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Lista de termeni si abrevieri

Biocombustibili — combustibili lichizi sau gazosi pentru transport, produsi
din biomasa.

Biomasa — partea biodegradabild a produselor, deseurilor si reziduurilor din
agriculturd (inclusiv substantele vegetale si animale), sectorul forestier si
ramurile industriale aferente, precum si partea biodegradabila a deseurilor
industriale si municipale.

Bioetanol — etanol produs din biomasd si/sau fractia biodegradabild a
deseurilor, in vederea utilizarii ca biocombustibil.

Vehicul multicombustibil cu etanol — vehicul multicombustibil care poate
functiona cu benzina sau cu un amestec de benzina si etanol de pana la 85%
amestec de etanol (E85).

BLC — biomasa lignocelulozica

CBH — celobiohidrolaza

CBP — procedeu de bioprocesare consolidata (consolidated bioprocessing)
DAD - detector Diode-Array

DAP — fosfat de diamoniu (diammonium phosphate)

DES - solventi eutectici profunzi (deep eutectic solvents)

DP — grad de polimerizare (degree of polymerization)

EG - endoglucanaza

EJ — exajoule

FID — detector cu ionizare in flacara

FPU — activitatea enzimatica a celulazelor (filter paper units)

FTIR — spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier

GC — cromatografie de gaze

HPLC — cromatografie de lichide de inaltd performanta

IEA — Agentia Internationala pentru Energie (International Energy Agency)
IL — lichide ionice (ionic liquids)

IRENA — Agentia Internationala pentru Energie Regenerabila (International
Renewable Energy Agency)

MLC — materiale lignocelulozice

MW — microunde (microwave)

PCA — analiza componentelor principale

PEF — camp electric pulsatoriu (pulsating electric field)

RFA — Asociatia Combustibililor Regenerabili (Renewable Fuels
Association)

RID — detector de indice de refractie

SEM — microscopie electronica cu scanare



Rezumatul tezei de doctorat

SHF — procedeu de hidroliza si fermentare separatd (separate hydrolysis and
fermentation)

SPORL — pretratatment cu sulfit pentru a reduce rezistenta lignocelulozei
(sulfite pretreatment to overcome recalcitrance of lignocellulose)

SSCF — procedeu de zaharificare si cofermentare simultana (simultaneous
saccharification and co-fermentation)

SSF — procedeu de zaharificare si fermentare simultand (simultaneous
saccharification and fermentation)
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SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI DE DOCTORAT

Titlul tezei de doctorat este ,,Cercetidri privind obtinerea bioetanolui
din deseuri vegetale”.

Scopul tezei de doctorat consta in obtinerea de bioetanol ca urmare a
valorificarii biomasei lignocelulozice consideratd a fi un deseu vegetal.

Cercetarile realizate in vederea indeplinirii scopului propus au
vizat urmatoarele obiective:

o Realizarea unui studiu al literaturii de specialitate referitor la
stadiul actual al cercetarilor si realizarilor in ceea ce priveste transformarea
biomasei lignocelulozice Tn bioetanol.

o Definirea unei strategii logistice privind materialele si metodele
de analiz& implementate Th cadrul cercetérilor.

e Studierea si caracterizarea proprietatilor fizico-chimice ale
biomasei lignocelulozice pentru a identifica care dintre acestea asigura
randamente mai ridicate Tn bioetanol.

e Stabilirea unui pretratament adecvat care si permita Tndepartarea
cat mai eficientd a ligninei din structura materialelor lignocelulozice si de a
facilita hidroliza enzimatica.

e Utilizarea unor preparate enzimatice 1n vederea obtinerii de
bioetanol din materiale lignocelulozice.

Cuvinte cheie: paie de grdu, rumegus de molid, pretratament,
hidrolizd enzimatica, carbohidrati, fermentare, bioetanol

Teza de doctorat intitulatd ,,CERCETARI PRIVIND OBTINEREA
BIOETANOLULUI DIN DESEURI VEGETALE” contine Introducere si 6
capitole, dupd cum urmeaza: doud capitole care contin informatii despre
stadiul actual al cercetarilor privind conversia biomasei lignocelulozice in
bioetanol, un capitol de Materiale si metode, doua capitole care cuprind
cercetarile efectuate pentru obtinerea bioetanolului din paie de grau si din
rumegus de molid si un capitol final Tn care sunt prezentate Concluzii
generale.
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INTRODUCERE

Teza de doctorat abordeazd o tematicd de actualitate referitoare la
obtinerea de bioetanol din materiale lignocelulozice (MLC) care rezulta in
urma recoltdrii cerealelor si a exploatarilor forestiere si care poate fi utilizat
ca biocarburant.

Justificarea acestei teme are la bazd faptul cd in ultimii ani
numeroase tiri au adoptat o strategie de a fnlocui combustibilii
conventionali care sunt obtinuti in urma rafindrii petrolului cu
biocombustibilii. Acest lucru s-a intdmplat datoritd cresterii preturilor
petrolului, epuizarii rezervelor de petrol, cresterii emisiilor de gaze cu efect
de sera si a impactului negativ asupra mediului inconjurator.

O alternativa ar fi biomasa lignocelulozica (BLC) care este o sursa
organica naturald larg raspandita, exista in cantitati mari, la costuri reduse si
nu face parte din lantul alimentar uman.

Fiind considerata o sursd de energie regenerabild, BLC reprezinta o
sursa importantd de energie si de produse chimice pentru generatiile
viitoare. Rapoartele aratd ca alimentarea cu biocombustibil din biomasa la
nivel mondial poate creste de la o valoare actuald de 30-140 EJ (exajouli)
energie primard la 130-400 EJ péand in anul 2070 [De’15]. Agentia
Internationald pentru Energie (IEA) estimeazd cd pana in anul 2050
biocombustibilii vor reprezenta 27% din totalul combustibililor folositi
pentru transport [In’11].

in contextul actual al cautirii intensive a surselor de energie
prietenoase cu mediul si a promovarii bioeconomiei circulare, paiele
agricole si reziduurile lemnoase care rezultd in urma activitatilor forestiere
prezinta un interes deosebit. O valorificare superioara a acestor biomase o
reprezinta transformarea lor in bioetanol cu destinatie speciala ca aditiv de
pana la 7% in benzine, dar si pentru alte utilizdri, ca de exemplu obtinerea
de hidrogen si/sau gaz de sinteza [Ta’10b].

Principalii constituenti din BLC sunt: celuloza (40-45%),
hemiceluloza (25-35%) si lignina (20-30%). De asemenea, BLC contine o
cantitate redusad de substante extractibile (cum ar fi lipide, uleiuri esentiale,
rasini, proteine, carbohidrati simpli, amidon, apa), hidrocarburi si cenusa
[Me’12a]. Celuloza este formata dintr-un lant lung de molecule de glucoza
legate intre ele prin legaturi glicozidice B (1-4) [Wa’14]. Hemicelulozele
sunt polizaharide eterogene formate din glucozd, manoza, arabinoza,
ramnozi si alte zaharuri [Na’17], [O1’19]. Lignina este un polimer compus
din unitati fenilpropanoide (subunitati guaiacil (G), siringil (S) si p-
hidroxifenil (H)) [Ra’22].
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Principalele etape ale procesului de obtinere a bioetanolului din
MLC se referd la receptia materiei prime lignocelulozice, stabilirea tipului
de pretratament, hidroliza acida sau enzimaticd, fermentarea plimezii si
distilarea/deshidratarea bioetanolului.

Stabilirea pretratamentui adecvat in procesul de obtinere a
bioetanolui este importantd deoarece 1n acestd etapa se urmareste
dezintegrarea ligninei, degradarea hemicelulozei, modificarea cristalinitatii
si a gradului de polimerizare a celulozei. De asemenea, etapa de pretratare
contribuie la obtinerea unor randamente mari de carbohidrati, respectiv
bioetanol de a doua generatie.

Procesul de hidroliza enzimatica se referd la o reactie In mai multe
etape pentru a converti polizaharidele peretelui celular Tn zaharuri simple
prin intermediul unui grup de enzime produse de specii bacteriene si
fungice. Spre deosebire de alte tehnologii de hidroliza, celulazele nu
elibereaza in hidrolizat reziduuri care pot actiona ca inhibitori ai procesului
de fermentatie. Totusi, in timpul hidrolizei enzimatice, lignina poate
interactiona cu enzimele, afectand astfel negativ hidroliza enzimaticd a
biomasei [Ga’20], [Ra’19]. Cu toate acestea, existd mai multi factori care
influenteaza hidroliza enzimatica, cum ar fi inhibarea enzimatica de catre
oligozaharide i inhibitori derivati de biomasa, non-sinergismul,
interactiunile neproductive enzima-lignina etc. [Ab’16], [Wa’18], [Xi’19],
[Da’20], [Hu22].

Capitolul I prezinta stadiul actual al cercetarilor privind obtinerea de
bicombustibili la nivel mondial din biomasa lignocelulozica.

1.1. Biocombustibilii

Legislatia in vigoare a Uniunii Europene si anume art. 2, alin. (1) lit.
(a) din cadrul directivei 2003/30/CE a Parlamentului Uniunii Europene si a
Consiliului Uniunii Europene din 8 mai 2003 defineste biocombustibilii ca
fiind combustibili lichizi sau gazosi pentru transport, produsi din biomasa.
Conform art. 2, alin. (1), lit. (a) din cadrul aceleiasi directive, biomasa este
definita ca fiind partea biodegradabila a produselor, deseurilor si
reziduurilor din agriculturd (inclusiv substantele vegetale si animale),
sectorul forestier si ramurile industriale aferente, precum si partea
biodegradabila a deseurilor industriale si municipale. Art. 2, alin. (2), litera
(a) defineste ,,bioetanolul” ca fiind etanol produs din biomasa si/sau fractia
biodegradabila a deseurilor, in vederea utilizarii ca biocombustibil.

Conform Jurnalului Oficial al Uniunii Europene din data de 15
februarie 2019, ,,vehicul multicombustibil cu etanol” este definit ca fiind
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vehicul multicombustibil care poate functiona cu benzina sau cu un amestec
de benzina si etanol de pana la 85 % amestec de etanol (E85) [JOF’19].

Productia globalda de biocombustibili a crescut semnificativ in
ultimul deceniu. Biocombustibilii de prima generatie au fost identificati ca
fiind o preocupare majora deoarece sunt produsi din culturi alimentare (cum
ar fi cerealele, trestia de zahar si uleiurile vegetale) si prin urmare pot
genera o penurie de alimente dar si implicit o crestere a pretului produselor
alimentare.

1.2. Clasificarea biocombustibililor

In functie de materia prima si tehnologia utilizata pentru producerea
biocombustibililor secundari, acestia se clasifica astfel [Si’11], [No’14]:

e biocombustibili de prima generatie;

e biocombustibili de a doua generatie;

e biocombustibili de a treia generatie.

in figura 1.1 este prezentata schematic clasificarea biocombustibililor
in functie de substratul utilizat.

BIOCOMBUSTIBILI

lemn, paleti, reziduuri

animale, reziduuri
forestiere §i agricole, gaze
de depozit.

Figura I.1. Clasificarea biocombustibililor [Si’11], [No’14], [Ur’20a]

Biocombustibilii primari, naturali, nu fac obiectul tezei de doctorat.

cereale sau carbohidrati;

Bioetanol sau butanol
obtinut prin fermentarea
amidonului  (griu, orz.
porumb, cartofi) sau a altor
carbohidrati  (mwestie de
zahir, sfecla de zahir, etc.);

Biodiesel obtinut prin
procesul de transesterificare
a uleiurilor vegetale din
diverse surse (rapiti, soia,
floarea-soarelui, palmier,
cocos, jatropha, uleil de
gitit uzat) sau a grasimilor
animale

biomasa lignocelulozica
(Jawropha, paie, iarbi,
deseuri, Miscanthus,
Switchgrass sau  plop
Calophyllum inophyllum,
Foetida sterculia, Ceiba

pentandra);
Bioetanol sau butanel
obtinut  prin  hidrolizd

enzimatici;

Metanol, benzind i
motorind  obfinute prin
metoda  Fischer-Tropsch
amestec de alcooli, dimetil
eter §i ecodiesel obtinute
prin procese termochimice;

Biometan rezultat in
urma descompunerii
anacrobe

4{ PRIMARI ‘ | SECUNDARI |
COMBUSTIBILI PRIMA ADOUA A TREIA
NATURALI GENERATIE GENERATIE GENERATIE
Lemn de foc, agchii de Substrat: seminte, Substat: rezidur sau Subswat: alge, plante

marine;
Biodiesel din alge;
Bicetanel din alge si
plante marine;
Hidrogen din alge verzi.
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L.3. Productia anuali de bioetanol la nivel mondial

La nivel mondial, productia bioetanol (figura I.2) se realizeaza in cea
mai mare masura din cereale, cum ar fi porumbul si trestia de zahar.

Productia anuala de bioetanolla nivel modial
35

30
mSUA

w
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% 20 B Uniunea Europeand
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2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
An

Figura 1.2. Productia de bioetanol la nivel mondial exprimata in miliarde de
galoane [Us’22a]

1.4. Principalele materii prime utilizate la productia de bioetanol
de a doua generatie

in comparatie cu biocarburantii din prima generatie care se obtin in
mare parte din porumb sau trestie de zahar, biocombustibilii obtinuti din
BLC sunt mai scumpi deoarece materialele lignocelulozice au o structura
complexa si necesitd un proces tehnologic specific [Le’14], [Zh’17].

Celuloza (CgH1Os),, este un carbohidrat care se gaseste in biomasa
agricola si lemnoasa [Ba’11]. Este un polimer liniar format din molecule de
glucoza (D-glucozd) ce prezinta legaturi B-(1,4)-glicozidice [Eb’05],
[Mo’13]. Celuloza este insolubild in apa, de aceea pentru a transforma acest
polizaharid in molecule de glucoza trebuie aplicat un proces de hidroliza
[Ha’05].

Lignina este al doilea cel mai abundent biopolimer al biomasei
lignocelulozice, dupi celulozi [Bo’03]. in combinatie cu hemiceluloza este
distribuitd in jurul fibrelor de celuloza atat in peretii celulari primari, cat si
secundari (figura 1.3). Este formatd din trei monomeri fenilpropanolici de
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bazd intalniti sub denumirea de alcool p-coumarilic, alcool coniferilic si
alcool sinapic. Cand formeaza Impreuna structura ligninei, acesti monomeri
poartd denumirea de unitati p-hidroxifenil (H), guaiacol (G) si siringil (S)
[No’14a], [Co’16].

Hemiceluloza este un polizaharid care contine diferite tipuri de
zaharuri: cu 5 atomi de carbon (B-D-xiloza, a-L-arabinoza si ramnoza) si cu
6 atomi de carbon (B-D-glucoza, f-D-manoza si a-D-galactoza) [Fr’08].

Constituentii principali din reziduurile agricole, reziduurile solide
municipale si diferite tipuri de iarba sunt prezentati in tabelul I.1.

Tabel 1.1. Constituentii principali din reziduurile agricole,
reziduurile solide municipale si diferite tipuri de iarba

Materie primi Compozitie chimica (%) .Re.feringfe
Celulozi | Hemicelulozi | Lignina | bibliografice

Tulpini de porumb 38 26 19

Coceni de porumb 45 35 15 [Ku’17]

Pulpa din trestie de zahar 42 25 20

Vér]‘uri de trestie de 35 32 14 [Me’12]

zahar

Varfuri de tulpini de sorg 27 25 11

Paie sorg 32 24 13 [Sa’15]

Pulpa din sorg dulce 34-45 18-28 14-22

Paie de orz 31-45 27-38 14-19

Paie de orez 38 32 12

Pleava de orez 37 29 24 [Ba’18]

Paie de grau 33-40 20-25 15-20

Bumbac / In 80-95 5-20 - [Sa’15]

Switchgrass 40-45 30-35 12 [Li’12]

Tarba 29-43 8-29 8-27 [Sm’19]

Frunze 15-20 80-85 0 [Ku’17]

Reziduuri industriale 50-70 12-20 6-10 [Li’12]

Reviste 40-55 25-40 18-30 [Sa’15]

Deseuri de hartie 65 13 1 [Ba’18]
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Figura 1.3. Structura biomasei lignocelulozice adaptatd dupa [Ni’16]

Capitolul 1l sunt descrie metodele de conversie a biomasei
lignocelulozice. Materialele lignocelulozice sunt rezistente la degradarea
chimica si biologicd. Mai multi factori, cum ar fi structura cristalind a
celulozei, gradul de lignificare, eterogenitatea structurald si complexitatea
constituentilor peretelui celular sunt responsabili pentru rezistenta BLC,
care trebuie depasitd pentru valorificarea cu succes a materiilor prime
lignocelulozice [Gu’16]. Exista o multitudine de tehnici de pretratare care
au fost dezvoltate in ultimele decenii pentru a imbunitati degradarea
materialelor lignocelulozice. Aceste tehnici pot fi clasificate conform figurii
1.1
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11.1. Tipuri de pretratamente

S—

Cellloz! Hemiceluloza

e

Figura 11.1. Reprezentarea schematica a procesului de obtinere a
bioetanolui si metodele de pretatare care pot fi aplicate biomasei
lignocelulozice [Tu’19]

I1.2. Spalarea substratului si a hidrolizatului

Produsii de degradare ai hexozelor si pentozelor (furfural si hidroxi-
metil furfural, acizi) formati in etapa de pretratare sau hidroliza acida au o
actiune toxica sau inhibitorie asupra hidrolizei enzimatice sau fermentarii si
trebuie indepértati sau neutralizati inainte de fermentare. Fractia solidd
provenita din etapa de pretratare se preseaza si se spald pentru indepartarea
inhibitorilor. Optional, in fractia lichida se introduc schimbatori de ioni
pentru a limita formarea hidroxidului de calciu [Pa’04]. in figura I1.2 sunt
reprezentati schematic produsii de degradare ai hexozelor si pentozelor.
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Figura 11.2. Produsii de degradare ai BLC rezultati in urma pretratarii in
conditii acide [J6°16]

II.3. Metode de hidrolizd enzimaticiA aplicate biomasei
lignocelulozice

Celulazele sunt produse de bacterii §i mucegaiuri. Acestea reprezinta
un amestec de enzime care actioneaza sinergic asupra fibrei celulozice. Desi
individuale, fie de achizifionare a acestora. Varianta cea mai avantajoasa
din punct de vedere economic este aceea in care producerea celulazelor,
hidroliza si fermentarea se desfasoara in acelasi reactor [Pa’04]. Procedeele
de hidroliza si fermentare a materialelor lignocelulozice sunt prezentate in
figura 11.3.
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Figura I1.3. Prezentarea schematica a diferitelor configuratii de procesare a
BLC pentru a converti lignoceluloza in bioetanol [Al’16]

Capitolul 1ll, Materiale, echipamente §i metode prezinta
materialele, echipamentele si metodele de analiza care au fost utilizate
pentru a studia efectul pretratamentului acid si alcalin, al hidrolizei
enzimatice si al fermentatiei materialelor lignocelulozice (paie de grau si
rumegus de molid). Paiele de grau utilizate pentru obtinerea de bioetanol au
fost recoltate din localitatea Mitocu Dragomirnei (judetul Suceava,
Romaénia). Rumegusul de molid a fost utilizat ca materie prima
lignocelulozicd in prezentul studiu si provine din localitatea Vatra
Moldovitei (judetul Suceava, Roméania). Materiile prime utilizate n acest
studiu sunt prezentate n figura 111.1.

Paie de grau Paie de grau macinate
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Figura I11.1. Paie de grau si rumegus de molid avand dimensiunea
particulelor <1 mm

Toate analizele efectuate Tn cadrul tezei de doctorat s-au realizat cu
aparatura existentd in dotarea laboratoarelor Facultatii de Inginerie
Alimentara. Microstructura paielor de grau si a rumegusului de molid netrat,
pretratat si hidrolizat s-a realizat prin intermediul microscopului electronic
cu scanare (SEM) Vega Il LMU (Tescan Orsay Holding, Brno, Republica
Ceha). Determinarea continutului de lignind solubild s-a realizat cu un
spectrofotometru UV-3600 UV-Vis-NIR (Shimadzu Corporation, Japonia).
De asemenea, prin spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier,
FTIR-ATR Nicolet iS20 (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, Statele
Unite ale Americii) s-au pus in evidenta modificérile structurale rezultate in
urma pretratarii si hidrolizei enzimatice a materialelor lignocelulozice.

Determinarea polifenolilor individuali si a acizilor organici s-a
realizat prin cromatografie de lichide folosind un sistem HPLC-DAD
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonia) echipat cu o coloand
cromatografici Kinetex® 2.6 pm Biphenyl 100 A, LC Column 150 x 4.6
mm , respectiv o coloani cromatografici Kinetex® 5 um C18 100 A, LC
Column 250 x 4.6 mm (Phenomenex, California, Statele Unite ale
Americii). Continutul de carbohidrati rezultati Th urma hidrolizei enzimatice
s-a deteminat prin HPLC cuplat cu un detector de indice de refractie RID-
10A (Shimadzu Corporation, Japonia). Separarea carbohidratilor s-a realizat
folosind o coloani Phenomenex Luna® Omega 3 pm de SUGAR 100 A
HPLC 150 x 4.6 mm (Phenomenex, California, Statele Unite ale Americii).

Monitorizarea procesului de fermentatie s-a realizat cu un
echipament cu senzori de gaz BlueSens (BlueSens gas sensor GmbH,
Herten, Germania). Acesti senzori au rolul de a monitoriza continutului de
CO,, oxigen si etanol in timpul procesului de fermentatie al plamezii din
materialele lignocelulozice. Senzorii de CO, (seria H31953), oxigen (seria
H31492) si etanol (seria H32132) sunt conectati la un multiplexor BACCom
12, care permite conectarea la software a unui numar de 12 senzori.
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Prelucrarea si transmiterea datelor s-a realizat Tn timp real prin intermediul
software-ului BacVis.

Distilatul obtinut din pldmezile fermentate a fost analizat prin
cromatografie de gaze folosind un sistem cromatografic GC 2010
(Shimadzu Corporation, Japonia) echipat cu o coloana cromatografica
Zebron ZB-Bioethanol (seria 1045817) avand lungimea de 30 m, diametrul
interior de 0,25 mm si grosimea filmului 1.00 pm (Phenomenex, California,
Statele Unite ale Americii).

Capitolul 1V, Cercetari privind obtinerea bioetanolului din paie de
grau, cuprinde rezultatele studiilor efectuate asupra paielor de grau si
anume etapa de pretratare, hidroliza si fermentare. Studiul experimental a
fost realizat sub forma unei comparatii intre pretratamentul acid si alcalin,
raport solid/lichid si doze de enzima.

Paiele de grau sunt formate din internoduri (57 £ 10%), noduri (10
2%), frunze (18 + 3%), paie (9 = 4%) si ax central (6 + 2%). Compozitia
chimica a paielor de griu este alcatuitd din celuloza (34-40%), hemiceluloza
(20-25%) si lignina (20%) [Ha’81] [Mo0’14b];[Gh’16]; [Ch’20].

Cea mai mare destructurare a materialului lignocelulozic a fost
obtinutd in cazul pretratarii cu 3% (v/v) Hp,SO, sau 3% (m/v) NaOH, in
comparatie cu alte concentratii. Cele mai bune rezultate au fost obtinute
pentru pretratarea alcalind. Pretratarile alcaline contribuie mai eficient la
solubilizarea ligninei si la modificarea cristalinitatii celulozei comparativ cu
pretratirile cu acid diluat care maresc accesibilitatea celulozei in principal
prin solubilizarea hemicelulozei [Ya’14].

Figura IV.1D arata ca structura initiala uniforma si rigida a paielor
de grau a fost modificatd dupa pretratare, obtinandu-se o structura poroasa
care poate influenta pozitiv actiunea enzimatica. Aceastd modificare a fost
raportata si in alte studii [Zh’18], [Mo’19].
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Figura IV.1. Imagini SEM pentru (A) paie de grau netratate, paie de grau
pretratate cu H,SO4 (B) 1%, (C) 2%, (D) 3% (v/v) si paie de grau pretratate
cu NaOH (E) 1%, (F) 2%, (G) 3% (m/v)

[Microscop SEM TESCAN Vega Il LMU]
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Figura 1V.2. Spectrele FTIR-ATR ale fractiei lichide dupa
pretratarea acida cu 1, 2 si 3% (v/v) H,SO, (A) si pretratare alcalind cu 1, 2
si 3% (m/v) NaOH (B) in comparatie cu standardele de celuloza, xiloza si
glucoza (C) [Ur’20d]

Dupa cum se poate observa in figura V.2, schimbarile chimice ale
fractiei lichide a probei rezultate in urma pretratamentului cu acid sulfuric si
hidroxid de sodiu au fost similare, indiferent de volumul de acid/hidroxid
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utilizat si de raportul S/L si au inclus o banda mare de absorbtie in jurul
valorii de 3400 cm™ care corespunde vibratiilor de intindere ale legaturii O—
H, o bandi la 1640 cm™ atribuitd legaturilor C—O din grupirile alchil ale
lanturilor laterale de lignina [Li’19] si cateva benzi mici in jurul valorii de
1200 si 1050 cm™, care sunt determinate de vibratiile de intindere ale C—O
din structura celulozei si hemicelulozei [Ho’19].

Paicle de grau contin o gama largd de compusi fenolici individuali
(cafeic, p-cumaric, 4-hidroxibenzoic, protocatecuic, clorogenic, acid vanilic
etc.). Fenolii sunt compusi inhibitori pentru microorganismele fermentative
si celulaze in procesul de obtinere a bioetanolului [O1’16].

Tn timpul pretratarii, compusii fenolici sunt indepartati din materialul
lignocelulozic din cauza actiunii acidului care duce la ruperea legaturilor
dintre polizaharide si polifenoli [Ch’18]. Cromatogramele HPLC-DAD
obtinute prin analiza compusilor fenolici sunt prezentate Tn figura 1V.3.
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Figura 1V.3. HPLC-DAD — cromatograma la 280 nm (A) si 320 nm (B)
pentru standard de acid galic — peak 1 (8,69 min), acid protocatecuic — peak
2 (15,953 min), acid 4-hidroxibenzoic — peak 3 (20,886 min), acid cafeic —
peak 4 (23,277 min), acid vanilic — peak 5 (25,631 min), acid clorogenic —
peak 6 (25,831 min), acid p-cumaric — peak 7 (32,011 min), acid rosmarinic
— peak 8 (39,69 min), miricetina — peak 9 (43,216 min), luteolina — peak 10

(49,737 min), quercetind — peak 11 (50,128 min) si kaempferol — peak 12
(56,52 min) si (C-D) continutul de compusi fenolici in paiele de grau.

Prezenta si cantitatea de acizi organici depinde de natura materialului
si de conditiile pretratirii cu solvent. Factorii cu influentd pozitiva
semnificativd asupra formarii acizilor organici sunt pH-ul ridicat si
pretratarea acidd care implica riscul producerii de furaldehide (FF si HMF)
si acizi alifatici (acid formic si acetic) [To’14].

In aceasta lucrare au fost analizati acizii organici din probe de paiele
de grau pretratate cu H,SO, de diferite concentratii (1, 2 si 3% (v/v)) (figura
IV.4) si s-a observat ca cel mai mare continut de acid acetic (0,94 + 0,01
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mg/g) a rezultat la o concentratie de 3% H,SO, (v/v) si raport S/L de 1:30,
iar cele mai scazute valori ale acidului acetic (0,40 £ 0,02 mg/g) s-au
nregistrat atunci cand pretratamentul a fost realizat cu 1% H,SO, (v/v) si

raport S/L de 1:30.

mau
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Figura IV.4. Cromatograme obtinute cu HPLC-DAD pentru mixul standard
de acizi organici (A) si pentru paiele de grau care au fost pretratate cu
H,SO4 3 % (v/v) (B), respectiv cu NaOH 3 % (m/v) (C). Acid gluconic —
peak 1 (2,85 min), acid formic — peak 2 (3,26) min), acid lactic — peak 3
(3,661 min), acid acetic — peak 4 (3,78 min), acid succinic — peak 5 (5,30
min), acid propionic — peak 6 (5,92 min), acid butiric — peak 7 (10,41 min)

Pentru analiza continutului de glucide din paiele de grau s-a utilizat
design-ul Box Behnken bazat pe metodologia suprafetelor de raspuns cu
reprezentarea valorilor experimentale ale variabilelor independente n
vederea identificarii conditiilor optime pentru obtinerea celui mai mare
randament de carbohidrati. In figura IV.5 sunt prezentate graficele 3D
obtinute pentru continutul total de carbohidrati, pentru probele care au fost
pretratate cu H2SO4 1, 2, 3 % (v/v) si NaOH 1, 2, 3 % (m/v).



Rezumatul tezei de doctorat

Continut total de carbohidrati (mg/g proba)

Continut total de carbohidrati (ma/g proba)

[

C: Doza de erzime (/g) A: Concentratie NaOH (%)

Continut total de carbohidrati (mg/g probd)

C: Doza de enzime (/)

Figura IV.5. Reprezentare grafica 3D a influentei conditiilor de hidroliza
enzimatica asupra continutului total de carbohidrati din paiele de grau
pretratate cu hidroxid de sodiu
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Dupa inocularea plamezii celulozice cu drojdia Saccharomyces
cerevisiae (DistillaMax SR) se poate observa pe baza graficului generat de
software-ul BACVis cd procesul de fermentatie a inceput. Fermentatia
maxima s-a nregistrat la aproximativ 12-13 ore dupa inocularea drojdiei,
unde consumul de O, (de la 22% volum initial la cca. 15,1% vol.) si
carbohidrati a fost cel mai mare, iar eliberarea de CO, a atins cel mai mare
nivel (cca. 26,3% vol.); in aceastd etapa continutul de bioetanol a fost de
cca. 0,853% vol. Dupa 12-13 ore de la maximul procesului de fermentatie s-
a observat ca spre finalul fermentatiei concentratia de alcool etilic a crescut
cu aproximativ 0,4% vol. Concentratia maxima de bioetanol obtinuta in faza
gazoasa din procesul de fermentatie in conditiile prezentate a fost de 1,20%
(v/v) (figura 1V.6).

. Monitorizarea procesului de fermentatie a paielor de grau hidrolizate enzimatic

\ « |EEER H32132(Eth): 1.207
[ . |w—H31492(02): 19.070

m— H31953(CO2): 1.898

Concentratie [ vol.%]

Timp [ore]
Figura 1V.6. Evolutia concentratiilor de CO,, O; si etanol in timpul
procesului de hidroliza si fermentare simultana [Ur’20]

La finalul etapei de fermentatie, s-a efectuat distilarea, iar apoi
distilatul a fost analizat prin cromatografie in gaze. Calculul concentratiei
de bioetanol a fost efectuat pe baza unui standard format din 8 alcooli.
Cromatogramele obtinute sunt prezentate in figura I'V.7.
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Figura IV.7. Cromatograme obtinute prin GC , pentru mixul standard de
alcooli (A), paie de grau pretratate cu H,SO, (B), respectiv NaOH (C):
acetaldehida — peak 1 (3,73 min), metanol — peak 2 (4,235 min), etanol —
peak 3 (4,771 min), acetona — peak 4 (5,298 min), 2-propanol (izopropanol)
— peak 5 (5,921 min), acetonitril — peak 6 (6,233 min), metil etil cetond —
peak 7 (6,77 min), acetat etilic — peak 8 (9,886 min)

Randamentul de bioetanol, calculat prin raportarea concentratiei de
bioetanol la concentratia de zaharuri fermentescibile a fost cuprins intre
12,30 si 14,51% 1n cazul pretratamentului cu H,SO, si intre 14,96 si 15,54%
n cazul pretratamentului cu NaOH.

Capitolul V, Cercetari privind obtinerea bioetanolului din rumegus
de molid, cuprinde rezultatele studiilor efectuate asupra rumegusului de
molid si anume etapa de pretratare, hidrolizd si fermentare. Studiul
experimental a fost realizat sub forma unei comparatii intre pretratamentul
acid sau alcalin, a dozelor de enzima etc.

Analiza prin microscopie electronicd cu scanare (SEM) a fost
utilizata pentru a investiga modificarile in structura probelor de rumegus
dupa pretratarea acida si alcalina. Din imaginile obtinute (figura V.1) se pot
observa diferente semnificative ale compozifiei structurale a materialului
datorate pretratarii.
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Figura V.1. Imagini SEM pentru (A) rumegusul de molid netratat,
rumegusul de molid pretratate cu H,SO, (B) 1%, (C) 2%, (D) 3% (v/v) si
paie de grau pretratate cu NaOH (E) 1%, (F) 2%, (G) 3% (m/v)

[Microscop SEM TESCAN Vega Il LMU]

Investigarea modificarilor structurale si chimice care apar in
structura rumegusului pretratat in mediu acid sau alcalin a fost realizata
utilizand spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier cu reflectanta
totala atenuata.

Tn figura V.2. sunt prezentate spectrele suprapuse, respectiv separate,
ale rumegusului de molid netratat (A), ale probelor de rumegus pretratat cu
acid sulfuric (B) sau hidroxid de sodiu (C) si ale celulozei, glucozei si
xilozei (D). Astfel, se identifica principalele grupdri functionale care
constituie materialul lignocelulozic, observandu-se ca regiunea de
,amprentd” a spectrului este cuprinsa intre 1800 si 800 cm™ [Be’22].

Diferente au fost observate, de asemenea, in cazul benzii de
absorbtie din jurul valorii 1028 cm™, care a prezentat intensitate mai mare in
urma pretratamentului cu acid sulfuric in comparatie cu cel cu hidroxid de
sodiu si proba de rumegus de molid netratatd. Banda de absorbtie din jurul
valorii 890 cm™, atribuita unor vibratii in legitura glicozidica a celulozei, nu
a fost observatd In spectrul probelor pretratate, iar acest lucru indica
degradarea celulozei [Ra’20]. Prin urmare, analiza prin ATR-FTIR a
confirmat ca pretratamentul aplicat rumegusului de molid a determinat
modificari 1n structura peretelui celular vegetal, avand ca rezultat
degradarea, respectiv modificarea continutului de lignina, hemiceluloza si
celuloza.
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Figura V.2. Spectre FTIR-ATR ale rumegusului de molid netratat (A),
fractiei lichide dupa pretratamentul cu acid sulfuric (B) si hidroxid de sodiu
(C) si ale celulozei, glucozei si xilozei (D)
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Odata cu cresterea concentratiei de acid sulfuric sau hidroxid de
sodiu creste concentratia de compusi fenolici in fractia lichida din rumegus
de molid pretrat. Aceasta inseamna ca pretratamentul a dus la destructurarea
ligninei, efectul fiind mai pronuntat in cazul pretratamentului alcalin, in
cazul caruia s-a determinat un continut mult mai mare de compusi fenolici.
Studii anterioare au aratat ca in conditii extreme de pretratare, continutul de
compusi fenolici din fractia lichida creste. In timpul pretratirii biomasei cu
acid are loc depolimerizarea ligninei prin fragmentarea catalizatd acidd a
legaturilor eterice B-O-4, rezultdnd fragmente de lignind cu grupari
functionale fenolice libere [Na’16], [Pi’17], [Pu’13].

HPLC-DAD a fost utilizata ca metoda pentru anliza acizilor organici
(acid gluconic, acid acetic, acid formic, acid succinic, acid propionic, acid
lactic si acid butiric) rezultati in urma etapei de pretratare a probelor de
rumegus de molid cu H,SO, si NaOH de diferite concentratii. Potrivit
rezultatelor obtinute pentru probele analizate se poate observa cd odatd cu
cresterea concentratiei de acid sulfuric sau hidroxid de sodiu creste
concentratia de compusi fenolici in fractia lichidd. Aceasta inseamna ca
pretratamentul a dus la destructurarea ligninei, efectul fiind mai mare in
cazul pretratamentului alcalin.

Pentru analiza continutului total de carbohidrati din rumegusul de
molid hidrolizat dupa ce a fost pretratat cu hidroxid de sodiu s-a utilizat un
design Box-Behnken bazat pe metodologia suprafetelor de rdspuns cu
reprezentarea valorilor experimentale ale variabilelor independente Tn
vederea identificarii conditiilor optime pentru obtinerea celui mai mare
randament de carbohidrati. In figura V.3 sunt prezentate graficele 3D
obtinute pentru continutul total de carbohidrati.

Continut total de carbohidrati (mg/g proba)

B: Raport S/L (masa/volum) ke . A: Concentratie NaOH (%)
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Figura V.3. Reprezentare grafica 3D a influentei conditiilor de hidroliza
enzimatica asupra continutului total de carbohidrati al rumegusului de molid
dupa ce a fost pretratat cu hidroxid de sodiu

Din figura V.3 rezultd ca cel mai mare continut total de carbohidrati
a fost obtinut atunci cand concentratia, doza de enzime si raportul S/L au
fost la cel mai inalt nivel. In urma hidrolizei enzimatice, nu au fost detectati
acizi organici si compusi fenolici din totalul de 7 acizi organici si 12
compusi fenolici individuali studiati. Acest lucru poate fi atribuit spalarii
eficiente a rumegusului.
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Activitatea drojdiei Saccharomyces cerevisiae (DistillaMax SR) nu a
fost inhibatd de prezenta acidului acetic sau a altor acizi organici, deoarece
acestia nu a fost identificati in probele analizate dupa hidroliza enzimatica.

Dupa finalizarea etapei de fermentatiei s-a realizat distilarea
plamezilor de rumegus de molid, iar apoi distilatul a fost analizat prin
cromatografie de gaze. Calculul concentratiei de bioetanol s-a efectuat pe
baza unui standard format din 8 alcooli (acetaldehidd, metanol, etanol,
acetona, 2-propanol, acetonitril, metil etil cetona si acetat etilic).

Randamentul de bioetanol, calculat prin raportarea concentratiei de
bioetanol la concentratia de zaharuri fermentescibile a fost cuprins intre
10,93 si 12,55% in cazul pretratamentului cu H,SO, si intre 13,97 si 14,27%
in cazul pretratamentului cu NaOH.

Capitolul VI, Concluzii generale prezintd sinteza analiticdi a
cercetarilor realizate n aceasta tezd de doctorat.

in teza de doctorat denumiti ,,Cercetiri privind obtinerea
bioetanolui din deseuri vegetale” s-a urmarit ca studiile teoretice si cele
experimentale efectuate sa contribuie la nivelul actual de dezvoltare si de
cunoastere in domeniul obtinerii de bioetanol. Aceasta tezd de doctorat
subliniaza importanta si potentialul de valorificare a unor deseuri rezultate
in urma recoltarii cerealelor sau din exploatari forestiere.

Din studiile teoretice si cercetarile experimentale descrise n
capitolele IV si V, precum si din concluziile partiale prezentate in
incheierea fiecarui capitol rezultd urmatoarele concluzii generale:

— Avand 1n vedere ca din agriculturd si din sectorul forestier se
genereazd o cantitate imensd de materiale lignocelulozice este ideal
ca in loc s fie eliminate in mediul inconjurator si fie transformate in
bioetanol de a doua generatie. Eficienta materiilor prime
lignocelulozice depinde in principal de disponibilitatea si compozitia
acestora (celuloza, hemiceluloza si lignina). Se pot obtine randamente
mari de carbohidrati, respectiv bioetanol de a doua generatie doar 1n
cazul in care asupra BLC sunt aplicate diferite pretratamente descrise
in literatura de specialitate.

— Intrucat MLC au o structurd complexd, aceasta trebuie mai intai
fractionatd cat mai mult posibil, iar acest lucru se poate face doar prin
alegerea corecta a tehnicii de pretratare dintre toate cele disponibile,
care includ metode biologice, mecanice, chimice si diverse metode
combinate. Nu poate fi aleasd o metoda ideald care sd poatd fi
aplicatd pentru toate tipurile de biomasd lignocelulozica; alegerea
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metodei de pretratare depinde in cea mai mare parte de tipul de BLC
si, prin urmare, fiecare metodd de pretratare are propriile efecte
asupra fractiilor de celuloza, hemiceluloza si lignina.

— Procesul de hidrolizd enzimatica prezintd impedimente n productia
eficienta de bioetanol din cauza costului ridicat al multor enzime,
precum si a proprietatilor inhibitoare ale compusilor care reduc
eficienta productiei de glucozad. Astfel, sunt necesare cercetari
suplimentare si noi abordari pentru a creste conversia celulozei n
glucoza prin gasirea de structuri adecvate de biomasa lignocelulozica
care pot Imbunétati productia de bioetanol.

— In cadrul cercetdrilor experimentale s-au utilizat echipamente de
analiza din dotarea laboratoarelor Facultatii de Inginerie Alimentara.
Metodele de analiza utilizate au stat la baza studierii i optimizarii
efectului conditiilor pretratamentului fizico-chimic (macinare si
pretratament cu H,SO, si NaOH, concentratii de 1, 2 si 3%) si
hidrolizei enzimatice (cu preparate enzimatice Celluclast 1.5L si
Viscozyme L) asupra continutului de zaharuri fermentescibile din
paie de grau si rumegus de molid. De asemenea, s-au descris
metodele de determinare a continutului individual de compusi
fenolici si acizi organici din materialele lignocelulozice analizate in
urma pretratamentului acid si alcalin, s-a monitorizat procesul de
fermentatie si in final s-a determinat concentratia de bioetanol din
distilat.

— Pe baza rezultatelor obtinute in cazul utilizdrii paielor de grau ca
material lignocelulozic, prin analiza SEM s-au evidentiat modificari
semnificative Tn cazul pretratamentului cu 3% H,SO4 (v/v) si a celui
cu 3% NaOH (m/v).

— Prin determinarea continutului de compusi fenolici si a celui de acizi
organici in urma pretratamentului acid/alcalin a paielor de grau s-a
identificat cd cea mai mare degradare a materialului lignocelulozic s-
a realizat in cazul pretratarii cu 3% NaOH (m/v), in comparatie cu
alte concentratii ale aceluiasi hidroxid si cu pretratarea cu 3% H,SO,
(v/v).

— Investigarea prin FTIR-ATR a modificarilor pe care le prezintd
grupdrile functionale a evidentiat reducerea intensitatii benzilor
caracteristice celulozei, hemicelulozei si ligninei la doze de enzime si
rapoarte S/L crescute, confirmand astfel eficienta pretratarii si a
hidrolizei enzimatice.

— Prin hidroliza enzimatica a paielor de grau pretratate cu H,SOy si cu
NaOH cel mai mare continut de carbohidrati a fost identificat in
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paiele de grau pretratate cu 3% (v/v) H,SO,, raport S/L de 1:30
(masi/volum) si o dozi de enzime de 90 pl/g. Tn cazul hidrolizei
enzimatice a paielor de grau pretratate cu NaOH, cele mai mari
concentratii de carbohidrati au fost obtinute la o concentratic de 3%
(m/v) NaOH, raport S/L de 1:30 (maséd/volum) si doza de enzime de
90 pl/g.

Randamentul de bioetanol, exprimat ca raport intre concentratia de
bioetanol si concentratia de zaharuri fermentescibile, a fost cuprins
intre 12,30 si 14,51% in cazul pretratamentului cu H,SO, si ntre
14,96 si 15,54% in cazul pretratamentului cu NaOH. Cele mai bune
valori s-au obtinut astfel prin utilizare unei doze de enzime de 90
ul/g, iar cel mai eficient pretratament a fost cel alcalin.

in cadrul cercetirilor experimentale efectuate pe rumegusul de molid
prin analiza SEM s-au evidentiat modificari semnificative in cazul
pretratamentului cu 3% H,SO, (v/v) raport S/L de 1:30 si a celui cu
3% NaOH (m/v), raport S/L de 1:30. Pentru proba netratatad s-a
observat o structura rigida, care dupa aplicarea pretratamentului s-a
modificat semnificativ, structura peretelui celular devenind
dezordonata si poroasa.

Cele mai mari modificari in structura si compozitia rumegusului de
molid au avut loc in cazul pretratarii cu 3% NaOH (m/v), in
comparatie cu alte concentratii ale aceluiasi hidroxid si cu pretratarea
cu 3% H,SO, (v/v), deoarece in aceste probe s-a identificat cel mai
mare continut de compusi fenolici si acizi organici, care sunt produsi
rezultati prin destructurarea ligninei si alte transformari pe care le
sufera componentele MLC 1n urma unui pretratament adecvat.

Pe baza analizei FTIR-ATR a rumegusului de molid pretratat s-a pus
in evidentd reducerea intensitatii benzilor caracteristice ligninei si s-
au observat benzi de absorbtie pronuntate care sunt similare cu cele
obtinute pentru celuloza purd, fiind asociate vibratiilor in legaturile
glicozidice din structura acesteia.

Rezultatele obtinute pentru continutul de carbohidrati din fractia
lichida rezultata dupa hidroliza enzimatica confima, la fel ca in cazul
paielor de grau, ca cel mai bun randament de zaharuri fermentescibile
S-a obtinut la o concentratie de 3% (m/v) NaOH, raport S/L de 1:30
(masd/volum) si doza de enzime de 90 pl/g.

Randamentul de bioetanol obtinut in urma utilizarii rumegusului de
molid ca BLC, exprimat ca raport intre concentratia de bioetanol si
concentratia de zaharuri fermentescibile, a fost cuprins intre 10,93 si
12,55% 1in cazul pretratamentului cu H,SOy, si intre 13,97 si 14,27%
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n cazul pretratamentului cu NaOH. Cele mai bune valori s-au obtinut
astfel prin utilizarea unei doze de enzime de 90 ul/g, iar cel mai
eficient pretratament a fost cel alcalin.

Pentru modelarea experimentald si  optimizarea conditiilor
pretratamentului si hidrolizei enzimatice s-a utilizat un design Box-
Behnken bazat pe metodologia suprafetelor de raspuns cu
reprezentarea valorilor experimentale ale variabilelor independente n
vederea identificarii conditiilor optime pentru obtinerea celui mai
mare randament de carbohidrati. Din rezultatele obtinute se observa
ca valorile determinate pentru continutul de carbohidrati al probelor
de paie de grau hidrolizate si probelor de rumegus de molid hidrolizat
au fost mai mari Tn cazul pretratamentului cu hidroxid de sodiu in
comparatie cu pretratamentul acid.

Analiza componentelor principale demonstreaza ca randamentul de
bioetanol, continutul de xiloza, fructoza, glucoza si continutul total de
carbohidrati au avut o influentd semnificativa asupra diferentierii
probelor de paie de grau si rumegus de molid analizate. Proba de paie
de grau pretratata cu hidroxid de sodiu obtinutd in conditii optime a
fost corelatd cu randamentul de bioetanol, continutul de fructoza si
continutul total de carbohidrati. Pentru probele de rumegus de molid
pretratat s-a identificat o variatie mica a randamentului de bioetanol,
continutului de xiloza, fructozd, glucozd si continutului total de
carbohidrati.
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