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INTRODUCERE

Teza de doctorat abordeaza o tematica de actualitate si anume, dezvoltarea de
tehnologii moderne de obtinere a biocarburantilor de generatia a 2-a prin valorificarea
superioara a biomasei lignocelulozice.

Teza de doctorat prezinta doud tehnologii de obfinere a bioetanolului din deseuri
lemnoase bazate pe utilizarea a doua tipuri diferite de reactii de hidroliza: hidroliza chimica si
hidroliza enzimaticd, in variante diferite pentru fiecare. Studiul in aceste doua cazuri a fost
foarte complex, implicand evaluarea diferitilor parametri ai procesului, dezvoltarea de metode
de analiza a fractiilor rezultate dupa fiecare etapa, optimizarea, in ansamblu, a fiecarei etape
in vederea eficientizarii procesului de conversie la bioetanol.

Tehnologiile de conversie a deseurilor lemnoase in bioetanol se compun din trei etape
generale: pretratamentul, hidroliza si fermentatia.

Teza de doctorat prezintd o metoda modernd de pretratament a deseurilor lemnoase:
pretratamentul cu apa fierbinte (autohidroliza), metodda de pretratament care nu foloseste
substantele chimice, deseurile lemnoase fiind fractionate in componente folosind doar apa la
presiuni si temperaturi ridicate. Au fost studiate si comparate hidroliza chimica si cea
enzimatica a fractiei celulozice, atat in prezenta ligninei cat si in absenta ei, pentru a evalua
efectul prezentei acesteia in proces.

Teza de doctorat abordeaza, in principal, dezvoltarea si validarea de metode analitice
noi pentru analiza §i cuantificarea carbohidratilor, precum si a compusilor secundari derivati
rezultati dupa fiecare etapa.

Teza este structuratd in trei parti: o parte teoreticd (Capitolele 1-2), in care sunt
prezentate date din literatura de specialitate referitoare la metodele existente de obtinere a
bioetanolului din diferite tipuri de biomasa, precum si o scurtd prezentare a metodelor de
pretratament, hidroliza i fermentatie, a doua parte (Capitolele 3-7), In care se prezintad
contributiile originale in domeniul abordat si, a treia parte (Capitolul 8), care se refera la

metodele experimentale.
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CONTRIBUTII ORIGINALE

CAPITOLUL 3. PRETRATAMENTUL DESEURILOR LEMNOASE

3.1 Principiul tehnicii de pretratament cu apa

In conformitate cu obiectivele prezentei teze de doctorat, pretratamentul de
autohidrolizd a fost evaluat pentru separarea componentelor din lemnul de brad, specie
caracteristicd pentru zona studiatd. Autohidroliza a fost studiatd la nivel de laborator, cu
ajutorul unui reactor testat la diferite temperaturi si timpi de staionare. Pentru aceste
experimente, lemnul de brad a fost folosit ca materie prima.

Avand in vedere ca se pune accentul tot mai mult pe gasirea de metode din domeniul
green chemistry, metoda de pretratament aleasd in cadrul acestui studiu pentru extractia
hemicelulozei este extractia cu apa fierbinte, fara folosirea de reactivi chimici. Carbohidratii
hemicelulozei sunt dizolvati ca oligozaharide solubile in lichid si pot fi separati de fractiile

insolubile de celuloza si lignina.

3.2 Pretratamentul deseurilor lemnoase

Etapele pretratamentului deseurilor lemnoase sunt prezentate in figura 3.4.

A
el A
Hemiceluloze
Lignina <——  Rumegus lemn
Substante extractibile

Cenusa
Pretratament
Fractia solida Fractia lichida
_Celuloza Lignina i FurfuralJ Carbohidrati ‘ HME W Acid acetic_J

Figura 3.4 Produsele rezultate din pretratamentul deseurilor lemnoase
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Pretratamentul deseurilor lemnoase are loc cu ajutorul unui reactor de presiune (Parr,

Parr Instruments, Illinois, USA).

3.3 Caracterizarea componentelor celulozice rezultate dupa pretratamentul cu apa

In urma pretratamentului de autohidrolizi se formeaza doua faze: faza solidd (celuloza
si lignina) si faza lichidd (monozaharide, oligozaharide, compusi de degradare). Aceste doua
faze au fost analizate si cuantificate pe fiecare component. Au fost elaborate si validate noi
metode analitice pentru analiza monozaharidelor, furfuralului si HMF. Oligozaharidele
nehidrolizate 1n fractia lichida au fost cuantificate si supuse hidrolizei la monomerii

constituenti.
3.3.1 Compozitia initiala a lemnului
Compozitia lemnului de brad este detaliata in tabelul 3.2.
Tabel 3.2 Compozitia chimicd a lemnului de brad (exprimatd ca valoarea medie a

masuratorilor + deviatia standard), comparativ cu compozitia lemnului de brad raportatd in

literatura (diferite specii de brad)

Splzi:lende Holoceluloza  Celuloza Hemiceluloza  Lignina Extractibile Cenusa
Studiu prezent 69,9 46,0 £0,7 23,9+0,6 284+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 66,2 44.4 21,8 27,8 2.4 0,2
globulus
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
Maislin 65,8 41,5 24,3 15,6 17,0 1,4

n.d -nedeterminat

Lemnul de brad contine 70% carbohidrati. Continutul de umiditate din lemn a fost de
10% iar continutul de solide totale a fost de 90%. Continutul mare de carbohidrati il

recomanda ca materie prima pentru obtinerea de bioetanol.
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3.3.3 Compozitia fractiei solide
Dupa fiecare experiment, fractia solidd se analizeaza pentru determinarea continutului

de celuloza, lignina si hemiceluloze reziduale (tabel 3.4).

Tabel 3.4 Randamentul pretratamentului si compozitia fazelor solide rezultate dupa

autohidroliza, la diferite temperaturi si timpi de stationare

180°C 190°C 200°C

Parametru 3 10 15 5 10 15 5 10 15

Randament in

solide (g/100 g
materie prima,
subs. uscata)

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

Compozitia
solidelor
(g/100 g lemn
autohidrolizat,
subs. uscata)
Celuloza
Hemiceluloze
Lignina

93,4 96,9 89,4 92,9 98,9 96,9 95,6 98,2 94,4

48,6 56,6 50,6 52,3 57,8 55,9 56,3 59,5 54,9
6,2 4,7 4,2 3,8 3.3 2,5 1,1 0,0 0,0
38,6 35,6 36,6 36,8 37,8 38,5 38,2 38,7 39,5

Randamentul in fractia solida recuperatd dupa autohidroliza variazd intre 71,9-81,5
g/100 g materie prima. Acesta descreste cu cresterea temperaturii de reactie si a timpului de
stationare si variatia este atribuitd, in principal, descresterii continutului in hemiceluloze,

datoritd hidrolizei acesteia in faza lichida.

3.3.4 Compozitia fractiei lichide

Hemicelulozele au fost analizate pentru determinarea continutului de zaharuri
monomere si oligomere, furfural, 5-hidroximetifurfural si acid acetic. Pentru analiza
carbohidratilor, furfuralului si HMF au fost elaborate si validate noi metode de analizd bazate
pe cromatografia in faza gazoasa. Pentru fiecare metoda de analiza elaborata s-a stabilit n
detaliu modul de lucru, aparatura folosita, validarea metodei (limitele de detectie, limitele de
cuantificare, repetabilitatea, reproductibilitatea, curbele de calibrare) cat si rezultatele si

comentariile specifice pentru justificarea i precizarea importantei acestora.
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3.3.4.1 Metoda noua de identificare §i cuantificare a carbohidratilor din

hemiceluloza, prin GC-MS

Scopul acestui studiu a fost dezvoltarea si validarea unei metode noi de analizd a
carbohidratilor obtinuti din biomasa lemnoasa, ca etapa intermediard pentru producerea de
bioetanol. In acest studiu, au fost cuantificati carbohidratii din lemn prin gaz cromatografie
(GC) dupa derivatizare. Cuantificarea carbohidratilor a fost realizatd dupad extractia lichid-
lichid, oximare si sililare, si in final, prin analiza gaz cromatografica cuplata cu spectrometria
de masa (GC-MS). Zaharurile monomere au fost identificate in functie de timpii de retentie in
GC si fragmentarea lor In MS. BSTFA a fost folositd ca agent de reactie pentru prepararea
derivatilor trimetilsilil a produsilor de hidroliza a hemicelulozelor dupa pretratament. Au fost

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

Tabel 3.6 Caracteristicile zaharurilor standard analizate prin GC-MS

Masa
. Formula Masa moleculara Timp de retentie
Zaharuri < < oo . m/z
moleculara | moleculara —oxima- (min a-, §-)

TMS
D-xiloza CsHoOs 150 569 32,710; 32,985 73,103, 217
D-arabinoza | CsH;40s 150 569 33,002; 33,177 73,103, 217
D-galactoza | C¢H; 204 180 627 43,853; 45,050 73,319, 205
D-manoza CH 2,04 180 627 44,026; 44,955 73,319, 205
D-glucoza CeH 1,04 180 627 44,363, 45,010 73,319,205

Fiecare standard a fost analizat individual prin oximare si sililare pentru determinarea
timpului de retentie al fiecarui izomer (Figura 3.13).

Hexozele (glucoza, galactoza si manoza), care contin cinci grupari hidroxil, au dus la
formarea derivatilor cu sase grupari TMS sililate, pe cand pentozele (arabinoza si xiloza), care
contin patru grupari hidroxil, au condus la formarea a cinci grupari TMS sililate. Fiecare
standard a fost analizat individual prin oximare si sililare pentru determinarea timpului de

retentie al fiecarui izomer.

10
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Figura 3.13 13 Exemple de date GC-MS ale zaharurilor standard:: (a) D-glucozei; (b);
spectrul de masa al glucoza-oxima-TMS (c) D-xilozei, (d); spectrul de masa al xiloza-oxima-TMS

Cromatogramele GC a carbohidratilor sintetizati prin oximare si sililare a amestecului

de zaharuri folosind standard intern sunt prezentate in figura 3.14.

Abundance

180000
160000
140000 3
120000 é
100000
soon0

60000 4

bata-glucose+bata-manoseheta-galactose

40000

20000

alpha-xylose

T t t T T T u u t t T T T T
Tirnp--= annn Annn annn Rn.nn

Figura 3.14 Cromatograma GC a derivatilor TMS ai compusilor de referinta (150 ug ml'l)

Din cauza timpilor de retentie foarte apropiati, picurile unor compusi se suprapun, iar
unii izomeri nu pot fi separati datoritd procesului de epimerizare. Picurile a-arabinozei si -
xilozei nu pot fi separate si de asemenea, picurile f-glucozei, f-manozei si [-galatozei

corespund acelorasi valori ale timpului de retentie.

11
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Analiza carbohidratilor din lemn
Cromatograma carbohidratilor corespunzétori hemicelulozelor, obtinuti din lemn prin
metoda de pretratament este prezentatd in figura 3.15. Carbohidratii au fost identificati prin

coincidenta timpilor de retentie si a spectrelor de masa cu cele ale standardelor.

500000 |
400000 -

300000 |

g
]
g
H
H
g
g
H

200000 |

iose + EHbEose

salicin

100000

T T T T T
Time--= 4nnn annn AN

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

In figura 3.17 este prezentata variatia continutului in zaharuri hexozice (a) si pentozice

(b) in functie de conditiile de pretratament.

10000
o 950 3) o 9500 b)
c 900 S 00
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]
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% E SV € E 7000 .
i © | B -
s 3 ° 6000
E 600 5 50
$ 550 £ 5000
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175 180 185 190 195 200 205 Temperaturs, °C

Temperatura, °C

Figura 3.17 Variatia continutului in hexoze si pentoze in filtrat in functie de conditiile de pretratament

In figura 3.19 este prezentatd variatia continutului in zaharuri rezultat din fractia
hemicelulozica si procentul de recuperare zaharuri in functie de conditiile de pretratament.
Procentul de hemiceluloze recuperate sub forma de zaharuri (monomere sau oligomere) se

incadreaza in domeniul 34-47%.
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Figura 3.19 Variatia continutului de zaharuri monomere si oligomere din filtratul de la
autohidroliza hemicelulozelor

3.3.4.2 Metodd de analiza a 5-hidroximetifurfuralului (HMF) prin GC-MS

Scopul acest studiu a fost dezvoltarea si validarea unei metode noi de analiza a 5-
hidroximetilfurfuralului (HMF) prin gaz cromatografie cuplatd cu spectrometrie de masa, din
fractia solubila in apa a lemnului, dupa pretratamentul de autohidroliza. Au fost utilizate doua
metode de extractie a HMF din fractia de lemn solubila in apa: extractia lichid-lichid (LLE)
cu diclorometan si extractia utilizind o fazad solidd (SPE), si s-a ficut o comparare a
parametrilor analitici ai celor doud metode. HMF este produs rezultat prin degradarea
hexozelor (glucoza, manoza si galactozd) prezente in compozitia hemicelulozelor din lemn.

In figura 321 se prezinti cromatograma unei solutii standard de 5-
hidroximetilfurfural. Timpul de retentie pentru HMF a fost de 9,321 minute.

A fost optimizatd procedura de derivatizare si procedura de extractie pentru fiecare
metoda. Deoarece HMF contine o singura grupare hidroxil, se formeaza un singur derivat
TMSi. Monoderivatul de HMF a fost evidentiat prin prezenta ionilor m/z 183, 169, 109, ceea
ce indica sililarea unei singure grupari hidroxil. lonul de la m/z 183 corespunde ionului [M-
CH3]" care a fost selectat pentru cuantificare si ionul molecular de la m/z 169 corespunde [M-

COH]" si 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 masa al derivatului HMF-TMS

Metode de extractie SPE si LLE pentru extractia HMF din produsele rezultate din

lemn — studiu comparativ

Probele rezultate din autohidroliza hemicelulozelor au fost analizate in vederea
determinarii compozitiei In HMF prin ambele procedee de extractie. Cromatogramele HMF
inregistrate pentru fractia lichidd obtinutd dupa autohidroliza (190°C) si extractia lichid si

SPE sunt prezentate in figurile 3.22 a 1 3.22 b.
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Figura 3.22 Cromatograma compusului HMF-TMS obtinut prin:(a) LLE si (b) SPE

Continutul de HMF determinat pentru produsele de autohidrolizd din fractia

hemicelulozica, in functie de conditiile de pretratament este reprezentat in figura 3.23.
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Figura 3.23 Comporzitia in HMF din
fractia hemicelulozicad in functie de
conditiile de pretratament

® Continut HMF
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Continut de HMF (mg/100 g lemn)

Conditii de pretratament

3.3.4.3 Metoda de analiza a furfuralului prin GC-MS

Au fost elaborate si comparate doud metode de extractie: lichid-lichid (LLE) si
microextractia pe faza solidd in headspace (HS-SPME), urmate de analiza gaz cromatografica
a furfuralului din hidrolizatele hemicelulozice. Pentru fiecare metodda s-au determinat

liniaritatea, limitele de detectie, limitele de cuantificare, recuperarea si reproductibilitatea

(Tabel 3.13).

Tabel 3.13 Domeniul de liniaritate, coeficientul de corelatie, limitele de detectie,
limitele de cuantificare si recuperarea obtinute pentru fiecare metoda, pentru analiza

furfurolului din hidrolizatele hemicelulozice

Linearitatea Limita Limita de Recuperare
de . RSD (%)
Metoda . . cuantificare . s .
Domeniu R? detectie (ug mL") (%) | (mediatdeviatia
(ng ml'™) (ng mL™") e n=5" | standard, n=5)
LLE 10 -350 0,995 3,0 9,0 10,5 78 £ 6,3
HS- 0,1- 35 0,999 0,03 0,09 7,3 95+5,9
SPME s LT ’ s ) s )

? Deviatia standard relativa

Compozitia furfuralului din hidrolizatele hemicelulozice
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Furfuralul a fost analizat prin GC-MS dupa extractia lichid-lichid si ,.headspace”
SPME, metode fara derivatizare (Figura
3.26). Ahundance: § ”'""-"““‘_: E
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Figura 3.26 Cromatograma hidrolizatelor hemicelulozice obtinuta dupa extractia HS-SPME a
probei pretratate la 180 °C timp de 10 min

In figura 3.27 este reprezentat grafic continutul de furfural din fractia lichida de la

autohidroliza in functie de conditiile de reactie.

120 4

-

N » [ ® o

o o o o o
L
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o
L

Conditii de pretratament

Figura 3.27 Continutul de furfural din fractia lichida de la autohidroliza obtinuta dupa
pretratamentul lemnului (concentratie mg/100 g lemn)

Concentratia in furfural obtinutd dupa autohidroliza lemnului inregistreaza o crestere
liniard in functie de temperatura si timp.
3.3.6 Analiza statistica prin folosirea sistemelor fuzzy neuronale adaptative (ANFIS)

Variatia componentelor hemicelulozice si a fractiei celulozice (denumite variabile
dependente) si a variabilelor independente au fost stabilite folosind modelul neuronal de tip

fuzzy bazat pe ecuatia (3.18):

y - 2.0k, (3.18)
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unde: Y, este valoarea estimata a variabilelor de iesire, m este numarul de reguli, n este
numirul de variabile de intrare, y' este defuzificatorul, R; sunt regulile fuzzy (este definit ca
produsul celor n functii membre).

Cu cele doud variabile independente, s-au stabilit noud reguli fuzzy (R;) cu functiile
membre de tip Gaussian pentru variabilele independente cu trei nivele (mic, mediu §i mare)
pentru temperatura si timp. Cele trei nivele sunt pentru o variabild independenta.

Datele experimentale obtinute din analiza fractiei solide rezultate dupa pretratamentul
de autohidrolizd au fost procesate cu modelul ANFIS. Modelul propus foloseste doua
variabile independente (temperatura si timpul de stationare) si o variabild dependenta
procesata cu functiile membre de tip Gaussian la cele trei nivele (mic, mediu §i mare) pentru
estimarea valorilor parametrilor. In Figurile 3.29 -3.36 este prezentata variatia parametrilor in
functie de temperatura si timp.

Continutul fractiilor solide si al fractiilor lichide rezultate dupa pretratamentul
lemnului au fost modelate in functie de variabilele independente (temperatura si timpul)
folosind sistemul de editare ANFIS din softul MATLAB 7,0. S-a constat ca modelul

matematic estimeaza cu eroare mai mica de 1% rezultatele experimentale.
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CAPITOLUL 4. DELIGNIFICAREA CU CLORIT DE SODIU A DESEURILOR

LEMNOASE PRETRATATE

Scopul prezentului studiu este separarea celulozei din lemn prin doud metode diferite:
pretratamentul si delignificarea lemnului pretratat, si delignificarea directd a lemnului.
Metoda de delignificare cu clorit de sodiu a fost folositd pentru eliminarea ligninei din lemnul

netratat. Prin delignificarea directa a lemnului se obtine holoceluloza, care este amestecul de

celuloza si hemiceluloze.
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In studiul prezentat in aceasta tezi, s-a aplicat pretratamentul de autohidroliza, pentru
eliminarea hemicelulozelor si metoda de delignificare cu clorit de sodiu, pentru eliminarea
ligninei cu scopul de a obtine doar celuloza care este hidrolizatd acid sau enzimatic la
zaharuri. Pretratamentul cu clorit de sodiu degradeaza lignina datorita generarii dioxidului de
clor (CIO;), un produs oxidant al acidului cloruros (HCIO,) si acidului hipocloros (HOCI),
formati in timpul reactiei. Pretratamentul cu clorit este 0 metoda selectiva pentru degradarea
ligninei, insa poate avea loc si degradarea celulozei daci mediul de reactie este neutru. In
aceste conditii, acidul acetic a fost folosit ca mediu de reactie pentru prevenirea degradarii
celulozei. Valorile randamentul in solide dupa autohidrolizd si ale celui in solide dupa

delignificare sunt date in Tabelul 4.1.

Tabel 4.1 Compozitia solidelor obtinute dupd pretratament si dupa delignificarea lemnului

pretratat (a) si holocelulozei (b)

Parametru 180°C-a 190°C-a 200°C-a Experiment b
Randament in solide (g/100 g
materie prima, subs. uscata) 79,5 74,6 72,2 -
Compozitia solidelor (g/100 96,9 98,8 98,2
g lemn pretratat, subs.
uscatd)
Celuloza 56,6 57,8 59,5 -
Hemiceluloze 4,7 33 0,0
Lignina 35,6 37,8 38,7
Randamentul solidelor (g
lemn pretratat si fielzgmﬁcat 47.6 0.9 39.5 76.1
/100 g materie prima, subst.
uscatd)
Compozitia solidelor (g/100 96,8 98,8 96,3 92,8
g lemn  pretratat  si
delignificat)
Celuloza 85,0 90,1 93,0 59,9
Hemiceluloze 4.4 2,5 0,0 26,7
Lignina 7.3 6,0 3,2 6,0

Rezultatele arata ca randamentele de solide (79,5-72,2 g/100 g materie prima) ale
lemnului pretratat descresc odata cu cresterea temperaturii de pretratament; acest lucru este
datorat hidrolizei fractiei hemicelulozice in fractia lichida. Continutul de celuloza (56,6-59,6
g/100 g lemn autohidrolizat) si lignina (35,6-38,7 g/100 g lemn autohidrolizat) confirma ca

ambii componenti au fost recuperati in fractia solida. Randamentele de solide delignificate
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descresc odatd cu cresterea temperaturii de pretratament; acest lucru este datorat solubilizarii
ligninei. In figura 4.2 se prezinta compozitia solidelor rezultate dupa fiecare proces.
Randamentul in solide recuperate dupa delignificare variaza intre 39,5-47,6 lemn
tratat si delignificat, comparativ cu randamentul de delignificare de 76,1 lemn delignificat/100
g materie prima pentru lemnul delignificat direct nepretratat; acest rezultat este explicat de
compozitia solidelor rezultate dupd etapa de delignificare; solidele lemnului pretratat -
delignificat contin doar celuloza si o micd parte din lignind, comparativ cu continutul de

solide din lemnul netratat-delignificat, care este format din celuloza si hemiceluloze.

o 1997
3 £738 1 " 180
) 60 1 = 190
% :‘-‘-g-‘ 40 - 200
£r 2
85 10
© g 0 - e : : e 0 .
=~ Continut de  Continut Continut Continut Continut Continut
g celuloza hemiceluloza lignina dupa  celuloza hemiceluloza lignina dupa
£ dupa dupa pretratament dupa dupa pretratament
8 pretratament pretratament pretratament pretratament si

si si delignificare

delignificare delignificare

Figura 4.2 Infuenta temperaturii asupra compozitiei solidelor rezultate dupa fiecare tratament aplicat

CAPITOLUL 5. HIDROLIZA ACIDA A DESEURILOR LEMNOASE PRETRATATE

Autohidroliza implica separarea celulozei ca fractie solida la temperaturi si presiuni
ridicate. Materialul pretratat este separat prin filtrare in doua fractii: material solid si fractia
lichida. Materialul solid (contine celuloza si lignind) poate fi supus direct hidrolizei sau este
delignificat pentru eliminarea ligninei dupa care este supus hidrolizei la glucoza.

Scopul acestui capitol este obtinerea glucozei din lemnul pretratat si din lemnul
pretratat si delignificat prin hidroliza acida cu acid sulfuric diluat in doua etape de hidroliza.

Glucoza a fost obtinutd conform schemei prezentata in figura 5.1.
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Figura 5.1 Obtinerea glucozei din fractia solida rezultata dupa pretratament

5.2 Metode analitice de determinare a glucozei din hidrolizate

Dozarea glucozei din hidrolizatele acide s-a realizat prin douda metode: dozarea
glucozei prin GC-MS pentru evidentierea prezentei ambilor izomeri a- si B- glucoza
(subcapitolul 5.2.1- metoda de dozare a glucozei rezultata din hidroliza fractiei celulozice
folosind GC-MS), si dozarea zaharurilor reducidtoare (subcapitol 5.2.2 - metoda
spectrofotometrici de dozare a zaharurilor reducdtoare din hidrolizate), metoda folosita
pentru dozarea glucozei totale prin metoda spectrofotometrica folosind ca etaloane de

calibrare solutii standard de monozaharida.

5.2.1 Metoda de dozare a glucozei rezultata din hidroliza fractiei celulozice

folosind GC-MS

Scopul acestui subcapitol este dezvoltarea si validarea unei noi metode de dozare a
glucozei obtinuta din lemn, dupa etapa de hidroliza.

Metoda se bazeaza pe derivatizarea fractiilor ce contin zaharuri cu un agent de sililare.
Ca agenti de sililare s-au folosit: HMDS (hexametildisilazan) in acid trifluoroacetic (TFA) si
BSTFA. Determinarea glucozei s-a realizat prin metoda de extractie lichid-lichid, si 1n final,
dozarea prin gaz cromatografie cuplatd cu spectrometrie de masa (GC-MS) [210].

Reactia de sililare dintre glucoza si BSTFA este prezentata in schema 5.2:
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CH,OH
0] —TM
" . ? S NH,OH OTMS OTMS o
OH OH Piridina TMS + F3C*C*N*TMS
OTMSOTMS H

TMS = Si@H3)3

Schema 5.2 Structura chimica a derivatului sililat de glucoza (BSTFA)

Glucoza se obtine din biomasa de lemn atat dupa autohidrolizd (o parte in fractia
hemicelulozicd), cat si dupa hidroliza. Separarea celulozei de hemiceluloze necesitd un
pretratament 1n conditii energice. Autohidroliza in prezenta apei este o metoda fizico-chimica
de separare a celulozei. Fractia solida obtinuta dupa pretratament este hidrolizata chimic sau
enzimatic.

In figura 5.2a se prezinti cromatograma glucozei obtinuti dupi oximarea cu

hidroxilamina si sililare cu BSTFA iar in Figura 5.3 se prezinta spectrul de masa al derivatilor

hexasililati.
T e "
142407 i
1207 00000 I
1e+07 o
000000 ;‘ poete |
000000 |
000000 . II t
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ . ‘ l ul.'gi"-'k AT Y T .'..I [T
Figura 5.2a Cromatograma SIM a standardului de Figura 5.3 Spectrul MS pentru analiza
glucoza dupa oximare i sililare cu BSTFA cantitativa §i calitativa a derivatilor sililati ai

glucozei

Limita de detectie (LOD) pentru glucoza a fost calculata ca fiind ,,concentratia care
corespunde la de trei ori abaterea standard a martorului/referintei” (criteriu 3s, 10 probe
martor independente pentru fiecare compus analizat). Limita de detectie a fost calculata ca

fiind 0,222 micrograme pentru 1a-glucoza si respectiv 0,171 micrograme pentru 1B-glucoza.
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5.2.2 Metoda spectrofotometrica de determinare a zaharurilor reducatoare din

hidrolizate

In determinarea carbohidratilor, a fost folosita tehnica colorimetrica pentru estimarea
concentratiei de =zaharuri din probele obtinute, metoda care utilizeaza acidul 3,5-
dinitrosalicilic (DNS).

Solutia de DNS are culoare galbena, dar dupd reactia cu zaharurile reducdtoare

reactivul se transforma 1n acid 3-amino-5-nitrosalicilic, de culoare rosu inchis.

4 o

CH,0H C=0 C—0
o®H OH OH

OH . ~ » (oH .\

OM—H  O,N NO, ON Hy
OH
glucoza acid 3,5-dinitrosalicilic acid gluconic  acid 3-amino-5-nitrosalicilic
galben rosu inchis

Schema 5.4 Reactia dintre glucoza si reactivul DNS

Metoda de determinare spectrofotometricd directd a zaharurilor reducatoare are
urmatoarele avantaje: este o reactie directd; masoard capacitatea reducatoare a glucozei;
foloseste o reactie care se bazeaza pe modificarea culorii de la galben la rosu inchis care se
deceleaza la lungimea de unda de 540 nm; este o reactie stoichiometrica, cantitatea de
zaharuri reducatoare este exprimata in glucoza.

Cu ajutorul metodei DNS se poate determina concentratia tuturor glucidelor

reducdtoare din mediul de hidroliza, nu doar a glucozei.

y = 0,4483x + 0,065
1 R2 = (999 R

_

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Absorbanta

Concentratie (mg/ml)

Figura 5.4 Curba de calibrare in cazul dozarii zaharurilor reducdtoare prin metoda cu DNS

23



Stejeran (cas. Senild) Lacrimioara Ramona — Rezumatul tezei de doctorat

5.3 Hidroliza acida a componentei celulozice obtinute din deseurile lemnoase

Hidroliza acida a fost realizatd folosind ca materie prima: (a) lemnul rezultat dupa
autohidroliza in diferite conditii de temperatura si timp de stationare si (b) materialul
pretratat-delignificat. Experimentele au fost conduse avand in vedere cd pretratamentul s-a
realizat la 180, 190 si 200°C, folosind ca timp de stationare 10 minute (conditii de
pretratament optime). Reactia in doua etape de hidrolizd cu acid a fost folositd in cazul

celulozei din fractia solida rezultata din lemnul de brad.
5.3.2 Hidroliza cu acid sulfuric diluat a lemnului pretratat

In literatura nu au fost gisite date privind aplicarea hidrolizei acide asupra lemnului

pretratat si delignificat cu clorit de sodiu. In cadrul acestui studiu, s-a folosit ca metoda de
hidroliza, tratamentul cu acid sulfuric diluat, in doua etape.
Avand in vedere considerentele prezentate mai sus, s-a stabilit ca hidroliza cu acid sulfuric
diluat trebuie sa se realizeze in doua etape: prima, in care concentratia de acid sd fie de 2%,
urmatd de a doua etapd, in care concentratia de acid sd creasca la 15%. Aceste conditii de
hidroliza acida au fost stabilite pentru a realiza o degradare mai redusa a celulozei.

In figura 5.5 (b) sunt prezentate randamentele de hidrolizi acidd determinate din

valorile zaharurilor reducatoare pentru fiecare etapa de hidroliza acida cu 15% acid sulfuric.

30 4

b
25
. 20 " —— Pretratament 180 °C
8 A
v 154 —=—Pretratament 190 °C
]
E 10 A Pretratament 200 °C
c
g 51
0 T T T
0 30 60 90
Timp de hidroliza (min.)

Figura 5.5 Randamentele reactiei de hidroliza acida, exprimate ca §i concentratie a
zaharurilor reducatoare obtinute dupa hidroliza acida, pentru: hidroliza Il (15 % H,SO,) la 30, 60 si
90 min

Cromatograma hidrolizatului care contine glucozd rezultat la folosirea acidului

sulfuric diluat in doua etape, este prezentata in Figura 5.6.
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Figura 5.6 Cromatograma glucozei-TMS oximate obtinuta din hidroliza chimica cu acid
sulfuric diluat

Cei doi izomeri de glucoza se gasesc in hidrolizat in raportul molar de 4:1 (a-
glucozd/B-glucozd).

Hidroliza acida a lemnului rezultat dupa autohidroliza a avut loc in doud etape. Dupa
prima etapd de hidroliza, cu 2% H,SO4, s-au obtinut randamente foarte mici de hidroliza.
Dupa hidroliza cu 15% H,SO, s-a inregistrat cel mai mare randament, de 27%, pentru lemnul

pretratat la 190°C, ceea ce inseamnd ca prezenta ligninei in hidroliza acidd actioneaza ca un

inhibitor al hidrolizei.

5.3.3 Hidroliza cu acid sulfuric diluat a lemnului pretratat si delignificat

In figurile 5.8 (a si b) sunt prezentate randamentele de hidroliza acidi a materialului
pretratat si delignificat, determinate din valorile zaharurilor reducatoare pentru fiecare etapa

de hidroliza acida.

12 4 80 -

10 a 70 | L b
;\? 8 ././' —o— Pretratament 180 °C ;\? 60 4 / —— Pretratament 180 °C
% 6 '/’”" —=— Pretratament 190 °C § ig | —=—Pretratament 190 °C
& 4 -/ Pretratament 200 °C E 30 + o——/ Pretratament 200 °C
3 ]
5 —e— Holoceluloza § 201 —e—Holoceluloza
14 2 2 40

0 , , . 0 T T T

0 20 40 60 0 30 60 9%
Timp de hidroliza (min) Timp de hidrolizd (min)

Figura 5.8 Randamentele hidrolizei acide, exprimate ca si concentratie a zaharurilor
reducatoare obtinute dupa hidroliza acida a materialului pretratat si delignificat, pentru: (a)
hidroliza I (2% H,SO,) la 10, 30 si 60 min si (b) hidroliza II (15 % H>S0,) la 30, 60 si 90 min

Randamentele hidrolizei acide au fost evaluate pentru 10, 30 si 60 minute pentru
hidroliza cu H,SO4 2%, respectiv la 30, 60 si 90 minute pentru hidroliza materialului tratat si

delignificat cu H,SO4 15%. Randamentul mai redus al hidrolizei acide cu 2% acid sulfuric
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sugereaza faptul cd la concentratii mici ale acidului, celuloza din componenta substratului
hidrolizeaza cu dificultate, motiv pentru care este necesara continuarea reactiei cu 15% acid

sulfuric.

5.3.4 Randamentului global al procesului

Bilantul de materiale pentru procesul care implica autohidroliza si delignificarea

inainte de hidroliza acida este prezentat in figura 5.10.

Lemn de brad NaClOz/acid acetic HzSO4 (2%)

Celuloza: 46,0 g Cehﬂf’zla: 143=9 -450¢ Celuloza: 36,8 — 40,5 g
Hemiceluloze: 24,0 g H.em'lce.u oze:1,25-3.8 g Hemiceluloze: 0,0 — 2,1 g
Lignina: 28,3 g ngnm.a‘ 280-283¢ Lignina: 1,3-3,5¢
Altele: 1,7 g Altele: 0,03 1.2 g Altele: 0,0 g

Api L Hidroliza acidi I

> Autohidroliza p{  Delignificarea > 1200 .
T: 180-200°C T: 180-200°C g T: 130 .C, 60 min

v

. . N e e v eas .. A . Glucoza— continuti in fractia
Zaharuri- continute in fractia lichidd Lignina — continuta in fractia

lichida

Monomeri: 0,4—-19 g lichida
X S > Gl :0,18-0,24
Oligomeri: 7,0 - 10,5 g Lignina: 24,8 — 26,7 ¢ ueoza &
Furfural, HMF si acid acetic: 0,5 -0,8
ey L04_11 £ > Hidroliza acida II o
Altele: 94-11,0¢g » [ — H,S0,(15%)

T: 130°C, 90 min

v

Glucoza— continuta in fractia
lichida
Glucoza: 22,7-28,0 g

Figura 5.9 Bilanful de materiale pentru obtinerea glucozei prin hidroliza acida a materialului
pretratat-delignificat-hidrolizat acid in doua etape

CAPITOLUL 6. HIDROLIZA ENZIMATICA A DESEURILOR LEMNOASE
PRETRATATE

Comparativ cu hidroliza acida, hidroliza enzimatica este mai promititoare deoarece nu
necesita substante chimice, este selectiva si compatibilda cu mediul inconjurator. Celulazele,
enzimele care catalizeaza degradarea celulozei la glucoza reprezintd un amestec ce include

endoglucanazele, exoglucanazele si B-glucozidazele.
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.lemn de brad”

/

Lignina (28,35%) —
Autohidroliza

Celuloza (46%) o —_— ¢ %
hemiceluloza __|
e

(23,99%)
5

enzimele celulazice nu pot enzimele celulazice pot
avea acces la celuloza avea acces la celuloza

Figura 6.2 Reprezentarea schematica a structurii lemnului inainte de pretratament si dupa

fe, .

Continutul mare de lignina din lemn este principala bariera pentru hidroliza enzimatica
a celulozei. In experimentele de hidroliza enzimatica s-au utilizat enzimele Accellelase 1500,
care au capacitatea de a hidroliza atat celuloza cat si hemicelulozele.

Scopul acestui capitol este prezentarea rezultatelor degradirii enzimatice a
materialului celulozic rezultat dupa etapa de pretratament la diferite temperaturi (180, 190 si
200°C), cat si dupa etapa de delignificare a lemnului pretratat pentru a evalua influenta

ligninei si hemicelulozelor asupra hidrolizei enzimatice.

6.2 Hidroliza enzimatica a deseurilor lemnoase

Fractiile solidele rezultate dupd toate pretratamentele efectuate au fost supuse hidrolizei
enzimatice modificand concentratia substratului. Concentratiile substratului de 1% si 2% au
fost evaluate in toate experimentele. Hidrolizatul enzimatic a fost analizat prin GC-MS pentru
evaluarea componentilor constituenti. Concentratia totald a produselor rezultate a fost
evaluatd ca zaharuri reducdtoare. Aceasta exprimata in glucoza a fost monitorizatd pe

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

enzimaticd a lemnului pretratat

Substrat folosit la = . Timp. de hidroliza (gre) : :
hidroliza 1 % concentratia substatului 2 % concentratia substatului
enzimatica 24 48 72 24 48 72
Pretratat
(180°C) 258,6 302,5 352,6 305,3 357.8 417,5
Pretratat 368,9 399,9 452,6 395,6 486,5 538,1
(190°C) ’ ’ ’ ’ ’ >
Pretratat
(200°C) 312,6 3589 386,5 312,1 352.5 496,1
50 - ]
a ® b
40 -~ %7
::;« 30 l/.’/’/‘/l —¢— Pretratament 180 °C % 40 .//\.;. —o— Pretratament 180:0
qé —&—Pretratament 190 °C § 30 4 — —=— Pretratament 190 °C
g 20 1 5 20 Pretratament 200 °C
5 10 Pretratament 200 °C 10
0 . : : 0 ; . :
0 2% 48 72 0 24 48 72
Timp de hidrolizi (ore) Timp de hidroliza (ore)

Figura 6.4 Randamentele de hidroliza enzimatica a lemnului pretratat la 24, 48 §i 72 ore,
exprimate ca §i concentratie de zaharuri reducdtoare raportate la cantitatea de zaharuri din materia
primd, pentru: (a) concentratia substratului de 1% si (b) concentratia substratului de 2 %

6.2.2 Hidroliza enzimatica a lemnului pretratat si delignificat
Concentratia in zaharuri reducatoare pentru lemnul delignificat si cel pretratat si

delignificat a fost determinata si rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 6.2.

Tabel 6.2. Concentratia zaharurilor reducatoare (mg/g de substrat) obtinutd prin hidroliza
enzimaticd a lemnului de brad delignificat si a celui dupd autohidrolizd si delignificat in

diferite conditii de temperatura si concentratie a substratului

Substrat folosit la _ : Hidroli%a enzimaticﬁo(ore) : .
hidroliza 1 % concentratia substatului 2 % concentratia substatului
enzimatica 24 48 72 24 48 72
Lemn delignificat | 3 5 408,4 495,1 469,3 508,4 595,1
(Holoceluloza)
Pretratratat
(180°C) 738,6 792.,5 831,0 8383 877.,5 911,0
Pretratratat
(190°C) 800,2 8599 891,0 919,9 969,9 998.,2
Pretratratat
(200°C) 772,2 811,9 851,0 912,2 931,9 998.,0
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In figura 6.5 (a si b) se prezintd randamentele de hidrolizd enzimaticd determinate

pentru valorile zaharurilor reducatoare la 24, 48 si 72 ore.

100 - 100 -

90 1 a L I

80 - 80 - /

70 - _,,/'/./- e Autohidrolizz 180 °C 70 - —+— Autohidrolizs 180 °C
§' :z ] —=— Autohidrolizd 190 °C g :g : —a— Autohidroliza 190 °C
g 4 /‘ Autohidroliza 200 °C £ a0 ./ Autohidroliz200 °C
"l: 30 4 —o— Holoceluloza E 30 4 —e— Holoceluloza
2 20 5 20

10 - 10 -

0 T . , 0 T T )
20 40 60 80 20 40 60 80
Timp de hidrolizi (ore) Timp de hidroliza (ore)

Figura 6.5 Randamentele hidrolizei enzimatice la 24, 48 si 72 ore, exprimate ca §i concentratie
in zaharuri reducdtoare raportate la cantitate de zaharuri din material prima, pentru: (a)
concentratia substratului de 1% si (b) concentratia substratului de 2 %

Rezultatele releva faptul cd, compozitia chimicd a celor trei probe determina diferente
semnificative in reactia de hidroliza. In cazul lemnul pretratat se obtine un randament maxim
al hidrolizei enzimatice de 40% (1% concentratia solidelor) si de 48% (2% concentratia
solidelor), in timp ce pentru lemnul pretratat-delignificat se constatd un randament maxim de
80% (1% concentratie solidelor) si de 91% (2% concentratie solidelor), folosind
pretratamentul de autohidroliza la 190°C in toate cazurile.

Continutul de lignina din lemnul pretratat determina o accesibilitate limitata a enzimei la
celuloza, ceea ce sugerecaza cad lignina este un component restrictiv pentru hidroliza
enzimaticd. Absenta ligninei in cazul hidrolizei materialului delignificat face ca enzimele
celulazice sd aibd acces mai usor la celuloza, fapt confirmat de randamentul mare al reactiei.

Bilantul de materiale pentru procesul ce implica pretratamentul lemnului este

prezentat in Figura 6.7.
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Lemn de brad NaClO,/acid acetic Accellerase 1500

Celuloza: 46,0 g Celuloza: 43,0 - 45,0 ¢ Celuloza: 36,8 — 40,5 g
Hemiceluloze: 24,0 g H.em.lceFuloze. 1,25-38¢ Hemiceluloze: 0,0 — 2,1
Lignina: 28,3 g Lignina: 28,0 ~28,3 g Lignina: 1,3-35¢g

Altele: 1,7 g Altele: 0,03 1.2 g Altele: 0,0 g
Apa .o Hidroliza enzimatica
Autohidroliza |  Delignificarea q . o
— ) T 180 — 200°C » T: 180 — 200°C — P T: 180 -200°C, 72 h

Zaharuri- continute in fractia lichidi Lignina — continuta in fractia (_;lufofa_ continuti in fractia
Monomeri: 0,4—-1,9 g lichida llchldav
Oligomeri: 7,0~ 10,5 g Lignina: 24,8 — 26,7 g Glucoza: 27,0-33,1 g
Furfurol, HMF si acid acetic: 0,5 -0,8 g
Altele: 94—-11,0 g

Figura 6.7 Bilanful de materiale pentru procesul de hidroliza enzimatica ce implica pretratamentul
lemnului

Din bilantul de materiale (fig. 6.7) putem deduce cd 33,16 g glucoza se pot produce
din 46 g celuloza din lemn, dupa pretratamentul de autohidroliza la temperatura de 190°C,
delignificare cu clorit de sodiu in mediu acid si hidroliza enzimatica cu Accellerase 1500, la
2% concentratie a solidelor. Glucoza obtinuta dupa hidroliza enzimatica poate fi fermentata la

bioetanol.

CAPITOLUL 7. FERMENTATIA ZAHARIDELOR OBTINUTE DIN DESEURILE
LEMNOASE

7.1 Principiile generale ale fermentatie

Scopul acestui studiu este evaluarea efectului de delignificare a lemnului asupra
randamentului de bioetanol. Fractiile lichide rezultate dupa etapele de hidroliza acida sau
enzimatica, cu sau fara delignificare, au fost supuse fermentatiei cu S. cerevisiae.

Obtinerea bioetanolului de generatia a 2-a din lemnul de brad (rumegus) cuprinde
urmatoarele etape:

e Pretratamentul prin autohidroliza — prezentat detaliat in Capitolul 3 al acestei teze

de doctorat;

e Delignificarea lemnului pretratat — eliminarea ligninei pentru accesibilitatea mai

usoard a enzimelor sau a acizilor la celuloza (Capitolul 4);
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e Hidroliza acida (Capitolul 5) a lemnului pretratat i a celui pretratat—delignificat
sau hidroliza enzimaticdi a lemnului pretratat si a materialului pretratat—
delignificat (Capitolul 6);

e Fermentatia solutiei de glucoza obtinuta atat din hidroliza acida, cat si din cea

enzimatica (analizata si prezentata in acest capitol).

7.2 Fermentatia zaharidelor obtinute din lemn la bioetanol

A fost validatd o metoda de analiza a etanolului prin gaz cromatografie. Etanolul a fost
analizat prin injectarea directd in GC-MS prin ,,headspace”. Concentratia in etanol a fost
masuratd la intervale de 24, 48 si 72 ore pentru fiecare solutie de hidrolizat supusa
fermentatiei cu drojdia de bere. Concentratiile n etanol obfinute pentru fiecare experiment in

parte la intervale de 24, 48 si 72 ore de fermentatie sunt prezentate in Figura 7.5.

80 v a) 9 1~ k)

i % 80
ol ’
50 |
40
30
20
10
0 4
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mb
mct
mc2
md1
md2

mc2
nd1
md2

24 48

Randament de fermentatie (%)
Randament de fermentatie (%)

24 48 72
B 190°C
180°C Conditii de inainte de fer

Conditii de tratament inainte de fermentatie

c)

ma
mb

mc2
md1
md2

Randament de fermentatie (%)

24 48 72
200°C
Conditii de tratament inainte de fermentatie

Figura 7.6 Variatia randamentului de fermentatie in functie de conditiile de tratament inainte
de fermentatie la: (a) temperatura de pretratament de 180°C, (b) temperatura de pretratament de
190°C, si (c) temperatura de pretratament de 200°C (a — hidroliza acida lemn pretratat, b - hidroliza
acida lemn pretratat si delignificat, cl1-hidroliza enzimatica lemn pretratat (1%), c2-hidroliza
enzimatica lemn pretratat (2%), d1- hidroliza enzimatica lemn pretratat si delignificat (1%) si d2-
hidroliza enzimatica lemn pretratat §i delignificat (2%))

Randamentele de fermentatie sunt diferite in cazul substratelor hidrolizate acid sau
enzimatic. Fermentatia lemnului pretratat —hidrolizat acid (experimentele a) conduce la un

randament maxim de 32% (temperatura de pretratament 190°C) comparativ cu randamentul
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de fermentatie in cazul lemnului pretratat-hidrolizat enzimatic (experimentele c; si c;) care are
valoarea de 49% (concentratia solidelor in hidroliza enzimatica de 1%), respectiv 55%
(concentratia solidelor in hidroliza enzimaticad de 2%). Aceste rezultate releva faptul ca: in
timpul hidrolizei acide se produc mai multi inhibitori de hidroliza, fiind conditiile mai drastice
(temperatura si conditii acide de hidrolizd), comparativ cu conditiile de hidroliza enzimatica,
care se caracterizeaza prin selectivitate si prin conditii mai blande de reactie (pH neutru de
hidroliza, temperatura scazuta si timp de reactie mai lung).

Fermentatia hidrolizatelor din lemnului pretratat — delignificat ofera cel mai mare
randament a carui valoare este de 75,5% (experimentul d;), respectiv 80,9% (experimentul
d>), la o temperatura de pretratament de 190°C, comparativ cu fermentatia hidrolizatului acid
al lemnului pretratat -delignificat pentru care s-a inregistrat un randament maxim de 65%
(experimentul b) aplicand aceeasi temperatura a pretratamentului. Temperatura de
pretratament a lemnului influenteazd, comportarea materialului in procesele de delignificare,
hidrolizd enzimatici, si in fermentatia produselor de reactie. In general, cele mai mari

randamente ale fermentatiei s-au obtinut in cazul autohidrolizei la temperatura de 190°C.

CONCLUZII

In cadrul prezentului studiu, au fost studiate la nivel de laborator doud procedee
moderne (cu variante experimentale pentru fiecare) de obtinere a bioetanolului care poate fi
utilizat ca biocarburant de generatia a 2-a, prin valorificarea superioara a deseurilor lemnoase
folosind: hidroliza acida si cea enzimatica. A fost utilizatd biomasa lignocelulozica de lemn
de brad, datorita compozitiei mari de celuloza si hemiceluloze.

A fost dezvoltatd o metodda ecologicd pentru pretratamentul deseurilor lemnoase.
Extractia hemicelulozelor din lemn s-a realizat prin pretratamentul de autohidroliza, metoda
care a folosit apa la temperaturi si presiuni ridicate. Metoda de autohidrolizd a separat
componentele din lemn in doua fractii: firactia lichidd care contine carbohidrati, lignina usor
solubila si produsi secundari, si fractia solidd care este alcatuitd din celuloza si lignina.

A fost determinat continutul de celuloza, lignind si hemiceluloze din fractia solida
recuperatd dupd autohidroliza, ceea ce a confirmat cd lignina si celuloza s-au recuperat
aproape cantitativ In fractia solida.

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

de masa, acestea fiind:
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e identificarea si cuantificarea carbohidratilor din fractia hemicelulozica prin GC-
MS, print-o metoda cu dubla derivatizare,

e dozarea 5-hidroximetilfurfuralului si

e dozarea furfuralului.

Pentru fiecare metoda au fost stabiliti parametrii de performanta: limitele de detectie,
limitele de cuantificare, domeniile de lucru, studii de recuperare.

Au fost analizati carbohidratii din fractia hemicelulozica si s-a constatat ca aceasta este
formata dintr-un amestec de pentoze si hexoze.

A fost determinat HMF prin doud metode de extractie: lichid-lichid si extractia pe faza
solida. Cele doud metode de extractie s-au validat si comparat. Metoda de extractiec SPE
prezintd mai multe avantaje comparativ cu varianta LLE: grade de recuperare mai bune,
rapiditate, consum redus de proba si reactivi, fiind astfel prietenoase in raport cu mediul.
Continutul de HMF din produsele de pretratare s-a incadrat in domeniul 0,03-0,06 g/100 g
lemn, concentratia de HMF a crescut odata cu temperatura si timpul de pretratament.

A fost determinat furfuralul rezultat din fractia hemicelulozica prin doua metode de
extractie: lichid-lichid si headspace SPME. Continutul de furfural s-a incadrat in domeniul
0,05 g-0,1 g/100 g lemn, in functie de conditiile de pretratament.

A fost obtinut un model matematic care a permis evaluarea continutului fractiilor
solide si al celor lichide rezultate dupa pretratamentul lemnului in functie de variabilele
independente (temperaturd si timp) folosind sistemul de editare ANFIS din softul MATLAB
7,0. S-a constat ca modelul matematic estimeazd cu eroare mai mica de 1% rezultatele
experimentale.

A fost realizata delignificarea cu clorit de sodiu Tn mediu acid a lemnul pretratat si a
celui netratat, pentru eliminarea ligninei Inainte de hidrolizd. S-a obtinut celuloza dupa
metoda de delignificare aplicatd. Randamentele in solide recuperate dupa delignificarea cu
clorit de sodiu au variat intre 39,5-47,6 lemn tratat si delignificat/100 g materie prima, in
functie de conditiile experimentale, ceea ce a demonstrat ca dupa metoda de delignificare se
obtine doar celuloza, cu mici urme de lignina. Eficienta metodei de delignificare s-a dovedit
prin determinarea continutul de lignind eliminatd (92— 96%) dupa etapa de delignificare.
Celuloza obtinutd dupa etapa de delignificare si lemnul pretratat (ne-deligninficat) este
hidrolizata cu acid sulfuric diluat in doua etape de reactie.

Au fost elaborate doud metode de dozare a glucozei:
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e 0 metodad noud de dozare a glucozei prin gaz cromatografie (metoda de analiza

calitativa)

e o0 metodd spectrofotometrici de dozare a zaharidelor reducatoare (metoda de

analiza cantitativa).

A fost dezvoltata si validata o metoda noud de determinare a glucozei din hidrolizatele
lemnoase prin gaz cromatografie. Au fost evaluati parametrii de performantd pentru metoda:
limita de detectie, limita de cuantificare, domeniu de lucru, studiile de recuperare. Metoda s-a
bazat pe derivatizarea glucozei in doud etape: oximarea si sililarea cu BSTFA, pentru
evidentierea prezentei ambilor izomeri a- si - glucoza.

A fost dezvoltatd o metoda de obtinere a glucozei prin hidroliza chimica a materialelor
celulozice rezultate dupd pretratament, in doud etape de reactie. Dupa prima etapa de
hidroliza, cu 2% H;SOs, s-au obtinut randamente foarte mici (0,6%). Dupa hidroliza cu 15%
H,SOy4, a rezultat cel mai mare randament, de 27%, pentru lemnul pretratat la 190°C, ceea ce
a dus la concluzia ca prezenta ligninei in substrat actioneaza ca un inhibitor al hidrolizei.

A fost elaborata o metoda de obtinere a glucozei prin hidroliza chimica a materialelor
celulozice rezultate dupa pretratament si delignificare, in doud etape de reactie. Cel mai mare
randament al hidrolizei acide (70%) s-a obtinut pentru lemnul de brad autohidrolizat —
delignificat (conditii de pretratament: 190°C, presiunea de 60 de bari si un timp de staionare
de 10 minute). Rezultatele au aratat cd hidroliza cu acid sulfuric 15% este necesarda pentru
cresterea randamentului.

Au fost studiate metode de obtinere a glucozei prin hidroliza enzimatica a: lemnului
autohidrolizat, lemnului autohidrolizat — delignificat si, lemnului delignificat (netratat).

Bilantul de materiale aratd ca din 100 g lemn se obtin 33 g glucoza, dupa
pretratamentul de autohidrolizd la temperatura de 190°C, presiunea de 60 bari, timpul de
reactie de 10 minute, delignificarea cu clorit de sodiu in mediu acid si hidroliza enzimaticd cu
2% concentratie a solidelor dupa 72 ore timp de hidrolizd. Randamentul mare de hidroliza
enzimaticd (91%) s-a datorat elimindrii ligninei 1nainte de hidroliza enzimatica, ceea ce a
insemnat ca tratamentul cu clorit de sodiu, pe langad eliminarea ligninei din substrat,
imbunatateste accesibilitatea materialului care devine mult mai susceptibil actiunii
enzimatice.

Tehnologia de transformare a lemnului de brad in bioetanol s-a realizat avand prin
urmatoarele etape:

e pretratamentul de autohidroliza,
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e delignificarea cu clorit de sodiu a lemnului pretratat,

e hidroliza acida sau enzimatica,

e fermentatia hidrolizatelor acide sau enzimatice la bioetanol cu S. cerevisiae.

Etanolul a fost obtinut prin fermentarea hidrolizatelor acide si enzimatice cu S.
cerevisiae. Fermentatia produselor din lemnul pretratat—delignificat-hidrolizat enzimatic a dat
cel mai mare randament de 81%, comparativ cu cel rezultat din fermentatie zaharurilor din
lemnul pretratat-delignificat-hidrolizat acid (65%) la temperatura de pretratament de 190°C.
Temperatura de pretratament la care are loc autohidroliza lemnului are influenta, atat asupra

delignificarii, hidrolizei enzimatice, cat si asupra fermentatiei.
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