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INTRODUCERE 

Teza de doctorat abordează o tematică de actualitate şi anume, dezvoltarea de 

tehnologii moderne de obţinere a biocarburanţilor de generaţia a 2-a prin valorificarea 

superioară a biomasei lignocelulozice. 

Teza de doctorat prezintă două tehnologii de obţinere a bioetanolului din deşeuri 

lemnoase bazate pe utilizarea a două tipuri diferite de reacţii de hidroliză: hidroliza chimică şi 

hidroliza enzimatică, în variante diferite pentru fiecare. Studiul în aceste două cazuri a fost 

foarte complex, implicând evaluarea diferiţilor parametri ai procesului, dezvoltarea de metode 

de analiză a fracţiilor rezultate după fiecare etapă, optimizarea, în ansamblu, a fiecărei etape 

în vederea eficientizării procesului de conversie la bioetanol. 

Tehnologiile de conversie a deşeurilor lemnoase în bioetanol se compun din trei etape 

generale: pretratamentul, hidroliza şi fermentaţia.  

Teza de doctorat prezintă o metodă modernă de pretratament a deşeurilor lemnoase: 

pretratamentul cu apă fierbinte (autohidroliza), metodă de pretratament care nu foloseşte 

substanţele chimice, deşeurile lemnoase fiind fracţionate în componente folosind doar apa la 

presiuni şi temperaturi ridicate. Au fost studiate şi comparate hidroliza chimică şi cea 

enzimatică a fracţiei celulozice, atât în prezenţa ligninei cât şi în absenţa ei, pentru a evalua 

efectul prezenţei acesteia în proces. 

Teza de doctorat abordează, în principal, dezvoltarea şi validarea de metode analitice 

noi pentru analiza şi cuantificarea carbohidraţilor, precum şi a compuşilor secundari derivaţi 

rezultaţi după fiecare etapă. 

Teza este structurată în trei parţi: o parte teoretică (Capitolele 1-2), în care sunt 

prezentate date din literatura de specialitate referitoare la metodele existente de obţinere a 

bioetanolului din diferite tipuri de biomasă, precum şi o scurtă prezentare a metodelor de 

pretratament, hidroliză şi fermentaţie, a doua parte (Capitolele 3-7), în care se prezintă 

contribuţiile originale în domeniul abordat şi, a treia parte (Capitolul 8), care se referă la 

metodele experimentale.  
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CONTRIBUŢII ORIGINALE 

 

CAPITOLUL 3. PRETRATAMENTUL DEŞEURILOR LEMNOASE 

3.1 Principiul tehnicii de pretratament cu apă 

 

În conformitate cu obiectivele prezentei teze de doctorat, pretratamentul de 

autohidroliză a fost evaluat pentru separarea componentelor din lemnul de brad, specie 

caracteristică pentru zona studiată. Autohidroliza a fost studiată la nivel de laborator, cu 

ajutorul unui reactor testat la diferite temperaturi şi timpi de staţionare. Pentru aceste 

experimente, lemnul de brad a fost folosit ca materie primă. 

Având în vedere că se pune accentul tot mai mult pe găsirea de metode din domeniul 

green chemistry, metoda de pretratament aleasă în cadrul acestui studiu pentru extracţia 

hemicelulozei este extracţia cu apă fierbinte, fără folosirea de reactivi chimici. Carbohidraţii 

hemicelulozei sunt dizolvaţi ca oligozaharide solubile în lichid şi pot fi separaţi de fracţiile 

insolubile de celuloză şi lignină. 

 

3.2 Pretratamentul deşeurilor lemnoase 
 
 

Etapele pretratamentului deşeurilor lemnoase sunt prezentate în figura 3.4. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.4 Produsele rezultate din pretratamentul deşeurilor lemnoase 

 

Rumeguş lemn 

Celuloza 
Hemiceluloze 

Lignina 
Substanţe extractibile 

Cenuşă 

Pretratament 

Fracţia solidă Fracţia lichidă 

Lignina  Celuloză 
HMF Carbohidraţi Acid aceticFurfural
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Pretratamentul deşeurilor lemnoase are loc cu ajutorul unui reactor de presiune (Parr, 

Parr Instruments, Illinois, USA).  

 

3.3 Caracterizarea componentelor celulozice rezultate după pretratamentul cu apă  

 

În urma pretratamentului de autohidroliză se formează două faze: faza solidă (celuloza 

şi lignina) şi faza lichidă (monozaharide, oligozaharide, compuşi de degradare). Aceste două 

faze au fost analizate şi cuantificate pe fiecare component. Au fost elaborate şi validate noi 

metode analitice pentru analiza monozaharidelor, furfuralului şi HMF. Oligozaharidele 

nehidrolizate în fracţia lichidă au fost cuantificate şi supuse hidrolizei la monomerii 

constituenţi.  

 

3.3.1 Compoziţia iniţială a lemnului 

 

Compoziţia lemnului de brad este detaliată în tabelul 3.2. 

 

Tabel 3.2 Compoziţia chimică a lemnului de brad (exprimată ca valoarea medie a 

măsurătorilor  deviaţia standard), comparativ cu compoziţia lemnului de brad raportată în 

literatură (diferite specii de brad) 

 

Specie de 
lemn 

Holoceluloză Celuloză Hemiceluloză Lignina Extractibile Cenuşă 

Studiu prezent 69,9 46,0  0,7 23,9  0,6 28,4  0,3 1,3  0,1 0,3  0,1 
Douglas-brad 69,0 42,0 27,0 28,3 2,5 0,2 
Eucalyptus 
globulus 

66,2 44,4 21,8 27,8 2,4 0,2 

Pinus pinaster 58,1 39,2 18,9 28,5 2,8 0,2 
Albies balsamea 69,0 42,0 27,0 29,0 1,8 0,2 
Picea abies 66,8 41,7 25,1 28,3 1,6 0,2 
Tsuga canadensis 64,0 41,0 23,0 33,0 2,8 0,2 
Quercus ilex 71,2 43,0 28,3 16,3 n.d n.d 
Brutia pine 75,5 47,0 28,5 26,1 2,8 0,4 
Măslin 65,8 41,5 24,3 15,6 17,0 1,4 

n.d -nedeterminat 

Lemnul de brad conţine 70% carbohidraţi. Conţinutul de umiditate din lemn a fost de 

10% iar conţinutul de solide totale a fost de 90%. Conţinutul mare de carbohidraţi îl 

recomandă ca materie primă pentru obţinerea de bioetanol. 
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3.3.3 Compoziţia fracţiei solide 

După fiecare experiment, fracţia solidă se analizează pentru determinarea conţinutului 

de celuloză, lignină şi hemiceluloze reziduale (tabel 3.4). 

 

Tabel 3.4 Randamentul pretratamentului şi compoziţia fazelor solide rezultate după 

autohidroliză, la diferite temperaturi şi timpi de staţionare 

Parametru 
180C 190C 200C 

5 10 15 5 10 15 5 10 15 
Randament în 
solide (g/100 g 
materie primă, 
subs. uscată) 

81,5 79,5 76,5 75,3 74,6 73,6 73,1 72,2 71,9 

Compoziţia 
solidelor 
(g/100 g lemn 
autohidrolizat, 
subs. uscată) 

  Celuloza  
Hemiceluloze 

Lignina 

 
 

93,4 
 
 
 

48,6 
6,2 

38,6

 
 

96,9 
 
 
 

56,6 
4,7 

35,6 

 
 

89,4 
 
 
 

50,6 
4,2 

36,6

 
 

92,9 
 
 
 

52,3 
3,8 

36,8

 
 

98,9 
 
 
 

57,8 
3,3 

37,8

 
 

96,9 
 
 
 

55,9 
2,5 

38,5

 
 

95,6 
 
 
 

56,3 
1,1 

38,2 

 
 

98,2 
 
 
 

59,5 
0,0 

38,7 

 
 

94,4 
 
 
 

54,9 
0,0 

39,5
 

Randamentul în fracția solidă recuperată după autohidroliză variază între 71,9–81,5 

g/100 g materie primă. Acesta descreşte cu creşterea temperaturii de reacție şi a timpului de 

staţionare şi variația este atribuită, în principal, descreşterii conţinutului în hemiceluloze, 

datorită hidrolizei acesteia în faza lichidă. 

 
3.3.4 Compoziţia fracţiei lichide 

 

Hemicelulozele au fost analizate pentru determinarea conţinutului de zaharuri 

monomere şi oligomere, furfural, 5-hidroximetifurfural şi acid acetic. Pentru analiza 

carbohidraţilor, furfuralului şi HMF au fost elaborate şi validate noi metode de analiză bazate 

pe cromatografia în faza gazoasă. Pentru fiecare metodă de analiză elaborată s-a stabilit în 

detaliu modul de lucru, aparatura folosită, validarea metodei (limitele de detecţie, limitele de 

cuantificare, repetabilitatea, reproductibilitatea, curbele de calibrare) cât şi rezultatele şi 

comentariile specifice pentru justificarea şi precizarea importanţei acestora. 
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3.3.4.1 Metodă nouă de identificare şi cuantificare a carbohidraţilor din 

hemiceluloză, prin GC-MS 

Scopul acestui studiu a fost dezvoltarea şi validarea unei metode noi de analiză a 

carbohidraţilor obţinuţi din biomasa lemnoasă, ca etapă intermediară pentru producerea de 

bioetanol. În acest studiu, au fost cuantificaţi carbohidraţii din lemn prin gaz cromatografie 

(GC) după derivatizare. Cuantificarea carbohidraţilor a fost realizată după extracţia lichid-

lichid, oximare şi sililare, şi în final, prin analiza gaz cromatografică cuplată cu spectrometria 

de masă (GC-MS). Zaharurile monomere au fost identificate în funcţie de timpii de retenţie în 

GC şi fragmentarea lor în MS. BSTFA a fost folosită ca agent de reacție pentru prepararea 

derivaţilor trimetilsilil a produşilor de hidroliză a hemicelulozelor după pretratament. Au fost 

analizate  zaharurile standard, iar caracteristicile lor sunt date în Tabelul 3.6.  

 

Tabel 3.6 Caracteristicile zaharurilor standard analizate prin GC-MS 

Zaharuri 
Formula 

moleculară 
Masa 

moleculară

Masa 
moleculară 

–oximă-
TMS 

Timp de retenţie 
(min α-, β-) 

m/z 

D-xiloza C5H10O5 150 569 32,710; 32,985 73,103, 217 
D-arabinoza C5H10O5 150 569 33,002; 33,177 73,103, 217 
D-galactoza C6H12O6 180 627 43,853; 45,050 73,319, 205 
D-manoza C6H12O6 180 627 44,026; 44,955 73,319, 205 
D-glucoza C6H12O6 180 627 44,363; 45,010  73, 319,205 

 

Fiecare standard a fost analizat individual prin oximare şi sililare pentru determinarea 

timpului de retenţie al fiecărui izomer (Figura 3.13). 

Hexozele (glucoza, galactoza şi manoza), care conţin cinci grupări hidroxil, au dus la 

formarea derivaţilor cu șase grupări TMS sililate, pe când pentozele (arabinoza şi xiloza), care 

conţin patru grupări hidroxil, au condus la formarea a cinci grupări TMS sililate. Fiecare 

standard a fost analizat individual prin oximare şi sililare pentru determinarea timpului de 

retenţie al fiecărui izomer. 
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(a)  
(b) 

(c) 

 
(d) 

Figura 3.13 13 Exemple de date GC-MS ale zaharurilor standard:: (a) D-glucozei; (b); 
spectrul de masă al glucoză-oximă-TMS (c) D-xilozei; (d); spectrul de masă al xiloza-oximă-TMS 

 
Cromatogramele GC a carbohidraţilor sintetizați prin oximare şi sililare a amestecului 

de zaharuri folosind standard intern sunt prezentate în figura 3.14. 

 

 

Figura 3.14 Cromatograma GC a derivaţilor TMS  ai compuşilor de referinţă (150 µg ml-1) 

  

Din cauza timpilor de retenţie foarte apropiaţi, picurile unor compuşi se suprapun, iar 

unii izomeri nu pot fi separaţi datorită procesului de epimerizare. Picurile α-arabinozei şi β-

xilozei nu pot fi separate şi de asemenea, picurile β-glucozei, β-manozei şi β-galatozei 

corespund aceloraşi valori ale timpului de retenţie. 
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Analiza carbohidraţilor din lemn 

Cromatograma carbohidraţilor corespunzători hemicelulozelor, obţinuţi din lemn prin 

metoda de pretratament este prezentată în figura 3.15. Carbohidraţii au fost identificaţi prin 

coincidenţa timpilor de retenţie şi a spectrelor de masă cu cele ale standardelor. 

 

Figura 3.15 Cromatograma GC a derivaţilor TMS ai zaharurilor rezultate din hemicelulozele din 
lemnul de brad (190°C, 10 min) 

 
În figura 3.17 este prezentată variația conținutului în zaharuri hexozice (a) şi pentozice 

(b) în funcţie de condiţiile de pretratament. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.17 Variația conținutului în hexoze şi pentoze in filtrat în funcţie de condiţiile de pretratament 

 
În figura 3.19 este prezentată variația conţinutului în zaharuri rezultat din fracţia 

hemicelulozică şi procentul de recuperare zaharuri în funcţie de condiţiile de pretratament. 

Procentul de hemiceluloze recuperate sub formă de zaharuri (monomere sau oligomere) se 

încadrează în domeniul 34–47%. 
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Figura 3.19 Variația conținutului de zaharuri monomere şi oligomere din filtratul de la 
autohidroliza hemicelulozelor 

 

3.3.4.2 Metodă de analiză a 5-hidroximetifurfuralului (HMF) prin GC-MS 

Scopul acest studiu a fost dezvoltarea şi validarea unei metode noi de analiză a 5-

hidroximetilfurfuralului (HMF) prin gaz cromatografie cuplată cu spectrometrie de masă, din 

fracţia solubilă în apă a lemnului, după pretratamentul de autohidroliză. Au fost utilizate două 

metode de extracţie a HMF din fracţia de lemn solubilă în apă: extracţia lichid-lichid (LLE) 

cu diclorometan şi extracţia utilizând o fază solidă (SPE), şi s-a făcut o comparare a 

parametrilor analitici ai celor două metode. HMF este produs rezultat prin degradarea 

hexozelor (glucoză, manoză şi galactoză) prezente în compoziţia hemicelulozelor din lemn.  

În figura 3.21 se prezintă cromatograma unei soluţii standard de 5-

hidroximetilfurfural. Timpul de retenţie pentru HMF a fost de 9,321 minute. 

A fost optimizată procedura de derivatizare şi procedura de extracţie pentru fiecare 

metodă. Deoarece HMF conţine o singură grupare hidroxil, se formează un singur derivat 

TMSi. Monoderivatul de HMF a fost evidenţiat prin prezenţa ionilor m/z 183, 169, 109, ceea 

ce indică sililarea unei singure grupări hidroxil. Ionul de la m/z 183 corespunde ionului [M-

CH3]+ care a fost selectat pentru cuantificare şi ionul molecular de la m/z 169 corespunde [M-

COH]+ şi 109 corespunde lui [M-OTMS]+. 
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Figura 3.21 Datele GC-MS pentru standardul de HMF:(a) Cromatograma GC-MS a derivatului 
HMF; (b) spectrul de masă al derivatului HMF-TMS 

 

Metode de extracţie SPE şi LLE pentru extracţia HMF din produsele rezultate din 

lemn – studiu comparativ 

 

Probele rezultate din autohidroliza hemicelulozelor au fost analizate în vederea 

determinării compoziţiei în HMF prin ambele procedee de extracţie. Cromatogramele HMF 

înregistrate pentru fracţia lichidă obținută după autohidroliză (190°C) şi extracţia lichid şi 

SPE sunt prezentate în figurile 3.22 a şi 3.22 b. 

a) b) 

Figura 3.22 Cromatograma compusului HMF-TMS obţinut prin:(a) LLE şi (b) SPE 

 

Conţinutul de HMF determinat pentru produsele de autohidroliză din fracţia 

hemicelulozică, în funcţie de condiţiile de pretratament este reprezentat în figura 3.23. 

a 

b 
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Figura 3.23 Compoziţia în HMF din 
fracţia hemicelulozică în funcţie de 

condiţiile de pretratament 

 

3.3.4.3 Metodă de analiză a furfuralului prin GC-MS  
 

Au fost elaborate şi comparate două metode de extracţie: lichid-lichid (LLE) şi 

microextracţia pe fază solidă în headspace (HS-SPME), urmate de analiza gaz cromatografică 

a furfuralului din hidrolizatele hemicelulozice. Pentru fiecare metodă s-au determinat 

liniaritatea, limitele de detecţie, limitele de cuantificare, recuperarea şi reproductibilitatea 

(Tabel 3.13).  

 

Tabel 3.13 Domeniul de liniaritate, coeficientul de corelaţie, limitele de detecţie, 

limitele de cuantificare şi recuperarea obţinute pentru fiecare metodă, pentru analiza 

furfurolului din hidrolizatele hemicelulozice  

Metoda 
Linearitatea Limita 

de 
detecţie 

(µg mL-1)

Limita de 
cuantificare

(µg mL-1) 

 
RSD 
(%) 
n=5a 

Recuperare 
(%) 

(media±deviaţia 
standard, n=5) 

Domeniu 
(µg ml-1) 

R2 

LLE 10 –350 0,995 3,0 9,0 10,5 78 ± 6,3 

HS-
SPME 

0,1- 35 0,999 0,03 0,09 7,3 95 ± 5,9 
a Deviaţia standard relativă  
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Furfuralul a fost analizat prin GC-MS după extracţia lichid-lichid şi „headspace” 

SPME, metode fără derivatizare (Figura 

3.26). 

Figura 3.26 Cromatograma hidrolizatelor hemicelulozice obţinută după extracţia HS-SPME a 
probei pretratate la 180C timp de 10 min 

 
În figura 3.27 este reprezentat grafic conţinutul de furfural din fracţia lichidă de la 

autohidroliză în funcţie de condiţiile de reacţie.  
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Figura 3.27 Conţinutul de furfural din fracţia lichidă de la autohidroliza obţinută după 
pretratamentul lemnului (concentraţie mg/100 g lemn) 

  

Concentraţia în furfural obţinută după autohidroliza lemnului înregistrează o creștere 

liniară în funcţie de temperatură şi timp. 

  
3.3.6 Analiza statistică prin folosirea sistemelor fuzzy neuronale adaptative (ANFIS) 
 

Variaţia componentelor hemicelulozice şi a fracţiei celulozice (denumite variabile 

dependente) şi a variabilelor independente au fost stabilite folosind modelul neuronal de tip 

fuzzy bazat pe ecuaţia (3.18): 
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l l
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unde: Ye este valoarea estimată a variabilelor de ieşire, m este numărul de reguli, n este 

numărul de variabile de intrare, yl este defuzificatorul, Rl sunt regulile fuzzy (este definit ca 

produsul celor n funcţii membre).  

Cu cele două variabile independente, s-au stabilit nouă reguli fuzzy (Ri) cu funcţiile 

membre de tip Gaussian pentru variabilele independente cu trei nivele (mic, mediu şi mare) 

pentru temperatură şi timp. Cele trei nivele sunt pentru o variabilă independentă. 

Datele experimentale obţinute din analiza fracţiei solide rezultate după pretratamentul 

de autohidroliză au fost procesate cu modelul ANFIS. Modelul propus foloseşte două 

variabile independente (temperatura şi timpul de staţionare) şi o variabilă dependenta 

procesată cu funcţiile membre de tip Gaussian la cele trei nivele (mic, mediu şi mare) pentru 

estimarea valorilor parametrilor. În Figurile 3.29 -3.36 este prezentată variaţia parametrilor în 

funcţie de temperatură şi timp. 

Conţinutul fracţiilor solide şi al fracţiilor lichide rezultate după pretratamentul 

lemnului au fost modelate în funcţie de variabilele independente (temperatura şi timpul) 

folosind sistemul de editare ANFIS din softul MATLAB 7,0. S-a constat că modelul 

matematic estimează cu eroare mai mică de 1% rezultatele experimentale. 
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Figura 3.29 -3.36. Variaţia conţinutului fracţiei solide şi a fracţiei lichide rezultate după pretratament 
în funcţie de variabilele independente 

 

CAPITOLUL 4. DELIGNIFICAREA CU CLORIT DE SODIU A DEŞEURILOR 

LEMNOASE PRETRATATE 

Scopul prezentului studiu este separarea celulozei din lemn prin două metode diferite: 

pretratamentul şi delignificarea lemnului pretratat, şi delignificarea directă a lemnului. 

Metoda de delignificare cu clorit de sodiu a fost folosită pentru eliminarea ligninei din lemnul 

netratat. Prin delignificarea directă a lemnului se obţine holoceluloza, care este amestecul de 

celuloza şi hemiceluloze.  
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În studiul prezentat în această teză, s-a aplicat pretratamentul de autohidroliză, pentru 

eliminarea hemicelulozelor şi metoda de delignificare cu clorit de sodiu, pentru eliminarea 

ligninei cu scopul de a obţine doar celuloza care este hidrolizată acid sau enzimatic la 

zaharuri. Pretratamentul cu clorit de sodiu degradează lignina datorită generării dioxidului de 

clor (ClO2), un produs oxidant al acidului cloruros (HClO2) şi acidului hipocloros (HOCl), 

formați în timpul reacţiei. Pretratamentul cu clorit este o metodă selectivă pentru degradarea 

ligninei, însă poate avea loc şi degradarea celulozei dacă mediul de reacţie este neutru. În 

aceste condiţii, acidul acetic a fost folosit ca mediu de reacţie pentru prevenirea degradării 

celulozei. Valorile randamentul în solide după autohidroliză şi ale celui în solide după 

delignificare sunt date în Tabelul 4.1.  

 

Tabel 4.1 Compoziţia solidelor obţinute după pretratament şi după delignificarea lemnului 

pretratat (a) şi holocelulozei (b)  

 

Rezultatele arată că randamentele de solide (79,5–72,2 g/100 g materie primă) ale 

lemnului pretratat descresc odată cu creşterea temperaturii de pretratament; acest lucru este 

datorat hidrolizei fracţiei hemicelulozice în fracţia lichidă. Conţinutul de celuloză (56,6–59,6 

g/100 g lemn autohidrolizat) şi lignină (35,6–38,7 g/100 g lemn autohidrolizat) confirmă că 

ambii componenţi au fost recuperaţi în fracţia solidă. Randamentele de solide delignificate 

Parametru 180C-a 190C-a 200C-a Experiment b 

Randament în solide (g/100 g 
materie primă, subs. uscată) 79,5 74,6 72,2 - 

Compoziţia solidelor (g/100 
g lemn pretratat, subs. 
uscată) 

 Celuloza  
 Hemiceluloze  
 Lignina  

96,9 
 

 
56,6 

4,7 
35,6

98,8 
 

 
57,8 

3,3 
37,8

98,2 
 

 
59,5 

0,0 
38,7 

- 

Randamentul solidelor (g 
lemn pretratat şi delignificat 
/100 g materie primă, subst. 
uscată) 

47,6 42,9 39,5 
 

76,1 
 

Compoziţia solidelor (g/100 
g lemn pretratat şi 
delignificat)  

Celuloza  
Hemiceluloze  
Lignina  

96,8 
 

 
85,0 

4,4 
7,3

98,8 
 

 
90,1 

2,5 
6,0

96,3 
 

 
93,0 

0,0 
3,2 

92,8 
 

 
59,9 
26,7 

6,0
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descresc odată cu creşterea temperaturii de pretratament; acest lucru este datorat solubilizării 

ligninei. În figura 4.2 se prezintă compoziţia solidelor rezultate după fiecare proces. 

Randamentul în solide recuperate după delignificare variază între 39,5–47,6 lemn 

tratat şi delignificat, comparativ cu randamentul de delignificare de 76,1 lemn delignificat/100 

g materie primă pentru lemnul delignificat direct nepretratat; acest rezultat este explicat de 

compoziţia solidelor rezultate după etapa de delignificare; solidele lemnului pretratat - 

delignificat conţin doar celuloză şi o mică parte din lignină, comparativ cu conţinutul de 

solide din lemnul netratat-delignificat, care este format din celuloză şi hemiceluloze. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2 Infuenţa temperaturii asupra compoziţiei solidelor rezultate după fiecare tratament aplicat 

 

CAPITOLUL 5. HIDROLIZA ACIDĂ A DEŞEURILOR LEMNOASE PRETRATATE 

 Autohidroliza implică separarea celulozei ca fracţie solidă la temperaturi şi presiuni 

ridicate. Materialul pretratat este separat prin filtrare în două fracţii: material solid şi fracţia 

lichidă. Materialul solid (conţine celuloză şi lignină) poate fi supus direct hidrolizei sau este 

delignificat pentru eliminarea ligninei după care este supus hidrolizei la glucoză.  

Scopul acestui capitol este obţinerea glucozei din lemnul pretratat şi din lemnul 

pretratat şi delignificat prin hidroliza acidă cu acid sulfuric diluat în două etape de hidroliză. 

Glucoza a fost obţinută conform schemei prezentată în figura 5.1. 
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Figura 5.1 Obţinerea glucozei din fracţia solidă rezultată după pretratament 

 

5.2 Metode analitice de determinare a glucozei din hidrolizate 

 

Dozarea glucozei din hidrolizatele acide s-a realizat prin două metode: dozarea 

glucozei prin GC-MS pentru evidenţierea prezenţei ambilor izomeri α- şi ß- glucoză 

(subcapitolul 5.2.1- metodă de dozare a glucozei rezultată din hidroliza fracţiei celulozice 

folosind GC-MS), şi dozarea zaharurilor reducătoare (subcapitol 5.2.2 - metodă 

spectrofotometrică de dozare a zaharurilor reducătoare din hidrolizate), metodă folosită 

pentru dozarea glucozei totale prin metoda spectrofotometrică folosind ca etaloane de 

calibrare soluţii standard de monozaharidă. 

 

5.2.1 Metodă de dozare a glucozei rezultată din hidroliza fracției celulozice 

folosind GC-MS 

 

Scopul acestui subcapitol este dezvoltarea şi validarea unei noi metode de dozare a 

glucozei obţinută din lemn, după etapa de hidroliză.  

Metoda se bazează pe derivatizarea fracţiilor ce conţin zaharuri cu un agent de sililare. 

Ca agenţi de sililare s-au folosit: HMDS (hexametildisilazan) în acid trifluoroacetic (TFA) şi 

BSTFA. Determinarea glucozei s-a realizat prin metoda de extracţie lichid-lichid, şi în final, 

dozarea prin gaz cromatografie cuplată cu spectrometrie de masă (GC-MS) [210].  

Reacţia de sililare dintre glucoză şi BSTFA este prezentată în schema 5.2: 

Fracție solidă după 
pretratament  

Hidroliza cu acid 
2% (60 min),130°C

Delignificare cu NaClO
2
  

Fracţia lichidă 

III

Hidroliza cu acid 15% (90 min) 
130°C 

Hidroliza cu acid 
2% (60 min),130°C

Fracţia lichidă Hidroliza cu acid 15% (90 min) 
130°C  

Fracţia lichidă

Glucoza

Glucoza  

Fracţia lichidă 

Fracţia solidă 

Fracţia solidă
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Schema 5.2 Structura chimică a derivatului sililat de glucoza (BSTFA) 

 
Glucoza se obţine din biomasa de lemn atât după autohidroliză (o parte în fracţia 

hemicelulozică), cât şi după hidroliză. Separarea celulozei de hemiceluloze necesită un 

pretratament în conditii energice. Autohidroliza în prezenţa apei este o metodă fizico-chimică 

de separare a celulozei. Fracţia solidă obţinută după pretratament este hidrolizată chimic sau 

enzimatic. 

În figura 5.2a se prezintă cromatograma glucozei obţinută după oximarea cu 

hidroxilamină şi sililare cu BSTFA iar în Figura 5.3 se prezintă spectrul de masă al derivaţilor 

hexasililaţi. 

 

Figura 5.2a Cromatograma SIM a standardului de 
glucoză după oximare şi sililare cu BSTFA 

Figura 5.3 Spectrul MS pentru analiza 
cantitativă şi calitativă a derivaţilor sililaţi ai 

glucozei 

Limita de detecţie (LOD) pentru glucoză a fost calculată ca fiind „concentraţia care 

corespunde la de trei ori abaterea standard a martorului/referinţei” (criteriu 3s, 10 probe 

martor independente pentru fiecare compus analizat). Limita de detecţie a fost calculată ca 

fiind 0,222 micrograme pentru 1α-glucoză şi respectiv 0,171 micrograme pentru 1ß-glucoză. 
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5.2.2 Metodă spectrofotometrică de determinare a zaharurilor reducătoare din 

hidrolizate  

 

În determinarea carbohidraţilor, a fost folosită tehnica colorimetrică pentru estimarea 

concentraţiei de zaharuri din probele obţinute, metoda care utilizează acidul 3,5-

dinitrosalicilic (DNS). 

Soluţia de DNS are culoare galbenă, dar după reacţia cu zaharurile reducătoare 

reactivul se transformă în acid 3-amino-5-nitrosalicilic, de culoare roşu închis. 

+

C O
OH

NO2O2N

OH

+

C O
OH

O2N

OH

NH2

O

CH2OH

OH

OH

OH

H

OH O

CH2OH

OH

OH

OH

C
O

H
H

glucoza acid 3,5-dinitrosalicilic

galben
acid gluconic acid 3-amino-5-nitrosalicilic

rosu inchis  
 

Schema 5.4 Reacţia dintre glucoză şi reactivul DNS 
 

Metoda de determinare spectrofotometrică directă a zaharurilor reducătoare are 

următoarele avantaje: este o reacţie directă; măsoară capacitatea reducătoare a glucozei; 

foloseşte o reacţie care se bazează pe modificarea culorii de la galben la roşu închis care se 

decelează la lungimea de undă de 540  nm; este o reacţie stoichiometrică, cantitatea de 

zaharuri reducătoare este exprimată în glucoză. 

Cu ajutorul metodei DNS se poate determina concentraţia tuturor glucidelor 

reducătoare din mediul de hidroliză, nu doar a glucozei. 

 

Figura 5.4 Curba de calibrare în cazul dozării zaharurilor reducătoare prin metoda cu DNS 
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5.3 Hidroliza acidă a componentei celulozice obţinute din deşeurile lemnoase 

 

Hidroliza acidă a fost realizată folosind ca materie primă: (a) lemnul rezultat după 

autohidroliză în diferite condiţii de temperatură şi timp de staţionare şi (b) materialul 

pretratat-delignificat. Experimentele au fost conduse având în vedere că pretratamentul s-a 

realizat la 180, 190 şi 200°C, folosind ca timp de staţionare 10 minute (condiţii de 

pretratament optime). Reacţia în două etape de hidroliză cu acid a fost folosită în cazul 

celulozei din fracţia solidă rezultată din lemnul de brad. 

 

5.3.2 Hidroliza cu acid sulfuric diluat a lemnului pretratat 

 

În literatura nu au fost găsite date privind aplicarea hidrolizei acide asupra lemnului 

pretratat şi delignificat cu clorit de sodiu. În cadrul acestui studiu, s-a folosit ca metodă de 

hidroliza, tratamentul cu acid sulfuric diluat, în două etape.  

Având în vedere considerentele prezentate mai sus, s-a stabilit că hidroliza cu acid sulfuric 

diluat trebuie să se realizeze în două etape: prima, în care concentraţia de acid să fie de 2%, 

urmată de a doua etapă, în care concentraţia de acid să crească la 15%. Aceste condiţii de 

hidroliză acidă au fost stabilite pentru a realiza o degradare mai redusă a celulozei. 

În figura 5.5 (b) sunt prezentate randamentele de hidroliză acidă determinate din 

valorile zaharurilor reducătoare pentru fiecare etapă de hidroliză acidă cu 15% acid sulfuric.  
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Figura 5.5 Randamentele reacției de hidroliză acidă, exprimate ca şi concentraţie a 
zaharurilor reducătoare obţinute după hidroliza acidă, pentru: hidroliza II (15 % H2SO4) la 30, 60 şi 

90 min 
 

Cromatograma hidrolizatului care conține glucoză rezultat la folosirea acidului 

sulfuric diluat în două etape, este prezentată în Figura 5.6. 
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Figura 5.6 Cromatograma glucozei-TMS oximate obţinută din hidroliza chimică cu acid 
sulfuric diluat 

 
Cei doi izomeri de glucoză se găsesc în hidrolizat în raportul molar de 4:1 (α-

glucoză/ß-glucoză).  

Hidroliza acidă a lemnului rezultat după autohidroliză a avut loc în două etape. După 

prima etapă de hidroliză, cu 2% H2SO4, s-au obţinut randamente foarte mici de hidroliză. 

După hidroliza cu 15% H2SO4 s-a înregistrat cel mai mare randament, de 27%, pentru lemnul 

pretratat la 190°C, ceea ce înseamnă că prezenţa ligninei în hidroliza acidă acţionează ca un 

inhibitor al hidrolizei. 

 

5.3.3 Hidroliza cu acid sulfuric diluat a lemnului pretratat şi delignificat 

 

În figurile 5.8 (a şi b) sunt prezentate randamentele de hidroliză acidă a materialului 

pretratat şi delignificat, determinate din valorile zaharurilor reducătoare pentru fiecare etapă 

de hidroliză acidă.  
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Figura 5.8 Randamentele hidrolizei acide, exprimate ca şi concentraţie a zaharurilor 
reducătoare obţinute după hidroliza acidă a materialului pretratat şi delignificat, pentru: (a) 
hidroliza I (2% H2SO4) la 10, 30 şi 60 min şi (b) hidroliza II (15 % H2SO4) la 30, 60 şi 90 min 

Randamentele hidrolizei acide au fost evaluate pentru 10, 30 şi 60 minute pentru 

hidroliza cu H2SO4 2%, respectiv la 30, 60 şi 90 minute pentru hidroliza materialului tratat şi 

delignificat cu H2SO4 15%. Randamentul mai redus al hidrolizei acide cu 2% acid sulfuric 
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sugerează faptul că la concentraţii mici ale acidului, celuloza din componenţa substratului 

hidrolizează cu dificultate, motiv pentru care este necesară continuarea reacției cu 15% acid 

sulfuric. 

5.3.4 Randamentului global al procesului 

 

Bilanţul de materiale pentru procesul care implică autohidroliza şi delignificarea 

înainte de hidroliza acidă este prezentat în figura 5.10. 

 

Figura 5.9 Bilanţul de materiale pentru obţinerea glucozei prin hidroliza acidă a materialului 
pretratat-delignificat-hidrolizat acid în două etape  

 
 
CAPITOLUL 6. HIDROLIZA ENZIMATICĂ A DEŞEURILOR LEMNOASE 

PRETRATATE 

 

Comparativ cu hidroliza acidă, hidroliza enzimatică este mai promiţătoare deoarece nu 

necesită substanţe chimice, este selectivă şi compatibilă cu mediul înconjurător. Celulazele, 

enzimele care catalizează degradarea celulozei la glucoză reprezintă un amestec ce include 

endoglucanazele, exoglucanazele şi β-glucozidazele. 

 

 

 

 

 

 

Apă 

Zaharuri– conţinuţe în fracţia lichidă 
Monomeri: 0,4 – 1,9 g 
Oligomeri: 7,0 – 10,5 g 
Furfural, HMF și acid acetic: 0,5 -0,8 g 
Altele: 9,4 – 11,0 g 

Autohidroliza 
T: 180–200C 

Celuloza: 46,0 g 
Hemiceluloze: 24,0 g 
Lignina: 28,3 g  
Altele: 1,7 g 

NaClO2/acid acetic 

Hidroliza acidă I 
T: 130C, 60 min 

H2SO4 (2%) 

Celuloza: 36,8 – 40,5 g 
Hemiceluloze: 0,0 – 2,1 g 
Lignina: 1,3 – 3,5 g  
Altele: 0,0 g 

Delignificarea 
T: 180–200C

Celuloza: 43,0 – 45,0 g 
Hemiceluloze: 1,25 – 3,8 g 
Lignina: 28,0 – 28,3 g  
Altele: 0,03 – 1,2 g 

Lignina – conţinută în fracţia 
lichidă 
Lignina: 24,8 – 26,7 g 

Glucoza– conţinută în fracţia 
lichidă 
Glucoza: 0,18 – 0,24 g 

Lemn de brad  

Hidroliza acidă II 
T: 130C, 90 min 

Glucoza– conţinută în fracţia 
lichidă 
Glucoza: 22,7–28,0 g 

H2SO4 (15%) 
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Figura 6.2 Reprezentarea schematică a structurii lemnului înainte de pretratament şi după 
autohidroliză, precum şi a posibilităților de acces al enzimelor la celuloză 

 

Conţinutul mare de lignină din lemn este principala barieră pentru hidroliza enzimatică 

a celulozei. În experimentele de hidroliză enzimatică s-au utilizat enzimele Accellelase 1500, 

care au capacitatea de a hidroliza atât celuloza cât şi hemicelulozele. 

Scopul acestui capitol este prezentarea rezultatelor degradării enzimatice a 

materialului celulozic rezultat după etapa de pretratament la diferite temperaturi (180, 190 şi 

200C), cât şi după etapa de delignificare a lemnului pretratat pentru a evalua influenţa 

ligninei şi hemicelulozelor asupra hidrolizei enzimatice. 

 
6.2 Hidroliza enzimatică a deşeurilor lemnoase 

 

Fracțiile solidele rezultate după toate pretratamentele efectuate au fost supuse hidrolizei 

enzimatice modificând concentraţia substratului. Concentraţiile substratului de 1% şi 2% au 

fost evaluate în toate experimentele. Hidrolizatul enzimatic a fost analizat prin GC-MS pentru 

evaluarea componenţilor constituenţi. Concentraţia totală a produselor rezultate a fost 

evaluată ca zaharuri reducătoare. Aceasta exprimata în glucoză a fost monitorizată pe 

parcursul hidrolizei, prin prelevarea de probe la intervale de 24, 48 şi 72 ore. 
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Tabel 6.1. Concentraţia zaharurilor reducătoare (mg/g de substrat) rezultate la hidroliza 

enzimatică a lemnului pretratat  

Substrat folosit la 
hidroliza 

enzimatică 

Timp de hidroliză (ore) 
1 % concentraţia substatului 2 % concentraţia substatului 

24 48 72 24 48 72 

Pretratat 
(180C) 

258,6 302,5 352,6 305,3 357,8 417,5 

Pretratat 
(190C) 

368,9 399,9 452,6 395,6 486,5 538,1 

Pretratat 
(200C) 

312,6 358,9 386,5 312,1 352,5 496,1 
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Figura 6.4 Randamentele de hidroliză enzimatică a lemnului pretratat la 24, 48 şi 72 ore, 
exprimate ca şi concentraţie de zaharuri reducătoare raportate la cantitatea de zaharuri din materia 

primă, pentru: (a) concentraţia substratului de 1% şi (b) concentraţia substratului de 2 %  
 

6.2.2 Hidroliza enzimatică a lemnului pretratat şi delignificat 

Concentraţia în zaharuri reducătoare pentru lemnul delignificat şi cel pretratat şi 

delignificat a fost determinată şi rezultatele obţinute sunt prezentate în tabelul 6.2.  

 

Tabel 6.2. Concentraţia zaharurilor reducătoare (mg/g de substrat) obţinută prin hidroliza 

enzimatică a lemnului de brad delignificat şi a celui după autohidroliză şi delignificat în 

diferite condiţii de temperatură şi concentraţie a substratului  

Substrat folosit la 
hidroliza 

enzimatică 

Hidroliza enzimatică (ore) 
1 % concentraţia substatului 2 % concentraţia substatului 

24 48 72 24 48 72 

Lemn delignificat 
(Holoceluloza) 

369,3 408,4 495,1 469,3 508,4 595,1 

Pretratratat 
(180C) 

738,6 792,5 831,0 838,3 877,5 911,0 

Pretratratat 
(190C) 

800,2 859,9 891,0 919,9 969,9 998,2 

Pretratratat 
(200C) 

772,2 811,9 851,0 912,2 931,9 998,0 
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În figura 6.5 (a şi b) se prezintă randamentele de hidroliză enzimatică determinate 

pentru valorile zaharurilor reducătoare la 24, 48 şi 72 ore.  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

20 40 60 80

R
a

n
d

am
en

t
(%

)

Timp de hidroliză (ore)

a

 Autohidroliză 180 °C

Autohidroliză 190 °C

Autohidroliză 200 °C

Holoceluloză

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

20 40 60 80

R
an

d
am

en
t 

(%
)

Timp de hidroliză (ore)

b

Autohidroliză 180 °C

Autohidroliză 190 °C

Autohidroliză200 °C

Holoceluloză

Figura 6.5 Randamentele hidrolizei enzimatice la 24, 48 şi 72 ore, exprimate ca şi concentraţie 
în zaharuri reducătoare raportate la cantitate de zaharuri din material primă, pentru: (a) 

concentraţia substratului de 1% şi (b) concentraţia substratului de 2 %  
 

Rezultatele relevă faptul că, compoziţia chimică a celor trei probe determină diferenţe 

semnificative în reacția de hidroliză. În cazul lemnul pretratat se obține un randament maxim 

al hidrolizei enzimatice de 40% (1% concentraţia solidelor) şi de 48% (2% concentraţia 

solidelor), în timp ce pentru lemnul pretratat-delignificat se constată un randament maxim de 

80% (1% concentraţie solidelor) şi de 91% (2% concentraţie solidelor), folosind 

pretratamentul de autohidroliză la 190C în toate cazurile.  

Conţinutul de lignină din lemnul pretratat determină o accesibilitate limitată a enzimei la 

celuloză, ceea ce sugerează că lignina este un component restrictiv pentru hidroliza 

enzimatică. Absenţa ligninei în cazul hidrolizei materialului delignificat face ca enzimele 

celulazice să aibă acces mai uşor la celuloză, fapt confirmat de randamentul mare al reacției.  

Bilanţul de materiale pentru procesul ce implică pretratamentul lemnului este 

prezentat în Figura 6.7.  
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Figura 6.7 Bilanţul de materiale pentru procesul de hidroliză enzimatică ce implică pretratamentul 

lemnului 
 

Din bilanţul de materiale (fig. 6.7) putem deduce că 33,16 g glucoză se pot produce 

din 46 g celuloză din lemn, după pretratamentul de autohidroliză la temperatura de 190°C, 

delignificare cu clorit de sodiu în mediu acid şi hidroliza enzimatică cu Accellerase 1500, la 

2% concentraţie a solidelor. Glucoza obţinută după hidroliza enzimatică poate fi fermentată la 

bioetanol. 

 

CAPITOLUL 7. FERMENTAŢIA ZAHARIDELOR OBŢINUTE DIN DEŞEURILE 

LEMNOASE 

 
7.1 Principiile generale ale fermentaţie 

 

Scopul acestui studiu este evaluarea efectului de delignificare a lemnului asupra 

randamentului de bioetanol. Fracţiile lichide rezultate după etapele de hidroliză acidă sau 

enzimatică, cu sau fără delignificare, au fost supuse fermentaţiei cu S. cerevisiae. 

Obţinerea bioetanolului de generaţia a 2-a din lemnul de brad (rumeguş) cuprinde 

următoarele etape:  

 Pretratamentul prin autohidroliză – prezentat detaliat în Capitolul 3 al acestei teze 

de doctorat; 

 Delignificarea lemnului pretratat – eliminarea ligninei pentru accesibilitatea mai 

uşoară a enzimelor sau a acizilor la celuloză (Capitolul 4); 

Zaharuri– conţinute în fracţia lichidă 
Monomeri: 0,4 – 1,9 g 
Oligomeri: 7,0 – 10,5 g 
Furfurol, HMF şi acid acetic: 0,5 -0,8 g 
Altele: 9,4 – 11,0 g 

Glucoza– conţinută în fracţia 
lichidă 
Glucoză: 27,0 – 33,1 g 

Apă 
Autohidroliza 
T: 180 – 200C 

Celuloza: 46,0 g 
Hemiceluloze: 24,0 g 
Lignina: 28,3 g  
Altele: 1,7 g 

NaClO2/acid acetic 

Hidroliza enzimatică 
T: 180 – 200C, 72 h 

Accellerase 1500 

Celuloza: 36,8 – 40,5 g 
Hemiceluloze: 0,0 – 2,1 g 
Lignina: 1,3 – 3,5 g  
Altele: 0,0 g 

Delignificarea 
T: 180 – 200C 

Celuloza: 43,0 – 45,0 g 
Hemiceluloze: 1,25 – 3,8 g 
Lignina: 28,0 – 28,3 g  
Altele: 0,03 – 1,2 g 

Lignina – conţinută în fracţia 
lichidă 
Lignina: 24,8 – 26,7 g 

Lemn de brad  
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 Hidroliza acidă (Capitolul 5) a lemnului pretratat şi a celui pretratat–delignificat 

sau hidroliza enzimatică a lemnului pretratat şi a materialului pretratat–

delignificat (Capitolul 6);  

 Fermentaţia soluţiei de glucoză obţinută atât din hidroliza acidă, cât şi din cea 

enzimatică (analizată şi prezentată în acest capitol). 

 

7.2 Fermentaţia zaharidelor obţinute din lemn la bioetanol 
 

A fost validată o metodă de analiză a etanolului prin gaz cromatografie. Etanolul a fost 

analizat prin injectarea directă în GC-MS prin „headspace”. Concentraţia în etanol a fost 

măsurată la intervale de 24, 48 şi 72 ore pentru fiecare soluţie de hidrolizat supusă 

fermentaţiei cu drojdia de bere. Concentraţiile în etanol obţinute pentru fiecare experiment în 

parte la intervale de 24, 48 şi 72 ore de fermentaţie sunt prezentate în Figura 7.5. 
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Figura 7.6 Variaţia randamentului de fermentaţie în funcţie de condiţiile de tratament înainte 
de fermentaţie la: (a) temperatura de pretratament de 180°C, (b) temperatura de pretratament de 

190°C, şi (c) temperatura de pretratament de 200°C (a – hidroliza acidă lemn pretratat, b - hidroliza 
acidă lemn pretratat şi delignificat, c1-hidroliza enzimatică lemn pretratat (1%), c2-hidroliza 

enzimatică lemn pretratat (2%), d1- hidroliza enzimatică lemn pretratat şi delignificat (1%) şi d2- 
hidroliza enzimatică lemn pretratat şi delignificat (2%)) 

 
Randamentele de fermentaţie sunt diferite în cazul substratelor hidrolizate acid sau 

enzimatic. Fermentaţia lemnului pretratat –hidrolizat acid (experimentele a) conduce la un 

randament maxim de 32% (temperatura de pretratament 190C) comparativ cu randamentul 
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de fermentaţie în cazul lemnului pretratat-hidrolizat enzimatic (experimentele c1 şi c2) care are 

valoarea de 49% (concentraţia solidelor în hidroliza enzimatică de 1%), respectiv 55% 

(concentraţia solidelor în hidroliza enzimatică de 2%). Aceste rezultate relevă faptul că: în 

timpul hidrolizei acide se produc mai mulţi inhibitori de hidroliză, fiind condiţiile mai drastice 

(temperatură şi condiţii acide de hidroliză), comparativ cu condiţiile de hidroliză enzimatică, 

care se caracterizează prin selectivitate şi prin condiții mai blânde de reacție (pH neutru de 

hidroliză, temperatură scăzută şi timp de reacţie mai lung).  

Fermentaţia hidrolizatelor din lemnului pretratat – delignificat oferă cel mai mare 

randament a cărui valoare este de 75,5% (experimentul d1), respectiv 80,9% (experimentul 

d2), la o temperatura de pretratament de 190C, comparativ cu fermentaţia hidrolizatului acid 

al lemnului pretratat -delignificat pentru care s-a înregistrat un randament maxim de 65% 

(experimentul b) aplicând aceeași temperatura a pretratamentului. Temperatura de 

pretratament a lemnului influențează, comportarea materialului în procesele de delignificare, 

hidroliză enzimatică, şi în fermentaţia produselor de reacție. În general, cele mai mari 

randamente ale fermentaţiei s-au obţinut în cazul autohidrolizei la temperatura de 190C.  

 

CONCLUZII 

 

În cadrul prezentului studiu, au fost studiate la nivel de laborator două procedee 

moderne (cu variante experimentale pentru fiecare) de obţinere a bioetanolului care poate fi 

utilizat ca biocarburant de generaţia a 2-a, prin valorificarea superioară a deşeurilor lemnoase 

folosind: hidroliza acidă şi cea enzimatică. A fost utilizată biomasa lignocelulozică de lemn 

de brad, datorită compoziţiei mari de celuloză şi hemiceluloze.  

A fost dezvoltată o metodă ecologică pentru pretratamentul deşeurilor lemnoase. 

Extracţia hemicelulozelor din lemn s-a realizat prin pretratamentul de autohidroliză, metodă 

care a folosit apa la temperaturi şi presiuni ridicate. Metoda de autohidroliză a separat 

componentele din lemn în două fracţii: fracţia lichidă care conţine carbohidraţi, lignina uşor 

solubilă şi produşi secundari, şi fracţia solidă care este alcătuită din celuloză şi lignină.  

A fost determinat conţinutul de celuloză, lignină şi hemiceluloze din fracţia solidă 

recuperată după autohidroliză, ceea ce a confirmat că lignina şi celuloza s-au recuperat 

aproape cantitativ în fracţia solidă.  

Au fost elaborate şi validate 3 metode noi bazate pe gaz cromatografie şi spectrometria 

de masă, acestea fiind:  
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 identificarea şi cuantificarea carbohidraţilor din fracţia hemicelulozică prin GC-

MS, print-o metodă cu dublă derivatizare,  

 dozarea 5-hidroximetilfurfuralului şi  

 dozarea furfuralului.  

Pentru fiecare metodă au fost stabiliți parametrii de performanţă: limitele de detecţie, 

limitele de cuantificare, domeniile de lucru, studii de recuperare. 

Au fost analizați carbohidraţii din fracţia hemicelulozică şi s-a constatat că aceasta este 

formată dintr-un amestec de pentoze şi hexoze.  

A fost determinat HMF prin două metode de extracţie: lichid-lichid şi extracţia pe fază 

solidă. Cele două metode de extracţie s-au validat şi comparat. Metoda de extracţie SPE 

prezintă mai multe avantaje comparativ cu varianta LLE: grade de recuperare mai bune, 

rapiditate, consum redus de probă şi reactivi, fiind astfel prietenoase în raport cu mediul. 

Conţinutul de HMF din produsele de pretratare s-a încadrat în domeniul 0,03–0,06 g/100 g 

lemn, concentraţia de HMF a crescut odată cu temperatura şi timpul de pretratament. 

A fost determinat furfuralul rezultat din fracţia hemicelulozică prin două metode de 

extracţie: lichid-lichid şi headspace SPME. Conţinutul de furfural s-a încadrat în domeniul 

0,05 g–0,1 g/100 g lemn, în funcţie de condiţiile de pretratament.  

A fost obţinut un model matematic care a permis evaluarea conţinutului fracţiilor 

solide şi al celor lichide rezultate după pretratamentul lemnului în funcţie de variabilele 

independente (temperatură şi timp) folosind sistemul de editare ANFIS din softul MATLAB 

7,0. S-a constat că modelul matematic estimează cu eroare mai mică de 1% rezultatele 

experimentale. 

A fost realizată delignificarea cu clorit de sodiu în mediu acid a lemnul pretratat şi a 

celui netratat, pentru eliminarea ligninei înainte de hidroliză. S-a obţinut celuloza după 

metoda de delignificare aplicată. Randamentele în solide recuperate după delignificarea cu 

clorit de sodiu  au variat între 39,5–47,6 lemn tratat şi delignificat/100 g materie primă, în 

funcţie de condiţiile experimentale, ceea ce a demonstrat că după metoda de delignificare se 

obţine doar celuloza, cu mici urme de lignină. Eficienţa metodei de delignificare s-a dovedit 

prin determinarea conţinutul de lignină eliminată (92– 96%) după etapa de delignificare. 

Celuloza obţinută după etapa de delignificare şi lemnul pretratat (ne-deligninficat) este 

hidrolizată cu acid sulfuric diluat în două etape de reacţie.  

Au fost elaborate două metode de dozare a glucozei: 
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 o metodă nouă de dozare a glucozei prin gaz cromatografie (metodă de analiză 

calitativă) 

 o metodă spectrofotometrică de dozare a zaharidelor reducătoare (metodă de 

analiză cantitativă).  

A fost dezvoltată şi validată o metodă nouă de determinare a glucozei din hidrolizatele 

lemnoase prin gaz cromatografie. Au fost evaluați parametrii de performanţă pentru metodă: 

limita de detecţie, limita de cuantificare, domeniu de lucru, studiile de recuperare. Metoda s-a 

bazat pe derivatizarea glucozei în două etape: oximarea şi sililarea cu BSTFA, pentru 

evidenţierea prezenţei ambilor izomeri α- şi ß- glucoză.  

A fost dezvoltată o metodă de obţinere a glucozei prin hidroliza chimică a materialelor 

celulozice rezultate după pretratament, în două etape de reacţie. După prima etapă de 

hidroliză, cu 2% H2SO4, s-au obţinut randamente foarte mici (0,6%). După hidroliza cu 15% 

H2SO4, a rezultat cel mai mare randament, de 27%, pentru lemnul pretratat la 190°C, ceea ce 

a dus la concluzia că prezenţa ligninei în substrat acţionează ca un inhibitor al hidrolizei. 

A fost elaborată o metodă de obţinere a glucozei prin hidroliza chimică a materialelor 

celulozice rezultate după pretratament şi delignificare, în două etape de reacţie. Cel mai mare 

randament al hidrolizei acide (70%) s-a obţinut pentru lemnul de brad autohidrolizat – 

delignificat (condiţii de pretratament: 190C, presiunea de 60 de bari şi un timp de staţionare 

de 10 minute). Rezultatele au arătat că hidroliza cu acid sulfuric 15% este necesară pentru 

creşterea randamentului.  

Au fost studiate metode de obţinere a glucozei prin hidroliza enzimatică a: lemnului 

autohidrolizat, lemnului autohidrolizat – delignificat şi, lemnului delignificat (netratat).  

Bilanţul de materiale arată că din 100 g lemn se obţin 33 g glucoză, după 

pretratamentul de autohidroliză la temperatura de 190°C, presiunea de 60 bari, timpul de 

reacţie de 10 minute, delignificarea cu clorit de sodiu în mediu acid şi hidroliza enzimatică cu 

2% concentraţie a solidelor după 72 ore timp de hidroliză. Randamentul mare de hidroliză 

enzimatică (91%) s-a datorat eliminării ligninei înainte de hidroliza enzimatică, ceea ce a 

însemnat că tratamentul cu clorit de sodiu, pe lângă eliminarea ligninei din substrat, 

îmbunătăţeşte accesibilitatea materialului care devine mult mai susceptibil acţiunii 

enzimatice.  

Tehnologia de transformare a lemnului de brad în bioetanol s-a realizat având prin 

următoarele etape:  

 pretratamentul de autohidroliză,  
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 delignificarea cu clorit de sodiu a lemnului pretratat,  

 hidroliza acidă sau enzimatică,  

 fermentaţia hidrolizatelor acide sau enzimatice la bioetanol cu S. cerevisiae. 

Etanolul a fost obţinut prin fermentarea hidrolizatelor acide şi enzimatice cu S. 

cerevisiae. Fermentaţia produselor din lemnul pretratat–delignificat-hidrolizat enzimatic a dat 

cel mai mare randament de 81%, comparativ cu cel rezultat din fermentaţie zaharurilor din 

lemnul pretratat-delignificat-hidrolizat acid (65%) la temperatura de pretratament de 190C. 

Temperatura de pretratament la care are loc autohidroliza lemnului are influenţă, atât asupra 

delignificării, hidrolizei enzimatice, cât şi asupra fermentaţiei.  
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