroliza enzimatica a tulpinilor de floarea soarelui pretratate cu
apa calda si prin expandare cu aburi, catalizata de complexul celulazic Celluclast
1.5L. Cantitatea cea mai mare de glucoza (de aproximativ 27 mg/ml) obtinuta prin
hidroliza biomasei pretratate cu apa calda, s-a eliberat dupa 72 ore de reactie. In
aceleasi conditii de hidrolizd (in tampon acetat de sodiu 0,05M, pH 4,8, 50°C,
Celluclast 1.5L), cantitatea de glucoza eliberata, in urma hidrolizei biomasei
pretratate prin expandare cu abur, a fost de aproximativ 43,7 mg/ml [144].

Hidroliza poate fi imbunatatitd prin adaugarea unor surfactanti sau aditivi Tn
reactie (albumina serica 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 in reactie a determinat cresterea randamentului de hidroliza a
molidului pretratat prin expandare cu aburi, posibilitatea de operare la temperaturi
mai ridicate de 50°C si reducerea timpului de hidrolizd [145, 146]. Bérjesson s.a. au
studiat influenta aditivului PEG 4000 si unor surfantanti (monoalchil eter de
tetraetilen glicol Cq.11EQ,4, monoalchil eter de hexaetilen glicol Cqy.11EQg, N-decanoil-
N-metil-D-glutamina MEGA10) asupra hidrolizei enzimatice a molidului pretratat prin
expandare cu aburi, catalizat de un amestec de Celluclast 1.5L si Novozym 188.
Adaugarea surfactantilor la hidroliza a determinat cresterea conversiei celulozei de
la 47% (fara surfactanti) la 61% prin adaugarea Cq.11EQ4, la 67% prin adaugarea
de Cy.11EQ¢, si la 65% prin addugarea de MEGA10. Randamentul de hidrolizé a
celulozei din biomasa pretratata a crescut odata cu cresterea temperaturii de
hidrolizd (in intervalul 15-45°C). Prin ad3ugarea aditivului PEG 4000 in reactie,
randamentul de hidrolizd, calculat dupd 16 ore, a fost mai mare decat atunci cénd
hidroliza s-a desfasurat fara adaugare de aditiv, pe tot intervalul de temperatura
studiat. La temperatura de reactie de 45°C conversia celulozei a crescut de la 40%
(fara aditiv) la 60% la adaugarea de PEG 4000 [146]. Hidroliza enzimatica a
plopului pretratat cu microorganismele Ceriporiopsis subvermispora si Postia
placenta care degradeaza lignina, a fost studiatd de Giles s.a. Conversia biomasei la
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glucoza a crescut in urma pretratarii, de la 5,5% (pentru biomasa netratatad) la 11%
pentru biomasa pretratata cu Ceriporiopsis subvermispora si Postia placenta si la
7,5% pentru biomasa pretratata cu Postia placenta si Ceriporiopsis subvermispora
[147]. Randamentul de hidroliza al celulozei din paiele de porumb pretratate cu
FeCl; (la temperatura de pretratare de 160°C, 20 minute) catalizat de Celluclast
1.5L si Novozym 188, la 50°C in tampon acetat de sodiu pH 4,8, calculat dupd 72
ore, a crescut (in cazul paielor de porumb netratate) de la 22% la 98%. Cantitatea
de enzima introdusa influenteaza hidroliza enzimatica a celulozei. Cresterea
cantitatii de enzimda de la 15 la 30 U/g celulaza a determinat cresterea
randamentului de hidroliza al biomasei pretratate cu FeCls;, de la 33% la 74,2%
[148]. Maeda s.a. au investigat hidroliza enzimatica a paielor din trestie de zahar
pretratate cu NaOH, catalizatd de complexul commercial enzimatic Multifect® si
celulazele din Penicillium funiculosum si Trichoderma harzianum. Cand hidroliza a
fost catalizata de 25 U/g, respectiv 12,5 U/g Multifect®, cantitatea de glucoza
eliberatd dupa 18 ore de reactie a fost de 12,89 mg/ml si de 9,08 mg/ml. 25 U/g
celulaza din Penicillium funiculosum a produs, dupa 18 ore de hidroliza, 16,7 mg/ml
glucoza, iar 25 U/g celulaza din Trichoderma harzianum a produs, dupa 18 ore,
aproximativ aceeasi cantitate de glucoza eliberatd de 25 U/g Multifect®, de 12,24
mg/ml. Cantitatea de glucoza eliberatd a crescut cand reactia a fost catalizata de
amestecul de enzime 12,5 U/g Multifect® si Penicillium funiculosum, respectiv de
amestecul 12,5 U/g Multifect® si Trichoderma harzianum, la aproximativ 18,9
mg/ml si 18,42 mg/ml [149].

Lin s.a au investigat hidroliza enzimaticda a biomasei artificiale (contine
celuloza microcristalind, hemiceluloza si lignina standard) catalizatd de doua
enzime: ACCELERASE 1500 (un complex enzimatic format din hemicelulaze, celulaze
si B-D-glucozidaze) si de OPTIMASH™ BG (xilanaze). S-a observat c& hemiceluloza a
fost hidrolizatd mai repede decat celuloza in primele 24 ore. Prin cresterea timpului
de hidroliza la 48 si 72 ore, randamentul de hidroliza al celulozei a fost aproximativ
acelasi cu al hemicelulozei (de aproximativ 80%). Aceasta se explica prin faptul ca
enzimele actioneaza mai repede asupra hemicelulozei deoarece aceasta se gaseste
in stare amorfa, in timp ce celuloza este cristalind. Nu s-au observat interactiuni
intre hemiceluloza si celuloza in timpul hidrolizei enzimatice. Pentru a urmari efectul
ligninei asupra hidrolizei enzimatice a celulozei, 1% substrat care contine un
amestec celuloza si lignina de diferite concentratii, s-a hidrolizat enzimatic timp de
72 ore, la 50°C. Prin cresterea cantititii de lignind in amestec a scizut cantitatea de
zaharuri eliberate in timpul reactiei. La un raport celuloza/lignina de 1:0, cantitatea
de zaharuri eliberate a fost de aproximativ 800 mg/g substrat, iar la un raport de
1:3, aceasta cantitate a fost de aproximativ 200 mg/g substrat [150].

Yeh s.a au studiat efectul marimii particulelor si ariei suprafetei asupra
hidrolizei enzimatice a celulozei. Cantitatea de celobioza a crescut de 2,7 ori prin
cresterea concentratiei de substrat de la 2,5 la 10 mg substrat/ml. Suprafata
specificd a crescut odatd cu scdderea dimensiunii particulelor, de la 0,24 m?/g (aria
suprafetei caracteristica celulozei nemaruntite cu marimea particulelor cuprinsa intre
1,83 si 90,13 um) la 25,50 m?/g pentru 3% celulozd MC-3-120 maruntitd timp de
120 minute cu marimea medie a particulelor de 0,78 pm. Prin cresterea ariei
specifice a celulozei a crescut randamentul de hidrolizd enzimaticd. Cresterea
marimii particulelor celulozei a determinat scaderea cantitatii de celobioza eliberata
in timpul hidrolizei enzimatice. La o concentratie de substrat de 2,5 mg/ml,
cantitatea de celobioza eliberatd a fost de 0,17 mg/ml-min cénd dimensiunea
particulelor celulozei maruntite a fost de 0,78 pym (MC-3-120) si de 0,0143
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mg/ml-min pentru celuloza nemaruntitd. Randamentul de hidrolizé al celulozei la
glucoza, calculat dupa 120 ore pentru un raport enzima/substrat 0,04, a crescut de
la aproximativ 30% pentru celuloza nemaruntitd (1,83-90,13 um) la 60% pentru
celuloza MC-3-120 maruntita timp de 120 minute de 0,78 pm [151]. Raportul
enzima/substrat nu trebuie sa aiba o valoare foarte mare, pentru a evita inhibarea
enzimei [93]. Randamentul de hidroliza al celulozei microcristaline a crescut de la
aproximativ 14,22% pentru un raport enzima/substrat de 0,02 la 31,26% pentru un
raport 0,04, respectiv la 40,29% pentru un raport de 0,06 [151].

Samaniuk s.a. au studiat efectul agitarii mecanice in timp asupra
randamentului de hidroliza enzimatica a celulozei. Cresterea vitezei de amestecare
(25-100 rpm) nu a determinat cresterea randamentului de hidroliza al celulozei.
Cele mai mari randamente de hidrolizd s-au obtinut atunci cand viteza de
amestecare a fost mica si timpul de reactie mai lung. La 2400 sec de amestecare si
25 rpm, conversia celulozei a fost de 10%, iar la 100 rmp conversia a fost de
aproximativ 9%. La 1200 sec de amestecare si 25 rpm randamentul de hidroliza a
fost de aproximativ 7% [152].

1.5.3.1. Influenta caracteristicilor peretelui celular asupra hidrolizei

Hidroliza enzimatica a biomasei lignocelulozice este influentata de structura
materiei prime, de caracteristicile peretelui celular, de conditiile de hidroliza,
incluzand si amestecul de enzime si nu in ultimul rand de pretratamentul aplicat
[153].

Structura biomasei influenteaza accesul enzimei asupra materialului
celulozic [101, 153].

Caracteristicile peretelui celular care influenteaza gradul de hidroliza sunt:

1. marimea particulelor/aria suprafetei specifice;

2. cristalinitatea celulozei;

3. reactivitatea celulozei;

4. gradul de polimerizare;

5. continutul de lignina.

1. Marimea particulelor/ aria suprafetei specifice

Eficienta zaharificarii enzimatice depinde mult de contactul dintre enzima si
substrat. Teoretic, viteza hidrolizei enzimatice creste cu scaderea dimensiunilor
particulelor. Granulatia are un rol important, astfel incat cu cat suprafata specifica
este mai mare cu atat va creste cantitatea de enzima adsorbita si implicit va creste
si gradul de hidroliza.

Influenta mé&rimii particulelor are un rol incd neclarificat. Intr-un studiu
realizat pe lemn pretratat, s-a gasit cd gradul de zaharificare creste cu scaderea
marimii granulelor. Pretratarea nu reduce numai marimea particulelor, ci modifica si
alte caracteristici ale substratului, facilitand astfel procesul de fermentare [101,
153].

2. Cristalinitatea celulozei
Structura cristalind a celulozei are un efect puternic asupra zaharificarii

enzimatice. Regiunile amorfe din celuloza sunt hidrolizate primele, iar cele cristaline
sunt putin degradate. S-a constatat ca eficienta procesului de zaharificare nu
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depinde de cristalinitatea celulozei in cazul biomasei celulozice sau lignocelulozice
pretratate. Structura celulozei nu este inca bine inteleasa, de aceea nu este bine
cunoscuta influenta acesteia asupra activitatii celulazei si rezultatele raportate sunt
contradictorii. In majoritatea cazurilor s-a constatat ca procesul de zaharificare este
puternic influentat de cristalinitatea celulozei. S-a aratat cda prin cresterea
cristalinitatii, gradul de hidroliza scade. Alte studii au ajuns in schimb la concluzia ca
eficienta zaharificarii nu este influentata de cristalinitate [101, 153].

3. Reactivitatea celulozei

S-a aratat ca gradul de hidrolizid scade in timp. Introducerea unor noi
cantitati de enzime accelereaza hidroliza enzimatica, dovedind ca nu are loc o
modificare a reactivitatii substratului in timpul hidrolizei, ci enzimele hidrolitice
blocheaza suprafata substratului. Acest fapt duce la concluzia ca in timpul hidrolizei
nu are loc o scadere a reactivitatii substratului [101].

4. Gradul de polimerizare

Gradul de polimerizare este definit ca numarul total al resturilor glicozidice
de pe un lant de celuloza. Gradul de polimerizare variaza intre limite diferite si este
influentat de modul de pregatire a materialului. Asa cum s-a aratat anterior,
endoglucanazele actioneaza pe lanturile de celuloza din microfibre si elibereaza
capetele de lant. Aceasta capacitate a enzimei pare a nu fi influentata de gradul de
polimerizare. Celobiohidrolazele au o activitate ridicata pe substraturile cu grad de
polimerizare scazut [153].

5. Continutul de lignina

Continutul de lignind al biomasei lignocelulozice afecteaza eficienta
zaharificarii enzimatice. Enzimele hidrolitice sunt adsorbite pe lignina, astfel incat
este foarte importanta separarea ligninei de celuloza in timpul etapei de pretratare.
Pentru a spori eficacitatea fermentarii nu este necesara indepartarea completa a
ligninei. Lignina se aglomereaza in globuri/particule mici, care sunt atasate de
peretele celular [101].

1.6. Concluzii

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

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

Recent, lichidele ionice s-au investigat in pretratarea materialului
lignocelulozic datoritd capacitatii ridicate a unora de a dizolva celuloza fara
degradarea ei, celuloza putand fi usor regeneratad cu apa, capacitatatii de a dizolva
lignina din biomasa, stabilitatii lor termice si chimice, toxicitatii reduse, posibilitatatii
de recuperare usoara si de reutilizare a lichidelor ionice intr-o noua etapa de
pretratare astfel scdzand costurile de productie. Utilizarea lichidelor ionice in
amestec cu diferiti solventi organici sau saruri determina cresterea capacitatii de
dizolvare a celulozei si ligninei.

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

Cercetérile efectuate in cadrul tezei de doctorat au urmarit imbunatatirea
eficientei hidrolizei enzimatice a celulozei prin pretratarea biomasei lignocelulozice
prin diferite metode simple sau combinate, optimizarea pretratamentului cu
DMSO/[Emim]Ac pentru recuperarea celulozei si ligninei dizolvate si reutilizarea
solventului, Tmbunatatirea performantelor catalitice ale celulazei prin imobilizarea
enzimei prin tehnica entraparii in sol-gel, studiul stabilitatii celulazei imobilizate,
hidroliza enzimatica a celulozei microcristaline si regenerate utilizdnd celulaza
imobilizata, studiul cinetic al reactiei de hidroliza enzimatica celulozei microcristaline
Avicel PH101 utilizdnd celulaza nativa si imobilizata, cresterea cantitatii de zaharuri
fermentescibile prin reutilizarea celulazei imobilizate pe substrat de celuloza.

BUPT



II. CONTRIBUTII ORIGINALE

I1.1. Principalele obiective stiintifice

Obtinerea bioetanolului celulozic din reziduuri lignocelulozice a fost din ce in
ce mai studiata in ultimul timp, datorita unor avantaje majore cum ar fi valorificarea
deseurilor de biomasa si cresterea productiei de biocombustibil. Pentru scaderea
costurilor de proces, este necesara elaborarea unor procedee cat mai simple si
eficiente pentru fiecare etapa de obtinere a bioetanolului celulozic. In acest scop,
principalele obiective stiintifice urmarite au fost:

e Cresterea cantitatatii de zaharuri fermentescibile produse in urma hidrolizei
enzimatice a celulozei si hemicelulozei din biomasa. In acest scop, s-a propus
fmbunatatirea eficientei hidrolizei enzimatice a celulozei prin pretratarea materialului
lignocelulozic. S-au studiat si s-au comparat diferite metode simple sau combinate
de pretratare: metoda de pretratare cu acid sulfuric diluat, metoda de pretratare cu
glicerind pura sau reziduala, metoda de pretratare cu lichide ionice, metoda
combinata de pretratare cu acid sulfuric diluat/lichid ionic, metoda combinata de
pretratare cu glicerind/lichid ionic si metoda de pretratare cu lichid ionic/solvent
organic dimetilsulfoxid. De asemenea, s-a studiat influenta metodelor de pretratare
asupra tipului de lemn testat: lemn de esenta tare (plop, stejar), respectiv lemn de
esenta moale (brad, salcam).

e Dizolvarea celulozei si ligninei din biomasa de plop in amestec de
dimetilsulfoxid/lichid ionic [Emim]Ac, recuperarea celulozei si ligninei dizolvate si
reutilizarea solventului. Pentru a impiedica degradarea celulozei si modificarea
structurii lichidului ionic s-au ales conditiile optime de dizolvare (temperatura,
timpul optim de operare si concentratia optima de dimetilsulfoxid/lichid ionic).
Celuloza regenerata si lignina precipitaté din solutia de DMSO/[Emim]Ac au fost
caracterizate prin spectroscopie FT-IR.

e Imobilizarea celulazei prin tehnica entraparii in sol-gel, pentru Tmbunatatirea
performantelor catalitice. S-a recurs la imobilizarea prin tehnica sol-gel, deoarece
comparativ cu alte metode aceasta prezinta o serie de avantaje: poate fi aplicata
unui domeniu larg de enzime, inactivarea enzimei este redusa, flexibilitatea
dimensiunii si geometriei porilor, se poate imobiliza o cantitate mare de proteina
[38]. Celulaza s-a imobilizat prin doua metode de entrapare in sol-gel utilizdnd
diferiti aditivi si amestecuri de doi sau trei silani precusori alchil, aril-trimetoxisilani
in amestec cu tetrametoxisilan.

e Evaluarea performantelor preparatelor imobilizate prin determinarea
randamentului de imobilizare, activitatii catalitice si randamentului de regasire al
activitatii. Metoda care a determinat obtinerea celui mai eficient preparat celulazic s-
a optimizat prin modificarea raportului silanilor precursori si a cantitatii de enzima
introdusa la imobilizare. Preparatul care a inregistrat cea mai buna activitate
(testata pe carboximetilceluloza) si a fost cel mai eficient in reactia de hidroliza
enzimaticd a celulozei microcristaline a fost folosit in studiile de stabilitate si
reutilizare.

e S-au studiat efectele pH-ului mediului de reactie, temperaturii, concentratiei
de produs, asupra activitatii catalitice a celulazei nativa si imobilizatd, precum si
stabilitatea la depozitare si la mentinere in solutie apoasa. S-a studiat si influenta
lichidelor ionice asupra activitatii celulazei native si imobilizate.
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e Studiul hidrolizei enzimatica a celulozei microcristaline Avicel PH101,
celulozei Avicel PH101 regenerata din DMSO/[Emim]Ac (pretratatd) si a celulozei din
plop utilizand celulaza imobilizatd. Pentru a stabili efectele imobilizarii celulazei in
matrici de sol-gel asupra accesului substratului in situsul catalitic si implicit vitezei
de formare a produsului s-a studiat cinetica reactiei de hidroliza enzimatica celulozei
Avicel PH101 utilizand celulaza nativa si celulaza imobilizata.

e Reutilizarea celulazei imobilizate utilizdnd ca substrat celuloza, astfel
crescand cantitatea de zaharuri fermentescibile eliberate in timpul reactiei de
hidroliza enzimaticd. Reutilizarea preparatului celulazic s-a realizat pe doua
substraturi: celuloza microcristalinad Avicel P101 (netratata) si celuloza Avicel PH101
pretratatd cu DMSO/[Emim]Ac.

I1.2. Pretratarea biomasei lignocelulozice prin metode
neconventionale

Materialul lignocelulozic ce contine biomasa ierboasa si biomasa lemnoasa
din lemnul de esenta tare si lemnul de esenta moale are in compozitie o combinatie
de celuloza, hemiceluloza si lignind. Reziduurile ierboase din agricultura (spice de
grau, tulpini de porumb), silvicultura (rumegus, aschii), deseurile municipale (hartie,
carton), diverse deseuri industriale, precum si plantele fibroase si lemnoase sunt
considerate o sursda abundenta si ieftind de celulozd si hemicelulozad (reprezinta
aproximativ 70% din biomasa). Celuloza si hemiceluloza au in compozitia lor
zaharuri fermentescibile (in special glucoza si xilozd) si sunt considerate materii
prime pentru obtinerea bioetanolului celulozic.

Lignina, neavand in compozitia sa zaharuri, nu poate fi folosita la obtinerea
bioetanolului. Compozitia lemnului de esenta tare si lemnului de esenta moale a fost
prezentata in Tabelul I.1.

Pentru a distruge piedicile structurale si de compozitie (datorita prezentei
ligninei) ce pot fi implicate in procesul de hidroliza, precum si de a imbunatati
accesul enzimei la celulozd si de a mari randamentul de obtinere a zaharurilor
fermentescibile a fost necesara introducerea etapei de pretratare a biomasei
lignocelulozice in procesul de obtinere a bioetanolului.

In acest capitol s-a studiat influenta diferitor metode simple sau combinate
de pretratare asupra hidrolizei enzimatice a celulozei din 4 tipuri de biomasa
lignocelulozica: doua de tip lemn de esenta tare (stejar si plop) si doua de tip lemn
de esenta moale (brad si salcam).

I1.2.1. Determinarea continutului total de lignina si hidrati de carbon
din biomasa lignocelulozica

Continutul in hidrati de carbon este un factor extrem de important in
procesul de obtinere a bioetanolului din materii prime lignocelulozice. Hidratii de
carbon rezultd atat in timpul pretratamentului, in special ca urmare a hidrolizei
hemicelulozei, cat si in timpul etapei de hidroliza enzimatica a celulozei. Produsul
principal al hidrolizei hemicelulozei este xiloza, iar in urma hidrolizei celulozei rezulta
glucoza. Alte zaharuri care mai pot fi prezente sunt arabinoza dintre pentoze,
galactoza si manoza dintre hexoze.

S-a determinat continutul total in hidrati de carbon si lignina din cele patru
tipuri de lemn studiate (salcam, stejar, plop si brad) [154], prin hidroliza acida a
lemnului macinat si uscat (metoda a fost descrisa la paragraful 111.2.2.1). Analiza
hidratilor totali de carbon, exprimati ca glucoza echivalenta, s-a efectuat prin
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metoda chimica cu acid 3,5-dinitrosalicilic (conform metodei descrise la paragraful
II1.3.4). Continutul total de lignind din biomasa lignocelulozicd s-a determinat prin
metoda descrisa la paragraful II1.3.3.

Hidroliza cu acid sulfuric in sistem eterogen a materialelor lignocelulozice
este 0 metoda care poate avea erori insemnate, deoarece poate avea loc fie o
hidroliza incompletd, fie o degradare a monozaharidelor formate. De aceea, s-au
realizat si doud probe martor, una cu celuloza pura microcristalina Avicel, cealalta cu
glucoza, care au fost supuse aceluiasi regim ca si materialele pretratate. S-a urmarit
determinarea randamentului de recuperare a glucozei din cele doua probe si s-a
calculat un factor de corectie care sa fie aplicat probelor de rumegus. Pornindu-se
de la 300 mg rumegus uscat, s-au obtinut ca valori medii: pentru Avicel 291,1 mg
zaharuri totale, iar pentru glucoza 248,7 mg zaharuri totale. Tinand cont de faptul
ca teoretic cantitatea de glucoza regasita trebuia sa fie 333 mg in cazul Avicelului si
300 mg in cazul glucozei, inseamna ca randamentul de regasire este:

- AVlCeI %AViCE| :% -100:87,4

2487 -100=83,0

- a o —
glucoza /Oglucoza_ 30

S-a luat un randament de regasire mediu pe baza acestor rezultate de
85,2%, ceea ce Inseamna ca factorul de corectie cu care trebuie nmultite
rezultatele de la probele de rumegus este 1,17 [155].

In Tabelul II.1, sunt prezentate rezultatele continutului total de zaharuri si
continutului total de lignina din probele de rumegus studiate.

Tabelul II.1. Continutul total de hidrati de carbon si lignind din biomasa
lignocelulozica

Lignina din biomasa (%) Continut x

Biomasa total de Ce:/usa
ASL?(%) AIL® (%) LTS(%) | zaharuri (%) (%)

Brad 1,46 28,84 30,32 66,65 1,05
Salcam 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

@ Lignina solubila in acid
® Lignina insolubild in acid
¢ Lignina totala din biomasa

I1.2.2. Influenta metodei de pretratare a biomasei lignocelulozice
asupra hidrolizei enzimatice

I1.2.2.1. Hidroliza enzimatica a celulozei din biomasa pretratata cu
acid sulfuric diluat

Pentru a facilita accesul complexului celulazic la celuloza din lemn, biomasa
macinata si uscata s-a pretratat cu acid sulfuric diluat, acesta avand rolul de a
hidroliza partial sau total hemiceluloza la zaharuri fermentescibile, in special xiloza.

Pretratarea celor patru tipuri de biomasa lignocelulozica cu acid sulfuric
diluat s-a realizat prin mentinerea a 300 mg rumegus macinat si uscat in 3 ml acid
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sulfuric 0,82% la 150°C, timp de 30 minute [156]. Metoda de pretratament cu acid
sulfuric diluat a fost descrisa la paragraful II1.2.2.1. Biomasa pretratata si netratata
s-a hidrolizat enzimatic utilizand celulaza nativa Celluclast 1.5L. Pe tot parcursul
reactiei de hidroliza s-au prelevat probe, iar continutul total de zaharuri reducatoare
eliberate, exprimate ca glucoza echivalenta, s-a determinat prin metoda cu acid 3,5-
dinitrosalicilic descrisd la paragraful II1.3.4.

In Tabelul II.2 si Tabelul II.3, sunt prezentate continuturile totale de
zaharuri reducatoare pentru cele patru probe de rumegus pretratat cu acid sulfuric
diluat si netratat, determinate in urma reactiei de hidroliza a 100 mg rumegus cu 5
pl/ml celulazd nativ Celluclast 1.5 L in 10 ml tampon acetat pH=4,8 , la 40°C.

Tabelul I1.2. Continutul total de zaharuri din probele de rumegus netratat

Timp Concentrai;l(en::;);?‘:a;)de zaharuri Randament de hidrolizd® (%)

(ore) Brad | Salcam | Stejar | Plop Brad | Salcam | 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 | 6598 | 57,92 38,90 | 49,70

@ raportat la cantitatea totala de zaharuri din 100 mg rumegus supus hidrolizei (%)

Tabelul I1.3. Continutul total de zaharuri din probele de rumegus pretratat cu acid
sulfuric diluat

Timp Concentran(e':;;a:‘:a:)de Zaharuri Randament de hidroliza® (%)

(ore) Brad | Salcam Stejar Plop | Brad | Salcam 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

@ raportat la cantitatea totala de zaharuri din 100 mg rumegus supus hidrolizei (%)

Pentru studiul capacitatatii acidului sulfuric de a hidroliza hemiceluloza din
biomasa s-a determinat continutul total de zaharuri reducatoare (exprimate ca
glucoza) din filtratul rezultat dupd pretratamentul cu acid diluat. Rezultatele sunt
prezentate in Tabelul II1.4.
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Tabelul II.4. Continutul total de hidrati de carbon din solutiile obtinute dupa
pretratamentul cu acid sulfuric

Biomasi Cantitate totala de Randament de
zaharuri in filtrat® (mg) hidroliza® (%)
Brad 78,28 26,09
Salcam 77,38 25,79
Stejar 46,78 20,92
Plop 47,14 19,32

# Volumul total de filtrat a fost de 20 ml; Cantitatea totald de rumegus supusa
pretratamentului a fost de 300 mg

b raportat la cantitatea totald de zaharuri din 300 mg rumegus supus pretratarii
(%)

Pentru a ilustra mai bine influenta pretratamentului cu acid sulfuric diluat s-a
realizat Figura II.1 care prezinta efectul metodei de pretratare cu acid sulfuric diluat
asupra randamentului de hidrolizd a celulozei din biomasa lignocelulozica, calculat
dupa 8 ore de reactie .
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Figura II.1. Efectul pretratamentului cu acid sulfuric diluat asupra hidrolizei enzimatice a
celulozei din biomasa lignocelulozica, dupa 8 ore de reactie

In urma pretratérii salcdmului, plopului si stejarului cu acid sulfuric diluat,
cantitatea de zaharuri eliberatd a crescut pe tot parcursul reactiei de hidroliza
enzimaticd, comparativ cu biomasa netratata (Tabelul I1.2 si Tabelul II.3). Aceasta
se datoreaza probabil accesibilitatii mai bune a enzimei la celuloza din biomasa dupa
pretratare, deoarece in urma pretratamentului cu acid sulfuric s-a hidrolizat partial
hemiceluloza. O cantitate mai mare de hemiceluloza a fost hidrolizata (Tabelul 1I1.4)
din lemnul de esenta moale (aproximativ 25% din salcam, respectiv 26% din brad),
comparativ cu lemnul de esenta tare (aproximativ 19% plop, respectiv 21% din
stejar). Pentru rumegusul de brad, cantitatea de zahdar obtinuta in urma hidrolizei
enzimatice a celulozei din bradul pretratat a fost mai mica decat cantitatea de zahar
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eliberata din bradul netratat, deoarece in urma pretratamentului acid probabil s-a
hidrolizat si o parte din celuloza. Conform Figurii II.1 randamentul de hidroliza,
calculat dupa 8 ore de reactie, a fost mai mare atunci cand la hidroliza s-a folosit
lemnul de esentda moale (atat la lemnul netratat, cat si la cel pretratat). In urma
pretratamentului cu acid sulfuric diluat, randamentul de hidroliza, calculat dupa 8
ore de reactie, a fost imbunatatit cu aproximativ 5% pentru stejar, 15% pentru
rumegusul de plop, respectiv 20% pentru rumegusul de salcam (Figura II.1).

Dintre tipurile de rumegus pretratate, salcamul pretratat a fost hidrolizat cu
eficienta cea mai mare. Dupd 8 ore de reactie, cantitatea de zaharuri eliberata in
urma hidrolizei enzimatice a salcamului pretratat a fost de 3,84 mg/ml (conversia
celulozei a fost aproape totald, deoarece, conform datelor din literatura de
specialitate [18] lemnul de esenta moale contine aproximativ 33-40% celuloza),

comparativ cu 2,98 mg/ml zaharuri eliberate dupa hidroliza salcamului netratat.

I1.2.2.2. Hidroliza enzimatica a celulozei din biomasa pretratata cu
glicerina

Delignifierea lemnului se poate face in solventi polari neaposi. Glicerina
rezidualad este un co-produs obtinut in cantitati mari la producerea biodieselului. Nu
este de recomandat ca produsii nepurificati s& fie utilizati in industria alimentara,
cosmetica sau farmacie. Glicerina obtinuta de la fabricarea biodieselului este un
reziduu care poate fi valorificat in viitor. De aceea, utilizarea glicerinei pentru
pretratamentul biomasei poate fi importanta din punct de vedere economic.

Cele 4 tipuri de biomaséa lignocelulozica (brad, salcam, stejar, plop) s-au
pretratat cu glicerind pura si reziduald [157]. Metoda de pretratare cu glicerinad a
fost descrisa la paragraful I11.2.2.2. Glicerina reziduala folosita in acest studiu a fost
produsul rezultat de la fabricarea biodieselului n laborator, Tn urma reactiei dintre
ulei de floarea soarelui, metanol si 0,5% catalizator hidroxid de sodiu [158]. Pentru
a observa eficienta pretratamentului cu glicerind pura si reziduala, 10 mg/ml
biomasa pretratata in tampon acetat de sodiu pH 4,8 s-a hidrolizat enzimatic,
utilizand 5 pl/ml celulaza Celuclast 1.5L.

Continuturile totale de zaharuri reducatoare, rezultate in urma hidrolizei
enzimatice a celulozei din biomasa pretratata cu glicerind pura si reziduala, sunt
prezentate in Tabelul II.5 si Tabelul II.6.

Tabelul I1.5. Continutul total de zaharuri din probele de rumegus pretratat cu
glicerina pura

Timp Concentratie totala de zaharuri (mg/ml)

(ore) Brad Salcam 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 I1.6. Continutul total de zaharuri din probele de rumegus pretratat cu

glicerina reziduala

Timp Concentratie totala de zaharuri (mg/ml)

(ore) Brad Salcam 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 reactiei, cantitatea de zaharuri eliberate in urma hidrolizei
biomasei pretratate cu glicerina pura a fost mai mare decat cantitatea de zaharuri
eliberata in urma hidrolizei biomasei pretratate cu glicerina brutd, insa diferentele
nu au fost foarte mari (Tabelul II.5 si Tabelul II.6).

Figura II.2 prezinta efectul pretratarii biomasei cu glicerina pura si reziduala
asupra eficientei de hidroliza enzimatica a celulozei din biomasa pretratatad, dupa 6
ore de reactie. Randamentele de hidroliza (exprimate in % masa) au fost calculate
pe baza cantitatilor de zaharuri rezultate in urma hidrolizei la diferite intervale de
timp, raportate la cantitatile totale de zaharuri din tipurile de rumegusuri studiate,
prezentate n Tabelul II.1.
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Figura II.2. Efectul pretratamentului cu glicerina asupra hidrolizei enzimatice a celulozei din

biomasa pretratata, dupa 6 ore de reactie

Pretratamentul cu glicerind pura a dus in general la viteze de hidrolizd mai
mari comparativ cu cea reziduald, ceea ce era de asteptat in conditiile in care
glicerina reziduala contine si o serie de alti compusi, dintre care unele pot avea efect
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inhibitor pentru celulaze. Cele mai mari diferente s-au fnregistrat in cazul
rumegusului de stejar, unde pretratamentul cu glicerind pura a dus la un randament
de hidroliza de 63,8% dupa 6 ore, comparativ cu 50,2% in cazul glicerinei reziduale
(Figura II1.2). Trebuie insa precizat ca aceasta viteza diferita de hidrolizé nu a afectat
productivitatea enzimei, dupa 24 de ore ajungandu-se la aproximativ acelasi grad
de hidroliza, asa cum rezultd din Figura II.3, in care este reprezentata evolutia in
timp a reactiei de hidroliza pentru rumegusul de stejar si cel de plop, la care practic
nu a existat diferenta intre efectele pretratmentului cu glicerinad pura si reziduala.
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Figura I1.3. Evolutia in timp a reactiei de hidroliza pentru rumegusul de stejar si cel de plop
pretratate cu glicerina pura si reziduala

Prin urmare, utilizarea glicerinei reziduale de la fabricarea biodieselului nu
afecteaza productivitatea complexului enzimatic celulozic ci doar viteza reactiei de
hidroliza, iar aceasta influenta depinde de proveninenta biomasei.

Deoarece glicerina are si capacitatea de a dizolva lignina din biomasa
lignocelulozica s-a determinat cantitatea totala de lignina dizolvata in glicerina pura
[159]. Metoda de analiza a ligninei dizolvata a fost prezentata la paragraful II1.3.3.
Continutul total de lignina dizolvata in glicerina pura pentru fiecare tip de biomasa
este prezentat in Tabelul II.7.

Tabelul I1.7. Cantitatea totalad de lignina dizolvata in glicerina pura

Biomasa Cantitate totala de lignina dizolvata
(mg) (%)*
Brad 9,70 32,01
Salcam 8,88 29,75
Stejar 4,62 21,16
Plop 4,76 25,79

@ raportata la cantitatea totala de lignina din rumegus.
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Rezultatele arata ca glicerina a fost capabila sa dizolve o cantitate mai mare
de lignina din lemnul de esenta moale (Tabelul II.7). Aproximativ 32%, respectiv
29% lignina din lemnul de esenta moale s-a dizolvat in glicerind, comparativ cu
21%, respectiv 25% lignind din lemnul de esenta tare (stejar, respectiv plop).
Aceasta probabil se datoreaza diferentelor strucurale dintre lignina din lemnul de
esenta tare si lignina din lemnul de esentd moale, cat si faptului ca lignina din
lemnul de esenta tare poseda structuri unite aditional, ceea ce 1i confera o rezistenta
mai mare la delignifiere.

Comparativ cu biomasa netratata, pretratarea celor patru tipuri de rumegus
cu glicerina pura sau reziduala a determinat cresterea eficientei hidrolizei enzimatice
a celulozei din biomasa, aceasta deoarece glicerina este capabild sa indeparteze o
parte de lignind din biomasa (Tabelul II.7), accesul celulazei la substrat fiind
imbunatatit. In urma pretratarii biomasei cu glicerind pura, dupa 6 ore de reactie,
randamentul de hidrolizd a crescut cu aproximativ 31% pentru rumegusul de stejar
si plop, 28% pentru rumegusul de salcam, respectiv 10% pentru rumegusul de brad
(Figura II.2). In urma pretratarii cu glicerina reziduala, randamentul de hidroliza a
fost imbunatatit cu aproximativ 20% pentru stejar, 30% pentru rumegusul de plop,
17% pentru salcdm, respectiv 5% pentru rumegusul de brad (Figura II1.2). Dintre
tipurile de biomasa pretratate cu glicerina, bradul a fost hidrolizat cu eficienta cea
mai mica. Aceasta probabil se datoreaza faptului cd desi in urma pretratarii
aproximativ 32% din lignina a fost dizolvata in glicerina (Tabelul II.7), rumegusul de
brad contine o cantitate mai mare de lignind ramasa decat esentele tari de stejar si

plop.

I1.2.2.3. Hidroliza enzimatica a celulozei din biomasa pretratata cu
lichid ionic

In ultimii ani, lichidele ionice au devenit atractive pentru cele mai diverse
domenii datorita unor proprietati deosebite, ca stabilitate termica, stabilitate chimica
si miscibilitate cu diferiti solventi organici sau anorganici. Datorita capacitatii unor
lichide ionice de a dizolva celuloza si lignina din biomasa, acestea s-au folosit si la
pretratarea biomasei lignocelulozice. Lichidele ionice dizolva celuloza datorita
formarii la temperaturi inalte a unor legaturi puternice de hidrogen. Celuloza
regenerata din solutia de lichid ionic, prin precipitare cu anti-solventi, are un grad
mai scazut de cristalinitate. Pretratarea biomasei lignocelulozice cu lichide ionice
este eficientd si datorita capacitatii acestora de a dizolva lignina, astfel accesul
enzimelor la biomasa lignocelulozica este imbunatatit. Lignina dizolvata poate fi
recuperata si utilizata in diferite domenii. De asemenea acesti solventi nu sunt toxici
pentru materialul lignocelulozic, pot fi reutilizati, iar caracterul inerent bazic sau acid
al lichidelor ionice permite amestecarea lor cu diferiti alti solventi sau catalizatori,
scézéndAastfeI costurile procesului.

In acest capitol s-a studiat pretratarea a patru tipuri de rumegus macinat si
uscat (brad, salcam, stejar si plop) cu diferite lichide ionice. Lichidele ionice folosite
pentru acest studiu au fost: tetrafluoroborat de 1-butil-3-metilimidazoliu
([Bmim]BF,), hexafluorofosfat de 1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]PFyg),
trifluoroacetat de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim]TFA) si acetat de 1-etil-3-
metilimidazoliu ([Emim]Ac) [157]. Pretratamentul biomasei lignocelulozice cu lichide
ionice s-a realizat la un raport 50 mg biomasa/ml lichid ionic, timp de 24 ore, la
temperatura de 90°C.

Metoda de pretratare a biomasei lignocelulozice cu lichide ionice este
descrisd la paragraful II1.2.2.3. Rumegusul pretratat s-a hidrolizat enzimatic cu
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ajutorul celulazei native Celluclast 1.5L. Cantitatile totale de zaharuri reducatoare
eliberate (exprimate ca glucoza echivalentd) in urma hidrolizei enzimatice, pentru
fiecare tip de biomasa, sunt prezentate in Tabelul I1.8, Tabelul I1.9, Tabelul I1.10 si
Tabelul II.11.

Tabelul II.8. Efectul naturii lichidului ionic utilizat la pretratament asupra hidrolizei
enzimatice a rumegusului de salcam pretratat

Timp Randament de hidroliza® (%)

(ore) [Emim][Ac] [Emim]TFA [Bmim]BF, [Bmim]PFe
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

@ Raportat la cantitatea totald de zaharuri din rumegus (%)

Tabelul I1.9. Efectul naturii lichidului ionic utilizat pentru pretratament ionice asupra

hidrolizei enzimatice a rimegusului de brad pretratat

Timp Randament de hidroliza® (%)
(ore) [Emim][Ac] [Emim]TFA [Bmim]BF, [Bmim]PFe
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

@ Raportat la cantitatea totald de zaharuri din rumegus (%)

Tabelul II.10. Efectul naturii lichidului ionic utilizat pentru pretratament asupra
hidrolizei enzimatice a rumegusului de stejar pretratat

Timp Randament de hidrolizd® (%)

(ore) [Emim][Ac] [Emim]TFA [Bmim]BF, [Bmim]PFs
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

@ Raportat la cantitatea totald de zaharuri din rumegus (%)
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Tabelul II.11. Efectul naturii lichidului ionic utilizat pentru pretratament asupra
hidrolizei enzimatice a rumegusului de plop pretratat

Timp Randament de hidroliza® (%)
(ore) [Emim][Ac] [Emim]TFA [Bmim]BF, [Bmim]PFe
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

@ Raportat la cantitatea totald de zaharuri din rumegus (%)

Pentru a ilustra mai sugestiv evolutia in timp a hidrolizei biomasei pretratate
cu diferite lichide ionice, datele din aceste tabele au fost reprezentate si in Figura
I1.4.

Cantitatea totalda de zaharuri eliberata prin hidroliza rumegusului de plop
pretratat cu [Emim]Ac, respectiv [Emim]TFA, a crescut in primele 6 ore de reactie,
la aproximativ 5 mg/ml, respectiv 3 mg/ml (Figura II.4.a), dupa care s-a mentinut
aproximativ constantd. In cazul folosirii lichidului ionic [Emim]Ac, dupa doar 6 ore
de reactie, conversia celulozei a fost maxima (in urma hidrolizei celulozei care se
gaseste in 10 mg/ml plop pretratat rezulta aproximativ 5 mg/ml zaharuri
reducatoare). Aceasta afirmatie se bazeaza pe faptul cé datele de literatura indica
26,6%, cantitatea totald de hemiceluloza in lemnul de plop (17,7-21,2% xilan, 0,9-
1,4% arabinoza, 1,3-3,3% manoza, 1,1% galactoza) [27], iar cantitatea totala de
zaharuri din plop, determinatd experimental la paragraful III.2.1, a fost de
aproximativ 78,48%. Diferenta, care corespunde cantitatii de celuloza din biomasa
de plop este de aproximativ 51%. Aceasta valoare este Tn concordanta cu datele din
literatura de specialitate, conform carora lemnul de esenta tare contine aproximativ
38-51% celuloza [18].
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Figura II.4. Evolutia in timp a hidrolizei biomasei pretratate cu diferite lichide ionice
(a) plop, (b) brad, (c) stejar, (d) salcam
-m- [Emim] Ac, -e-[Emim]TFA, - A- [Emim]BF4, - ¥- [Bmim]PFs,
biomasa netratata

in cazul folosirii lichidului ionic [Emim]TFA, cantitatea de zaharuri eliberata a
fost de 3 mg/ml dupa 6 ore de hidroliza, dupa care s-a mentinut constanta, aceasta
datorédndu-se probabil inactivarii enzimei in timpul hidrolizei. Nu s-au observat
diferente semnificative ale cantitatilor de zaharuri eliberate in urma reactiei
enzimatice a plopului pretratat cu cele doua lichide ionice ce contin anionii [BF4],
respectiv [PF¢]” si a plopului netratat, ceea ce inseamnd ca lichidele ionice
[Bmim]PFg si [Emim]BF4 nu sunt eficiente la pretratarea biomasei de plop [157].

De asemenea, lichidele ionice ce contin anionii [BF,;], [PFe¢]” au fost
ineficiente in pretratarea stejarului, salcdmului si bradului, cantitatile de zaharuri
obtinute pe tot parcursul reactiei, in urma hidrolizei enzimatice a acestor tipuri de
biomasa pretratata fiind aproximativ aceleasi, sau (in cazul stejarului si salcamului)
chiar mai mici decat cantitatile de zaharuri obtinute dupa hidroliza biomasei
netratate ( Figura II.4.b,c,d). Maki-Arvela s.a. au relatat ca lichidele ionice care
contin anionii tetrafluoroborat si hexafluorofosfat nu au fost capabile sa dizolve
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materialul lignocelulozic [99]. In cazul rumegusului de brad (Figura II.4.b), dintre
cele 4 lichide ionice folosite |la pretratare, [Emim]Ac a determinat cresterea eficientei
de hidroliza, comparativ cu bradul netratat.

Cantitatea de zaharuri eliberata in timpul hidrolizei bradului si salcamului
pretratat cu lichidul ionic ce contine anionul acetat a crescut pana la 6 ore de reactie
(Figura 11.4.b,d), la 4,35 mg/ml, respectiv 4,16 mg/ml, dupa care a fost constantg,
aceasta probabil deoarece conversia celulozei la zaharuri a fost totala (din 10 mg/ml
substrat celulozic s-au obtinut aproximativ 4 mg/ml zaharuri totale). Aceste
rezultate sunt Tn concordanta cu datele din literatura, conform carora cantitatea de
celuloza din lemnul de esenta moale este de 33-42% [18].

Pentru a ilustra mai sugestiv influenta naturii lichidului ionic asupra
randamentului hidrolizei enzimatice a biomasei pretratate s-a realizat Figura I1.5, pe
baza datelor din Tabelul I1.8, Tabelul I1.9, Tabelul I1.10, Tabelul II.11 si Tabelul II.2,
la timp de reactie de 4 ore.

100 - I [Emim]Ac
[ J[Emim]TFA

90 I [Bmim]BF,

80 4 |:|[BI’T]iI’T]]P|:6

. Il Biomasa netratata

60
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Randament de hidroliza (%)

20

104

Brad Salcam Stejar Plop

Figura II.5. Efectul pretratamentului cu lichide ionice asupra hidrolizei enzimatice a celulozei,
dupa 4 ore de reactie

Din Figura II.5 rezultd ca cel mai eficient lichid ionic folosit pentru
pretratarea biomasei lignocelulozice a fost [Emim]Ac. Publicatii recente au
demonstrat ca lichidul ionic [Emim]Ac a fost mai eficient in pretratarea si dizolvarea
biomasei, comparativ cu alte lichide ionice, cum ar fi: clorura de 1-etil-3-
metilimidazoliu ([Bmim]CIl), acetat de 1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]Ac),
dietilfosfat 1-etil-3- metilimidazoliu [Emim]DEP, respectiv metilsulfat de 1,3
dimetilimidazoliu ([Mmim]MeS0O,) [125, 130, 131]. De exemplu, la 110°C, timp de
16 ore, [Emim]Ac a dizolvat 93,5% din pin, iar [Bmim]Cl a dizolvat 26,0% din pin
[125]. Pretratarea radacinoaselor de Cassava cu [Emim]Ac la 120°C, a dus la
obtinerea unui randament de hidrolizd de 90,03%, iar cdnd pretratarea s-a facut cu
[Emim]DEP conversia biomasei pretratate a fost de 75,03% [131].

In urma hidrolizei enzimatice a biomasei pretratate cu [Emim]Ac,
randamentul de hidroliza, calculat dupa 4 ore de reactie, a crescut cu aproximativ
10% pentru brad, 20% pentru salcam si stejar, respectiv 40% pentru plop,
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comparativ cu biomasa netratata. Dintre cele patru tipuri de biomasa pretratate cu
[Emim]Ac, plopul pretratat a fost hidrolizat cu eficienta cea mai mare, probabil
deoarece acesta are cel mai mic continut de lignina, iar enzima are tendinta de a se
adsorbi pe lignina si in acest fel isi pierde partial activitatea [160].

Deoarece lichidele ionice sunt capabile sa dizolve lignina din biomasa
lignocelulozica s-a determinat continutul total de lignina dizolvat in solutia de lichid
ionic [159]. Metoda de analiza a ligninei dizolvate este prezentatd in paragraful
II1.3.3. Continutul total de lignina dizolvata in lichidul ionic [Emim]Ac si [Emim]TFA
pentru fiecare tip de biomasa studiata este prezentat in Tabelul II.12 si Tabelul
I1.13.

Tabelul II.12. Cantitatea totald de lignina dizolvata in lichidul ionic [Emim]Ac

Biomasa Cantitate totala de lignina dizolvata
(mg) (%)®
Brad 6,58 21,73
Salcdm 14,32 47,93
Stejar 8,05 36,65
Plop 6,63 35,89

2@ Raportata la cantitatea totala de lignina din rumegus

Tabelul I1.13. Cantitatea totala de lignina dizolvata in lichidul ionic [Emim]TFA

Biomasa Cantitate totala de lignina dizolvata
(mg) (%)
Brad 5,76 19,03
Salcdm 9,18 30,74
Stejar 5,10 23,21
Plop 5,52 29,87

@ raportata la cantitatea totald de lignina din rumegus

Lichidul ionic [Emim]Ac a fost capabil sa dizolve, dupa 24 ore, aproximativ
48% lignina din rumegusul de salcam, si 21% lignina din brad. Lichidul ionic ce
contine anionul trifluoroacetat a dizolvat aproximativ 30% lignina din salcam,
respectiv 19% lignina din brad. Aproximativ 35% lignina din esentele tari de lemn
(plop si stejar) s-au dizolvat in lichidul ionic [Emim]Ac dupa 24 de ore, comparativ
cu [Emim]TFA care a dizolvat aproximativ 23% lignina din rumegusul de stejar,
respectiv 29% din rumegusul de plop. Lichidul ionic ce contine anionul acetat a fost
mai eficient in dizolvarea ligninei din biomasa decat lichidul ionic ce contine anionul
trifluoroacetat.

Deoarece dintre cele 4 lichide ionice studiate [Emim]Ac a fost cel mai
eficient pentru pretratarea biomasei lignocelulozice, acesta a fost folosit in studiile
urmatoare.

I1.2.2.4. Hidroliza enzimatica a celulozei din biomasa pretratata cu
acid sulfuric diluat/lichid ionic

Pentru Tmbunatatirea eficientei de hidroliza a polizaharidelor din biomasa
lignocelulozica, cele patru tipuri de rumegus studiate s-au pretratat atat cu acid
sulfuric diluat cat si cu lichidul ionic [Emim]Ac [157].

S-a recurs la acesta metoda de pretratare deoarece are loc cresterea
cantitatii de zaharuri fermentescibile din hemiceluloza (in special xiloza) datorita
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capacitatii acidului sulfuric diluat de a hidroliza partial hemiceluloza din rumegus
(vezi paragraful I1.2.2.1), si a cantitatii de zaharuri eliberate in urma hidrolizei
celulozei din biomasa datorita capacitatii lichidului ionic ce contine anionul acetat de
a Imbunatati accesul celulazei la substrat prin scaderea gradului de cristalinitate a
celulozei din biomasa si indepartarea ligninei. Metoda de pretratament a fost
descrisa la paragraful II1.2.2.4. Dupa pretratarea a 300 mg rumegus cu acid sulfuric
diluat, 100 mg biomasa pretratata cu acid, care contine celuloza, lignind si
hemiceluloza nehidrolizata s-a pretratat, din nou, cu [Emim]Ac. Biomasa rezultata
dupa al doilea pretratament a fost supusa hidrolizei enzimatice, utilizdnd celulaza
nativa. Valorile cantitatilor totale de zaharuri eliberate in urma hidrolizei enzimatice
a celulozei din biomasa pretratatd, exprimate ca glucoza echivalents, sunt
prezentate in Tabelul II.14.

Tabelul II.14. Efectul pretratamentului cu acid sulfuric diluat/lichid ionic asupra
hidrolizei enzimatice a celulozei din biomasa lignocelulozica

Timp C°"°e“"a;'(emtgt/?1'1"’l‘)de Zaharuri Randament de hidroliza® (%)

(ore) Brad Salcam | Stejar Plop Brad Salcam | 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

@ Raportat la cantitatea totala de zaharuri din rumegus (%)

in cazul lemnului de esentd moale de brad si salcdm, cantitatea de zaharuri
eliberata dupa 5 ore de reactie, in urma hidrolizei enzimatice a celulozei, a fost de
4,14 mg/ml, respectiv 4,28 mg/ml, dupa care a ramas aproximativ constanta.
Aceasta inseamna ca dupa 5 ore de hidroliza conversia celulozei din biomasa
pretratatd cu acid sulfuric diluat/lichid ionic a fost practic totald. Cantitatea de
zaharuri eliberate in urma hidrolizei celulozei din stejarul pretratat a crescut pana la
4 ore de reactie, la 5,23 mg/ml, dupa care s-a mentinut aproximativ constanta, din
acelasi motiv. Pentru biomasa de plop, lemn de esenta tare, cantitatea de zaharuri a
crescut pe tot intervalul de timp studiat, fiind de 5,29 mg/ml dupa 6 ore de reactie.

Pentru a ilustra mai sugestiv influenta metodelor de pretratare a biomasei
asupra eficientei de hidroliza a celulozei din biomasa pretratata, s-a realizat Figura
I1.6, pe baza datelor din Tabelul 11.2, Tabelul 11.3, Tabelul 11.8, Tabelul I1.9, Tabelul
I1.10, Tabelul II.11 si Tabelul II.14, la timp de reactie de 4 ore.
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Figura II.6. Influenta pretratamentului cu acid sulfuric diluat si/sau lichid ionic asupra
eficientei de hidroliza a celulozei din biomasa lignocelulozica, dupa 4 ore de reactie. Conditii de
hidroliza: 10 mg/ml biomasa pretratata si netratata, tampon acetat de sodiu pH 4,8, 5 pl/ml
celulazg, 40°C

Pretratarea biomasei lignocelulozice prin metoda combinatad cu acid sulfuric
diluat/lichid ionic a fost mai eficienta pentru hidroliza enzimatica a celulozei din
biomasa decat pretratarea simpla cu acid sulfuric, respectiv lichid ionic (Figura IL.6).
Pretratarea biomasei cu [Emim]Ac a determinat ob{inerea unor randamente mai
mari de hidroliza decat in cazul folosirii in reactia de hidroliza a biomasei pretratate
cu acid sulfuric diluat. Li s.a. au comparat pretratarea ierburilor cu acid diluat si
pretratarea cu [Emim]Ac. Randamentul de hidroliza al ierburilor pretratate cu
[Emim]Ac a crescut cu 16% fata de biomasa pretratata cu acid diluat, respectiv cu
54% fata de biomasa netratata. Mai mult, ei au observat ca in urma pretratarii
biomasei cu acid sulfuric diluat a crescut indicele de cristalinitate al celulozei de la
26,2 (pentru biomasa netratatd) la 39,1, iar cdnd biomasa s-a pretratat cu
[Emim]Ac indicele de cristalinitate al celulozei a scazut la 2,6 [127].

In urma hidrolizei enzimatice a celulozei din biomasa pretratata cu acid
sulfuric diluat/lichid ionic, randamentul de hidroliza a crescut cu aproximativ 5%
pentru brad, 15% pentru salcam, respectiv 7% pentru plop si 28% pentru stejar,
comparativ cu randamentele de hidroliza obtinute in urma hidrolizei celulozei din
biomasa pretratata cu lichid ionic (s-a comparat cu pretratamentul cu lichid ionic
deoarece acesta a fost mai eficient decat pretratamentul cu acid sulfuric).

I1.2.2.5. Hidroliza enzimatica a celulozei din biomasa pretratata cu
glicerina pura/lichid ionic

Biomasa lignocelulozica s-a pretratat, intr-o prima etapa, cu glicerina,
urmata de un al doilea pretratament, cu lichidul ionic [Emim]Ac [157]. Prin
pretratarea biomasei cu glicerind are loc dizolvarea unei cantitati de lignina din
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biomasa (cantitatile de lignind din biomasa dizolvate in glicerind au fost prezentate
in Tabelul II.7). Prin pretratarea biomasei lignocelulozice cu lichidul ionic [Emim]Ac
are loc, pe langa dizolvarea ligninei din biomasa, si scaderea indicelui de
cristalinitate al celulozei (cantitatile de lignind din biomasa dizolvate in [Emim]Ac au
fost prezentate in Tabelul 11.12).

Astfel metoda combinatd de pretratament permite indepartarea unei
cantitati mai mari de lignina din biomasa, prin urmare se faciliteaza accesul enzimei
la celuloza.

Metoda combinata de pretratare cu glicerind/lichid ionic a fost descrisa la
paragraful II1.2.2.5. Biomasa pretratatd prin metoda combinata cu glicerind/lichid
ionic a fost supusa hidrolizei enzimatice cu celulaza nativa Celluclast 1.5L. Cantitatile
totale de zaharuri, exprimate ca glucozéa echivalenta, eliberate in timpul reactiei de
hidroliza enzimatica a celulozei din cele patru tipuri de biomasad pretratata sunt
prezentate in Tabelul I1.15.

Tabelul II.15. Efectul pretratamentului cu glicerind/lichid ionic asupra hidrolizei
enzimatice a celulozei

. Concentratie totala de zaharuri Randament de hidroliza® (%)

Timp (mg/ml)

(ore) Brad | Salcam | Stejar Plop Brad Salcam 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

@ Raportat la cantitatea totala de zaharuri din rumegus (%)

In cazul lemnului de esentd moale (brad si salcdm), cantitatea de zaharuri a
crescut in primele 3 ore de reactie, la 4,41 mg/ml, respectiv 4,36 mg/ml, dupa care
s-a mentinut aproximativ constanta, ceea ce arata ca s-a atins un grad de hidroliza
apropiat de 100%.

Dupa 4 ore de reactie, cantitatea de zaharuri eliberate in urma hidrolizei
celulozei din biomasa de stejar si biomasa de plop pretratate a fost de 5,12 mg/ml,
respectiv 5,21 mg/ml (din 10 mg/ml substrat introdus la hidrolizda). Dupa 4 ore,
hidroliza celulozei din lemnul de esenta tare pretratat s-a mentinut constanta,
aceasta deoarece conversia celulozei la zaharuri a fost totala. Aceste rezultate sunt
n concordanta cu datele din literatura conform carora cantitatea de celuloza din
lemnul de esenta tare este de 38-51% [18].

Pentru a ilustra mai sugestiv influenta metodelor de pretratare asupra
randamentului hidrolizei enzimatice a biomasei pretratate s-a realizat Figura I1.7, pe
baza datelor din Tabelul I1.2, Tabelul II.5, Tabelul 11.8, Tabelul 11.9, Tabelul II.10,
Tabelul II.11 si Tabelul II.15 la timp de reactie de 4 ore.
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Figura II.7. Influenta pretratamentului cu glicerina si/sau lichid ionic asupra eficientei de
hidroliza a celulozei din biomasa lignocelulozica, dupa 4 ore de reactie. Conditii de hidroliza: 10
mg/ml biomasé pretratata si netratats, tampon acetat de sodiu pH 4,8, 5 uL/ml celulaza, 40°C.

Pretratarea biomasei lignocelulozice prin metoda combinata cu
glicerind/lichid ionic a fost mai eficienta pentru hidroliza enzimatica a celulozei din
biomasa, decat pretratarea simpla cu glicerind, respectiv lichid ionic (Figura IL.7).
Toate cele trei metode de pretratare determina cresterea randamentului de hidroliza
a celulozei din biomasa. Lichidul ionic [Emim]Ac a fost mai eficient in pretratarea
biomasei de plop si brad decat glicerina pura. In urma hidrolizei enzimatice a
celulozei din biomasa pretratata cu [Emim]Ac, randamentul de hidroliza, calculat
dupa 4 ore de reactie, a crescut cu aproximativ 3% pentru brad, respectiv 10%
pentru plop, comparativ cu randamentele de hidroliza obtinute in urma hidrolizei
celulozei din biomasa pretratata cu glicerind. Nu s-au observat diferente
semnificative ale randamentelor de hidrolizd ale celulozei din biomasa de stejar
pretratata cu lichid ionic, respectiv cu glicerind. In cazul rumegusului de salcam,
pretratarea cu glicerind pura a fost mai eficientda pentru hidroliza celulozei dacat
pretratarea cu lichid ionic. Hidroliza enzimatica a celulozei din biomasa pretratata
prin metoda combinata cu glicerind/lichid ionic a avut dupa 4 ore un randament cu
aproximativ 6% mai mare pentru brad, 10% pentru salcam, respectiv 8% pentru
plop si 25% pentru stejar, comparativ cu randamentele de hidroliza a celulozei din
biomasa pretratatda cu lichid ionic. Cresterea randamentelor de hidroliza se
datoreaza, probabil, indepartarii unei cantitati mai mari de lignina din biomasa in
urma pretratamentului prin metoda combinata cu glicerinad/lichid ionic.

Dintre metodele combinate de pretratare studiate, pretratamentul cu
glicerind/lichid ionic a fost mai eficient decat cel cu acid/lichid ionic, in ceea ce
priveste gradul final de hidrolizd. De exemplu, dupa 3 ore randamentul de hidroliza
al celulozei din brad si salcdm pretratat cu acid/lichid ionic a fost de 59,86%,
respectiv de 58,07% (Tabelul II.14), iar al celui din rumegusul de brad si salcam
pretratat cu glicerind/lichid ionic a ajuns la 64,81%, respectiv 60,54% (Tabelul
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11.15). in cazul lemnului de esentd tare de stejar si plop pretratat cu acid/lichid
ionic, randamentul de hidroliza a fost de 62,98%, respectiv 53,61%, dupa 3 ore de
reactie (Tabelul 1I.14). Cand biomasa de stejar si plop a fost pretratata cu
glicerind/lichid ionic, acest randament a crescut la 66,80%, respectiv 54,02%
(Tabelul I1.15). Cresterea randamentelor de hidroliza in urma pretratarii biomasei cu
glicerind/lichid ionic, comparativ cu randamentele biomasei pretratate cu acid
diluat/lichid ionic, se datoreaza indepartarii unei cantitati mai mari de lignina din
biomasa, atat cu glicerina cat si cu lichid ionic, ceea ce face ca accesul celulazei la
substrat sa fie imbunatatit.

I1.2.3. Stabilirea conditiilor optime pentru pretratamentul biomasei
lignocelulozice cu lichid ionic

Dintre metodele de pretratament investigate, pentru un studiu mai detaliat
a fost selectata cea cu lichid ionic, tinand cont de faptul cd este o metoda noud, cu
eficienta ridicata si potential de dezvoltare viitoare.

S-a demonstrat anterior ca lichidele ionice care contin anionul acetat sunt
capabile sa dizolve eficient celuloza si lignina din biomasa lignocelulozica. Drept
urmare, lichidul ionic utilizat in aceste studii a fost [Emim]Ac. Capacitatea de
dizolvare a celulozei este normal sa creascd odata cu cresterea temperaturii si a
timpului de operare, insa in acelasi timp creste si posibilitatea de degradare a
celulozei, iar structura lichidului ionic poate fi afectatd. Pentru stabilirea conditiilor
optime de pretratament, s-au studiat efectele temperaturii si timpului de pretratare,
cat si posibilitatea utilizarii lichidului ionic in amestec cu un solvent organic.

I1.2.3.1. Influenta temperaturii de pretratare asupra hidrolizei
enzimatice a celulozei din biomasa pretratata cu [Emim]Ac

Pentru a determina temperatura de pretratare la care eficienta de hidroliza
este cea mai buna, 100 mg rumegus de plop a fost pretratat timp de 24 ore cu
[EMIM]Ac la diferite temperaturi (40°C, 60°C , 80°C, 90°C, 100°C). 10 mg/ml plop
pretratat a fost hidrolizat enzimatic in 10 ml tampon acetat de sodiu 0,05 M (pH
4,8), utilizand celulaza nativa Celluclast 1.5L. Tabelul II1.16. prezinta evolutia in timp
a reactiei de hidroliza a celulozei din biomasa de plop pretratat, la diferite
temperaturi.

Tabelul II.16. Evolutia in timp a hidrolizei enzimatice a rumegusului de plop
pretratat cu [Emim]Ac, la diferite temperaturi

Temperatura de Randament de hidrolizd® (%)
pretratare (°C) 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

@ Raportat la cantitatea totald de zaharuri din plop (%)

Influenta temperaturii de pretratament asupra cantitatii totale de zaharuri
reducatoare, eliberate in cursul hidrolizei enzimatice a biomasei de plop pretratat cu
[Emim]Ac, este prezentata in Figura II.8.

BUPT



88 Contributii originale - II

5- /

—=—40°C
—e—60°C

80°C
1 —v—90°C
100 °Cc

Cantitate totala de zahar (mg/ml)
w
" " " 1 "

T T T T T
4 6 8

N -

Timp de hidroliza (ore)

Figura II.8. Influenta temperaturii de pretratare asupra hidrolizei enzimatice a celulozei din
rumegus de plop

Se observa (Figura I1.8) ca prin cresterea temperaturii de pretratare creste
cantitatea de zahar eliberata in timp la hidroliza celulozei. Nu s-au observat
diferente mari ale randamentelor de hidroliza pentru rumegusul de plop pretratat la
90°C si plopul pretratat la 100°C la diferite intervale de timp, iar randamentele de
hidroliza obtinute dupa 8 ore de reactie au fost foarte apropiate (67% si 68% pentru
rumegusul de plop pretratat la temperatura de 90°C , respectiv 100°C).

S-a determinat si cantitatea de lignind dizolvata in solutia de [Emim]Ac la
fiecare din temperaturile studiate. Tabelul I1.17 prezinta cantitatea totald de lignina
dizolvata in lichidul ionic in functie de temperatura, dupa 24 ore de pretratare.

Tabelul I1.17. Cantitatea totald de lignina dizolvata [Emim]Ac, la diferite temperaturi
de pretratare a rumegusului de plop

Timp Cantitate totala de lignina dizolvata
(ore) (mg) (%)*
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

@ Raportata la cantitatea totala de lignina din rumegusul de plop

Odata cu cresterea temperaturii de pretratare a crescut si cantitatea de
lignina dizolvata in solutia de lichid ionic (Tabelul I1.17). Deoarece lignina Tmpiedica
accesul enzimei la celuloza, prin dizolvarea unei cantitati cat mai mari de lignina in
lichidul ionic, scade cantitatea de lignina din plopul pretratat, ceea ce usureaza
contactul dintre enzime si celuloza din biomasa. Drept urmare, odata cu cresterea
temperaturii de pretratare, prin indepartarea unei cantitati cat mai mari de lignina
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din biomasa de plop, creste cantitatea de zaharuri eliberata in urma reactiei de
hidroliza enzimatica a celulozei (Figura I1.8).

Deoarece randamentele de hidrolizd la 90°C si 100°C au fost identice si nici
diferentele in ceea ce priveste cantitatea de lignina dizolvata nu au fost mari, s-a
ales ca temperaturd de pretratare 90°C. Lucrdndu-se la o temperaturd mai scizutd
se face economie de energie si se reduce posibilitatea de degradare a celulozei si de
modificare a structurii lichidului ionic.

I1.2.3.2. Stabilirea timpului optim de pretratament

Pentru stabilirea timpului optim de pretratare (la temperatura de 90°C)
astfel incat lichidul ionic sa dizolve o cantitate cat mai mare de celuloza, insa fara ca
aceasta sa fie degradata, s-a efectuat un studiu cu celuloza standard Avicel PH101.
50 mg Avicel PH101 s-a introdus in 1 ml lichid ionic la temperatura de 90°C, s-a
mentinut sub agitare un anumit timp, dupa care celuloza dizolvata a fost recuperata
prin precipitare cu apa distilata. Tabelul II.18 prezinta influenta timpului de
pretratare asupra cantitatii de celuloza recuperata din solutia de [Emim]Ac.

Tabelul II.18. Efectul timpului de pretratare asupra randamentului de recuperare a
celulozei dupa dizolvare in lichidul ionic [Emim]Ac, 90°C

Timp de pretratare Celuloza regenerata

(ore) (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

Dupa doar 30 minute solutia de lichid ionic a devenit limpede, celuloza fiind
complet dizolvata, insa dupa 6 ore de pretratare culoarea solutiei a devenit mai
inchisa. Cresterea timpului de pretratare peste 6 ore a determinat scaderea
cantitatii de celuloza recuperata. Aproximativ 97% celuloza a fost recuperata din
solutia de lichid ionic dupa 6 ore de pretratare, in timp ce dupa 8 ore de pretratare
cantitatea de celuloza recuperatd a scazut la aproximativ 83%. La acest timp de
operare (8 ore), solutia de lichid ionic/apa, ramasa dupa precipitarea celulozei, a
avut o coloratie mai intensa comparativ cu cea obtinuta dupa 6 ore.

I1.2.3.3. Stabilirea compozitiei optime de amestec DMSO/[Emim]Ac

Pe langd o serie de avantaje, lichidele ionice au si dezavantajele pretului
ridicat si al vascozitatii mari, ceea ce face dificila recuperarea si reutilizarea lor in
mai multe cicluri de pretratament. Din acest motiv, s-a studiat posibilitatea utilizarii
lichidului ionic [Emim]Ac in amestec cu un solvent organic, capabil de asemenea sa
dizolve celuloza din biomasa lignocelulozica. Gasirea unui asemenea solvent nu este
simpld, deoarece acesta trebuie sa fie miscibil cu lichidul ionic si sa aiba volatilitate
suficient de mica pentru a permite pe de o parte efectuarea pretratamentului la o
temperatura suficient de ridicata pentru solubilizarea eficienta a celulozei si ligninei,
iar pe de alta parte eliminarea ulterioara a apei. Un asemenea solvent este
dimetilsulfoxidul (DMSO), miscibil cu apa si cunoscut pentru capacitatea sa ridicata
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de a solubiliza compusi cu polaritate ridicatd, asa cum sunt celuloza si lignina. in
consecinta, s-a stabilit ca pentru dizolvarea biomasei lignocelulozice sa se foloseasca
un amestec de dimetilsulfoxid(DMSO) si lichid ionic ([Emim]Ac). Dintre tipurile de
biomasa, a fost selectat si pentru acest studiu cel din plop, deoarece hidroliza
enzimatica a celulozei din plopul pretratat cu [Emim]Ac a avut loc cu eficienta cea
mai ridicata (asa cum a rezultat in capitolul I1.2.2.3). Principalul avantaj al utilizarii
amestecului de dimetilsulfoxid/lichid ionic pentru dizolvarea celulozei si ligninei din
biomasa este scdaderea vascozitatii lichidului ionic, acest lucru permitand o agitare
mai bund, scaderea costurilor procesului, separarea mai usoara a materialului
lignocelulozic nedizolvat si reutilizarea repetata a amestecului.

Pentru stabilirea compozitiei optime a amestecului de dizolvare
DMSO/[Emim]Ac s-a utilizat un amestec sintetic, denumit biomasa standard, format
din 50 mg celuloza Avicel PH101 si 30 mg lignina standard Kraft, care a fost supus
pr%tramentului cu amestec DMSO/[Emim]Ac in diferite proportii, timp de 6 ore, la
90°C.

In Tabelul I1.19 se prezintd cantitétile de celuloz Avicel PH101 recuperatd,
de lignind Kraft dizolvata, respectiv lignina precipitata din diferitele amestecuri de
DMSO/[Emim].

Tabelul II.19. Dizolvarea celulozei si ligninei din amestecul de biomasa standard in
solutia de DMSO/[Emim]Ac si recuperarea celulozei

- Raport = I P
Compozitia . « - Celuloza Lignina Lignina
. biomasa | Reziduu xa . <b sc
amestecului /solvent (%) regenerata® | dizolvata regenerata
. H o, [+) o,
DMSO:[Emim]Ac (mg/ml) (%) (%) (%)
100% DMSO 80 60,1 10,42 24,23 -
70% DMSO:
30% [Emim]Ac 80 29,31 44,82 64,03 4,56
80 8,6 78,42 84,60 23,34
0, . L L /i I
SSSO’EE?n“';;‘;AC 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 in totalitate

@ Raportata la cantitatea initialda de 50 mg celuloza din amestec

b Raportatd la cantitatea initiald de 30 mg lignind din amestec

¢ Raportata la cantitatea totala de lignina dizolvata in solutia de DMSO/[Emim]Ac

Se observa ca prin cresterea cantitatii de lichid ionic in amestecul de
DMSO/[Emim]Ac creste cantitatea de celuloza si lignina dizolvata. 1 mL
DMSO/[Emim]Ac in raport 30:70 (%, vol) a fost capabil sa dizolve complet, dupa 6
ore de reactie, 80 mg amestec care contine 50 mg celuloza, respectiv 30 mg lignina,
in timp ce 1 ml DMSO/[Emim]Ac in raport 50:50 (%, vol) a dizolvat 91,4% din acest
amestec standard. Cantitatea de lignina dizolvata in solventul DMSO/[Emim]Ac in
raport 50:50 a crescut odata cu scaderea raportului biomasa standard/solvent, asa
cum se observa in Tabelul I1.19. Scaderea raportului biomasa standard/solvent de la
80 mg/ml la 54 mg/ml a determinat dizolvarea completa a celulozei Avicel si ligninei
standard Kraft. Pentru imbunatatirea agitarii amestecului standard, a separarii
materialului nedizolvat datoritd scaderii vascozitatii solutiei de dimetilsulfoxid/lichid
ionic si cresterii eficientei economice s-a ales ca pentru dizolvarea biomasei
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lignocelulozice sa se opereze cu amestecul DMSO/[Emim]Ac in raport 50:50 (%,
vol).

Dizolvarea celulozei timp de 10 minute, la 110°C, intr-un amestec de
DMSO/[Amim]CI de diferite concentratii a fost studiata de Tian s.a. Ei au observat
de asemenea ca prin cresterea concentratiei de lichid ionic Tn amestec a crescut
cantitatea de celuloza dizolvatd si a scazut gradul de cristalinitate al celulozei
regenerate de la 0,8 (pentru celuloza netratata) la 0,25 pentru celuloza pretratata
cu DMSO/[Amim]Cl. Randamentul de hidroliza obtinut atunci cand celuloza a fost
dizolvata in DMSO/[Amim]CI in raport 30:70 a fost de 54,1%, aproximativ egal cu
cel obtinut atunci cand s-a folosit [Amim]Cl pur (59,6%) [161].

In urma acestor rezultate, s-a stabilit utilizarea pentru experimentele
urmatoare a amestecului DMSO/[Emim]Ac in raport 50:50 (%, vol).

I1.2.4. Determinarea parametrilor procesului de pretratament cu
amestec DMSO/[Emim]Ac pentru recuperarea celulozei si ligninei din
biomasa si reutilizarea lichidului ionic

S-a studiat dizolvarea celulozei si ligninei din biomasa de plop pretratat cu
acid sulfuric diluat (pretratarea plopului cu acid sulfuric diluat a fost descrisa la
paragraful II1.2.2.1) cu solutia de dimetilsulfoxid/lichid ionic. Rumegusul de plop s-a
pretratat la fnceput cu acid sulfuric diluat pentru cresterea cantitatii de zaharuri
fermentescibile, atat din hemiceluloza (datoritd capacitatii acidului de a hidroliza
hemiceluloza din biomasa la zaharuri fermentescibile, in special xiloza) cat a celor
rezultate Tn urma hidrolizei enzimatice a celulozei recuperate din solvent
(DMSO/[Emim]Ac). Pentru aceasta, 1 g rumegus de plop macinat si uscat s-a
pretratat cu 10 ml acid sulfuric 0,82%. Aproximativ 17,21% din zaharurile din
aceasta biomasa s-au hidrolizat dupa pretratamentul aplicat.

100 mg plop pretratat cu acid sulfuric diluat (contindnd aproximativ 22,25
% lignina si 54,38 % celulozd) s-au tratat cu 4 ml DMSO/[Emim]Ac (in raport
volumic 50:50) timp de 6 ore la temperatura de 90°C. Cantitatea de celuloz3 din
biomasa de plop s-a estimat la 47%, in conditiile in care prin hidroliza enzimatica a
10 mg/ml celuloza standard Avicel rezulta 11,9 mg/ml zaharuri totale (exprimate ca
glucoza echivalenta), iar prin hidroliza enzimatica a celulozei din 10 mg/ml plop am
obtinut in studiile anterioare aproximativ 5,3 mg/ml zaharuri totale. Aceasta valoare
este In concordanta cu datele de literatura, conform carora lemnul de esenta tare
contine intre 38-51% celuloza [18]. Cantitatea totala de lignina din rumegusul de
plop, (calculata conform metodei descrise de la paragraful II1.3.3), a fost de
18,49%. In paralel s-a realizat si o proba martor, care a continut 100 mg amestec
de biomasa standard (80% celuloza Avicel PH101 si 20% lignina standard Kraft)
dizolvata in aceeasi cantitate de DMSO/[Emim]Ac.

Dupa pretratare timp de 6 ore, materialul nedizolvat s-a separat prin filtrare
la cald. Dupa precipitarea in prima faza a celulozei, lignina ramasa dizolvata in
solutia de DMSO/[Emim]Ac s-a precipitat cu apa in exces, prin mentinerea solutiei la
frigider timp de 48 ore. Lignina precipitatd s-a filtrat si s-a uscat la 50°C. Dupi
recuperarea celulozei si ligninei dizolvate, solutia de DMSO/[Emim]Ac s-a recuperat
prin evaporarea apei si s-a folosit in urmatorul ciclu de dizolvare. Tabelul II.20 si
Tabelul II.21 prezinta cantitatea de material nedizolvat si celuloza recuperata din
solutia de DMSO/[Emim]Ac, dupa fiecare ciclu de utilizare al solutiei de
pretratament [162].
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Tabelul II.20. Cantitatea de material ramas nedizolvat dupa pretratamentul a 100
mg biomasa standard sau rumegus de plop pretratat cu DMSO/[Emim]Ac 50:50

Numar Reziduu dupa pretratament
cicluri
Biomasa Standard Plop pretratat
mg % mg %
0 TD 0 60,12 60,12
1 D 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 in totalitate

Tabelul II.21. Cantitatea de celuloza recuperatd dupd cicluri repetate de
pretratament cu DMSO/[Emim]Ac 50:50

Numar Celuloza recuperata
ciclu
Biomasa Standard Plop pretratat
mg %°? mg %°?
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

@ Raportata la cantitatea initiald de celuloza (80 mg din biomasa standard,
respectiv 54,38 mg din plop pretratat)

Tabelul I1.22 prezinta cantitatile de lignina dizolvate si recuperate din solutia
de DMSO/[Emim]Ac. Cantitatea de lignina dizolvatd 1in amestecul de
DMSO/[Emim]Ac s-a calculat conform metodei descrise la paragraful III.3.3.
Continutul total de ligninad in fiecare ciclu de reutilizare s-a calculat prin diferenta
dintre continutul total de lignina in solutie si lignina ramasa la ciclul anterior.

Tabelul II.22. Determinarea cantitatii de lignina dizolvata si lignina reprecipitata din

solutia de DMSO/[Emim]Ac

Numar Continut de lignina dizolvata (%)? Lignina reprecipitati(%)®
cicluri Biomasa Plop Biomasa Plop
Standard pretratat Standard pretratat
mg % mg % mg % mg %
0 18.92 94,50 51 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

@ raportata la cantitatea totalad de lignina din amestecul standard, respectiv plop pretratat
b raportata la cantitatea totala de lignina dizolvata

Solutia DMSO/[Emim]Ac dizolva complet celuloza Avicel si lignina standard
dupa 6 ore de pretratare, in timp ce doar 56,53% celuloza, respectiv 22,92 %
lignina au fost dizolvate din rumegusul de plop pretratat (Tabelul II.21 si Tabelul
I1.22). Fort s.a. au investigat dizolvarea plopului intr-o solutie de [Bmim]CIl/DMSO la
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diferite intervale de timp si temperatura de 100°C, constatdnd cd& 28% din
materialul celulozic s-a dizolvat dupa 6 ore de reactie [106].

Dupa precipitarea celulozei si ligninei dizolvate, solutia de DMSO/lichid ionic
s-a recuperat si s-a utilizat intr-un nou ciclu de dizolvare. In prima etapa de
reutilizare, capacitatea de dizolvare a celulozei si ligninei din plop a scazut cu cateva
procente. Incepand cu cel de-al doilea ciclu de reutilizare, cantitatea de celuloza
dizolvata a scazut mai pronuntat pentru ambele probe, la aproximativ 85% celuloza
dizolvata din biomasa standard, respectiv 37% celuloza dizolvata din plopul
pretratat. Cantitatea de lignina dizolvata din rumegusul de plop pretratat a scdzut la
numai 5% cand solutia de DMSO/[Emim]Ac s-a reutilizat a doua oara. In final, dupa
4 cicluri de utilizare, solutia de dimetilsulfoxid/lichid ionic a dizolvat 63,80% celuloza
din biomasa standard, respectiv 29,36% celuloza din rumegusul de plop. In toate
cazurile s-a reprecipitat o cantitate mai mare de lignina din proba de amestec
standard pretratat decat din proba de plop. De exemplu, pentru proba de amestec
standard, cantitatea de lignina precipitata din solvent a fost de aproximativ 29%,
dupa ciclul patru de utilizare, comparativ cu 20% lignina precipitata la acelasi ciclu
pentru proba de plop.

Solutia DMSO/[Emim]Ac folosita pentru dizolvarea biomasei lignocelulozice
a capatat o culoare tot mai inchisa (spre maro inchis) si a devenit mai vascoasa
dupa fiecare reutilizare, aceasta datorandu-se acumularii ligninei in amestecul de
pretratament, reducandu-se astfel si capacitatea acesteia de dizolvare.

I1.2.4.1. Caracterizarea celulozei si ligninei recuperate din solutia de
DMSO/[Emim]Ac prin spectrofotometrie FT-IR

Celuloza si lignina recuperate din solutia de DMSO/[Emim]Ac au fost analizate
prin spectrofotometrie FT-IR. Spectrele IR ale celulozei si ligninei sunt prezentate in
Figura II.9 si Figura I1.10 [162].

Spectrul FT-IR al celulozei regenerate din solutia de DMSO/[Emim]Ac, in
urma dizolvarii plopului pretratat si a amestecului standard este asemanator cu cel
al celulozei microcristaline Avicel PH101. Mica diferenta dintre spectre se datoreaza
scaderii gradului de cristalinitate al celulozei regenerate din solutia de
DMSO/[Emim]Ac. Zhang s.a. au relatat ca lichidele ionice distrug legaturile inter si
intramoleculare din celulozd scizand astfel gradul de cristalinitate [114]. In
consecinta, s-a observat o largire a benzilor, in cazul spectrelor celulozei regenerate,
de la 1429 cm™ caracteristice grup&rii C-OH, 1373 cm™® caracterisitce grupérilor OH
si 1321 cm™ atribuite vibratiilor ~-CH, (Figura I1.9.b, c). S-au observat diferente ale
spectrelor celulozei recuperate din solutia de DMSO/[Emim]Ac, comparativ cu
celuloza standard nedizolvatd pentru benzile de la 1164 cm™ (atribuite grupérii C-O-
C), 1114 cm™ si de la 1058 cm™ ( atribuite gruprii C-O). Benzi similare au aparut
la 895 cm™ care pot fi atribuite inelului piranozic.

Casas s.a. au obtinut rezultate asemanatoare pentru celuloza microcristalina
regeneratd din [Emim]Ac sau [Emim]Cl [163]. Celuloza standard Avicel PH101
prezintd o bandd intensa la 3377 cm’! caracteristicd legaturilor de hidrogen
intramoleculare. Dupa regenerarea celulozei din solutia de DMSO/[Emim]Ac s-a
observat o deplasare a benzii de la 3377 cm™ la aproximativ 3441 cm’, aceasta
probabil dadoréndu-se formarii de noi legaturi de hidrogen dupa regenerare.
Caracteristici asemanatoare ale spectrului celulozei regenerate au fost observate si
de Xiao s.a. [112].
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Figura II1.9. Spectrul IR al celulozei recuperate din solutia de DMSO/[Emim]Ac
(a) celuloza microcristalina Avicel PH101 (b) celuloza precipitata din biomasa standard,
(c) celuloza din plop pretratat

Spectrul FT-IR al ligninei precipitate din solutia de DMSO/[Emim]Ac in urma
dizolvarii biomasei din rumegus de plop si amestecului standard este asemanator cu
cel al ligninei standard Kraft nedizolvate. Banda intensd de la 3416 cm™ apare
datoratd grupdrii ~OH, iar domeniul 2935-2839 cm™ este caracteristic leg&turilor C-
H din gruparile metil sau metilen.

Aparitia benzilor de la 1730 cm™ se datoreaz3 grup&rilor carbonil din lignin&.
Benzile caracteristice scheletului aromatic au fost atribuite domeniului 1599-1424
cm’?, iar legdturile C-H aromatice apar la 845 cm™. Aparitia benzilor de la 1267-
1215 cm™ pot fi atribuite vibratiei grup&rii C-O din guaiacil si siringil iar benzile de la
aproximativ 1080 cm™ corespund legéturilor C-H din siringil si guaiacil. Rezultate
similare au fost observate si de Sun s.a. si Toledano s.a. [125, 164].
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Figura I1.10. Spectrul IR al ligninei precipitate din solutia de DMSO/[Emim]Ac
(a) lignina standard Kraft nedizolvata, (b) lignina precipitatd din biomasé& standard
(c) lignina precipitata din plop

II1.2.5. Concluzii

- Prin pretratament cu acid sulfuric au rezultat cantitati mai mari de zaharuri din
esentele moi de lemn (25% din salcam, respectiv 26% din brad), comparativ cu
esentele tari (19% din plop si 21% din stejar), ceea ce este in concordanta cu
continutul in hemiceluloza al acestor tipuri de biomasa.

- In urma pretratamentului cu acid sulfuric diluat, a crescut randamentul de hidroliza
a celulozei din salcam, stejar si plop. In cazul rumegusului de brad, cantitatea de
zahar obtinuta in urma hidrolizei enzimatice a celulozei din bradul pretratat a fost
mai mica decéat cantitatea de zahar eliberata din bradul netratat.

- Pretratamentul cu glicerind pura sau reziduald a dus la cresterea eficientei de
hidroliza enzimatica a celulozei din biomasa, aceasta deoarece glicerina are
capacitatea de a dizolva lignina din biomasa. Glicerina pura a dizolvat o cantitate
mai mare de lignina din lemnul de esenta moale comparativ cu lemnul de esenta
tare.

- Pretratamentul cu glicerind pura a dus in general la viteze de hidroliza mai mari
comparativ cu cea reziduald, insa aceasta viteza diferita de hidroliza nu a afectat
productivitatea enzimei, dupa 24 de ore ajungindu-se la aproximativ acelasi grad de
hidroliza.

- Lichidele ionice [Bmim][BF,;], [Bmim][PFs] au fost ineficiente in pretratarea
biomasei, cantitatile de zaharuri obtinute pe tot parcursul reactiei, in urma hidrolizei

400

BUPT



96 Contributii originale - II

enzimatice fiind aproximativ aceleasi, sau chiar mai mici ( in cazul stejarului si
salcamului) decat cantitatile de zaharuri obtinute dupa hidroliza biomasei netratate.
- Pretratamentul cu lichidele ionice [Emim]Ac si [Emim]TFA au determinat cresterea
cantitatii de zaharuri din celuloza, deoarece acestea au capacitatea de a dizolva
lignina si celuloza din biomasa, iar dupa precipitare celuloza prezinta un grad de
cristalinitate mai scazut. Lichidul ionic [Emim]Ac a dizolvat o cantitate mai mare de
lignina din biomasa decat lichidul ionic ce contine anionul trifluoroacetat. [Emim]Ac
a fost capabil sa dizolve, dupa 24 ore, aproximativ 48% lignind din rumegusul de
salcam, 21% lignina din brad, respectiv 36% din lemnul de esenta tare de stejar si
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 biomasa pretratate cu [Emim]Ac, plopul pretratat a fost
hidrolizat cu eficienta cea mai mare.

- Dintre metodele simple de pretratare, pretratarea biomasei cu glicerina, respectiv
[Emim]Ac a fost mai eficientd pentru hidroliza enzimaticd a celulozei decat
pretratarea cu acid sulfuric diluat. Nu s-au observat diferente semnificative ale
randamentelor de hidrolizd, pe tot parcursul reactiei, ale celulozei din biomasa de
stejar pretratata cu [Emim]Ac, respectiv cu glicerina pura. In cazul rumegusului de
salcam, pretratarea cu glicerind pura a fost mai eficienta pentru hidroliza celulozei
dacat pretratarea biomasei cu [Emim]Ac. Pe tot parcursul reactiei, randamentele de
hidroliza ale bradului si plopului pretratat cu [Emim]Ac au fost mai mari decat ale
biomasei pretratate cu glicerind pura.

- Pretratarea biomasei lignocelulozice prin metoda combinatd cu acid sulfuric
diluat/[Emim]Ac a fost mai eficientd pentru hidroliza enzimaticd a celulozei din
biomasa, decat pretratarea simpla cu acid sulfuric, respectiv lichid ionic.

- Pretratarea biomasei lignocelulozice prin metoda combinata cu glicerina
purd/[Emim]Ac a fost mai eficienta pentru hidroliza enzimaticd a celulozei din
biomasa, decét pretratarea simpla cu glicerina, respectiv lichid ionic.

- Dintre metodele de pretratare combinate studiate, metoda combinata de
pretratare cu glicerind/[Emim]Ac a fost cea mai eficienta pentru hidroliza enzimatica
a celulozei din biomasa decat metoda cu acid/[Emim]Ac, in ceea ce priveste gradul
final de hidroliza.

- Pentru a reduce costurile energetice, costurile de proces si pentru a preveni
degradarea celulozei, in cazul pretratarii biomasei cu solutia de DMSO/[Emim]Ac, s-
a realizat optimizarea parametrilor care influenteaza dizolvarea biomasei in solvent:
temperatura, timpul de operare si concentratia DMSO/[Emim]Ac.

- Solutia DMSO/[Emim]Ac in raport 50:50 (%, vol) a dizolvat complet celuloza
Avicel si lignina standard dupa 6 ore de pretratare, in timp ce doar 57% celuloza,
respectiv 23% lignina au fost dizolvate din rumegusul de plop pretratat.

- Solutia de DMSO/[Emim]Ac s-a reutilizat de 4 ori, Insa capacitatea de dizolvare a
celulozei si ligninei a scazut dupa fiecare ciclu de utilizare. La al patrulea ciclu de
utilizare solventul a dizolvat aproximativ 64% celuloza si 82% lignina din amestecul
standard, respectiv 29% celuloza si 3% lignina din plopul pretratat.

- S-a precipitat o cantitate mai mare de lignina din solvent pentru proba de amestec
standard, decét pentru proba de plop, indiferent de numarul de cicluri de utilizare.

- Analiza prin spectrofotometrie FT-IR a aratat ca celuloza si lignina nu au suferit
degradari structurale in timpul proceselor de dizolvare fin amestecul
DMSO/[Emim]Ac, urmata de reprecipitare. Micile diferente observate intre spectrul
FT-IR ale celulozei regenerate si al celulozei standard Avicel PH101 se datoreaza
scaderii gradului de cristalinitate al celulozei dupa dizolvare.
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I1.3. Imobilizarea celulazei prin tehnica entraparii in sol-gel

Celulaza este un complex enzimatic format din trei enzime (endoglucanaze,
exoglucanaze si B-D-glucozidaze) care hidrolizeaza celuloza din biomasa
lignicelulozica. Pentru imbunatatirea performantelor catalitice ale enzimei si
cresterea cantitatii de zaharuri fermentescibile, celulaza s-a imobilizat prin tehnica
entraparii in sol-gel. S-a recurs la imobilizarea prin tehnica sol-gel, deoarece
comparativ cu alte metode aceasta prezintd o serie de avantaje: poate fi aplicata
unui domeniu larg de enzime, stabilitate termica si chimica ridicata, flexibilitatea
dimensiunii si geometriei porilor, se poate imobiliza o cantitate mare de proteina.

Preparatele imobilizate au fost obtinute prin doud metode, cu diferiti aditivi
si silani precursori. Evaluarea eficientei imobilizarii s-a realizat prin determinarea
randamentului de imobilizare, activitatii catalitice si randamentului de regasire a
activitatii totale a preparatelor obtinute. S-a realizat si compararea metodelor de
imobilizare, optimizarea metodei de imobilizare alese si testarea preparatelor care
au inregistrat cea mai buna activitate catalitica in reactia de hidroliza a celulozei
microcristaline.

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

I1.3.1. Influenta precursorilor silanici si conditiilor de imobilizare
asupra eficientei catalitice a celulazei imobilizate

S-a imobilizat celulaza Celluclast 1.5L de la Novozyme prin metoda
entraparii in sol-gel utilizand diferiti precursori silanici tetrametoxisilan amestecat cu
alchil- sau aril-trimetoxisilani in diferite rapoarte molare si diferiti aditivi [165].
Conditile de imobilizare si proprietatile catalitice ale preparatelor enzimatice
obtinute sunt prezentate in Tabelul I1.23, Tabelul I1.24 si Tabelul II.25.

In Metoda I de entrapare s-au folosit atdt amestecuri binare (doi silani
precursori), de tetrametoxisilan in combinatie cu metil- sau fenil-trimetoxisilan, in
raport molar 1:1, cat si amestecuri ternare (trei silani precursori) de
feniltrimetoxisilan, metiltrimetoxisilan si tetrametoxisilan, in raport molar 1,6:0,4:1.
Rolul aditivilor in proces (lichidul ionic [Emim]BF,, PEG, sau surfactantul TWEEN 80)
a fost de a proteja enzima in timpul imobilizarii si de a imbunatatii proprietatile
matricei. NaF a avut rol de catalizator in reactia de policondensare.

In Metoda II de imobilizare s-au folosit amestecuri de doi silani precursori,
tetrametoxisilan in combinatie cu metil-, 3-aminopropil-, N-2-aminoetil-3-
aminopropil-trimetoxisilan si metiltrimetoxisilan amestecat cu N-2-aminoetil-3-
aminopropil-trimetoxisilan, n diferite rapoarte molare. Pentru formarea solului apos,
prin hidroliza silanilor precursori, Tn reactie s-a adaugat etanol pentru o omogenizare
mai buna si acid clorhidric, care are rol de catalizator.

Pentru determinarea randamentului de imobilizare s-a calculat cantitatea de
proteind din enzima nativd si cantitatea de proteina imobilizata. Continutul de
proteine a celulazei native Celluclast 1,5L a fost de 124 mg proteina/ml.
Randamentul de imobilizare s-a calculat prin diferenta dintre cantitatea de proteina
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initiala introdusa la imobilizare si cantitatea de proteina din filtratul rezultat
dupa spalarea preparatului.

Tabelul I1.23 si Tabelul I1.24 prezinta cantitatile de proteind imobilizata si
randamentele de imobilizare al preparatelor enzimatice obtinute.

Se observa ca in urma imobilizarii, cantitati mari de proteina au fost retinute
n matricea de gel, indiferent de conditiile folosite, randamentele de imobilizare
variind de la 70 la 96%. Céand s-a folosit Metoda I de entrapare, cele mai mari
randamente de imobilizare (95-96%) s-au inregistrat la preparatele obtinute cu cei
trei silani precursori PhTMOS/MeTMOS/TMOS in raport molar 1,6:0.4:1 (Tabelul
I1.23) [165].

In cazul Metodei II de imobilizare, cel mai mare randament, de aproximativ
93%, l|-a avut preparatul obtinut cu MeTMOS/TMOS in raport molar 3:1 si 0,2 ml
celulaza introdusa la imobilizare. Natura silanilor precursori si raportul dintre acestea
nu au avut influenta semnificativa asupra randamentelor de imobilizare.

Tabelul I1.23. Determinarea randamentului de imobilizare al preparatelor obtinute in
urma imobilizarii prin Metoda I

Conditii de imobilizare Cantitate proteina Randament
imobilizata imobilizare
Silani precursori Aditivi (mg) (%)
[Emim]BF4 24,07 97.02
MeTMOS:TMOS= 1:1 PEG 22,33 90.04
TWEEN 80 24,03 96.88
[Emim]BF4 17,47 70.53
PhTMOS:TMOS= 1:1 PEG 21,51 86.70
TWEEN 80 24,24 95.71
. . _ [Emim]BF4 19,53 78.75
PhTMOS'l'\_"g:TO'\_"‘g?'TMOS‘ PEG 22,12 89.16
TWEEN 80 24,24 95.74

Tabelul II1.24. Determinarea randamentului de imobilizare al preparatelor obtinute in
urma imobilizarii prin Metoda II

Cantitate Randament
Conditii de imobilizare®  Proteina. 'm°("°'/:)';are
(mg)

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
3APIrTMOS:TM0OS=2:1 19,94 80,38
3APrTMOS:MeTMOS=1:1 21,79 87,90
3APrTMOS:MeTMOS=2:1 21,17 85,32

@ Cantitatea de enzima introdusa la imobilizare a fost de 0,2 ml
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Pentru a determina activitatea catalitica a celulazei native si imobilizate, s-a
utilizat reactia de hidroliza a carboximetilcelulozei (CMC) in tampon acetat de sodiu
pH 4,8. Activitatea catalitica s-a determinat prin masurarea cantitatii de glucoza
eliberate dupa 30 minute de reactie. Metoda de determinare a activitatii catalitice a
celulazei native si imobilizate a fost prezentatda la paragraful III.3.2. Activitatea
celulazei native a fost de 57,34 pmoli‘min™**ml™? enzima&. Pentru a studia eficienta
cataliticd a preparatelor enzimatice obtinute s-a calculat randamentul total de
regdsire al activitatii, acesta fiind calculat in procente ca raportul dintre activitatea
totalda a celulazei imobilizate si activitatea totald a celulazei native introdusa la

imobilizare.

Tabelul I1.25. Proprietatile catalitice ale celulazei imobilizate

Conditii de imobilizare?® - Rand total
Activitate de reg.
Metoda Silani precursori Aditivi (pmolimin activitate

1.g'preparat) (%)
[Emim]BFs4 0,14 0.60

MeTMOS:TMOS= 1:1 PEG 3,36 17.36

TWEEN 80 3,74 18.49

[Emim]BFs4 3,14 16.21

METODA PhTMOS:TMOS= 1:1 PEG 6,24 30.23
TWEEN 80 6,46 31.93

PhTMOS:MeTMOS: TMOS [Emim]BF, 3,86 18.72

= 1.6:0.4:1 PEG 9,28 38.97

TWEEN 80 14,1 81.26

TMOS 9,44 40.38

MeTMOS:TMOS= 1:1 9,86 44.63
MeTMOS:TMOS= 2:1 15,00 84.88
N-2-AET-3iPlr:'I;-MOS.TMOS NaF 0,64 2,92

METODA N5 AET-3APrTMOS:TMOS EtOH,
II . 0,31 1,35
=2:1 HCI

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 enzima introdusa la imobilizare pentru fiecare metoda a fost de 0,2 ml.

Pe baza datelor din Tabelul II.25 s-a realizat Figura II.11 si Figura II.12 care
reprezinta efectul silanilor precursori asupra eficientei biocatalizatorului.
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Figura II.11. Imobilizarea celulazei prin Metoda I Tn matrici siliconice de sol-gel ale silanilor
precursori, la diferite rapoarte molare si cu diferiti aditivi

20 -

1 [Jraport molar 1:1
18 + I raport molar 2:1
16

14 -
12

10

Activitate (U/g preparat)

0 -—_.._.._

I I 1 v \Y;

Figura II.12. Imobilizarea celulazei prin Metoda II in matrici siliconice de sol-gel ale silanilor
precursori, la diferite rapoarte molare
(I) TMOS; (II) MeTMOS/TMOS; (III) N-2-AEt-3APFTMOS/TMOS;
(IV) 3APrTMOS/TMOS; (V) 3APrTMOS/MeTMOS
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Proprietatile catalitice ale celulazei au fost puternic influentate de natura si
concentratia grupérilor alchil sau aril nehidrolizabile ale silanilor precursori si a
aditivilor [165]. Inlocuirea gruparii alchil nehidrolizabile din amestecul de doi silani
precursori MeTMOS/TMOS cu gruparea aril nehidrolizabila (fenil) duce la cresterea
activitatii  catalitice. Folosirea  amestecului de trei silani  precursori
PhTMOS/MeTMOS/TMOS in raport molar 1,6:0,4:1 in procesul de imobilizare a
determinat Tmbunatatirea eficientei catalitice a celulazei, comparativ cu amestecul
de doi silani, indiferent de aditivii adaugati. Cu toate acestea, aditivii au avut un rol
important in entraparea enzimei Tn matricea de sol-gel, acestia influentand
proprietatile catalitice ale celulazei. La adaugarea surfactantului TWEEN 80,
activitatea cataliticd a crescut, pentru toate cele trei amestecuri de silani folosite
(Figura 1II.11). Astfel, la entraparea enzimei 1n matrici siliconice de
PhTMOS/MeTMOS/TMOS, activitatea catalitica a preparatului a fost de 14,00 U/g
preparat cand s-a folosit TWEEN 80 ca aditiv, comparativ cu 9,28 U/g preparat cand
s-a folosit PEG ca aditiv. Utilizarea lichidului ionic [Emim]BF,4 ca aditiv in procesul de
entrapare in sol-gel a dus la obtinerea de activitati celulazice scazute, comparativ cu
ceilalti aditivi. Aceasta s-a datorat faptului ca lichidele ionice inactiveaza celulaza.
Influenta lichidelor ionice asupra activitatii catalitice a celulazei a fost studiata la
paragraful II.4.6. Dintre preparatele enzimatice obtinute prin Metoda I, cel mai
eficient a fost celulaza entrapata in sol-gel cand s-a folosit amestecul de trei silani
precursori PhTMOS/MeTMOS/TMOS 1in raport molar 1,6:0,4:1 si aditivul TWEEN 80,
randamentul total de regasire al activitatii catalitice fiind cel mai mare n acest caz
(81%).

In cazul utiliz&rii Metodei II de imobilizare, cresterea continutului de
MeTMOS in amestecul de silani precursori a dus la cresterea activitatii catalitice
(Figura II.12). La entraparea enzimei Tn matrici siliconice de sol-gel, activitatea
catalitica a preparatului a crescut de la 9,86 U/g preparat cdnd raportul amestecului
de silani MeTMOS/TMOS a fost de 1:1, la 15,00 U/g preparat cand raportul silanilor
a fost de 2:1. Folosirea silanilor cu grupari amino (3-aminopropil-trimetoxisilan,
respectiv.  N-2-aminoetil-3-aminopropil-trimetoxisilan), a dus la scaderea
semnificativa a eficientei catalitice.

Cresterea concentratiei silanilor  3-aminopropil-, N-2-aminoetil-3-
aminopropil-trimetoxisilan a determinat scaderea activitatatii celulazice. Comparand
cele doua metode de imobilizare, s-a observat ca celulaza entrapata prin Metoda 11,
cand s-au utilizat silanii precursori MeTMOS/TMOS in raport molar 2:1 a avut cea
mai buna activitate catalitica si un randament total de regasire al activitatii
enzimatice de 85% [165].

I1.3.2. Stabilirea conditiilor optime de imobilizare pentru metoda de
entrapare selectata

Entraparea Tn matrici siliconice hibride este 0 metoda de imobilizare foarte
flexibila si permite selectia celor mai bune conditii de imobilizare, tinandu-se seama
de proprietatile structurale si functionale ale fiecarei enzime.

Celulaza imobilizata prin Metoda II de entrapare cu silanii precursori
MeTMOS/TMOS in raport molar 2:1 a avut cea mai buna activitate catalitica,
comparativ cu celelalte preparate obtinute, de aceea s-a ales ca aceasta metoda sa
se optimizeze prin modificarea raportului silanilor precursori si cantitatii de enzima
introdusa la imobilizare [165].
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I1.3.2.1. Influenta raportului molar al silanilor precursori

Deoarece la modificarea raporului silanilor precursori MeTMOS/TMOS de la
1:1 la 2:1, activitatea catalitica si randamentul total de regasire al activitatii 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 proprietatile catalitice ale enzimei imobilizate
la modificarea raportului de MeTMOS/TMOS. Pentru a imbunatati performantele
catalitice ale celulazei imobilizate s-a determinat raportul molar optim al silanilor
precursori. Rezultatele acestui studiu sunt prezentate in Tabelul 11.26.

Tabelul II.26. Proprietatile catalitice ale celulazei entrapate in matrici siliconice de
sol-gel, la diferite rapoarte molare ale silanilor precursori

Activitate tti‘:f'::’fe“t
Conditii de imobilizare® (umoli*min™*:g™ tivitat 9-
reparat) activitate

P (%)
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

@ cantitatea de enzima introdusa la imobilizare a fost de 0,2 ml.

Cresterea concentratiei gruparilor metil in amestecul de silani precursori a
fost benefica pana la un raport molar 3:1 al silanilor precursori. Depasirea acestei
valori a determinat mici scaderi ale activitatii preparatelor enzimatice obtinute.
Celulaza entrapata prin utilizarea silanilor precursori MeTMOS/TMQOS in raport molar
3:1 a avut cea mai buna activitate cataliticd si un randament total de regasire al
activitatii enzimatice de peste 92% [165].

I1.3.2.2. Influenta incarcarii cu enzima

In cazul preparatului enzimatic obtinut prin imobilizarea celulazei prin
entrapare in sol-gel folosind ca silani precursori MeTMOS si TMOS in raport molar
3:1, s-a obtinut valoarea cea mai mare a activitatii catalitice. Aceasta valoare fost
corelatd cu un randament de imobilizare de aproximativ 92%. S-a studiat efectul
fncarcarii cu enzima asupra eficientei catalitice a biocatalizatorului, prin evaluarea
eficientei catalitice a celulazei imobilizate pentru un domeniu de 7 concentratii de
proteina introdusa la imobilizare (6,20; 12,40; 24,81; 37,20; 49,60, 62,00; 74,40
mg proteina).

Pentru determinarea activitatii catalitice a celulazei imobilizate s-a utilizat
metoda cu acid 3,5-dinitro-salicilic, descris la punctul III.3.2, insa cu modificarea
cantitatii de biocatalizator. Tabelul II.27 prezintd rezultatele activitatii celulazei
imobilizate in matrici siliconice de sol-gel folosind diferite cantitati de enzima
introdusa.
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Tabelul II.27. Proprietatile catalitice ale celulazei imobilizate prin entrapare in
MeTMOS/TMOS la raport molar 3:1, la diferite cantitati de enzima

Proteini Incércare cu Randament
supuss enzima? Randament Activitate total de
imoblzlizérii (mg enzima/g imobilizare (umoli'min?-g* regasire al
(mg) preparat) (%) preparat) activitatii
9 (%)
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

@ S-a calculat ca raport dintre cantitatea totala de proteina imobilizata pe 1 g preparat

In Tabelul 11.27 se poate observa ci pand la o incircare cu enzimd de
aproximativ 87 mg/g preparat, randamentul de imobilizare este practic independent
de cantitatea de celulazd folosita la imobilizare (aproximativ 92%), insa prin
cresterea incarcarii cu enzima la 102 mg/g acest randament scade la aproximativ
71%.

Activitatea cataliticd a celulazei entrapate a crescut pana la o incarcare de
44,46 mg enzimd/g preparat, atingand o valoare de aproximativ 20 U/g preparat,
dupa care s-a mentinut aproximativ constantd. Randamentul total de regasire al
activitatii catalitice a scazut cu cresterea incarcarii cu enzima, de la 93% pentru o
incarcare de 44,46 mg/g preparat la 36% cand aceasta a fost 101 mg/g preparat
[165].

Preparatele enzimatice obtinute cu silanii precursori MeTMOS/TMOS in raport
molar 3:1 si 12,40, respectiv 24,81 mg proteina introdusa la imobilizare, s-au folosit
in continuare pentru studiul hidrolizei enzimatice a celulozei microcristaline Avicel
PH101, avand proprietati catalitice mai bune decat restul preparatelor.

I1.3.3. Testarea preparatelor imobilizate pe substrat de celuloza
microcristalina

Performantele catalitice ale preparatele enzimatice obtinute Tn urma
imobilizarii prin tehnica sol-gel au fost studiate in reactia de hidroliza enzimatica a
celulozei microcristaline Avicel PH101, pentru a stabili conditiile in care acestia
manifesta cele mai bune performante catalitice in reactia de hidroliza a celulozei si
cea mai mare stabilitate. Pentru aceasta, in reactia de hidrolizd a celulozei s-au
testat preparatele enzimatice care au inregistrat cea mai buna activitate catalitica.

Schema hidrolizei enzimatice a celulozei catalizata de celulaze este prezentata
in Figura I1.13.
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Figura I1.13. Schema hidrolizei enzimatice a celulozei

10 mg/ml celuloza Avicel PH101 s-a hidrolizat enzimatic utilizand 5 pl/ml
celulaza nativa (0,62 mg proteina/ml), respectiv 10 mg/ml celulaza imobilizata
(0,44 mg proteina/ml). Volumul reactiei a fost mentinut la 10 ml. S-au prelevat
probe la anumite intervale de timp, iar cantitatea totala de zaharuri reducdtoare
(exprimata ca glucoza echivalentd) eliberata in timpul reactiei de hidroliza s-a
determinat cu ajutorul metodei prezentate la paragraful III1.3.4. Pe baza
determinarilor efectuate, s-a calculat randamentul de hidroliza la fiecare moment al
reactiei, rezultatele obtinute fiind prezentate in Tabelul 11.28 si Tabelul I1.29. Prin
hidroliza a 10 mg/ml celuloza microcristalina catalizata de celulaza nativa, s-au
obtinut 11,9 mg/ml zaharuri, valoare care s-a utilizat ca referinta.

Tabelul II.28. Hidroliza enzimatica a celulozei microcristaline Avicel PH101 catalizata
de celulaza imobilizata prin Metoda I de entrapare in matrici de sol-gel

Conditii de imobilizare Cantitate totala de zaharuri (mg/ml)
Silani precursori Aditivi 2 ore 4 ore 6 ore 8 ore 24 ore
[Emim]BF4 0,03 0,12 1,13 0,21 0,25
MeTMOS:TMOS= 1:1 PEG 0,20 0,27 0,36 0,39 0,48
TWEEN 80 0,33 0,51 0,66 0,72 0,80
[Emim]BF4 0,11 0,25 0,35 0,42 0,85
PhTMOS:TMOS= 1:1 PEG 0,29 0,45 0,54 0,67 1,06
TWEEN 80 0,36 0,59 0,71 0,80 1,20
. . [Emim]BF4 0,25 0,41 0,48 0,59 1,02
PhTMgf 'ff'GG:T(';’_'Sﬁ'TMO PEG 0,67 | 0,84 1,08 1,43 2,89
TWEEN 80 0,54 0,94 1,28 1,75 4,02
Celulaza nativa 3,03 5,88 7,06 8,17 10,19
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Tabelul II.29. Hidroliza enzimatica a celulozei microcristaline Avicel PH101 catalizata
de celulaza imobilizata prin Metoda II de entrapare in matrici de sol-gel

. . - Cantitate totala de zaharuri (mg/ml)
Conditii de imobilizare 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 enzima 0,71 1,04 1,42 2,09 3,01
MeTMOS:TMOS= 3:1, 0,2 ml enzima 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 nativa 3,03 5,88 7,06 8,17 10,19

Pentru a ilustra mai bine influenta conditiilor de imobilizare asupra hidrolizei
enzimatice a celulozei, rezultatele obtinute dupd 24 de ore de hidroliza sunt
prezentate si in diagramele din Figura I1.14.
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Figura I1.14. Influenta conditiilor de imobilizare asupra randamentului de hidroliza al
substratului Avicel PH101, dupa 24 ore de reactie.

Celulaza imobilizata cu un amestec de trei silani precursori
PhTMOS/MeTMOS/TMOS in raport molar 1,6:0,4:1 si aditivul TWEEN 80 a fost cel
mai eficient in hidroliza enzimatica a celulozei, comparativ cu celelalte preparate
obtinute prin Metoda I de imobilizare folosind amestecuri de doi silani precursori,
MeTMOS si TMOS si aditivii PEG sau TWEEN 80. Toate preparatele in care s-a folosit
la imobilizare surfactantul TWEEN 80 ca aditiv, au determinat cresterea
randamentelor de hidroliza.

In cazul preparatelor obtinute prin Metoda II de entrapare in sol-gel,
preparatul care a dus la obtinerea celui mai ridicat randament de hidroliza a fost cel
in care s-a folosit amestecul de silani precursori MeTMOS/TMOS in raport molar 3:1
si 0,2 ml enzima introdusa. Dintre toate preparatele testate, acesta a inregistrat cea
mai mare activitate cataliticd si a fost cel mai eficient in reactia de hidroliza a
celulozei. S-au comparat performantele catalitice in reactia de hidroliza a celulozei,
ale preparatelor obtinute cu silanii percursori MeTMOS/TMOS in raport molar 3:1 si o
cantitate de enzima adaugata la imobilizare de 0,1 ml, respectiv 0,2 ml. Dupa 24
ore de reactie, preparatul celulazic obtinut prin addugarea la imobilizare a unei
cantitati de 0,2 ml enzima (activitatea catalitica a fost de 20 U/g preparat) a fost
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capabil sa hidrolizeze aproximativ 50% din celuloza microcristalind Avicel, dupa 24
ore de hidroliza, comparativ cu preparatul la care se foloseste 0,1 ml enzima la
imobilizare (16 U/g preparat), care a hidrolizat aproximativ 25% din celuloza
(Tabelul 1I1.29). Toate rezultatele au fost in acord cu activitatea celulazica a
preparatelor, testata pe carboximetilceluloza [165].

Evolutia in timp a reactiilor de hidrolizd a celulozei, catalizata de celulaza
nativa si preparatele imobilizate care au finregistrat cea mai bunad activitate
catalitica, poate fi urmarita in Figura II1.15.
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Figura II.15. Evolutia in timp a hidrolizei enzimatice a celulozei catalizatd de celulaza nativa

si imobilizata Celulaza imobilizata prin Metoda I utilizand PhTMOS:MeTMOS:TMOS in raport

molar 1.6:0.4:1 si TWEEN 80 -e- Celulaza imobilizata prin Metoda II utilizand MeTMOS:TMOS
in raport molar 3:1 si 0,2 ml enzima - ¥ -Celulaza nativa

Din Figura II.15 se observa ca atat in cazul celulazei imobilizate cat si a
celulazei native randamentul de hidroliza a crescut in timp, pana la 24 ore de
reactie. Folosirea celulazei imobilizate determina obtinerea unor cantitati mai mici de
zaharuri, comparativ cu enzima nativa, pe tot parcursul hidrolizei, insa celulaza
imobilizata prezinta o serie de alte avantaje, cum sunt stabilitatea ridicata si
posibilitatea de reutilizare a enzimei, asa cum s-a demonstrat in studiile ulterioare.
Sunt dificil de comparat performantele catalitice ale enzimei native si imobilizate,
deoarece cantitatea de proteina din matricea de sol-gel poate fi doar indirect
determinata. In reactiile de hidroliza s-a introdus 5pl/ml celulaza nativa ce contine
0,62 mg/ml proteina, respectiv 10 mg/ml celulaza imobilizata ce contine aproximativ
0,44 mg/ml proteina, ceea ce inseamna ca s-a utilizat cu 40% mai multa celulaza
nativa pentru a hidroliza aceeasi cantitatea de celuloza. Obtinerea unui randament
de hidroliza mai scazut in cazul utilizarii celulazei entrapate in sol-gel probabil se
datoreaza si difuziunii ingreunate a substratului in matricea de gel.

Celulaza imobilizata prin Metoda II a dus la obtinerea unor cantitati mai mari
de zaharuri, randamentul de hidrolizé dupa 24 ore de reactie fiind de aproximativ
50%, comparativ cu 33% cand la utilizarea enzimei imobilizate prin Metoda I.
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Dintre toate preparatele testate, preparatul celulazic obtinut prin Metoda II
de imobilizare cu silanii precursori MeTMOS/TMOS in raport molar 3:1 si 0,2 ml
enzima introdusa a avut cea mai buna activitate catalitica si a fost cel mai eficient in
reactia de hidrolizéd enzimatica, de aceea acesta s-a folosit in studiile urmatoare de
stabilitate si reutilizare [165].

I1.3.4. Studiul reproductibilitatii metodei de imobilizare sol-gel

Imobilizarea prin entrapare in sol-gel depinde de un mare numar de
parametri, de aceea este importanta verificarea reproductibilitatii metodei alese.
Studiul reproductibilitatii metodei de imobilizare a fost realizat cu preparatul obtinut
prin metoda II cu silanii precursori MeTMOS/TMOS fin raport molar 3:1 si 0,2 enzima
introdusa. In acest scop, experimentul de imobilizare a fost repetat de 4 ori in
aceleasi conditii iar preparatele obtinute au fost testate in reactia de hidroliza a
carboximetilcelulozei (CMC). Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 1II.30.
Experimentele realizate au demonstrat o reproductibilitate ridicata 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 I1.30. Studiul reproductibilitatii metodei de imobilizare prin metoda sol-gel

Nr. Randament de Activitate Abaterea Randament total
Imobilizare imobilizare (umoli'mint-g* | medie® (%) de regasire al
(%) preparat) activitatii (%)
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
2 calculatd fata de valoarea medie a activitdtii celor 4 preparate (20.95 pmoli*min™-g*
preparat)

I1.3.5. Caracterizarea imagistica a celulazei entrapate in sol-gel prin
microscopie cu fluorescenta

Pentru a observa distributia celulazei in interiorul matricei de sol-gel formate
s-a folosit microscopia cu fluorescenta. Celulaza Celluclast 1.5L a fost marcata cu un
fluorocrom (izotiocianat de fluoresceina). Izotiocianatul de fluoresceina (FITC) este
un compus care contine o moleculd de fluoresceina functionalizatd cu o grupare
izocianat reactiva. Gruparile izocianat reactioneaza cu gruparile amino primare,
imidazoil, tirozil sau carbonil din structura proteinelor. Doar derivatii formati cu
gruparile amino primare sunt stabili. Reprezentarea schematicd a complexului
celulaza-FITC este prezentata Tn Figura II.16.

Y - Al T
- U conjugare
' Y (T

<X
FITC celulazé celulaza-FITC

Figura I1.16. Reprezentarea schematica a complexului celulaza-FITC
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Metoda de marcare a proteinelor cu fluorocromi a fost descrisa la paragraful
I11.3.6. Izocianatul de fluoresceina nereactionat a fost separat de solutia de proteina
legata de fluoresceind prin spalarea repetatd a probei cu apa distilata. Fractiunile
colectate s-au analizat prin spectroscopia UV-VIS pe domeniul 350-600 nm. S-a
observat (Figura I1.17) o scadere a absorbantei pana la 0,1125, la lungimea de unda
de 493 nm, corespunzatoare FITC, ceea ce inseamna ca s-a separat fluoresceina

nereactionata.

493.0 nm

350 400

500

Wavelength[nm]

600

Figura I1.17. Spectrul UV-VIS inregistrat in timpul colectarii FITC nereactionate.

0,2 ml suspensie ce contine celulaza legata de solutia de fluoresceina s-a
imobilizat prin Metoda II de entrapare in sol-gel utilizand silanii
MeTMOS:TMOS in raport molar 3:1. Imaginea fluorescenta a complexului celulaza-
FITC imobilizat Tn matrici de MeTMOS/TMOS este prezentata in Figura II.18 b.
Pentru comparatie, s-a realizat Thca un experiment de control in care complexul
celulaza-FITC s-a inlocuit cu gelul martor. Preparatul control obtinut cu aceeasi silani

precursori, a fost prezentat in Figura I1.18.a.

precursori
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a)

Figura I1.18. Imaginile fluorescente ale preparatelor enzimatice obtinute cu MeTMOS/TMOS
(raport molar 3:1)
a. gel martor; b. Celulaza-FITC.

S-a observat ca doar complexul celulaza-FITC a prezentat fluorescenta, lucru
confirmat de absenta acesteia in preparatul realizat pentru control (Figura I1.18 a).
Imaginile obtinute prin spectroscopia cu fluorescentd demonstreaza distributia
celulazei in toatda matricea de sol-gel, chiar daca aceasta distributie nu poate fi
uniforma, tinand cont de particularitatile metodei de imobilizare (Figura II1.18 b).

I1.3.6. Concluzii

- S-a realizat imobilizarea eficienta a celulazei din Trichoderma reesei indiferent de
metodele si conditiile de imobilizare folosite, randametele de imobilizare variind intre
70-96%.

- Dintre preparatele obtinute prin metoda I de imobilizare, preparatul celulazic care
a nregistrat cea mai mare activitate catalitica, a fost cel obtinut cu amestecul de
trei silani precursori feniltrimetoxisilan/metiltrimetoxisilan/tetrametoxisilan in raport
molar 1,6:0,4:1 si TWEENS8O0. Surfactantul TWEEN8O s-a dovedit a fi cel mai eficient
aditiv, indiferent de amestecul de silani precursori folosit la imobilizare.

- In cazul metodei II de imobilizare, cresterea concentratiei silanului precursor
MeTMOS a determinat cresterea activitatii catalitice. Folosirea silanilor cu grupari
amino a dus la scaderea semnificativa a eficientei catalitice. Preparatul celulazic
obtinut cu silanii precursori MeTMOS/TMOS in raport molar 2:1 a avut cea mai mare
activitate catalitica.

- Deoarece, preparatul enzimatic obtinut prin Metoda II de imobilizare cu silanii
precursori MeTMOS/TMOS in raport molar 2:1 a inregistrat cea mai buna eficienta
catalitica, aceastd metoda s-a optimizat prin modificarea raportului silanilor
precursori si cantitatii de enzima introdusa la imobilizare. Preparatul celulazic care a
inregistrat cea mai mare activitate catalitica, a fost cel obtinut cu silanii precursori
MeTMOS/TMOS de 3:1 si 44,46 mg enzima/g preparat.

- In reactia de hidrolizd a celulozei microcristaline Avicel PH101, cel mai eficient
preparat care a determinat obtinerea celui mai mare randament de hidrolizéa de
aproximativ 50%, dupa 24 ore de reactie, a fost cel obtinut prin metoda II de
entrapare in sol-gel, in care s-a folosit amestecul de silani precursori MeTMOS/TMOS
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in raport molar 3:1 si 44,46 mg enzima/g preparat. Acest preparat a fost si cel mai
eficient catalitic si s-a utilizat Tn studiile de stabilitate si reutilizare.

- Experimentele realizate au demonstrat o reproductibilitate ridicatd a metodei de
imobilizare sol-gel.

- Conform imaginilor realizate prin microscopia cu fluorescentd s-a observat
distributia celulazei in matricea de sol-gel.

I1.4. Studiul stabilitatii celulazei imobilizate
I1.4.1. Stabilitatea la diferite valori de pH

Deoarece enzimele sunt stabile doar intr-un un anumit interval de pH s-a
urmarit stabilirea valoarii de pH la care eficienta catalitica este maxima [165].
Pentru alegerea pH-ului optim de reactie s-a studiat hidroliza enzimaticd a CMC in
solutie tampon acetat de sodiu de diferite pH-uri cuprinse intre 4,2-7,4. Pentru acest
studiu s-a utilizat preparatul enzimatic obtinut in urma imobilizarii in sol-gel
utilizand silanii precursori MeTMOS:TMOS in raport molar 3:1 si 0,2 ml enzimj,
acesta avand cea mai ridicata activitate cataliticd. Pentru comparatie, acelasi studiu
a fost realizat si pentru celulaza nativa Celluclast 1.5L. Influenta pH-ului asupra
activitatilor catalitice este prezentata in Tabelul I1.31.

Tabelul II.31. Influenta pH-ului asupra activitatii enzimatice a celulazei native si
imbilizate

H Activitate celulaza nativa Activitate celulaza imobilizata
P (pmoli'min? ml? enzimi) (pmoli‘min?-g™ 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 activitatile enzimatice
relative, exprimata in procente, ca raportul dintre activitatea reziduala si valoarea la
care activitatea a fost maxima. Figura II.19 prezinta activitatea relativa a celulazei
native si imobilizate la diferite valori ale pH-ului, in intervalul 4,2-7,5.
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Figura I1.19. Efectul pH-ului asupra eficientei catalitice a celulazei

Celulaza nativd a avut activitatea maximd la pH 5,2, iar peste aceastd
valoare activitatea a scazut semnificativ. In cazul celulazei imobilizate, valoarea pH-
ul la care eficienta cataliticd a fost cea mai ridicatda a scazut la 4,8, insa dupa
imobilizare celulaza a fost stabila pe un domeniu mai larg de pH (6,2-7,4). Cresterea
stabilitatii celulazei in domeniul slab bazic dupa imobilizare se datoreaza protejarii
enzimei de matricea de gel formata. Scaderea pH-ului optim dupa imobilizarea
celulazei a fost observata si de alti cercetatori. Celulaza din Trichoderma reesei
imobilizata pe silice functionalizata a avut activitatea maxima la pH 4,6, iar celulaza
nativd la 4,8 [75]. Darias s.a. au relatat ca celulaza din Trichoderma viridae
imobilizata prin legare covalenta de chitosan si celulaza nativa a avut activitatea
optima la pH 3,2 [69]. In cazul altei celulaze, din Bacillus subtilis, atat celulaza
nativa cat si cea imobilizatd au inregistrat activitate catalitica maxima la pH 6.0
[79].

Deoarece nu s-au inregistrat diferente semnificative ale activitatilor celulazei
native la pH 4,8 si pH 5,2 (activitatea celulazei native scade cu aproximativ 10% la
pH 4,8), studiile urmatoare au fost realizate la pH 4,8, la care activitatea enzimei
imobilizate a fost cea mai mare.

I1.4.2. Stabilitatea termica

Deoarece modificarea temperaturii poate produce inactivarea enzimelor,
alegerea temperaturii la care celulaza are activitatea catalitica maxima este foarte
importantd. Alegerea temperaturii la care activitatea celulazei native si imobilizate
este optima s-a determinat prin hidroliza enzimatica a carboximetilcelulozei (CMC) la
diferite temperaturi [165]. In acest studiu s-a folosit acelasi preparat enzimatic,
obtinut prin Metoda II de imobilizare cu silanii precursori MeTMOS/TMOS in raport
molar 3:1.

Activitatea celulazei native si imobilizate s-a determinat prin adaugarea a 5
pl/ml celulaza nativa si 50 mg/ml celulaza imobilizatd n 2% solutie de
carboximetilceluloza, reactia avand loc la diferite temperaturi cuprinse intre
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30-90°C. Activitatea celulazei s-a calculat dupd 30 minute de reactie. Rezultatele

sunt prezentate in Tabelul I1.32.

Tabelul I1.32. Influenta temperaturii asupra activitatii enzimatice a celulazei native si

imobilizate
Temperatura | Activitatea celulazei native Activitatea celulazei imobilizate
(°c) (umoli'min-ml? enzimi) (umoli'min-g™* 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 activitatile enzimatice
relative. Figura I1.20 prezinta activitatea relativa a celulazei native si imobilizate la
diferite temperaturi, in intervalul 30-90°C.
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Figura I1.20. Efectul temperaturii asupra eficientei catalitice a celulazei folosind ca substrat

CMC

Atat pentru celulaza nativa cat si pentru cea imobilizata activitatea
enzimaticd maxim3 s-a inregistrat la temperatura de 50°C. Mentinerea dupd
imobilizare a aceleiasi temperaturi la care activitatea este maxima a fost observata
si in cazul altor celulaze. Dinéer s.a. au gasit ca celulaza nativa din Aspergillus niger
si celulaza imobilizatd prin legare covalentd de chitosan, au avut activitatea
cataliticd maxima la 40°C [67]. Un element pozitiv este cresterea stabilitatii celulazei
in urma imobilizarii prin tehnica entraparii in sol-gel, cu 10-20% la temperaturi
cuprinse in intervalul 60-80°C. Imbunatatirea stabilitatii celulazei dupa imobilizare, la
temperaturi mai mari de 70°C a fost raportata si de Xu s.a. [166].

S-a studiat influenta temperaturii asupra eficientei catalitice a celulazei
native si imobilizate in reactia de hidroliza 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 in tampon acetat de sodiu pH 4,8, 0,05 M, la diferite temperaturi (30-70°C)
utilizand 5 pl/ml celulaza nativa (contine 0,62 mg proteind/ml), respectiv 10 mg/ml
preparat imobilizat (contine 0,44 mg proteina/ml).

Figura II.21 reprezintd influenta temperaturii asupra randamentului de
hidroliza al celulozei, catalizata de celulaza nativa si imobilizata.
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Figura II.21. Influenta temperaturii asupra reactiei de hidroliza a celulozei, catalizate de
celulaza nativa si imobilizatéd prin Metoda II cu MeTMOS/TMOS in raport molar 3:1

Din Figura II.21. se observa ca ambii biocatalizatori utilizati, celulaza nativa
si preparatul celulazic obtinut in urma imobilizarii, au avut eficienta catalitica
maxim3, in reactia de hidroliz8 a celulozei Avicel PH101, la temperatura de 50°C.
Aceeasi valoare a temperaturii optime s-a obtinut si In cazul studiului pe
carboximetilcelulozd ca substrat (Figura I1I1.20). Valoarea cea mai mare a
randamentului de hidroliza, calculat dupa 24 ore de reactie, s-a atins la aceasta
temperaturd (50°C). Cand s-a utilizat celulaza nativd randamentul maxim a fost de
aproximativ 80%, iar in cazul celulazei imobilizate acest randament a fost de
aproximativ 50%, dupa 24 ore de hidroliza. Aceeasi valoare a temperaturii optime
(50°C) a fost observatd de Jordan s.a. in cazul hidrolizei enzimatice a celulozei
microcristaline catalizatd de celulaza nativa si celulaza imobilizata prin adsorbtie pe
nanoparticule de magnetita [61].

Odat3 cu cresterea temperaturii (50-70°C) diferenta dintre randamentele de
hidrolizd pentru cele doud tipuri de enzimd a scdzut. S-a observat cd la 70°C
randamentele obtinute in urma hidrolizei celulozei microcristaline catalizate de
celulaza nativa si imobilizata au fost aproape aceleasi (25% céand s-a folosit celulaza
nativa, respectiv 22% cand s-a folosit preparatul celulazic obtinut prin imobilizare).
Se confirma astfel ca imobilizarea celulazei prin tehnica entraparii in sol-gel
determina cresterea stabilitatii enzimei la temperaturi mai ridicate.
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I1.4.3. Studiul efectului inhibitor al produsului de hidroliza

Cresterea cantitatii de zaharuri fermentescibile prin actiunea enzimelor
celulolitice este unul din scopurile principale ale unui asemenea proces. Din
nefericire, produsii principali ai reactiei de hidroliza, celobioza si glucoza, pot
inactiva celulaza din Trichoderma reesei. Pentru prevenirea fenomenului de inhibitie
au fost incercate diferite procedee in situ de indepartare a glucozei [167], de
exemplu prin trecerea glucozei prin membrane tubulare [168].

Deoarece produsul principal al reactiei de hidroliza enzimatica a celulozei
este glucoza, s-a studiat efectul concentratiei de glucoza asupra activitatii catalitice
a celulazei native si imobilizate [165]. Studiul s-a realizat prin adaugare de diferite
concentratii de glucoza (1 mg/ml, 3 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml si 20
mg/ml) in amestecul initial de hidroliza enzimatica a carboximetilcelulozei (2%),
catalizata de 5 pl/ml celulaza nativd sau 50 mg/ml celulaza imobilizata. Preparatul
enzimatic utilizat Tn acest studiu a fost cel obtinut prin entrapare in sol-gel folosind
silanii precursori MeTMOS/TMOS in raport molar 3:1. Volumul total al reactiei a fost
de 2 ml. Influenta concentratiei de glucoza asupra eficientei catalitice a
biocatalizatorului este prezentata in Tabelul II1.33. Activitatea celulazei a fost
calculatad pe baza concentratiei de glucoza eliberate, dupa 30 minute de reactie.

Tabelul II.33. Influenta concentratiei de glucoza asupra activitatii enzimatice a
celulazei native si imobilizate

Glucozs Celulaza nativa Celulaza imobilizata
introdus3 Glucoza Activitate Glucoza Activitate
(mg/ml) eliberata (umoli'mint-ml? eliberata (pmoli'min-g?
9 (mg/ml) enzima) (mg/ml) 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

Influenta concentratieid e glucoza asupra activitatilor enzimatice relative
este redata in Figura 11.22.
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Figura I1.22. Efectul concentratiei de glucoza asupra eficientei catalitice a celulazei

Activitatea celulazei native s-a mentinut aproximativ constantd pana la o
concentratie de glucoza de 3 mg/ml, in timp activitatea enzimatica celulazei
imobilizate prin tehnica entraparii in sol-gel a fost aproximativ constanta pana la 5
mg/ml glucoza. Odata cu cresterea concentratiei de glucoza la 5 mg/ml s-a observat
scaderea semnificativa a activitatii celulazei native la aproximativ 65% din valoarea
initiald, in timp ce la aceasta concentratie activitatea celulazei imobilizate a scazut
cu numai 7% (Figura II.22). La o concentratie de produs de 10mg/ml activitatea
celulazei imobilizate a scazut cu aproximativ 35%, comparativ cu activitatea
celulazei native care la aceasta concentratie de glucoza a scazut cu aproximativ
60%, comparativ cu activitatea initiala. Este evident ca prin cresterea cantitatii de
glucoza eliberate in timpul reactiei de hidroliza are loc inactivarea atat a celulazei
native cat si celulazei imobilizatda. Chang s.a. au observat un efect similar de
inhibitie de produs in timpul hidrolizei enzimatice a paielor de orez cand s-a utilizat
ca biocatalizator celulaza entrapata in membrane [169].

Prin urmare, entraparea celulazei in sol-gel poate fi o metoda eficienta in
procesul de obtinere a bioetanolului, deoarece in urma imobilizarii enzimei se reduce
efectul inhibitor al glucozei formate in timpul hidrolizei enzimatice a biomasei
lignocelulozice. Acest lucru permite operarea pe gama mai extinsa pentru parametrii
procesului (in cazul nostru concentratia de glucoza din sistem), ceea ce este
important chiar si in cazul in care obtinerea bioetanolului are loc prin zaharificare si
fermentare simultanad. In cazul utilizarii celulazei imobilizate prin entrapare in sol-gel
in reactia de hidrolizé a celulozei este recomandat sa se lucreze cu concentratii de
glucoza de pana la 15 mg/ml, deoarece depasirea acestei concentratii determina
scaderea semnificativad a activitatii catalitice a celulazei imobilizate.
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I1.4.4. Studiul stabilitatii la depozitare (non-operationale) a
celulazei

Stabilitatea la depozitare este o proprietatate importantd a enzimelor, care
permite evaluarea mentinerii activitatii enzimei in timp, dupa ce s-a imobilizat n
matrici siliconice de sol-gel.

S-au determinat activitatile in reactia de hidrolizd a carboximetilcelulozei
dupa diferite intervale de timp, respectiv 0, 5, 15, 25, 35 zile de depozitare.
Rezultatele sunt prezentate in Tabelul II.34.

Tabelul II.34. Stabilitatea in timp a celulazei native si imobilizate la temperatura
ambianta

Activitate celulaza
Zile nativa
(umoli*min*ml! enzima)

Activitate celulaza imobilizata
(umoli'min'-g™ 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 11.23 prezinta stabilitatea la pastrare la temperatura camerei a
celulazei native si imobilizate, pe baza actitivitatilor enzimatice relative.

110 4 —v— Celulaza nativa
° —e— Celulaza imobilizata
100 -v< \
90 - v -
.\

80 -| .
X
< 704 v
© ~
= ~_
E 60 - \\\\\
2 50 v———————v
2
£ a0+
=
S 30
<

20 -

10

0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Timp (zile)

Figura II.23. Stabilitatea la pastrare la temperatura camerei a celulazei native si imobilizate

In urma imobilizdrii celulazei prin tehnica sol-gel s-a observat o imbunatatire
Tn timp a stabilitatii la depozitare a enzimei (Figura I1.23). Dupa o perioada de 35 de
zile de pastrare, celulaza imobilizatd a pierdut aproximativ 20%, iar celulaza nativa
a pierdut 50% din activitatea initiala. Takimoto s.a. au raportat ca celulaza
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entrapata intr-o matrice de silice mezoporoasa SBA-15 a pierdut 30% din activitatea
catalitica dupa 4 saptamani de mentinere la temperatura camerei, in timp ce
celulaza nativa a devenit complet inactiva [80].

I1.4.5. Studiul stabilitatii celulazei in mediu apos

In reactia de hidrolizd enzimaticd a celulozei, operarea enzimei in solutie
apoasa poate avea un rol important in inactivarea ei. Mai mult, in cazul enzimei
imobilizate este posibila si desprinderea ei din matrice si trecerea in solutie apoasa,
ceea ce duce la scaderea substantiala a activitatii la reutilizare. Stabilitatea celulazei
native si imobilizate in solutie apoasda s-a analizat prin mentinerea celulazei sub
agitare in solutie tampon acetat de sodiu pH 4,8 timp de 96 de ore. S-a studiat
efectul timpului de mentinere a celulazei in solutie apoasa asupra eficientei catalitice
a biocatalizatorului in reactia model de hidroliza enzimatica a 2% CMC, in tampon
acetat de sodiu pH 4,8 la 50°C, utilizdnd 5 pl/ml celulaza nativd sau 50 mg/ml
preparat celulazic (obtinut prin Metoda II de entrapare cu silanii precursori
MeTMOS/TMOS, in raport molar 3:1). Peste 50 mg celulaza imobilizatad si 5 pL
celulaza nativa s-a introdus 0,5ml tampon acetat de sodiu pH 4,8 si s-a agitat la
50°C timp de 24, 48, 72 si 96 ore. Dupéa aceastd perioada de incubare s-a adaugat
0,5 ml solutie 2% CMC si s-a agitat timp de 30 minute. Activitatea celulazei s-a
calculat in raport cu glucoza eliberatd in timpul hidrolizei substratului, dupa 30
minute de reactie. In Tabelul II.35 este prezentata evolutia activitatii celulazei
native si imobilizate, dupa mentinerea enzimelor un anumit timp in solutie apoasj,
la 50°C. A fost m3surati si cantitatea de proteind din solutie, pentru a pune in
evidentd eventuala desprindere a enzimei din matrice.

Tabelul II.35. Evolutia in timp a activitatii enzimatice a celulazei native si
imobilizate, in solutie apoasd, la 50°C

Celulaza nativa Celulaza imobilizata
Timp L. . Cantitate de®
(ore) Ac_thl!:a_tle 4 ACt_'V't_at_f 4 proteina din solutie
(pmoli-min™ml (pmoli*min™-g (mg)
enzima) preparat)
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

@100 mg celulaza imobilizatd s-a mentinut in 5 ml tampon acetat de sodiu pH 4.8

Activitatile enzimatice relative calculate pe baza datelor din Tabelul II.35 s-
au reprezentat Figura II.24.
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Figura II.24. Influenta timpului de mentinere in solutie apoasd asupra activitatii celulazei
native si imobilizate

Se poate remarca din Figura I1.24 ca prin cresterea timpului de mentinere in
solutie apoasa scade activitatea cataliticd, atat a celulazei native cat si a celei
imobilizate. Totusi, prin imobilizarea celulazei, s-a inregistrat cresterea stabilitatii
enzimei cu aproximativ 5-9%, pe tot intervalul de timp studiat. Dupa 96 ore de
agitare in solutie tampon, activitatea cataliticd a celulazei imobilizate a scazut cu
aproximativ 30% din activitatea initiala, iar activitatea celulazei native a scazut cu
40%.

Valorile cantitatilor de proteina din solutia tampon la diferiti timpi de agitare
(Tabelul I1.35) aratd cd nu s-a inregistrat cresterea continutului de proteina in
timpul operarii, pe tot intervalul de timp studiat, prin urmare nu a avut loc
desprinderea enzimei din matricea de sol-gel.

I1.4.6. Influenta lichidelor ionice asupra activitatii si stabilitatii
celulazei

Lichidele ionice sunt o clasa de solventi care contin un cation organic si un
anion anorganic sau organic, si au o serie de proprietati importante printre care
stabilitate termica si chimica ridicata si capacitatea lor de a dizolva unele
biomacromolecule cum sunt celuloza si lignina din biomasa lignocelulozica. Desi sunt
capabile sa dizolve celuloza din biomasa, publicatii recente au demonstrat ca o serie
de lichide ionice inactiveaza partial sau total complexul celulazic [135, 136, 138].
Tindnd cont de faptul ca lichidele ionice pot avea rol important atat in procesul de
pretratare a biomasei cat si ca aditiv la imobilizarea enzimei, a fost investigat modul
in care este afectata activitatea enzimelor celulazice de unele lichide ionice care nu
au fost inca studiate in acest sens. Un alt subiect al cercetarilor a fost masura in
care imobilizarea poate reduce efectul inactivant al lichidelor ionice asupra
celulazelor.
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I1.4.6.1. Influenta naturii lichidului ionic asupra activitatii catalitice
a celulazei native

Pentru studiul naturii lichidului ionic asupra activitatii celulazei s-a studiat
influenta anionilor si cationilor din structura lichidului ionic. Activitatea celulazei in
prezenta diferitor lichide ionice a fost investigata in reactia de hidroliza enzimatica a
2% celuloza de la Macherey Nagel, catalizatd de 5 pl/ml celulaza nativa Celuclast
1.5L in 100% lichid ionic.

Determinarea activitatii celulazei in prezenta lichidului ionic a fost descrisa la
paragraful III.3.2. Tabelul I1.36 prezinta efectul cationilor si anionilor din strucura
lichidulor ionice asupra activitatii catalitice a celulazei.

Tabelul II.36. Influenta structurii lichidului ionic asupra eficientei catalitice a
celulazei Celluclast 1.5L native

Lichid Ionic ActivitaEe ) Activitate
i in~i:s - H xa
Cationi Anioni (pmoellz:;:lé) ml Re;aoz:;'a
[EtPy] 25,33 47.18
[Bu4P] [Br] 19,67 36.67
[P1ace66)] 18,92 35.25
[Hmim] - -
[Bmim] [PFe] - -
[Pi1acese)] - -
[Br] 18,92 35,25
p [M3PPh] 11,11 20,69
[Pisese)] [NTF,] 13,69 25,51
[PF¢] - -
[Ac] 10,78 20,09
[Ermim] [OTs] 22,55 42,01
[TfO] 15,66 29,18
[TOS] 14,14 26,34

@ Raportata la activitatea celulazica initiald, fara lichid ionic (53,7 U/ml enzima)

Cationi: [EtPy]: 1-etil piridiniu, [Bu4P]: tetrabutil-fosforiu, [Pi4ess)]: trihexiltetradecil-fosforiu,
[HMIM]: 1-hexil-3-metilimidazoliu, [BMIM]: 1-butil-3-metilimidazoliu, [Emim]:1-etil-3-
metilimidazoliu.

Anioni: [Br]: bromurd, [PFe]: hexafluoro-fosfat, [MsPPh]: bis(2,4,4-trimetilpentil)fosfinate,
[NTf2]: bis(trifluorometilsulfonil)imide, [Ac]: acetat, [OTs]: toluolsulfonat, [TfO]: triflat, [TOS]:
tosilat

Pentru studiul influentei cationilor asupra activitatii enzimatice s-a folosit
acelasi anion si diferiti cationi: [EtPy]*, [Bu4P]", [Pi4eee)]* ce contin anionul [Br]’,
respectiv. [Hmim]*, [Bmim]*, [Pisees)]” ce contin anionul [PFe]". Cationul 1-etil-
piridiniu a condus la obtinerea unor valori mai mari ale activitatii catalitice
comparativ cu lichidele ionice ce contin cationul alchil-fosforiu, iar activitatea relativa
a fost de aproximativ 47%.

Pentru studiul influentei anionilor asupra activitdtii enzimatice s-a folosit
acelasi cation si anioni diferiti: [Br], [M3PPh], [NTf,], [PFs]” impreuna cu cationul
[Piacess)], [Ac]™, respectiv [OTs]’, [TfO]’, [TOS]” impreund cu cationul [Emim]*.
Enzima este mai activa in lichidele ionice ce contin anionul bromura, comparativ cu
cele care contin anionul sulfonilimidd. S-a observat ca toate lichidele ionice ce contin
anionul hexafluorofosfat inactiveaza complet celulaza, indiferent de cationii
componenti. Activitatea cataliticd a celulazei scade in ordinea urmatoare a anionilor:

BUPT



120 Contributii originale - II

[OTs] >[TfO] >[TOS] >[Ac]. La o concentratie de 100% [Emim]Ac, eficienta
catalitica a celulazei a fost de doar 20% din activitatea initiala.

Lozano s.a. au raportat ca lichidele ionice capabile sa dizolve celuloza au
efect inhibitor asupra celulazei [138]. Principalul avantaj al lichidului ionic [Emim]Ac
in procesul conversie a biomasei lignocelulozice la bioetanol, il prezintd capacitatea
acestuia de a dizolva celuloza din biomasa. Insa deoarece el inactiveaza celulaza,
[Emim]Ac nu se poate folosi ca mediu de reactie in hidroliza enzimatica a celulozei
din biomasa. De aceea, lichidul ionic poate fi utilizat doar pentru a dizolva celuloza
din biomasa lignocelulozica, nu si ca mediu de reactie in hidroliza enzimatica a
celulozei.

I1.4.6.2. Influenta concentratiei de lichid ionic asupra activitatii
celulazei native si imobilizate

Pentru studiul influentei lichidelor ionice asupra activitatii catalitice a
celulazei, diferite cantitati de lichid ionic au fost introduse in reactia de hidroliza
enzimatica a celulozei microcristaline (Macherey Nagel). Mediul de reactie utilizat
pentru hidroliza celulozei (2% in tampon acetat de sodiu 0,05M, pH 4,8) a continut
10%, 20%, 40%, 60%, 80%, respectiv 100% lichid ionic. Probele s-au incalzit la
50°C, dupd care s-a addugat 5 pl/ml celulazd nativd sau 50 mg/ml celulazi
imobilizata (Metoda 11, silanii precursori MeTMOS:TMOS, in raport molar 3:1).

Pentru studiul influentei concentratiei de lichid ionic asupra activitatii
catalitice a celulazei native si imobilizate s-au folosit 4 lichide ionice: clorura de 1-
butil-3-metilimidazoliu  ([Bmim]Cl), dimetilfosfatul de 1,3-dimetilimidazoliu
(IMmMim]DMP), acetatul de 1-etil-3-metilimidazoliu ([Emim]Ac), tetrafluoroboratul
de 1-butil-3-metilimidazoliu ([Bmim]BF,). Cantitatile de glucoza eliberate dupa 30
minute de hidroliza a celulozei catalizata de celulaza nativa Celluclast 1.5L, la
diferite concentratii de lichid ionic sunt prezentate in Tabelul I1.37.

Tabelul II.37. Cantitatile de glucoza eliberate dupa 30 minute in reactia de hidroliza
a celulozei microcristaline, la diferite concentratii de lichid ionic

cl?iz;?dnit;:ti::e Cantitate de glucoza eliberata (mg)

(%) [Bmim]Cl | [Mmim]DMP | [Emim]Ac | [Bmim]BF,

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 activitatile catalitice ale
celulazei la diferite concentratii de lichid ionic, care s-au reprezentat Figura II.25.
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Figura II1.25. Influenta concentratiei de lichid ionic asupra eficientei catalitice a celulazei
native
[Bmim]CI , [MMIimM]DMP (-e-), [Emim]Ac (-A~-), [Bmim]BF4 (-V-)

Se observa ca (Figura I1.25) la cresterea concentratiei de lichid ionic scade
activitatea catalitica a celulazei native. Dintre cele patru lichide ionice testate,
[Bmim]Cl a dus la obtinerea celor mai mici valori ale activitati celulazice. Chiar dac3,
dintre lichidele ionice studiate, [Mmim]DMP a inactivat mai putin celulaza, prin
cresterea concentratiei acestuia s-a redus eficienta catalitica. Astfel, chiar la o
concentratie de 20% [Mmim]DMP, activitatea cataliticd a scazut cu aproximativ
34%. Engel s.a. au raportat ca la o concentratie de 10% [Mmim]DMP s-a mentinut
aproximativ 60% din activitatea celulazica [136]. Publicatii recente au relatat ca
lichidele ionice [Bmim]Cl, respectiv [Emim]Ac inactiveaza complet celulaza [136,
138]. Deoarece in urma imobilizarii celulazei prin tehnica entraparii in sol-gel
stabilitatea acesteia a crescut (stabilitatea termica, stabilitatea in mediului de reactie,
stabilitatea de produs, stabilitatea la depozitare si de mentinere in solutie apoasa)
s-a studiat stabilitatea celulazei imobilizate in mediu de lichid ionic. Pentru acest
studiu s-a utilizat lichidul ionic [Emim]Ac, care solubilizeaza celuloza. Tabelul 11.38
prezinta activitatile catalitice ale celulazei native si imobilizate calculate la diferite
concentratii de [Emim]Ac.

Tabelul II.38. Influenta concentratiei de [Emim]Ac asupra activitatii enzimatice a
celulazei native si imobilizate

Concentratie Activitate celulazi nativ Activitate celulaza
[EMIM][Ac] (umoli*min*mI" enzim3) imobilizata (pmoli'min-
(%) 1-g! 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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Activitatile enzimatice relative ale celulazei native si imobilizate la diferite
concentratii de [Emim]Ac sunt prezentate in Figura II1.26.
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Figura II.26. Influenta concentratiei de [Emim]Ac asupra activitatii celulazei native si
imobilizate

Celulaza nativa a fost mai stabila in prezenta lichidului ionic [EMIM]Ac decat
celulaza imobilizata. Activitatea celulazica in 60% lichid ionic a fost de 56,5% din
activitatea initiala pentru celulaza nativa, comparativ cu 23,6% pentru celulaza
imobilizata. Indiferent de concentratia de [Emim]Ac, activitatea celulazei imobilizata
a fost mai mica decat a celulazei native. Probabil ca lichidul ionic patrunde in
matricea de sol-gel si blocheaza enzima, chiar la concentratii mici.

Concluzia acestui studiu este ca lichidele ionice nu se pot folosi ca mediu de
reactie in hidroliza enzimatica a celulozei, iar daca se utilizeaza pentru dizolvarea
biomasei lignocelulozice ele trebuie indepartate complet din celuloza regenerata sau
din materialul pretratat.

I1.4.7. Concluzii

- Studiile de stabilitate ale celulazei, Tn conditiile studiate, au demonstrat ca dupa
imobilizare, celulaza a fost mai stabila la valori mai mari de pH (6,2-7,4), la valori
mai mari de temperaturd (60-80°C), la concentratii mai mari de produs (5-15
mg/ml), la depozitare, respectiv in timpul operarii in solutie apoasa.

- In prezenta lichidului ionic [Emim]Ac, celulaza nativd a fost mai stabild decét
enzima imobilizata, aceasta probabil datorandu-se faptului ca lichidul ionic patrunde
n matricea de sol-gel astfel inactivand mult mai repede enzima. Desi lichidele ionice
sunt capabile sa dizolve celuloza din biomasa, ele inactiveaza complexul celulazic,
de aceea nu se pot folosi ca mediu de reactie in hidroliza enzimatica a celulozei, ci
doar la pretratarea sau dizolvarea biomasei lignocelulozice.
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I1.5. Caracterizarea operationala a celulazei imobilizate

Obiectivul cercetdrilor prezentate in acest capitol a fost caracterizarea
performantelor operationale ale celulazei imobilizate, tinand cont de faptul ca acest
biocatalizator a fost obtinut pentru reactia de hidroliza a celulozei din biomasa
lignocelulozica. In acest scop, au fost investigate hidroliza celulozei din rumegus de
plop pretratat (asa cum a fost prezentat in capitolul I1.2.4), comparativ cu celuloza
microcristalina standard, au fost determinati anumiti parametri cinetici si s-a studiat
reutilizarea celulazei imobilizate in mai multe cicluri de hidroliza. Toate aceste
experimente au fost realizate si cu celulaza nativa, pentru a se putea diferentia
efectul imobilizarii asupra parametrilor studiat;i.

I1.5.1. Hidroliza enzimatica a celulozei utilizand celulaza imobilizata
prin metoda sol-gel

5 mg/ml celuloza microcristalind Avicel PH101 si celuloza regenerata dupa
dizolvarea plopului pretratat cu acid diluat si biomasei standard in solutia de
DMSO/[Emim]Ac a fost supusa hidrolizei enzimatice la 50°C cu 5 pl/ml celulazi
nativd (0,62 mg proteind/ml) sau 10 mg/ml celulaza imobilizata (0,44 mg
proteind/ml). S-a folosit celulaza imobilizata prin Metoda II de entrapare in sol-gel
cu silanii precursori MeTMOS/TMOS in raport molar 3:1, acesta fiind cel mai eficient
preparat obtinut. Evolutia reactiei de hidroliza a fost urmarita in timp, prin prelevare
de probe la intervale stabilite, cantitatea de zaharuri totale (exprimate ca glucoza
echivalentd), determinandu-se prin metoda spectrofotometrica cu acid 3,5-
dinitrosalicilic. Tabelul I1.39 si Tabelul II1.40 prezintd randamentele de hidroliza si
cantitatile totale de zaharuri eliberate la diferite momente ale reactiei de hidroliza
[162].

Tabelul II.39. Hidroliza enzimatica a celulozei standard Avicel PH101 si a celulozei
regenerata din solutia de DMSO/[Emim]Ac, catalizatd de celulaza nativa

Concentratie de zaharuri eliberate (mg/ml)

Timp . ppix Celuloza regenerata
(ore) | Celuloza microcristalina
Avicel Standard Plop pretratat
(Avicel)
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 enzimatica a celulozei standard Avicel PH101 si a celulozei
regenerate din solutia de DMSO/[Emim]Ac, catalizatd de celulaza imobilizata

Concentratie de zaharuri eliberate (mg/ml)

Timp _ L Celulozi regenerati
(ore) Celuloza microcristalina
Avicel Standard Plop pretratat
(Avicel)
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 I1.27 prezinta evolutia in timp a randamentului hidrolizei enzimatice a
celulozei, catalizata de celulaza nativa si imobilizata.
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Figura I1.27. Evolutia in timp a hidrolizei enzimatice a 5 mg/ml celuloza catalizate de celulaza
nativa si imobilizata
Hidroliza celulozei Avicel regenerata cu celulaza nativa;
-m- Hidroliza celulozei Avicel regenerata cu celulaza imobilizata;

- V- Hidroliza celulozei Avicel cu celulaza nativa;

-e- Hidroliza celulozei Avicel cu celulaza imobilizata;

-o- Hidroliza celulozei din plop cu celulaza nativa;

-&- Hidroliza celulozei din plop cu celulaza imobilizata;

Cantitatea totala de zaharuri creste, indiferent de substatul si enzima
folosite in hidroliza enzimatica, pe tot intervalul de timp studiat. Dupa pretratarea
celulozei microcristaline Avicel PH101 cu solutia de DMSO/[Emim]Ac, randamentul
de hidrolizé al celulozei regenerate catalizatd atdt de celulaza nativa, cat si de
celulaza imobilizata, a crescut semnificativ, comparativ cu randamenul de hidroliza
al celulozei Avicel microcristaline (Figura I1.27). Aceasta se datoreaza faptului ca
celuloza regenerata din solutia de DMSO/[Emim]Ac prezintd un grad de cristalinitate
mai scazut decat celuloza microcristalind ceea ce a permis ca accesul enzimelor la
substrat sa fie mbunatatit. Utilizand celulaza nativa, randamentul de hidroliza
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calculat dupa 8 ore de reactie in urma hidrolizei enzimatice a celulozei regenerate, a
fost aproximativ 95%, comparativ cu randamentul de hidroliza de aproximativ 69%
obtinut in urma hidrolizei celulozei Avicel microcristaline. Cand reactia a fost
catalizata de celulaza imobilizata, randamentul de reactie calculat dupa 8 ore in
urma hidrolizei celulozei regenerate, a fost de aproximativ 84%, respectiv 46% in
urma hidrolizei enzimatice a celulozei Avicel microcristaline.

Daca s-a folosit ca substrat celuloza microcristalina ca atare sau regenerati,
randamentele de hidroliza calculate au fost mai mici pe tot parcursul reactiei pentru
reactia catalizatd de celulaza imobilizata, comparativ cu celulaza nativa. De
exemplu, cand reactia a fost catalizata de celulaza imobilizatda, randamentul de
hidroliza a celulozei microcristaline regenerata dupa 24 ore a fost de aproximativ
84%, iar cand reactia a fost catalizatad de celulaza nativa a fost de 95%. Acest lucru
se poate explica prin limitarile difuzionale care apar dupa imobilizare, cat si prin
utilizarea cu aproximativ 40% mai multa enzima nativa (0,62 mg proteina/ml),
comparativ cu cantitatea de enzima din preparatul celulazic imobilizat (0,44 mg
proteind/ml). Chiar daca performantele operationale nu au fost cele asteptate,
celulaza imobilizata prezinta o serie de alte avantaje importante cum ar fii stabilitate
ridicata si posibilitatea de reutilizare.

Celuloza din plop obtinuta in urma dizolvarii biomasei in DMSO/[Emim]Ac si
reprecipitate a fost de asemenea hidrolizata cu randamente bune in prezenta
celulazei native si imobilizate, iar cantitatea de zaharuri eliberatd in urma hidrolizei
a crescut pe tot intervalul de timp studiat (Figura 11.27). Dupd 24 ore de reactie,
randamentul de hidroliza a fost de aproximativ 70% cu celulaza nativa, respectiv
50% cu cea imobilizata.

Cantitatea de glucoza eliberata in urma hidrolizei enzimatice a celulozei
regenerate (din biomasa standard si din plop) si celulozei microcristaline Avicel s-a
analizat si prin cromatografia de lichide, pentru a face o verificare a metodei chimice
de analiza care a fost utilizata in experimentele anterioare. Metoda cantitativa de
analizd a cantitatii de zaharuri prin cromatografia de lichide a fost prezentata la
punctul III.3.4. Cromatogramele probelor de zaharuri eliberate dupa 24 ore de
hidrolizd enzimatica a celulozei Avicel regenerate, celulozei microcristaline Avicel,
respectiv celulozei din plop catalizata de celulaza nativa si celulaza imobilizata sunt
prezentate in Anexe. Cantitatea de glucoza eliberata in urma hidrolizei enzimatice a
celulozei, la 24 ore de reactie este prezentata in Tabelul I1.41. Aceste rezultate sunt
conforme cu cele obtinute prin metoda cu acid 3,5-dinitrosalicilic, valorile fiind mai
mici datorita faptului ca s-a determinat numai glucoza, in timp ce prin metoda
chimica a fost determinata cantitatea totald de zaharuri reducatoare din sistemul de
reactie.

Tabelul 1II.41. Determinarea cantitdtii de glucoza eliberate prin metoda
cromatografica de analiza a zaharurilor

Cantitate de glucoza (mg/ml)
Biocatalizator Celuloza Avicel Celuloza Celuloza din
regenerata Avicel plop
Celulaza nativa 4,49 5,01 3,93
Celulaza imobilizata 4,86 2,96 2,56
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I1.5.2. Studiul cinetic al hidrolizei enzimatice a celulozei
microcristaline catalizata de celulaza nativa si imobilizata

Studiul cineticii enzimatice se bazeaza, ca si cinetica chimicd, pe masurarea
vitezei de reactie in conditii standard. Pentru a stabili efectele entraparii celulazei in
matrici de sol-gel asupra accesului substratului in situsul catalitic si implicit a vitezei
de formare a produsului s-a studiat cinetica reactiei de hidroliza enzimatica a Avicel
PH101 utilizdnd celulaza nativa si celulaza imobilizata. Cinetica reactiei de hidroliza
enzimatica a celulozei catalizata de celulaza nativa si imobilizata este complexa.
Aceasta se datoreaza faptului ca reactia este eterogena si prezinta o serie de
limitari, printre care scaderea vitezei de reactie odata cu cresterea conversiei [170].
Acest model a fost elaborat pentru cinetica reactiilor omogene, insa se poate aplica
si in hidroliza celulozei insolubile, asa cum au demonstrat Bezerra si Dias pentru
reactia de hidroliza a celulozei Avicel [171].

Studiul cinetic s-a realizat prin modificarea concentratiei de substrat de la
16,65 la 333,04 mM in tampon acetat de sodiu pH 4.8, 5 pl/ml celulaza nativa (0,62
mg proteina/ml) si 10 mg/ml celulaza imobilizata (0,44 mg proteind/ml) si
temperatura de 50°C. Preparatul celulazic s-a imobilizat prin metoda II entrapare in
sol-gel utilizand silanii precursori MeTMOS:TMOS in raport molar 3:1. Volumul total
al reactiei s-a mentinut la 10 ml. Masa moleculara a celulozei microcristaline s-a
exprimat ca o unitate de glucoza anhidra. S-au prelevat probe la 2, 4, 6, 8 ore de
reactie, iar cantitatea de zahar eliberat in urma reactei s-a determinat prin metoda
cu acid 3,5-dinitrosalicilic. Tabelul 11.42 prezintd vitezele initiale de reactie la fiecare
concentratie de substrat. Vitezele initiale au fost determinate pe baza cantitatii de
produs eliberate la intervalele de timp studiate si s-a exprimat in mmol/h.

Tabelul II.42. Vitezele initiale de reactie pentru hidroliza celulozei catalizatd de
celulaza nativa si imobilizata, la diferite concentratii de substrat

Concentratie Viteza initiala (mmol/h)
Substrat (mM) | Celulaza nativa Celulaza
imobilizata

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. Acelasi model a fost utilizat si de Balsan s.a. pentru a determina
efectul substratului asupra activitatii celulazei din Trichoderma reesei [172].
Parametrii cinetici ai reactiei de hidrolizd enzimatica au fost calculati cu ajutorul
programului Sigma Plot (Systat Software Inc.)

Pe baza datelor din Tabelul 11.42 s-a realizat Figura II.28 care reprezinta
curba de cinetica Michaelis-Menten Tn cazul substratului Avicel PH101.
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Figura II.28. Curba de cineticd Michaelis-Menten pentru determinarea parametrilor
cinetici in reactia de hidroliza a celulozei Avicel PH101 catalizata de
a. celulaza nativa; b. celulaza imobilizata

Valorile constantei Michaelis-Menten (Km) si vitezei maxime (vp.x) au fost
obtinute cu ajutorul programului Sigma-Plot si au fost utilizate pentru calculul
constantelor catalitice k.;+= Vmax/E (E este concentratia de enzima exprimata in mM)
si a eficientei catalitice (k.s/Km). Pentru a face posibila calcularea constantei
catalitice k. Si pentru a putea compara eficientele catalitice ale celulazei native si
imobilizate s-a estimat o masa moleculara medie a celulazei ca fiind 42.000 g/mol,
conform datelor raportate pentru endoglucanaza din Trichoderma viride [173]. S-a
presupus ca endoglucanaza reprezinta componenta majoritarda din complexului
celulazic Celluclast 1.5L.

Valorile constantei Michaelis-Menten, vitezei maxime si eficientei catalitice
pentru celulaza nativa si imobilizata sunt prezentate in Tabelul 11.43.

Tabelul I1.43. Cinetica reactiei de hidroliza catalizata de celulaza nativa si imobilizata

Parametrii cinetici
Enzima Km Vmax Kcat/Km
(mM) ( mM/h) (mM*!h?)
Celulaza nativa 127,6+25,7 18,6+1,6 9,9
Celulaza imobilizata 58,8+10,0 5,37+0,2 8,8

Entraparea celulazei in matrici siliconice a determinat o scadere a constantei
Michaelis-Menten (Km) de la 127,6£25.7 mM la 58,8+10,0 mM. In acelasi timp,
viteza maxima a scézut de 3,46 ori dup8 imobilizare (de la 18,6 MM h''la 5,4 mM h"
1). O comportare similard a parametrilor cinetici a fost observatd si de Yu s.a. in
reactia de hidroliza enzimatica a carboximetilcelulozei (CMC) catalizata de celulaza
imobilizata prin legare covalenta de Eudragit S-100 [174]. Scaderea valorii
constantei Michaelis-Menten (Km) a fost corelatd cu o afinitate mai ridicatd a
celulazei imobilizate pentru celuloza Avicel. Scaderea vitezei maxime se poate
explica prin cresterea rezistentei la transferul de masa dupa imobilizare, datorata in
special masei moleculare mari a substratului.
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Eficienta catalitica totald a reactiei catalizata enzimatic pentru celulaza
imobilizatd, exprimat3 prin raportul k.,/Km, a fost de 8.8 mMth™!, observandu-se o
mica scadere a eficientei catalitice, comparativ cu celulaza nativa pentru care
kea/Km a fost de 9.9 mM™th'l, Aceasta se datoreazd cresterii rezistentei la transferul
de masa in urma fenomenului de difuzie ingreunata, frecvent intalnit dupa
imobilizarea enzimelor.

I1.5.3. Cresterea eficientei procesului de hidroliza enzimatica prin
reutilizarea celulazei imobilizate prin entrapare in sol-gel

Reutilizarea celulazei in mai multe cicluri de reactie, utilizdnd ca substrat
celuloza microcristaling, reprezinta unul dintre principale obiective ale acestei
lucrari. Acest aspect este esential mai ales pentru cresterea cantitatii de zaharuri
fermentescibile si diminuarea costurilor procesului. In general se considera ca
enzima poate fi reutilizatd pana cand activitatea sa scade la mai putin de 25% din
cea initiala. Preparatul celulazic obtinut in urma imobilizarii prin metoda II de
entrapare in matrici siliconice utilizdnd silanii precursori MeTMOS/TMOS in raport
molar 3:1, a fost reutilizat folosind ca substrat celuloza standard Avicel PH101
(netratata) [165] si celuloza Avicel PH101 regenerata din solutia de
DMSO/[Emim]Ac (pretratata) [162].

Metoda de dizolvarea a celulozei Avicel PH101 in solutia de DMSO/[Emim]Ac
a fost prezentata la punctul II1.2.4. Dupa fiecare utilizare, preparatul celulazic a fost
recuperat prin decantare, spalat de mai multe ori cu solutie tampon acetat de sodiu
pH 4,8, dupa care s-a adaugat cantitatea de celuloza pana la 5 mg/ml. Cantitatile de
zahar si activitatile celulazei imobilizate calculate pentru ambele substraturi folosite
la reutilizare sunt prezentate in Tabelul 11.44 si Tabelul II1.45.

Tabelul II.44. Reutilizarea celulazei imobilizatd prin metoda entraparii in sol-gel in
reactia de hidroliza a celulozei microcristaline Avicel PH101 (netratata)

Numar Concentratie Activitate?®
ciclu de Glucoza (mg/ml) | (pmoli'min?-g*
reactie 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

@ Calculatd la 24 ore de reactie
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Tabelul II.45. Reutilizarea celulazei imobilizatd prin metoda entraparii in sol-gel in
reactia de hidroliza a celulozei Avicel PH101 regenerata din DMSO/[Emim]Ac (pretratatd)

Numar Concentratie Activitate?®
cicluri de Glucoza (mg/ml) (umoli'min*-g™*

reactie 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

@ Calculata la 8 ore de reactie

Pe baza datelor din Tabelul 11.44 si Tabelul I1.45 s-au calculat activitatile
enzimatice relative s-a realizat Figura I1.29 care reprezinta influenta numarului de
cicluri de reactie asupra activitatii relative a celulazei imobilizate.

100 -
[ celuloza pretratata
8 Il celuloza netratata
S
© 60
=
3
bt
]
=40
>
3}
<
20
0 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Numar de cicluri de reactie

Figura I1.29. Influenta numarului de cicluri de reactie asupra activitatii relative a celulazei
imobilizate in reactia de hidroliza a celulozei netratate (dupa 24 de ore de reactie), respectiv
pretratate (dupa 8 ore de reactie)

Se observa ca celulaza imobilizata are o capacitate mai buna de a hidroliza
celuloza Avicel PH101 regenerata din DMSO/[Emim]Ac (pretratata), deoarece dupa
dizolvarea celulozei in solutia de dimetilsulfoxid/lichid ionic, celuloza regenerata
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prezinta un grad de cristalinitate mai scazut (caracterizarea celulozei regenerate s-a
prezentat la puctul II.2.4.1.), de aceea accesul celulazei la substrat a fost
fmbunatatit. De mentionat este faptul cd, desi activitatea celulazei imobilizate,
utilizdnd ca substrat celuloza pretratata a fost calculata dupa 8 ore de hidroliza, iar
activitatea celulazei imobilizate utilizand ca substrat celuloza netratata a fost
calculatd la 24 ore de hidrolizd (pentru aceeasi cantitate de celuloza si enzima
folosita in reactie), celulaza imobilizata a avut activitate mai mare pe substrat de
celuloza pretratata.

Activitatea celulazei imobilizate (calculata dupa 8 ore), la primul ciclu de
reutilizare, pe substrat de celulozd pretratata a fost de aproximativ 74% din
activitatea initiala, iar cand s-a utilizat ca substrat celuloza Avicel netratat3,
activitatea (calculata la 24 ore) a fost de 63% din activitatea initiala.

Celulaza imobilizata a putut fi reutilizata de noua ori atunci cand s-a folosit
ca substrat celuloza pretratata, respectiv de sase ori atunci cand s-a folosit ca
substrat celuloza netratata. Pentru ambele substraturi folosite la reutilizare,
activitatea celulazei imobilizate scade dupa fiecare ciclu, aceasta datordndu-se
scaderii in timp a stabilitatii in solutie apoasa (studiul stabilitatii operationale a
celulazei imobilizate s-a prezentat la punctul I1.4.5).

Dupa a cincea reutilizare, activitatea catalitica a celulazei imobilizate, testat
pe substrat de celuloza netratata a scazut la 40% din activitatea initiala. La ciclul 6
de utilizare a preparatului, activitatea catalitica calculata atunci cand s-a folosit ca
substrat celuloza pretratata a fost de aproximativ 37% din activitatea initiala, iar
cand s-a folosit celuloza netratata a fost de 13%. La ciclul 9 de utilizare, activitatea
preparatului celulazic testat pe substrat de celuloza pretratata a fost de aproximativ
19% din activitatea initiald. Dincer s.a. au observat ca activitatea celulazei din
Aspergillus niger imobilizata polivinilalcool (PVA) a scazut la 36% din activitatea
initiala, dupa sase cicluri de reutilizare pe carboximetilceluloza [67]. Li s.a. au
raportat ca activitatea celulazei imobilizate pe membrane lipozomiale a scazut cu
50% dupa cinci reutilizari pe celuloza insolubila CC31 [66].

Se prefera ca celulaza imobilizata sa se reutilizeze pe substrat de celuloza
pretratatd cu DMSO/[Emim]Ac deoarece se cunosc o serie de avantaje: celuloza
pretratata prezinta un grad de cristalinitate mai scazut, astfel se imbunatateste
accesul enzimei la substrat, creste numarul de reutilizari ale preparatului celulazic si
cantitatea de zaharuri fermentescibile, se reduce timpul de hidroliza, respectiv
deoarece solutia de DMSO/[Emim]Ac se poate reutiliza usor, celuloza a fost
pretratatd cu DMSO/[Emim]Ac recuperata, prin urmare scad costurile economice.

I1.5.4. Concluzii

- Dizolvarea celulozei Avicel Tn solutia de DMSO/[Emim]Ac si regenerarea ei a fost
beneficad pentru reactia de hidrolizd enzimatica a celulozei catalizata, atat de celulaza
nativa cat si de celulaza imobilizata, deoarece a determinat cresterea cantitatii de
zaharuri fermentescibile. Celuloza regenerata prezintad un grad de cristalinitate mai
mic decat celuloza microcristalina, astfel accesul celulazei la substrat a fost
imbunatatit.

- Randamentele de hidroliza calculate pe tot parcursul reactiei, au fost mai mici
pentru reactia catalizata de celulaza imobilizata (50% dupa 24 ore de reactie),
comparativ cu celulaza nativa (85% dupa 24 ore de reactie). Acest lucru se poate
justifica prin faptul cad dupa imobilizare apare fenomenul de difuzie ingreunata, cat si
datorita faptului ca preparatul celulazic introdus la hidroliza contine o cantitate mai
mica de proteina decat celulaza nativa.
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- Desi cantitatea de proteina din preparatul celulazic a fost cu 40% mai mica decat
din celulaza nativa, dizolvarea celulozei Tn DMSO/[Emim]Ac si regenerarea ei a
determinat Tmbunatatirea randamentului de hidrolizd a celulozei catalizata de
celulaza imobilizata, diferentele intre randamentele obtinute cu cele doua enzime,
nativa si imobilizata, fiind de aproximativ 10%.

- Celulaza imobilizata a fost capabila sa hidrolizeze celuloza din plop. Cantitatea de
zaharuri eliberata in urma hidrolizei celulozei din plop a crescut pe tot intervalul de
timp studiat, in cazul ambilor biocatalizatori utilizati in reactie. Dupa 24 ore de
reactie, randamentul de hidroliza obtinut Tn urma hidrolizei celulozei din plop
catalizata de celulaza nativa a fost de 70%, iar cand s-a folosit celulaza imobilizata a
fost de aproximativ 50%.

- Studiile cinetice efectuate au aratat ca entraparea celulazei in matrici siliconice a
determinat o scadere a constantei Michaelis-Menten (Km), ceea ce dovedeste o
afinitate mai ridicatd a celulazei imobilizate pentru celuloza Avicel. Cresterea
rezistentei la transferul de masa datorat fenomenului de difuzie ingreunata aparut
dupa imobilizare a determinat scaderea vitezei maxime si eficientei catalitice totale a
celulazei imobilizate.

- Celulaza imobilizata a fost reutilizata de noua ori atunci cand s-a folosit ca substrat
celuloza Avicel regenerata, respectiv de sase ori atunci cand s-a folosit ca substrat
celuloza microcristalina Avicel, insa activitatea preparatului a scazut dupa fiecare
ciclu, aceasta datorandu-se scaderii in timp a stabilitatii enzimei in solutie apoasa.
Activitatea celulazei imobilizate a fost mai mare, cand reutilizarea s-a facut pe
substrat de celuloza regenerata, decat in cazul in care reutilizarea s-a realizat pe
celuloza microcristalind. La a cincea reutilizare pe celuloza Avicel microcristaling,
respectiv la a opta reutilizare pe celuloza regenerata, celulaza imobilizata a pierdut
aproximativ 70% din activitatea initiala.

- Reutilizarea celulazei imobilizate pe substrat de celuloza regenerata, dupa
dizolvare in DMSO/[Emim]Ac prezinta o serie de avantaje: celuloza regenerata
prezinta un grad de cristalinitate mai scazut, astfel se imbunatateste accesul
enzimei la substrat, creste numarul de reutilizari ale preparatului celulazic, creste
cantitatea de zaharuri fermentescibile, se reduce timpul de hidroliza, solutia de
DMSO/[Emim]Ac se poate reutiliza usor, celuloza este pretratatd cu solutia de
DMSO/[Emim]Ac recuperata, prin urmare scad costurile economice.
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II1.1. Materiale si echipamente de laborator
Materiale

Pentru realizarea studiilor s-au utilizat urmatorii reactivi: lemn de plop,
stejar, salcam, brad macinate si uscate, celuloza microcristalind (Macherey Nagel),
carboximetilcelulazd CMC (Fluka), celuloza Avicel PH101 (Fluka), lignina Kraft
(Sigma-Aldrich), acid acetic glacial (Chimactiv S.R.L Bucuresti), NaOH (Chemapol),
fenol (Fluka), sulfit de sodiu (Fluka), acid 3,5-dinitrosalicilic DNS (Merck ), glucoza
(Merck), acetonitril (Promochem), dimetilsulfoxid DMSO (Merck), acid sulfuric
(Sigma-Aldrich), carbonat de calciu (Loba Feinchemie), glicerina (Merck), reactiv
Folin-Ciocalteu (Merck), albumina serica BSA (Sigma-Aldrich), sulfat de cupru
(Reactivul Bucuresti), carbonat de sodiu (Reactivul Bucuresti), tartrat dublu de sodiu
si 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), fluorura de sodiu NaF
(Sigma-Aldrich), 2-propanol (Merck ), hexan (Merck), surfactantul TWEEN 80
(Spektrum-3D, Ungaria), polietilenglicol PEG 2000 (Fluka), 5(6)- izotiocianat de
fluoresceind (Fluka), N,N-dimetilformamida (Sigma-Aldrich), tampon fosfat de
potasiu 0,1 M, pH 7,8.

Lichidele ionice dimetil-fosfat de 1,3-dimetilimidazoliu ((Mmim]DMP), clorura
de 1-butil-3 metilimidazoliu  ([Bmim]CIl), tetrafluoroborat de 1-butil-3-
metilimidazoliu  ([Bmim]BF;) si trifluoroacetat de 1-etil-3-metilimidazolui
([Emim]TFA) au fost achizitionate de la Merck. Lichidele ionice bromura de
trihexiltetradecil-fosforium ([P14(e66)1BI), 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)]PFs), 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]), bromura de tetrabutil-fosforium ([Bu4P]Br),
bromura de 1-etil piridium ([EtPy]Br), hexafluoro-fosfat de 1-butil-3-
metilimidazolium ([Bmim]PFg), hexafluoro-fosfat de 1-hexil-3-metilimidazolium
([HmMim]PFs) au fost obtinute 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 urmatoarele echipamente: plite
electrice termostatate (SCHOTT Instruments, Germania), aparat de titrate (SCHOTT
Instruments, Germania), centrifuga 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 fluorescenta
Leika True Confocal Scanner (Leika TCS SPE).
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III.2. Retete de lucru
II1.2.1. Metode de imobilizare a celulazei
Metoda I de imobilizare prin entrapare in sol-gel

intr-o fiold de sticld de 4 ml s-au introdus 0,2 ml celulazd, 0,8 ml tampon
acetat de sodiu 0,05 M, pH = 4,8, 200 pl lichid ionic [Emim]BF,, TWEEN 80,
respectiv PEG M = 20000 (4%), 100 pl solutie florura de sodiu 1 M si 200 pl alcool
izopropilic. Amestecul rezultat s-a mentinut 1 minut pe agitatorul magnetic pentru
omogenizare, dupa care s-au introdus precursorii silanici (6 mmoli) la diferite
rapoarte molare cu mentinerea agitarii pana la gelifiere. Gelul obtinut a fost pastrat
in frigider timp de 24 de ore, pentru o polimerizare completa. Gelul intarit a fost
spalat 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 si 5 ml n-hexan, dupa care s-a
filtrat pe frita. Produsul obtinut s-a uscat la temperatura camerei 24 de ore si la
etuva de vid timp de 24 ore. Aceastd metoda este o variantd modificata a metodei
aplicate de Zacula s.a. [175]. Tabelul III.1 prezintd conditiile de imobilizare si
cantitatile de preparat obtinute.

Tabelul III.1. Conditii de imobilizare a preparatelor cu celulaza Celluclast 1,5 L CCN
03116 obtinute prin metoda I.

Conditii de imobilizare Cantitate de

Silani precursori Catalizator, aditiv ob';;:g:;:g)
MeTMOS:TMOS= 1:1 NaF, [Emim]BF4 491,48
PhTMOS:TMOS= 1:1 NaF, [Emim]BF, 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 in sol-gel

Intr-o fiola de sticla de 4 ml s-a preparat un SOL prepolimer prin
amestecarea timp de o ora pe un agitator magnetic a 6 mmoli precursorii silanici in
diferite rapoarte molare, 0,2 ml apa distilata, 0,5 ml alcool etilic, 30 pl acid
clorhidric 0,04 M. Peste solul apos obtinut s-a mai introdus sub agitare solutia de
0,05-0,6 ml Celluclast 1,5 L/ ml tampon acetat de sodiu 0,05 M, pH = 4,8 si 50 pl
solutie florura de sodiu 1 M, continudnd agitarea pana cand amestecul a gelifiat.

Gelul obtinut a fost pastrat in frigider timp de 24 de ore, pentru o
polimerizare completa. Gelul intarit a fost spdlat 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 si 5 ml n-hexan, dupa care s-a filtrat pe frita. Produsul obtinut s-a uscat
la temperatura camerei 24 de ore si la etuva de vid timp de 24 ore. Aceastd metoda
este o varianta modificatda a metodei aplicate de Kawakami s.a. [176]. Tabelul III.2
prezinta conditiile de imobilizare si cantitatile de preparat obtinute.
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Tabelul III1.2. Conditii de imobilizare a preparatelor cu celulaza Celluclast 1,5 L CCN

03116 obtinute prin metoda II

Conditii de imobilizare
Cantitate de Cantitate de

celulaza S . Catalizator | preparat obtinut

introdusa Silani precursori , aditiv (mg)
(ml)
0,2 TMOS 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 E':cC)H 501,34
0,6 MeTMOS:TMOS= 3:1 NaF 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

II1.2.2. Metode de pretratare a biomasei lignocelulozice

II1.2.2.1. Pretratamentul biomasei lignocelulozice cu acid sulfuric

diluat

Intr-un flacon s-au adaugat 100 mg/ml rumegus si H,SO, 0,82%, s-a inchis
ermetic si s-a introdus timp de 30 minute intr-o incintd termostatatd la 150°C. Proba
s-a filtrat iar rumegusul pretratat s-a spalat cu apa distilata, dupa care s-a uscat
timp de 6 ore la 80°C. Continutul total de zahar din filtratul obtinut dup3
pretratament s-a determinat prin metoda spectofotometricda cu DNS dupa ce s-a
neutralizat acidul cu CaCOs; pana la pH=5 sau 6. Aceasta metoda este o varianta
modificata a metodei aplicate de Bower s.a. [177]. Tabelul III.3 prezinta cantitatile

de rumegus obtinute dupa pretratamentul acid.

Tabelul II1.3. Cantitatile de biomasa pretratata cu acid sulfuric diluat

Tip Biomasa
Biomasa® pretratata (mg)
BRAD 211,62
SALCAM 215,22
STEJAR 249,21
PLOP 241,91

@ cantitatea de rumegus introdusa a fost de 300 mg
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I11.2.2.2. Pretratarea biomasei lignocelulozice cu glicerina

in flacoane de 5 ml inchise etans s-a introdus 100 mg rumegus macinat si
uscat peste care se adauga 2 ml de glicerina puréa sau reziduala. Glicerina reziduala
este produsul rezultat de la fabricarea biodiselului in laborator, Tn urma reactiei
dintre ulei de floarea soarelui, metanol si 0,5 % catalizator hidroxid de sodiu [158].
Probele se agit3 timp de 24 de ore la temperatura de 130°C. Dupa racire probele se
centrifugheaza timp de 5 minute la 6.000 rpm, iar din supernatant se ia 0,1 g
pentru determinarea cantitatii de lignina dizolvata in glicerind. Amestecul s-a incalzit
la SOE’C dupa care s-a adaugat 4 ml apa distilata si se agita in continuare timp de 3
ore. In continuare probele s-au filtrat iar biomasa pretratatd este spalata cu apa
distilatd in exces pentru ndepartarea glicerinei, uscata la temperatura camerei si
cantarita pentru a determina cantitatea de rumegus pretratat. Aceastd metoda este
o versiune modificatd dupa metoda utilizatd de Guragain s.a. [97].

Tabelul III.4 prezinta cantitatile de rumegus obtinute dupa pretratamentul
cu glicerina.

Tabelul III.4. Cantitatile de biomasa obtinute dupa pretratarea a 100 mg rumegus

cu glicerina
Tip Biomasa pretratata (mg)
biomasa Glicerina pura Glicerina reziduala
BRAD 87,21 91,87
SALCAM 90,04 93,81
STEJAR 91,21 92,91
PLOP 92,04 95,89

II1.2.2.3. Pretratarea biomasei lignocelulozice cu lichide ionice

In flacoane de 5 ml inchise etans se introduce 100 mg rumegus macinat si
uscat peste care se adauga 2 ml de lichid ionic, dupa care se purjeaza argon.
Probele se agitd timp de 24 de ore la temperatura de 90°C. Lichidele ionice folosite
la pretratamentul rumegusului au fost: tetrafluoroborat de 1-etil-3-metilimidazoliu
[Emim]BF,4, hexafluorofosfat de 1-butil-3-metilimidazoliu [Bmim]PF¢, acetat de 1-
etil-3-metilimidazoliu [Emim]Ac si trifluoroacetat de 1-etil-3-metilimidazoliu
[Emim]TFA. Probele se centrifugheaza timp de 15 minute la 6.000 rpm, iar din
supernatant se ia 0,1 g pentru determinarea cantitdtii de lignina dizolvata in lichid
ionic. In continuare s-a adaugat treptat 20 ml apa distilata, agitdndu-se continuu,
pentru a precipita celuloza dizolvata in lichid ionic si s-a filtrat pentru recuperarea
biomasei pretratate. Biomasa pretratatd este spdlatd cu 6 ml etanol, uscatd la 80°C
si cantaritd pentru a determina cantitatea de rumegus pretratat. Aceastda metoda
este o versiune modificata dupa metoda utilizata de Lee s.a. [129].

Tabelul III.5 prezinta cantitatile de rumegus obtinute dupa pretratamentul
lichide ionice.
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Tabelul II1.5. Cantitatile de biomasa obtinute dupa pretratarea a 100 mg rumegus
cu lichide ionice

Tip Biomasa pretratata (mg)
biomasa [Emim]Ac [Emim]TFA [Bmim]BF, [Bmim]PFs
BRAD 90,91 92,24 93,96 95,43
SALCAM 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

II1.2.2.4. Pretratarea biomasei lignocelulozice cu metoda combinata
acid sulfuric diluat/lichid ionic

Pretratarea biomasei lignocelulozice cu acid sulfuric s-a realizat conform
punctului III.3.2.1.

Din biomasa pretratatd cu acid sulfuric diluat (vezi Tabelul III.3) se
cantaresc 100 mg rumegus peste care se adauga 2 ml de lichid ionic acetat de 1-
etil-3-metilimidazoliu [Emim]Ac. Probele se agita timp de 24 de ore la temperatura
de 90°C. In continuare s-a adjugat treptat 20 ml apa distilatd, agitdndu-se
continuu, pentru a precipita celuloza dizolvata in lichid ionic si s-a filtrat pentru
recuperarea biomasei pretratate. Biomasa pretratata este spalatd cu 6 ml etanol,
uscatd la 80°C si cAntdritd pentru a determina cantitatea de rumegus pretratat.
Tabelul III.6 prezinta cantitatile de rumegus obtinute dupa pretratamentul cu acid
lichid ionic.

Tabelul III.6. Cantitatile de biomasa obtinute dupa pretratarea a 100 mg rumegus
cu metoda combinata acid sulfuric diluat/lichid ionic

Tip Biomasa
Biomasa pretratata (mg)
BRAD 91,21
SALCAM 86,44
STEJAR 86,01
PLOP 92,17

II1.2.2.5. Pretratarea biomasei lignocelulozice cu metoda combinata
cu glicerina/lichid ionic

Pretratarea biomasei lignocelulozice cu glicerina pura s-a realizat conform
punctului II1.3.2.2.

Peste biomasa pretratata cu glicerind se adauga 2 ml de lichid ionic acetat
de 1-etil-3-metilimidazoliu [Emim]Ac. Probele se agitd timp de 24 de ore la
temperatura de 90°C. In continuare s-a addugat treptat 20 ml apa distilat3,
agitandu-se continuu, pentru a precipita celuloza dizolvata in lichid ionic si s-a
filtrat pentru recuperarea biomasei pretratate. Biomasa pretratata este spalata cu 6
ml etanol, uscatd la 80°C si cantdritd pentru a determina cantitatea de rumegus
pretratat. Tabelul III.7 prezinta cantitatile de rumegus obtinute dupa pretratamentul
cu glicerina lichid ionic.
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Tabelul II1.7. Cantitatile de biomasa pretratatd prin metoda combinatd cu glicerina

lichid ionic
Tip Biomasa pretratata Biomasa pretratata cu
biomasa cu glicerina (mg) glicerina lichid ionic
(mg)

BRAD 88,81 82,24

SALCAM 89,94 78,93

STEJAR 93,21 86,09

PLOP 95,04 89,01

II1.2.3. Hidroliza enzimatica a biomasei pretratate si netratate

Intr-un reactor de sticld cu capacitatea de 50 cm?, termostatat la 40°C si cu
agitare magnetica, s-au introdus 10 mg/ml biomasa pretratatd in tampon acetat de
sodiu de pH=4,8 si 5 pl/ml celulaza Celluclast 1.5L nativd. Momentul adaugarii
enzimei a fost considerat momentul zero al reactiei. Evolutia reactiei de hidroliza a
fost urmarita in timp, prin prelevare de probe la intervale stabilite, acestea fiind
centrifugate, din supernatant determindndu-se cantitatea de zaharuri totale
(exprimate ca glucoza), prin metoda spectrofotometrica cu acid 3,5-dinitrosalicilic.

II1.2.4. Dizolvarea biomasei lignocelulozice in DMSO/[Emim]Ac

Peste 100 mg de plop pretratat cu acid sulfuric diluat si 100 mg amestec
standard (80% celuloza si 20% lignind kraft) s-a adaugat 4 ml DMSO/[EMIM]Ac
raport 50:50 (%, vol). Probele s-au inc3lzit si s-au agitat la 90°C timp de 6 ore.
Dupa separarea reziduului prin filtrare, in solutia care contine celuloza si lignina
dizolvata, DMSO si lichid ionic s-a adaugat 30 ml apa distilatd pentru regenerarea
celulozei. Pentru o mai buna precipitare amestecul s-a agitat timp de 2 ore la 10°C.
Reziduul nedizolvat care contine celuloza, hemiceluloza sau lignina nedizolvata s-a
spalat bine cu apa distilata si s-a uscat. Celuloza precipitata s-a separat prin filtrare,
s-a spalat cu apa, dupa care pentru indepartarea urmelor de lignina s-a albit timp de
8 ore la 50°C cu solutie de NaOH 0,1 N. Celuloza regenerata a fost caracterizata prin
tehnica FT-IR. Celuloza regenerata a fost hidrolizatda enzimatic utilizand celulaza
Celluclast 1.5L nativa si imobilizata prin metoda II cu silanii MeTMOS/TMOS in raport
3:1.

Lignina dizolvata in lichid ionic s-a recuperat prin adaugarea de apa in exces, si
tinuta la frigider timp de 48 ore, dupa care aceasta a fost separata prin filtrare.
Lignina obtinuta a fost bine spalata, uscata si caracterizata prin tehnica FT-IR.
Dizolvarea si regenerarea celulozei si ligninei este descrisa in Figura III.1.
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Biomasa lignocelulozica
Amestec standard

DMSO/IL ‘I Pretratament |

I I [=—=> Material nedizolvat
Precipitatare 1 |~

DMSO/Lichid

lonic recuperat - I

Precipitatire 2

. mess
Celuloza 225~
-2 8-

Hidrolizad enzimatica

Recuperare enzima —

Figura III.1. Procesul de dizolvare si regenerare a celulozei si ligninei
II1.2.5. Recuperarea solutiei de DMSO/[EMIM]Ac

Dupa regenerarea celulozei si ligninei dizolvate in DMSO/lichid ionic, solutia
contine: lichid ionic, DMSO, apa, lignina neprecipitata. Solutia DMSO/[EMIM]Ac a
fost repede recuperatd dupa evaporarea apei. DMSO/[EMIM]Ac recuperat s-a
reutilizat Tntr-un nou ciclu al procesului.

II1.2.6. Hidroliza enzimatica a celulozei

Intr-un reactor de sticld cu capacitatea de 50 cm?, termostatat la 50°C si cu
agitare magnetica, s-au introdus 5 mg/ml, respectiv 10 mg/ml celuloza in tampon
acetat de sodiu de pH=4,8 si 5 ul/ml celulaza Celluclast 1.5L nativa sau 10 mg/ml
celulaza imobilizata. Volumul total al reactiei a fost mentinut la 10 ml. Momentul
addaugarii enzimei a fost considerat momentul zero al reactiei. Evolutia reactiei de
hidroliza a fost urmarita in timp, prin prelevare de probe la intervale stabilite,
acestea fiind centrifugate, din supernatant determinandu-se cantitatea de zaharuri
totale (exprimate ca glucozd), prin metoda spectrofotometrica cu acid 3,5-
dinitrosalicilic. Cantitatea de glucoza eliberata dupa 24 ore de reactie a fost
analizata si prin cromatografia de lichide.

Celulaza
imobilizati
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II1.2.7. Reutilizarea celulazei imobilizate

Pentru a reutiliza celulaza entrapata in sol-gel, 10 mg/ml preparat enzimatic
s-a adaugat peste solutie 5 mg/ml celulozd Avicel PH101 regeneratd din solutia
DMSO/[Emim]Ac (pretratatd) sau celuloza microcristalina Avicel (netratatd), in
tampon acetat de sodiu pH 4,8. Reactia de hidroliz8 s-a mentinut la 50°C, iar
volumul total de reactie a fost mentinut la 10 ml. Dupa hidroliza completd a
celulozei, celulaza imobilizata s-a separat de solutia apoasa prin decantare, s-a
spalat cu tampon acetat de sodiu dupa care s-a adaugat 5 mg/ml substrat. Dupa 8
ore (atunci cand s-a folosit ca substrat celuloza pretratatd), respectiv 24 ore de
hidroliza (atunci cand s-a folosit ca substrat celuloza netratata) preparatul enzimatic
s-a separat din nou prin decantare, s-a spalat, dupa care s-a completat cu celuloza
pana la atingerea concentratiei de 5 mg/ml. Pentru fiecare reactie volumul total a
fost mentinut la 10 ml.

II1.3. Metode de analiza
II1.3.1. Metoda Lowry de determinare a proteinelor
Principiul metodei

Dozarea proteinelor (domeniu 25-500 pg) se bazeaza pe formarea unui
complex cupric in urma reactiei proteinei cu un reactiv alcalin de cupru (reactia
biuretului) si pe reducerea fosfomolibdatilor si fosfoframatilor din reactivul Folin-
Ciocalteu de catre compusii fenolici din proteina (in special tirozina) [178].

Etalonarea solutiei de BSA prin metoda Lowry
Reactivi si solutii

»  Reactiv Folin-Ciocélteu. Inainte de intrebuintare se dilueazd o parte
reactiv si doua parti apa distilata;
Solutie alcalind A. Se dizolva 4 g NaOH, 10 g Na,COs si 0,2 g tartrat
dublu de sodiu si potasiu in apa distilata si se aduce la 1000 ml in balon
cotat;

= Solutie B. Solutie CuSO4 0,5%;

= Reactiv alcalin de cupru. Se prepara inainte de folosire amestecand 50
ml solutie alcalind A cu 1 ml solutie B;

= Solutie etalon de albumina serica de bovina (BSA) in apa distilata (1
mg/ml).

Mod de lucru

S-au luat cote parte din solutia etalon de BSA si s-au introdus in 10
eprubete completdnd cu apa distilata la 0,2 ml. S-a adaugat in ordine 5 ml reactiv
alcalin de cupru si 0,5 ml reactiv Folin-Ciocalteu. Probele astfel obtinute s-au lasat la
temperatura camerei 30 minute, apoi s-a citit extinctia la lungimea de unda de 660
nm fatd de un martor obtinut in aceleasi conditii, dar cu inlocuirea solutiei de BSA cu
apa distilata. Pentru siguranta determinarii s-au facut doua probe in paralel.
Rezultatele s-au trecut in tabelul IT1.8 de mai jos.
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Tabelul ITII.8. Etalonarea solutiei de BSA prin metoda Lowry

Nr. crt. :: I:tsli Apa :':It)"até Extinctie ﬁg::ﬁ::
(ml) (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 facut reprezentarea graficd a extinctiei in functie de cantitatea de

proteina. Aceasta reprezentare este de forma unei drepte cu ecuatia:

unde:

E este extinctie
b este panta dreptei
Cp este cantitate de proteina, (mg)

Extinctie

0,4

0,3

o
[N
1

0,1

0,0

E=b'Cp

Y=0,01254+2,21318X
R=0,99897

0,00

T T
0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Cantitate proteine (mg)

Figura III.2. Caracteristica de etalonare a solutiei de BSA prin metoda Lowry
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Determinarea continutului in proteine dintr-o proba necunoscuta
Mod de lucru

intr-o eprubetd s-au introdus 0,2 ml probd, 0,2 ml ap3 distilatd, 5 ml reactiv
alcalin de cupru si 0,5 ml reactiv Folin-Ciocalteu. S-a lasat la temperatura camerei
30 minute, apoi s-a citit extinctia la 660 nm fata de un martor obtinut in aceleasi
conditii, dar cu inlocuirea probei cu apa distilata. Pentru siguranta determinarii s-au
facut doua probe in paralel.

Continutul de proteine din proba s-a determinat cu relatia:

1

=——E-5-F(mg/ml
2,21318 (mg/ml)
unde:
5 este dilutia probei la 1 ml

F este factorul de dilutie al solutiei enzimatice
Calculul cantitatii de proteina imobilizata

Cantitatea de proteina imobilizata se calculeaza cu formula:

C =C;-V-C; - Vg (M)

Proteinaimobilizata
Unde:

-Ci este cantitatea de proteina din enzima nativa (mg/ml)

-Cf este cantitatea de proteina din filtratul obtinut la spalarea preparatului
enzimatic (mg/ml)

-V este volumul de enzima introdus la imobilizare (ml)

- Viirrat €ste volumul de filtrat (ml)

Determinarea randamentului de imobilizare

Randamentul de imobilizare se calculeaza cu formula:

_ Cewemaimoniizan_1 ) (o)
C,-V

Nimobilizare

Unde:
-Chproteina imobilizata €St€ cantitatea de proteina imobilizatd (mg)
-Ci este cantitatea de proteina din enzima nativa (mg/ml)
-V este volumul de enzima introdus la imobilizare (ml)

I1.3.2. Determinarea activitatii celulazice cu acid 3,5-dinitro-salicilic

Pentru caracterizarea celulazelor utilizate la hidroliza enzimatica, s-a
determinat activitatea celulazicd pe substrat de carboximetilcelulozéd (CMC) si
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celuloza microcristalina de la Macherey Nagel, utilizdnd metoda cu acid acid 3,5-
dinitro-salicilic (DNS) [179].

Prepararea reactivilor necesari

a. Solutie tampon acetat de sodiu 0,05 M, pH 4,8

La 900 ml apd distilatd se adaugd 2,85 ml acid acetic glacial. In timpul
agitarii magnetice se adauga NaOH 50% pana la pH 4,8. Se aduce la un volum total
de 1 litru cu apa distilata.

b. Solutie substrat CMC 2%

La 100 ml solutie tampon acetat de sodiu se adauga 2 g CMC. Se agita
pentru o amestecare perfecta si se mentine la 4°C cel putin 1 orda fnainte de
utilizare. Solutia este stabila 3 zile la 4°C.

c. Celuloza microcristalind 2%

d. Solutie 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 si se aduce la semn cu NaOH 1%. Solutia de acid 3,5-dinitrosalicilic
se pdstreazd maxim o s3ptdmand la 4°C, putidndu-se reimprospita dupi 3 zile prin
addugare de sulfit de sodiu.

d. Solutia de celulaza

Se lucreaza cu solutiile de celulaze achizitionate (celulaza Celluclast 1.5L)

e. Celulaza imobilizata

Determinarea activitatii celulazei native Celluclast 1,5 L

Mod de lucru

Modul de lucru schematic este prezentat in Tabelul III.9. Se pipeteaza in
eprubeta cu proba 5 pl/ml celulaza Celluclast 1.5L in 0,5 ml tampon acetat de sodiu
pH 4,8, 0,05M si se incubeazd 2 minute la 50°C, dupd care se pipeteazd 0,5 ml
solutie substrat CMC atat in eprubeta cu proba cat si in celelalte eprubete. Se

incubeazd proba 30 minute la 50°C, dupd care se adaugd 0,5 ml solutie de celulazi
in eprubeta cu martorul.
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Tabelul III.9. Mod de lucru schematic al determinarii activitatii celulazei

Reactivi Proba Martor
Celulaza nativa (ul/ml) 5 -
Tampon acetat de sodiu pH 4,8, 0,05M 0,5 0,5
Incubare 2 minute la 50°C
Solutie substrat 2% | 0,5 | 0,5
Incubare 30 minute la 50°C
Celulazd nativa (ul/ml) | - | 5

Determinarea cantitatii de glucoza eliberate in timpul reactiei s-a calculat
conform sectiunii 111.4.4.
In doud eprubete s-au pipetat:

Proba:

0,4 ml proba

0,4 ml H,0

1,2 ml solutie DNS
Blanc:

0,4 ml tampon acetat de sodiu de pH = 4,8

0,4 ml H,0

1,2 ml solutie DNS

S-au fiert ambele eprubete 15 minute pe baia de apa dupa care s-au racit
timp de 15 minute si s-a citit extinctia probei fata de martor la A = 575 nm.

Toate probele se fac in duplicat. Daca diferenta dintre valorile citite ale
extinctiilor este mai mica decat 3% se face media rezultatelor obtinute, daca este
mai mare se repeta analiza.

Cantitatea de glucoza eliberata din proba se calculeaza cu formula:

(Ep—En) iy o
C. ="M dilutia proba [mg glucoza
¢ 1,54896 P (mgg |

Activitatea celulazei se calculeaza in raport cu glucoza eliberata prin hidroliza
substratului si se exprima in unitati. O unitate reprezinta cantitatea de enzima aflata
intr-un ml solutie de enzima care pune in libertate 1 umol zaharuri reducatoare
(exprimate ca glucozd) intr-un minut, la 50°C si pH 4,8. Cantitatea de glucoza
eliberata se calculeaza (in mg) pe baza etalonarii.

Formula de calcul a activitatii este:

_ mgglucoza eliberata -1000

A = -dilutia [U/ml enzima
ceme 180-0,5-30 [ ]

Determinarea activitatii celulazei imobilizate
Mod de lucru

Modul de lucru schematic este prezentat in Tabelul III.10 Se introduce in
eprubeta cu proba 50 mg celulaza imobilizata, 0,5 ml tampon acetat de Na pH=4,8,
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se incubeazd 2 minute la 50°C, dupé care se adauga si 0,5 ml solutie substrat (CMC)
atat in eprubeta cu prob3 cat si in martor si se incubeazd 30 minute la 50°C, dup3
care se adauga 50 mg celulaza imobilizata in eprubeta cu martorul.

Tabelul III.10. Mod de lucru schematic al determinarii activitatii celulazei

Reactivi Proba Martor
Celulaza imobilizata (mg) 50 -
Solutie tampon acetat de pH = 4,8 0,5 0,5
Incubare 2 minute la 50°C
Solutie substrat 2% | 0,5 | 0,5
Incubare 30 minute la 50°C
Celulaz3 imobilizatd (mg) | - | 50

Determinarea cantitatii de glucoza eliberate in timpul reactiei s-a calculat
conform sectiunii I11.4.4.
In douad eprubete s-au pipetat:

Proba:

0,4 ml proba

0,4 ml H,0

1,2 ml solutie DNS
Blanc:

0,4 ml tampon acetat de pH = 4,8

0,4 ml H,0

1,2 ml solutie DNS

S-au fiert ambele eprubete 15 minute pe baia de apa dupa care s-au racit
timp de 15 minute si s-a citit extinctia probei fata de martor la A = 575 nm.

Toate probele se fac in duplicat. Daca diferenta dintre valorile citite ale
extinctiilor este mai mica decat 3% se face media rezultatelor obtinute, dacad este
mai mare se repeta analiza.

Cantitatea de glucoza eliberata din proba se calculeaza cu formula:

(Eo —Ev) g
=-—"_"M2 dilutia proba [mg glucoza
©  1,54896 P (mg 9 :

Activitatea celulazei se calculeaza in raport cu glucoza eliberata prin hidroliza
substratului si se exprima in unitati. O unitate reprezinta cantitatea de enzima aflata
intr-un mg enzima imobilizatd care pune in libertate 1 umol zaharuri reducatoare
(exprimate ca glucoza) intr-un minut, la 50°C si pH 4,8. Cantitatea de glucoza
eliberata se calculeaza (in mg) pe baza etalonarii.

Formula de calcul a activitatii este:

mg glucoza eliberata -1000

U/mg preparat
180-50-30 [ g preparat]

ACMC =
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Randamentul de regasire a activitatii enzimatice la 30 minute este:

A .
enz.imob.
Nregisire a activitstii % = v -100

enz.liberd ’

unde m este cantitatea enzimei obtinutd dupa imobilizare (mg)
v este volumul enzimei supusa imobilizarii (ml)
Acnzimob. €Ste activitatea enzimei imobilizate (U/mg)
Acnziibere €Ste activitatea enzimei libere introduse la
imobilizare(U/ml)

Determinarea activitatii celulazei in prezenta lichidelor ionice

Pentru determinarea activitatii celulazei in prezenta lichidului ionic diferite
cantitdti de lichid ionic (incdlzit la 50°C inainte de a adduga enzima) au fost
introduse in reactia de hidroliza enzimatica a celulozei microcristaline de la
Macherey Nagel. Peste 2% celuloza in tampon acetat de sodiu, 0,05M pH 4,8 s-a
addugat 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% lichid ionic. Probele s-au incalzit la
50°C dupd care s-a addugat 5 pl/ml celulazd nativd Celluclast 1.5L, respectiv 50
mg/ml celulazad imobilizata (Metoda II, silanii precursori MeTMOS:TMOS in raport
molar 3:1). In paralel s-au efectuat probe martor care contin aceleasi cantitati de
substrat si lichid ionic. Activitatea celulazica s-a determinat prin masurarea cantitatii
de glucoza eliberata in urma reactiei dupa 30 minute de reactie. Cantitatea de
glucoza s-a calculat prin diferenta extinctiilor probei si martorului, formula de calcul
fiind prezentata mai sus.

II1.3.3. Determinarea continutului total de lignina si hidrati de
carbon din biomasa

Prepararea reactivilor necesari

e Rumegus uscat si micinat : rumegusul s-a uscat la etuvd la 100°C pana la
greutate constanta.
e Acid sulfuric 72%

Hidroliza acida
Mod de lucru

a) 12 creuzete de filtrare s-au introdus intr-un cuptor la temperatura de
200°C timp de 18 ore, dupd care acestea s-au introdus intr-un exicator pentru
rdcire, timp de o or3, iar mai apoi s-au cantarit cu o precizie de 0,1 mg.

b) Intr-o eprubeta s-au introdus 300 mg rumegus brut (uscat si macinat in
prealabil intr-o moara cu bile) si 3 ml H,SO, 72%. Amestecarea completa a probei
s-a realizat cu ajutorul unei baghete timp de un minut, dupa care s-a incubat o ora
la 30°C, agitdnd proba din 10 in 10 minute cu ajutorul unei baghete fard a inl&tura
eprubeta din baia de apa. Agitarea este esentiala pentru a asigura un contact bun
intre acid si particule precum si pentru o hidroliza uniforma. Continutul s-a introdus
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intr-un flacon de 300 ml si s-a adaugat 84 ml apa distilata. Flaconul s-a finchis
ermetic si s-a introdus timp de o ord intr-o incintd termostatats la 120°C [180].

Determinarea ligninei insolubile in acid
Mod de lucru

Solutiile hidrolizate in cuptor la 120°C s-au filtrat la vid utilizdnd creuzetele
de filtrare cantarite anterior. Din filtratul rezultat s-a luat 50 mL si s-a introdus intr-
un flacon de sticla pentru determinarea ligninei solubile in acid si a carbohidratilor.
Solidele s-au spalat apoi cu 25 mL apa distilatda. Creuzetele si reziduul insolubil in
acid rezultat s-au introdus apoi intr-o incintd termostatati la 105°C pentru uscare
timp de 4 zile, dupa care s-au transferat intr-un exicator pentru racire si s-au
cantdrit cu o precizie de 0,1 mg. S-au introdus din nou in cuptor la 575°C timp de
24 de ore, dupa care s-au racit in exicator timp de o ora si s-au cantarit [180].
Cantitatea de lignina insolubila in acid se calculeaza cu relatia:

%AIL = (mcreuzet+reziduu = M reuzet )BE)(OmcreuzeHcenusa = M reuzet ) 100

unde:
300 mg fiind cantitatea de rumegus supusa hidrolizei

Determinarea ligninei solubile in acid

Mod de lucru

S-a citit absorbanta probelor de solutie hidrolizata la A=280 nm fata de apa
distilata, utilizdnd un spectrofotometru UV-VIS (Jasco-V-530). Unde a fost cazul,
probele s-au diluat cu apa distilata pentru a aduce absorbanta in domeniul 0,7-1 si

s-a notat dilutia [180].

Cantitatea de lignina solubila in acid se calculeaza cu relatia:

QASL = Crrot ~Vﬁgaot(; dilutia
8 .

unde:
300 mg fiind cantitatea de rumegus supusa hidrolizei
Epiop= 25 L/g-cm
E:stejar= 25L/g'cm
€brag= 12 L/g'cm
Esalcam= 12 L/g'cm

Continutul total de lignina al probelor se calculeaza cu relatia:

% Lignin a totala = %AIL+ %ASL

BUPT



II1.3. Metode de analiza 147

Determinarea continutului de lignina solubila in lichid ionic si
glicerina

Reactivi necesari

a. Solutie NaOH 0,1 N
b. Solutii standard de lignina Kraft

Prepararea solutiilor standard de lignina
Se prepara o solutie de lignina 1,0 mg/ml solutie NaOH 0,1 N. Din aceasta
solutie se iau cate 1 ml peste care se adauga solutie NaOH 0,1 N. Modul de lucru

schematic este prezentat in Tabelul III.11.

Tabelul III.11. Prepararea solutiilor standard de lignina

Solutie Lignina Solutie NaOH Dilutie Concentratie
(ml) 0,1 N(ml) (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 lignina se spectrofotometreaza la 280 nm, citirea facindu-se
fata de blanc ( ce contine solutie NaOH 0,1 N). Toate probele se fac in duplicat.
Daca diferenta dintre valorile citite ale extinctiilor este mai mica decat 3% se face
media rezultatelor obtinute, daca este mai mare se repeta analiza.

Se face reprezentarea grafica a extinctiei standardelor de lignina in functie
de cantitatea de lignina. Aceasta reprezentare (Figura III.3.) este de forma unei
drepte avand ecuatia:

E=a+b-C,
unde:

E este extinctia

C. este cantitatea de lignina, mg/ml

a este ordonata la origine

b este panta dreptei
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2,04

1,6 4

1,2 4

Extinctie

0,8

Y=(-0.08212)+21.68953X

0,4 R=0.97928

0'0 T T T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

Concentratie lignina (mg/ml)

Figura III.3. Etalonare standarde de lignina
Determinarea cantitatii de lignina solubila

Dupa centrifugarea probelor, din supernatant se ia 0,1 g pentru
determinarea cantitatii de lignind dizolvata in lichid ionic, glicerind sau
dimetilsulfoxid/lichid ionic peste care se adauga 0,9 g solutie NaOH 0,1 N. Cuvele se
spectrofotometreaza la 280 nm, citirea facindu-se fata de blanc (contine 0,9 g
solutie NaOH 0,1 N, 0,1 g lichid ionic, glicerina, respectiv DMSO/[Emim]Ac).

Toate probele se fac in duplicat. Daca diferenta dintre valorile citite ale
extinctiilor este mai mica decat 3% se face media rezultatelor obtinute, daca este
mai mare se repeta analiza. Aceasta metoda este o variantda modificata a metodei
aplicate de Sun s.a. [125].

Cantitatea de lignina solubila se calculeaza cu formula :

_ (E, +0,08212)

C. =
Hignina 21,68953

-dilutia - V [mg lignina]

unde:
V este volumul total de reactie

II1.3.4. Determinarea continutului de hidrati de carbon

Determinarea continutului de hidrati de carbon cu acid 3,5-
dinitrosalicilic

Reactivi necesari
a. Solutie tampon acetat de sodiu 0,05 M, pH 4,8
La 900 ml apa distilatd se adaugd 2,85 ml acid acetic glacial. in timpul

agitarii magnetice se adauga NaOH 50% péana la pH 4,8. Se aduce la un volum total
de 1 litru cu apa distilata.
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b. Solutie 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 si se aduce la semn cu NaOH 1%. Solutia de acid 3,5-dinitrosalicilic
se pastreazd maxim o s3ptdmana la 4°C, putandu-se reimprospata dupd 3 zile prin
addugare de sulfit de sodiu.

e. Solutii standard de glucoza

Prepararea solutiilor standard de glucoza

Se prepara o solutie de glucoza 5,0 mg/ml tampon acetat 0,05 M, pH 4,8.
Din aceastd solutie se iau cate 1 ml peste care se adauga solutie tampon acetat
0,05 M, pH 4,8. Modul de lucru schematic este prezentat in Tabelul I11.12.

Tabelul III.12. Prepararea solutiilor standard de glucoza

Solutie Solutie tampon acetat Dilutie Concentratie
Glucoza 0,05 M, pH 4,8 (ml) (mg/ml)

(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 in Tabelul III.13. Se pipeteaza 0,4
ml solutie standard de glucoza in eprubetele cu proba, iar in blanc 0,4 ml solutie
tampon acetat 0,05 M, pH 4,8, dupa care se adauga in fiecare eprubeta cate 0,4 ml
apa distilata si 1,2 ml solutie de DNS [181].

Toate eprubetele se pun la fiert 15 minute pe baia de apa pentru formarea
culorii, apoi se racesc.

Tabelul II1.13. Modul de lucru schematic

Reactivi Glucoza Blanc

Solutie standard de glucoza (ml) 0,4

Solutie tampon acetat de sodiu 0,05 M, pH 0,4

4,8 (ml)

Apa distilata (ml) 0,4 0,4

Solutie DNS (ml) 1,2 1,2
Fierbere 15 minute

Standardele de glucoza se spectrofotometreaza la 575 nm, citirea facindu-se
fatd de blanc. Toate probele se fac in duplicat. Daca diferenta dintre valorile citite
ale extinctiilor este mai mica decat 3% se face media rezultatelor obtinute, daca
este mai mare se repeta analiza.
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Se face reprezentarea graficd a extinctiei standardelor de glucoza in functie
de cantitatea de glucoza. Aceasta reprezentare (Figura III.4) este de forma unei
drepte avand ecuatia:

E=a+b-Cq

unde:
E este extinctia
Cc este cantitatea de glucoza, mg/ml
a este ordonata la origine
b este panta dreptei

2,5
2,0
154
2
o
=
% 104
Y=(-0,28161)+1,54896 X
0,5 R=0,99338
0’0 T T T T T T 1

T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 18
Concentratie glucoza (mg/ml)

Figura III.4. Etalonare standarde de glucoza
Analiza hidratilor de carbon totali dupa hidroliza biomasei
Modul de lucru
Pentru a urmari evolutia reactiei de hidroliza au fost prelevate probe (500
ul) la diferite intervale de timp, acestea au fost centrifugate, iar din supernatant s-a

luat 400 pl pentru determinarea cantitatii de zaharuri totale (exprimate ca glucoza).

in dou3 eprubete s-au pipetat:

Proba:

0,4 ml proba

0,4 ml H,0

1,2 ml solutie DNS
Martor:

0,4 ml tampon acetat de pH = 4,8
0,4 ml Hzo
1,2 ml solutie DNS
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S-au fiert ambele eprubete 15 minute pe baia de apa dupa care s-au racit
timp de 15 minute si s-a citit extinctia probei fata de martor la A = 575 nm la
spectofotometrul UV-VIS (Jasco-V-530). Unde a fost cazul, probele s-au diluat cu
apa distilata pentru a aduce absorbanta in domeniul dreptei de etalonare si s-a
notat dilutia.

Cantitatea totald de zaharuri (exprimata ca glucoza), care a fost eliberata
prin hidrolizé enzimatica in intervalul de timp considerat panad in momentul luarii
probei, s-a calculat cu relatia:

_ (E, +0,28161)

-dilutia - V [mg glucoza
N 1,54896 (Mg ]
unde:

V - volumul total de reactie

Randamentul de hidroliza s-a calculat cu formula:
C

Mhidroliza = ELAR LA -100 [%]

CZAHAR TOTAL
unde:
Czanar ELIBERAT €Ste cantitatea totald de zahar eliberata in timpul hidrolizei
enzimatice
Czanar ToTAL €Ste cantitatea totala de zahar din biomasa lignocelulozica sau din
celuloza

Analiza hidratilor de carbon prin cromatografia de lichide

Analiza cantitativa in cromatografie se bazeaza pe principiul ca in conditiile
unui raspuns liniar al detectorului, aria picului este proportionalda cu cantitatea
componentei careia Ti corespunde picul, indiferent de forma picului.

Pentru a se putea realiza analize cantitative prin metoda HPLC, s-a realizat
etalonarea cu cantitati cunoscute din hidratii de carbon respectivi. Aceste etalonari
s-au facut pentru glucoza, zaharul cel mai important care rezultd in urma hidrolizei
enzimatice a celulozei.
Determinarile cromatografice au fost efectuate cu ajutorul cromatografului de lichide
HPLC Jasco echipat cu detector cu indice de refractie si coloana Zorbax NH, (Agilent
Technologies) Conditii de analiza pentru probe:

e Temperaturd coloand: 20°C

e Faza mobila:acetonitril:apa (65:35)

e Debit faza mobila: 0.7 ml/min

e Volum de injectare: 20 pl

S-au cantarit cantitati corespunzatoare de glucoza, astfel incat sa se obtina
concentratiile redate in Tabelul III.14. Se preparda o solutie de glucoza de 10,0
mg/ml in acetonitril apd (65:35). Din aceste solutii se iau diferite volume si se
dilueaza cu solutie stoc (acetonitril:apa in raport 65:35) . Modul de lucru schematic
este prezentat in Tabelul III.14.

Cromatograma standardului de glucoza este prezentata in Figura III.5.
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Tabelul III1.14.

Prepararea solutiilor standard de glucoza

Solutie Glucoza Solutie acetonitril:apa Concentratie
(ml) (ml) (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
51 (GLICOZA 5 VG_NL3 DATA [asca Bl

S

[,
. 0.20
ETH 10.00

Figura III.5. Cromatograma HPLC a glucozei standard ( 5 mg/ml

Se face reprezentarea grafica a ariilor standardelor de glucoza in functie de
cantitatea glucozei. Aceasta reprezentare (Figura III.6) este de forma unei drepte

avand ecuatia:

unde:

A este aria picului

C; este cantitatea componentului standard, mg/ml

glucozad)

A=a+b-C

a este ordonata la origine

b este panta dreptei

1 12 13
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30

25

20

154

104 Y= (1.65)+4.77X

R=0.99183

Aria picului (mV.min)

0 . : — — —
0 1 2 3 4

o1 4
o

Concentratie glucoza (mg/ml)

Figura II1.6. Graficul de etalonare pentru glucoza

Cantitatea de glucoza care a fost eliberata prin hidroliza enzimatica in
intervalul de timp considerat, s-a calculat cu relatia:

(A-165) .. ..
C. =~——~-dilutia [mg/ml glucoza
=1 [mg/mi glucoze]

unde:
A este aria picului (mV-min)
Cg este cantitatea de glucoza (mg)

II1.3.5. Analiza FT-IR (spectrofotometrie de infrarosu cu
transformata Fourier)

Spectrele IR s-au determinat cu ajutorul spectrofotometrului FT-IR
Prestige21 (Shimadzu, Japonia), pe domeniul de lungime de undd 4000-400 cm™.

Elementele componente ale spectrofotometrului FT-IR sunt:

Sursa:tuburi ceramice

Interferometru:interferometru Michaelson

Detector: DLATGS

Domeniu de lungime de und: 7800-350 cm™

Rezolutie:0.5-16 cm™

Raport semnal/zgomot=40000:1

Mod de lucru
Analiza ligninei si celulozei

Un varf de spatula din proba de analizat s-a mojarat cu aproximativ 100 mg
KBr, s-a introdus in compartimentul de proba, s-a presat in vederea obtinerii pastilei
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de IR si s-a analizat la spectrofotometrul FT-IR utilizdnd ca referinta o pastila de
KBr.

II1.3.6. Marcarea proteinelor cu fluorocromi

Peste 1 ml celulaza Celluclast 1.5L (124,03 mg proteina/ml) si 1 ml tampon
fosfat de potasiu 0,1 M, pH 7,8 s-a adaugat in picaturi 1 ml solutie izocianat de
fluoresceina (2 mg/ml FITC dizolvat in N,N-dimetilformamida). Reactia de cuplare s-
a realizat intr-un flacon de sticla de 4 ml, prin incubarea probei la intuneric sub folie
de aluminiu, timp de o ora la frigider (conform PIERCE EZ-LabelTM FITC Labelling
Kit). Separarea FITC libere de cea legatd de proteinad s-a facut prin centrifugarea
probei cu ajutorul unui tub de centrifugare cu filtru Centricon PL-30 (prevazut cu
membrana nominald de separare cu limita de masa moleculara de 30.000 Da) si
spalarea repetatd cu apa distilatd a supernatantului pand cand absorbanta
fractiunilor colectate la lungimea de unda de 493 nm, corespunzatoare FITC, a fost
de aproximativ 0,1.

Dupa separarea FITC libere de cea legata de proteina, s-a determinat
cantitatea de proteina din supernatant, care contine proteina legata de solutia de
fluoresceina, iar daca cantitatea de proteina a fost mai mica decat cantitatea initiala
de proteina introdusa Tn reactie, 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 inregistrate cu ajutorul microscopului cu
fluorescenta Leika True Confocal Scanner (Leika TCS SPE).
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IV. CONCLUZII FINALE

Din studiile experimentale, efectuate in conformitate cu obiectivele stabilite,
au rezultat urmatorele concluzii:

Imbunatatirea eficientei hidrolizei enzimatice a celulozei prin pretratarea
biomasei lignocelulozice

1. Prin pretratarea biomasei cu acid sulfuric diluat s-a Tmbunatatit randamentul de
hidroliza a celulozei din salcdm, stejar si plop.

2. Pretratamentul cu glicerind pura si reziduala, a determinat cresterea eficientei de
hidroliza enzimatica a celulozei din toate tipurile de biomasa studiate.
Pretratamentul cu glicerina pura a dus in general la viteze de hidroliza mai mari
comparativ cu cea reziduala, ceea ce era de asteptat in conditiile in care glicerina
reziduala contine si o serie de alti compusi care pot avea efect inhibitor, insa aceasta
viteza diferitda de hidroliza nu a afectat productivitatea enzimei. Glicerina purad a
dizolvat o cantitate mai mare de lignina din lemnul de esenta moale comparativ cu
lemnul de esenta tare

3. Lichidele ionice [Bmim]BF,4, [Bmim]PFg au fost ineficiente in pretratarea biomasei,
cantitatile de zaharuri obtinute pe tot parcursul reactiei. Lichidul ionic [Emim]Ac a
fost cel mai eficient in pretratarea biomasei, acesta ducand la obtinerea celor mai
mari randamente de hidroliza si a fost capabil sa dizolve lignina din biomasa. Dintre
cele patru tipuri de biomasa pretratate cu [Emim]Ac, plopul pretratat a fost
hidrolizat cu eficienta cea mai mare.

4. Dintre metodele simple de pretratare studiate, pretratarea biomasei cu glicerina,
respectiv [Emim]Ac a fost mai eficienta pentru hidroliza enzimatica a celulozei decat
pretratarea cu acid diluat. Nu s-au observat diferente semnificative ale
randamentelor de hidroliza, pe tot parcursul reactiei, ale celulozei din biomasa de
stejar pretratata cu [Emim]Ac, respectiv cu glicerind pura. In cazul rumegusului de
salcam, pretratarea cu glicerind pura a fost mai eficienta pentru hidroliza celulozei
dacat pretratarea biomasei cu [Emim]Ac. Pe tot parcursul reactiei, randamentele de
hidroliza ale bradului si plopului pretratat cu [Emim]Ac au fost mai mari decét ale
biomasei pretratate cu glicerina pura.

5. Pretratarea biomasei lignocelulozice prin metodele combinate cu acid sulfuric
diluat/[Emim]Ac, respectiv glicerind/[Emim]Ac au fost mai eficiente pentru hidroliza
enzimatica a celulozei din biomasa, decat pretratarea simpla cu acid sulfuric,
glicerind, respectiv lichid ionic. Dintre metodele de pretratare combinate studiate,
metoda combinatd de pretratare cu glicerinda/[Emim]Ac a fost cea mai eficienta
pentru hidroliza enzimatica a celulozei din biomasa decat metoda cu acid/[Emim]Ac.

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

1. Pentru a reduce costurile energetice, costurile de proces si pentru a preveni
degradarea celulozei s-a ales ca dizolvarea biomasei in DMSO/[Emim]Ac sa se
realizeze la 90°C, timpul de 6 ore si la concentratia DMSO/[Emim]Ac 50:50 (%, vol).
2. Solutia DMSO/[Emim]Ac in raport 50:50 (%, vol) a dizolvat complet celuloza
Avicel si lignina standard dupa 6 ore de pretratare la 90°C, in timp ce doar 56,53%
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celuloza, respectiv 22,92 % lignina au fost dizolvate din rumegusul de plop pretratat
cu acid sulfuric diluat.

3. Solutia de DMSO/[Emim]Ac s-a reutilizat de 4 ori, Tnsa capacitatea de dizolvare a
celulozei si ligninei a scazut dupa fiecare ciclu de utilizare, aceasta datorandu-se
acumularii cantitatii de lignina in solutie. La al patrulea ciclu de utilizare solventul a
dizolvat aproximativ 64% celuloza si 82% lignina din amestecul standard, respectiv
29% celuloza si 3% lignina din plopul pretratat.

4, S-a precipitat o cantitate mai mare de lignind din solvent pentru proba de
amestec standard, decat pentru proba de plop, indiferent de numarul de cicluri de
utilizare.

5. Analiza prin spectrofotometrie FT-IR a aratat ca celuloza si lignina nu au suferit
modificari structurale Tnsemnate in timpul proceselor de dizolvare in amestecul
DMSO/[Emim]Ac urmata de reprecipitare. Micile diferente observate intre spectrul
FT-IR ale celulozei regenerate si al celulozei standard Avicel PH101, se datoreaza
scaderii gradului de cristalinitate al celulozei dupa dizolvare.

Imbunétatirea performantelor catalitice ale celulazei prin imobilizarea
enzimei prin tehnica entrapdrii in sol-gel

1. S-a realizat imobilizarea eficienta a celulazei din Trichoderma reesei indiferent de
metodele si conditiile de imobilizare folosite, randametele de imobilizare variind intre
70-96%.

2. Dintre preparatele obtinute prin metoda I de imobilizare, preparatul celulazic care
a inregistrat cea mai mare activitate cataliticd, a fost cel obtinut cu amestecul de
trei silani precursori feniltrimetoxisilan/metiltrimetoxisilan/tetrametoxisilan in raport
molar 1,6:0,4:1 si TWEENS8O0. Surfactantul TWEEN8O 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, cresterea concentratiei silanului precursor
MeTMOS a determinat cresterea activitatii catalitice. Folosirea silanilor cu grupari
amino a dus la scaderea semnificativd a eficientei catalitice. Prin cresterea
concentratiei de silani cu grupari amino a scazut activitatea catalitica a celulazei
imobilizate.

4. Deoarece, preparatul enzimatic obtinut prin Metoda II de imobilizare cu silanii
precursori MeTMOS/TMOS 1in raport molar 2:1 a avut cea mai buna eficienta
catalitica, randamentul total de regasire al activitatii catalitice fiind de aproximativ
85%, aceasta metoda s-a optimizat prin modificarea raportului silanilor precursori si
cantitatii de enzima introdusa la imobilizare. Preparatul celulazic care a inregistrat
cea mai mare activitate catalitica, a fost cel obtinut cu silanii precursori
MeTMOS/TMOS de 3:1 si 44,46 mg enzima/g preparat.

5. In reactia de hidroliza a celulozei microcristaline Avicel PH101, preparatul care a
determinat obtinerea celui mai mare randament de hidrolizd de aproximativ 50%,
dupa 24 ore de reactie, a fost cel obtinut prin metoda II de entrapare in sol-gel, in
care s-a folosit amestecul de silani precursori MeTMOS/TMOS in raport molar 3:1 si
44 mg enzima/g preparat. Acest preparat a fost si cel mai eficient catalitic si s-a
utilizat Tn studiile de stabilitate si reutilizare.

6. Experimentele realizate au demonstrat o reproductibilitate ridicatd a metodei de
imobilizare sol-gel.

7. Stabilitatea celulazei la valori mai mari de pH (6,2-7,4), de temperatura (60-
80°C), la concentratii mai mari de produs (5-15 mg/ml), la depozitare, respectiv in
timpul operarii Tn solutie apoasa, s-a Tmbunatatit dupa imobilizare.
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8. In prezenta lichidului ionic [Emim]Ac, celulaza nativad a fost mai stabild decat
enzima imobilizata, aceasta probabil datordndu-se faptului ca lichidul ionic patrunde
in matricea de sol-gel astfel inactivand mult mai repede enzima. Desi lichidele ionice
sunt capabile sa dizolve celuloza din biomasa, ele inactiveaza complexul celulazic,
de aceea nu se pot folosi ca mediu de reactie in hidroliza enzimatica a celulozei, ci
doar la pretratarea sau dizolvarea biomasei lignocelulozice.

Hidroliza enzimatica a celulozei utilizdnd celulaza imobilizatd prin metoda
sol-gel

1. Celulaza imobilizata prin entrapare in sol-gel a hidrolizat celuloza microcristalina
Avicel, Tnsa comparativ cu celulaza nativa, cantitatile de zaharuri eliberate au fost
mai mici. Celulaza imobiliatd a hidrolizat aproximativ 50% celuloza, dupa 24 ore de
reactie, iar celulaza nativa a hidrolizat aproximativ 85% celuloza n acelasi timp.
Chiar daca celulaza imobilizata a fost capabila sa hidrolizeze o cantitate mai mica de
celuloza, aceasta prezintd o serie de avantaje cum ar fii stabilitate ridicata si
posibilitatea de reutilizare.

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

3. Desi cantitatea de proteina din preparatul celulazic a fost cu 40% mai mica decat
din celulaza nativa, dizolvarea celulozei Tn DMSO/[Emim]Ac si regenerarea ei a
determinat Tmbunatatirea randamentului de hidroliza a celulozei catalizata de
celulaza imobilizata, diferentele intre randamentele obtinute cu cele doua enzime,
nativa si imobilizata, pe tot parcursul reactiei, fiind de aproximativ 10%.

4. Celulaza imobilizata a fost capabila sa hidrolizeze celuloza din plop. Cantitatea de
zaharuri eliberata in urma hidrolizei celulozei din plop a crescut pe tot intervalul de
timp studiat, in cazul ambilor biocatalizatori utilizati in reactie, astfel ca dupa 24 ore
aproximativ 70% din celuloza a fost hidrolizata de celulaza nativa, respectiv 50% de
celulaza imobilizata.

5. Studiile cinetice efectuate au aratat ca entraparea celulazei in matrici siliconice a
determinat o scadere a constantei Michaelis-Menten (Km), ceea ce dovedeste o
afinitate mai ridicatd a celulazei imobilizate pentru celuloza Avicel. Cresterea
rezistentei la transferul de masa datorat fenomenului de difuzie ingreunata aparut
dupa imobilizare a determinat scaderea vitezei maxime si eficientei catalitice totale a
celulazei imobilizate.

Cresterea cantitatii de zaharuri fermentescibile prin reutilizarea celulazei
imobilizate prin tehnica entraparii in sol-gel

1. Celulaza imobilizata a fost reutilizatda de noua ori atunci cand s-a folosit ca
substrat celuloza Avicel regeneraté, respectiv de sase ori atunci cand s-a folosit ca
substrat celuloza microcristalind Avicel, Tnsa activitatea catalitica a scazut dupa
fiecare ciclu de utilizare. Activitatea celulazei imobilizate a fost mai mare, cand
reutilizarea s-a facut pe substrat de celuloza Avicel regenerata, decat in cazul in care
reutilizarea s-a realizat pe celuloza microcristalindAvicel. La a cincea reutilizare pe
celuloza Avicel microcristalind, respectiv la a opta reutilizare pe celuloza Avicel
regeneratd, celulaza imobilizata a pierdut aproximativ 70% din activitatea initiala.
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ANEXE
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Figura 1. Cromatograma HPLC a probei de glucoza eliberatd in urma hidrolizei enzimatice a
celulozei Avicel PH101 regenerate catalizatd de celulaza imobilizati prin entrapare in sol-gel
(dilutia probei 1:3)
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Figura 2. Cromatograma HPLC a probei de glucoza eliberatd in urma hidrolizei enzimatice a
celulozei microcristalini Avicel PH101 catalizata de celulaza imobilizata prin entrapare in sol-gel
(dilutia probei 1:2)
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Figura 3. Cromatograma HPLC a probei de glucoza eliberatd in urma hidrolizei enzimatice a
celulozei Avicel PH101 regenerata catalizata de celulaza nativa (dilutia probei 1:3)
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Figura 4. Cromatograma HPLC a probei de glucoza eliberatd in urma hidrolizei enzimatice a
celulozei microcristalinid Avicel PH101 catalizata de celulaza nativa (dilutia probei 1:2)
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Figura 5. Cromatograma HPLC a probei de zahar eliberat in urma hidrolizei enzimatice a
celulozei din plop catalizatd de celulaza nativa (dilutia probei 1:2)
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Figura 6. Cromatograma HPLC a probei de zahar eliberat in urma hidrolizei enzimatice a
celulozei din plop catalizatd de celulaza imobilizati prin entrapare in sol-gel (dilutia probei 1:2)
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