UNIVERSITAS

o

fe ‘ | MINISTERUL oo

g4/ | EDUCATIEI

p— | NATIONALI

UNIUNEA EUROPEANA GUVERNUL ROMANIE! Fondul Social European Instrumente Structurale
MINISTERUL MUNCII, FAMILIEI, POSDRU 2007-2013 2007-2013 OIPOSDRL
PROTECTIEI SOCIALE $I GALATIENSIS
PERSOANELOR VARSTNICE
AMPOSDRU

Universitatea ,,Dunarea de Jos” din Galati

Scoala doctorala de Inginerie

UNIVERSITAS

| I e I e |

J,

GALATIENSIS

CERCETARI BIOTEHNOLOGICE DE
OBTINERE A BIOETANOLULUI DIN DESEURI
LIGNOCELULOZICE AGROINDUSTRIALE

(REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT)

Doctorand,
Ing. Cristian-Teodor BURUIANA

Conducator stiintific,
Prof.univ.dr.ing. Camelia VIZIREANU

Seria | 1: Biotehnologii Nr. 2
GALATI
2013



UNIVERSITAS

. . RQMANIA ) . MINISTERUL
Universitatea ,,Dundrea de Jos” din Galati EDUCATIEI
GALATIENSIS NATIONALE
AC3GY [92 10 DIE
Ciéitre

Universitatea “Dunérea de Jos “ din Galati vi face cunoscut ¢, in data de 23.11.2013 ora 10.30, in sala
F 103 a Facultatii de Stiinta si Ingineria Alimentelor, va avea loc sustinerea publicid a tezei de doctorat
intitulats: ,,CERCETARI BIOTEHNOLOGICE DE OBTINERE A BIOETANOLULUI DIN DESEURI
LIGNOCELULOZICE AGROINDUSTRIALE”, claborati de doamna/domnul BURUIANA CRISTIAN-
TEODOR, in vederea conferirii titlului stiintific de doctor in domeniul de doctorat Biotehnologii.

Comisia de doctorat are urméitoarea componenta :

1. Pregedinte Prof.univ.dr.ing. Victor CRISTEA

Universitatea “Dunérea de Jos” din Galati

2, Conduciitor de doctorat Prof.univ.dr.ing. Camelia VIZIREANU

Universitatea ,,Dunirea de Jos” din Galati

3. Referent oficial Prof.univ.dr.ing. Francisc PETER

Universitatea ,,Politehnica” din Timigoara

4, Referent oficial Prof.univ.dr.ing. Ioan MAMALIGA
Universitatea Tehnic# ,,Gheorghe Asachi” din Iagi

5. Referent oficial Prof.univ.dr.ing. Petru ALEXE
Universitatea “Dunirea de Jos” din Galati

Cu aceastd ocazie va transmitem rezumatul tezei de doctorat, §i vd invitim s participati la sustinerea
publica. in cazul in care doriti si faceti eventuale aprecieri sau observaii asupra continutului lucririi, va rugam
sd le transmiteti in scris pe adresa universitétii, str. Domneasca nr. 47, 800008 Galati, Fax 0236/ 461353,

e-mail rectorat@ugal.ro.

Gabriel BIRSAN

Str. Domneased nr.47, cod postal 800008, Galati, Romania, Tel.: +40 336 130 109, Fax: +40 236 461 353, E-mail: rectorat@ugal.ro, Web: www.ugal.ro



Cercetari biotehnologice de obtinere a bioetanolului din deseuri lignocelulozice agroindustriale

m— | NATIONALE
UNIUNEA EUROPEANA GUVERNUL ROMANIEI Fondul Social European Instrumente Structurale .
MINISTERUL MUNCII, FAMILIEI, POSDRU 2007-2013 007-24 OIPOSDRL
PROTECTIEI SOCIALE $I GALATIENSIS

PERSOANELOR VARSTNICE
AMPOSDRU

m l UNIVERSITAS
E: D MINISTERL
$i e ‘ 3 MINISTERUIL
YN T / &4/ | EDUCATIEI /‘W}‘

Teza de doctorat a fost elaboratd cu sprijinul financiar acordat de catre proiectul
POSDRU/107/1.5/S/76822 — Calitatea si continuitatea formairii in cadrul ciclului de
studii doctorale — TOP ACADEMIC, Id 76822, acronim TOP ACADEMIC, proiect
cofinantat din Fondul Social European prin Programul Operational Sectorial Dezvoltarea
Resurselor Umane 2007-2013, axa prioritara 1: >’Educatia si formarea profesionala in
sprijinul cresterii economice si dezvoltarii societatii bazate pe cunoastere’’, domeniul major
de interventie 1.5: >’Programe doctorale si postdoctorale in sprijinul cercetarii’’, perioada de
implementare: 1 octombrie 2010 — 30 septembrie 2013, Universitatea *’Dundrea de Jos’’ din

Galati.

Drd. ing. Cristian-Teodor Buruiana 2



Cercetari biotehnologice de obtinere a bioetanolului din deseuri lignocelulozice agroindustriale

CUPRINS

CUVANT INAINTE. ..ottt 23

I. STUDIUL DOCUMENTAR
1. Structura si compozitia chimica a materialelor lignocelulozice......................... 30
2. Procesul biochimic de conversie a materialelor lignocelulozice in bioetanol.... 32
3. Pretratamentul materialelor lignocelulozice..............ccoooiiiiiiiiiiii, 34
3.1. Pretratamente fiziCO-ChIMICE..........cccovviiiiiiii e 35
3.1.1. Pretratament prin injectie de abur Sub presiune............ccocoevvvvvvnivennnnn 35
3.1.2. Pretratament in sistem de apa calda............cccooeeieiiiiiiiiiinii e 36
3.1.3. Pretratament prin explozie de COy......cccoeiiiiiiiiiiiieie e, 36
3.1.4. Pretratament prin injectie de amoniac lichid...........ccccooeniiiiiiiiininnne 37
3.2. Pretratamente CHIMICE. ........oiiiiiiiiieiei e 37
3.2.1. Pretratament CU @CId..........cooeiririerieiie e 37
3.2.2. Pretratament alCalin...........cccoooveiiininciic e 38
3.2.3. Pretratament prin oxidare umeda.............ccccueevrieiiiiiiinniieeee e 38
3.2.4. Pretratament CU 0ZON.........cooueviiiiiieiriiie e 38
3.2.5. Pretratament prin metoda organosolV...........ccccceevveieicie e 38
4. Hidroliza enzimatici a materialelor lignocelulozice...............c.ccocoiiiien 40
4.1. Celulazele s1 microorganismele producdtoare de celulaze..............ccccooevnenen. 40
4.2. Hemicelulazele i microorganismele producdtoare de hemicelulaze................ 40
5. Fermentarea materialelor lignoceluloziCe.............ccooveveiiiiicccciccece e 42
6. Integrarea proceselor tehNOIOGICE. ........c.coiiiiiiiiii 43
6.1. Hidroliza si fermentarea separatd (SHF).........ccccooiiiiiiiiiiiiciccc 43
6.2. Zaharificarea si fermentarea simultand (SSF).........ccoccoeiiiiiiiiiiiniiiiece 44
6.3. Zaharificarea si co-fermentarea simultand (SSCF).........cccocoveviviiiiinninnnienne. 46
Referinte DIDHOGrafiCe. ......c..ooiiiiiii e 49
Drd. ing. Cristian-Teodor Buruiana 3



Cercetari biotehnologice de obtinere a bioetanolului din deseuri lignocelulozice agroindustriale

II. PARTEA EXPERIMENTALA
7. Obtinerea bioetanolului de a doua generatie prin zaharificarea si

fermentarea simultand in regim discontinuu si semicontinuu a biomasei

lignocelulozice de porumb pretratata hidrotermic...........cccooeviniiiiiicncsee 59
7.0 INEFOAUCETE. ... 60
7.2. Materiale $I MELOUE........cueiiiieiieice et sbe e nbe e 63

7.2.1. Macinarea biomasei lignocelulozice de porumb...........ccccocoiiinininnnne 63
7.2.2. Determinarea compozitiei chimice a biomasei lignocelulozice de
POFUMD....ccii et nne e 64
7.2.2.1. Determinarea continutului de umiditate.............ccocovvvrviieriennnn, 64
7.2.2.2. Determinarea continutului de CenuSa...........ccoovevveiirieereennenn 65
7.2.2.3. Determinarea continutului de poliglucide prin hidroliza acida
cantitativad (QAH)......cooviieiiieeeeee e 66
7.2.2.4. Determinarea continutului de lignina Klason.............ccc.ceeeeee. 68
7.2.2.5. Determinarea continutului de substante extractibile prin
eXtractia SOXNIEL........c.covi e 69
7.2.2.6. Determinarea compozitiei chimice a biomasei lignocelulozice
de porumb supuse extractiei SOXhlet..........ccovvrvrirnieiinieninnnn 70
7.2.2.7. Identificarea si cuantificarea compusilor esentiali prin
cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC)............. 70
7.2.3. Pretratamentul biomasei lignocelulozice de porumb.........c.cccccoveveennns 74
7.2.3.1. Pretratamentul hidrotermic prin autohidroliza in conditii non-
TZOTEIIMNE. ...t 74
7.2.3.2. Determinarea severitatii pretratamentului...........coccocovriveinenns 74
7.2.4. Determinarea compozitiei chimice a biomasei lignocelulozice de
porumb rezultatd in urma pretratamentului...........oocoeveeevererieciiiiienennn 75
7.2.4.1. Determinarea continutului de compusi non-volatili.................. 76
7.2.4.2. Determinarea continutului de oligomeri prin posthidroliza...... 76
7.2.5. Hidroliza enzimatica a fazei solide rezultata in urma pretratamentului 78
7.2.6. Zaharificarea si fermentarea simultana (SSF) a fazei solide rezultata
in urma pretratamentulUi.........cocceveeeeiiiiiieiii e 79
7.2.6.1. Reactivarea culturii liofilizate de drojdie Saccharomyces
cerevisiae CECT-1170 (tulpina DCL 740).......cccccovvirenencninnne. 79
Drd. ing. Cristian-Teodor Buruiana 4



Cercetari biotehnologice de obtinere a bioetanolului din deseuri lignocelulozice agroindustriale

7.2.6.2. Cultivarea drojdiei si prepararea inoculului..............cccccevvennnns 80

7.2.6.3. Procesul de zaharificare si fermentare simultana in regim
AISCONTINUUL ..o 81

7.2.6.4. Procesul de zaharificare si fermentare simultand in regim
SEMICONTINUUL ..ottt 82

7.2.7. Determinarea compozitiei chimice a fazei solide rezultatd in urma
PrOCESEION SSF ... . i 82
7.2.8. Analiza statistica a datelor experimentale..............ccccvevveerrienieeinenninns 83
7.3. Rezultate S1 diSCULI.....civiiiiiiiiiiiiec ettt sre e reereas 83
7.3.1. Analiza compozitiei chimice a biomasei lignocelulozice de porumb... 83
7.3.2. Studiul pretratamentului biomasei lignocelulozice de porumb............. 84
7.3.2.1. Fractionarea biomasei lignocelulozice de porumb................... 86
7.3.2.2. Susceptibilitatea fazei solide la hidroliza enzimatica................ 88

7.3.3. Studiul si optimizarea zaharificarii si fermentarii simultane in regim
discontinuu a fazei solide rezultata in urma pretratamentului................. 92

7.3.4. Obtinerea bioetanolului prin zaharificarea si fermentarea simultana in
regim semicontinuu a fazei solide rezultatd in urma pretratamentului... 101
7.4, CONCIUZIT PATTIALE. ... eveivieiieiieie et 106
Referinte DIDIOGrafiCe. .........ooo i 107

8. Obtinerea bioetanolului prin zaharificarea si fermentarea simultana in

regim semicontinuu a biomasei lignocelulozice de porumb autohidrolizata—
delignificata...............oooiiiiii 111
ST I )T (1ot ¢SS 111
8.2. Materiale $I MELOUE. ........cccueiieee et 115
8.2.1. Macinarea biomasei lignocelulozice de porumb.........ccccooceveviivininnnens 115

8.2.2. Determinarea compozitiei chimice a biomasei lignocelulozice de
POFUMD ...ttt 115

8.2.3. Pretratamentul  biomasei  lignocelulozice de porumb  prin
autohidroliza in conditii NON-I1ZOEIME.........ccevvvieiieie e, 116
8.2.4. Delignificarea fazei solide rezultata in urma pretratamentului............. 117
8.2.4.1. Delignificarea prin metoda organosolv in conditii izoterme..... 117

8.2.4.2. Delignificarea-organosolv cu trei variabile independente si
trei nivele de variatie........coooeviviiiiniiii 118
Drd. ing. Cristian-Teodor Buruiana 5



Cercetari biotehnologice de obtinere a bioetanolului din deseuri lignocelulozice agroindustriale

8.2.5. Hidroliza enzimatica a fazei solide rezultata in urma delignificarii...... 119
8.2.6. Zaharificarea si fermentarea simultana (SSF) in regim semicontinuu
a fazei solide rezultatd in urma delignifiCarii..........cccevvvevvrierieeieennennnen. 121

8.2.7. Determinarea compozitiei chimice a fazei solide rezultatd in urma

PrOCESUIUT SSF ... e 122
8.2.8. Analiza statistica a datelor experimentale..............cccceeviiiniiieiniieenninnn, 122
8.3. Rezultate $1 diSCULII...eivirriiiiieieiieitieie ettt st 122

8.3.1. Studiul proceselor preliminare de autohidroliza, delignificare si
hidroliza enzimatica a biomasei lignocelulozice de porumb.................. 122

8.3.2. Studiul si optimizarea delignificarii-organosolv a fazei solide
rezultatd in urma pretratamentulUi..........c.occveerieeiiienieeniienieeeeeee e 128

8.3.3. Recuperarea principalelor componente din faza solida rezultatd in
UrmMa delignifiCaAITI......eereieriiiiie e 135

8.3.4. Obtinerea bioetanolului prin zaharificarea si fermentarea simultana in

regim semicontinuu a fazei solide rezultata in urma delignificarii......... 137

8.4. CONCIUZIT PATTIALE. .....cviieiieieiieiee e 143
Referinte DIDIOGrafiCe.........coov i 144

9. CONCIUZIT GENEIAIE........civi ettt et re e 147
10. Contributii la dezvoltarea cunoasterii in domeniu si perspective.................... 148
11. Diseminarea rezultatelor Cercetarii............c.ccccovvriveriviieiiiene e 149

Drd. ing. Cristian-Teodor Buruiana 6



Cercetari biotehnologice de obtinere a bioetanolului din deseuri lignocelulozice agroindustriale

OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE TEZEI DE DOCTORAT

Biomasa lignocelulozica de porumb (tulpini si frunze de porumb) reprezinta cea mai
mare cantitate de reziduuri ramase dupa recoltarea porumbului in agricultura Romaniei, cu
potential ridicat de prelucrare atat din punct de vedere economic cat si la scara industriald, in
scopul obtinerii bioetanolului ca sursa alternativa de combustibili.

In contextul actual al tendintelor cercetarilor privind conversia materialelor
lignocelulozice reziduale in produse industriale cu valoare economicd, teza de doctorat
intitulata: *’Cercetdri biotehnologice de obtinere a bioetanolului din deseuri lignocelulozice
agroindustriale’’ aduce 0 serie de contributii originale cu privire la studiul obtinerii
bioetanolului din biomasa lignocelulozicd de porumb (tulpini si frunze de porumb), prin
aplicarea unor procese eficiente de autohidroliza, delignificare, zaharificare si fermentare
simultana (engl. Simultaneous Saccharification and Fermentation, SSF), precum si prin
utilizarea unor metode moderne de optimizare prin intermediul metodologiei suprafetei de
raspuns (engl. Response surface methodology, RSM) si analiza prin intermediul
cromatografiei de lichide de 1inalta performanta (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC).

In acest context, strategia de cercetare a vizat parcurgerea urmitoarelor obiective
stiintifice:

e Analiza compozitiei chimice a biomasei lignocelulozice de porumb prin cromatografia
de lichide de inalta performantda (HPLC), in vederea determindrii compusilor esentiali,
cu rol de substrat in procesul de fermentare.

e Pretratamentul hidrotermic a biomasei lignocelulozice de porumb prin autohidroliza in
conditii non-izoterme, in vederea solubilizarii fractiunii hemicelulozice si obtinerii
unor compusi derivati valorosi.

e Delignificarea prin metoda organosolv in conditii izoterme a biomasei lignocelulozice
de porumb pretratata, in vederea degradarii ligninei si obtinerii unui solid bogat in
celuloza, precum si optimizarea procesului de delignificare-organosolv prin
intermediul metodei analizei suprafetei de raspuns (RSM).

e Obtinerea glucozei prin hidroliza enzimaticd a fazei solide rezultatd in urma

pretratamentelor prin autohidroliza si delignificare-organosolv.

Drd. ing. Cristian-Teodor Buruiana 7
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Obtinerea bioetanolului prin zaharificarea si fermentarea simultand (SSF) in regim
discontinuu (engl. batch) si semicontinuu (engl. fed-batch) a fazei solide rezultata in
urma proceselor de autohidroliza si delignificare, precum si optimizarea procesului

SSF aplicand metoda analizei suprafetei de raspuns (RSM).

STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat este structuratd in doua parti, dupa cum urmeaza: I) Studiul

documentar care contine 6 capitole si Il) Partea experimentala structurata in 5 capitole. Teza

de doctorat contine 31 de figuri si 30 de tabele.

1)

STUDIUL DOCUMENTAR este structurat in 6 capitole care fac referire la:
Capitolul 1, intitulat Structura si compozitia chimici a materialelor
lignocelulozice, prezinta principalele componente structurale ale peretelui celular
(celuloza, hemiceluloza si lignina), precum si compozitia chimica a diferitelor
materiale lignocelulozice folosite pentru obtinerea bioetanolului.

Capitolul 2, intitulat Procesul biochimic de conversie a materialelor
lignocelulozice in bioethanol, prezintd principalele procese de transformare a
biomasei lignocelulozice in bioetanol, precum si schema fluxului tehnologic de
obtinere a bioetanolului din materialele lignocelulozice.

Capitolul 3, intitulat Pretratamentul materialelor lignocelulozice, este structurat in
2 subcapitole care prezintd caracterizarea proceselor fizico-chimice si chimice de
fractionare a materialelor lignocelulozice precum si un studiu comparativ a
principalelor metode de pretratament pentru imbunatatirea hidrolizei enzimatice.
Capitolul 4, intitulat Hidroliza enzimatici a materialelor lignocelulozice, este
structurat in 2 subcapitole care descriu sistemele enzimatice (celulaza si hemicelulaza)
capabile sa hidrolizeze principalele componente a materialelor ligocelulozice (celuloza
si hemiceluloza) precum si o analizd comparativd referitoare la diferitele
microorganisme cu cea mai mare activitate specifica pentru complexul enzimatic.
Capitolul 5, intitulat Fermentarea materialelor lignocelulozice, prezinta
microorganismele care produc cantitati sSemnificative de bioetanol precum si o analiza
comparativd a principalelor microorganisme folosite pentru conversia materialelor

lignocelulozice in etanol.
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e Capitolul 6, intitulat Integrarea proceselor tehnologice, este structurat in 3
subcapitole care descriu modalitatile prin care metodele de hidroliza enzimatica si
fermentare pot fi cuplate in diferite configuratii de procese tehnologice, precum si 0
analizd comparativa referitoare la productia de bioetanol din materiale lignocelulozice
folosind aceste tehnologii moderne.

) PARTEA EXPERIMENTALA care cuprinde rezultatele cercetdrilor originale
realizate pe parcursul stagiului de doctorat este structurata in 5 capitole, dupa cum
urmeaza:

e Capitolul 7, intitulat Obtinerea bioetanolului de a doua generatie prin
zaharificarea si fermentarea simultana in regim discontinuu si semicontinuu a
biomasei lignocelulozice de porumb pretratatd hidrotermic, prezinta rezultatele
porumb ca materie primd pentru o tehnologie bazatd pe doud etape majore:
autohidroliza (care conduce la recuperarea glucidelor derivate din hemiceluloza) si
zaharificarea si fermentarea simultana (SSF) a fazei solide rezultatd in urma
pretratamentului, in vederea obtinerii bioetanolului. Autohidroliza (pretratament
hidrotermic) a fost efectuata in conditii non-izoterme, la temperaturi cuprinse intre
180+223 °C, iar faza solidda rezultatd in urma pretratamentului biomasei
lignocelulozice de porumb la temperatura optimd de 210 °C a fost folosita ca substrat
pentru procesul SSF in regim discontinuu si in regim semicontinuu. Procesul SSF in
regim discontinuu a fost efectuat intr-o varietate de conditii experimentale (raport
lichid-solid (RLS) = 6+12 g lichid/g subst. uscata substrat; raport celulaza-substrat
(RCS) = 4+16 unitati/g subst. uscata substrat; raport B-glucozidaza-substrat = 50
unitati/g subst. uscata substrat) si optimizat aplicand metoda analizei suprafetei de
raspuns (RSM). Procesul SSF in regim semicontinuu a fost realizat in conditii
operationale definite prin: RLS = 3+5 g lichid/g subst. uscata substrat; RCS = 5+10
unitagi/g subst. uscatd substrat; si raport B-glucozidaza-substrat = 50 unitati/g subst.
uscata substrat.

e Capitolul 8, intitulat Obtinerea bioetanolului prin zaharificarea si fermentarea
simultand in regim semicontinuu a biomasei lignocelulozice de porumb
autohidrolizati—delignificata, prezintd rezultatele investigatiilor privind obfinerea
bioetanolului din biomasa lignocelulozica de porumb utilizand etapele secventiale de
pretratament prin autohidroliza (pentru solubilizarea hemicelulozei) si delignificare

prin metoda organosolv (pentru degradarea ligninei si obtinerea unei faze solide
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bogata in celuloza), prin intermediul procesului de zaharificare si fermentare simultana
(SSF) in regim semicontinuu. Autohidroliza a fost efectuata in conditii non-izoterme,
la temperaturi cuprinse intre 180+200 °C, iar solidele autohidrolizate au fost supuse
tratamentului de delignificare izoterma prin metoda organosolv, folosind diferite
conditii operationale (temperatura delignificarii in intervalul 180+200 °C si
concentratia de etanol in intervalul 30+70 g etanol/100 g solutie etanol-apa). Procesul
de delignificare a fost optimizat aplicind metoda analizei suprafetei de raspuns
(RSM). Faza solida rezultata in urma delignificarii a fost folosita ca substrat pentru
procesul SSF in regim semicontinuu, in conditii operationale definite prin: raport
lichid-solid RLS = 4 g lichid/g subst. uscata substrat; raport celulaza-substrat RCS = 10
unitati/g subst. uscatd substrat; raport p-glucozidaza-substrat = 50 unitati/g subst.
uscatd substrat.

Capitolul 9, intitulat Concluzii generale, prezinta principalele concluzii ale
rezultatelor cercetarilor realizate, cu valoare stiintifica si aplicativa pentru obtinerea
bioetanolului din biomasa lignocelulozica de porumb.

Capitolele 10 si 11 prezinta Contributiile originale ale tezei de doctorat, cu impact in
dezvoltarea cunoasterii in domeniu si perspectivele de continuare a cercetarilor,
precum si Diseminarea rezultatelor obtinute pe parcursul stagiului de doctorat.

Pentru indepliniea activitatilor de cercetare, in acord cu obiectivele stiingifice

formulate, s-au utilizat infrastructurile de cercetare ale laboratoarelor:

Centrul integrat de cercetare si formare pentru Biotehnologie Aplicata in Industria

Alimentara, Platforma Bioaliment (Www.bioaliment.ugal.ro), Facultatea de Stiinta si

Ingineria Alimentelor, Universitatea >’Dunarea de Jos’’ din Galati, Romania.
Laboratoarele de cercetare din cadrul Departamentului de Inginerie Chimica,

Facultatea de Stiinte, Universitatea din Vigo, Ourense, Spania.

Rezultatele obtinute in cadrul studiilor doctorale au fost diseminate prin elaborarea a

patru lucréri stiintifice, dintre care 2 articole in curs de publicare in reviste cotate ISI

(Industrial & Engineering Chemistry Research (ACS Publications) si Energy & Fuels (ACS

Publications)) si 2 articole publicate intr-o revista indexata in baze de date internationale (The

Annals of the University Dunarea de Jos of Galati Fascicle VI — Food Technology). Totodata,

pe parcursul stagiului doctoral, au fost comunicate rezultatele cercetarilor la 4 conferinte

internationale.
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II. PARTEA EXPERIMENTALA

7. Obtinerea bioetanolului de a doua generatie prin zaharificarea si
fermentarea simultand in regim discontinuu si semicontinuu a biomasei

lignocelulozice de porumb pretratata hidrotermic

7.1. Introducere

Acest studiu oferd o evaluare experimentala a productiei de bioetanol de a doua
generatie din biomasa lignocelulozica de porumb pretratatd hidrotermic, folosind doua sisteme
diferite: procesul SSF in regim discontinuu si procesul SSF in regim semicontinuu. Materia
primd a fost supusd pretratamentului prin autohidrolizd intr-o varietate de conditii
operationale. Deoarece faza solida pretratata la temperatura maxima de 210 °C a furnizat cele
mai bune rezultate pentru scopul acestui studiu, a fost utilizata cu succes ca substrat pentru
procesul SSF. In procesul SSF realizat in regim semicontinuu, substratul, enzimele si
nutrientii au fost adaugate in doua etape: prima incarcare la inceputul fermentatiei (momentul
zero) iar a doua incarcare dupa 39 ore de fermentare (cu enzimele numai pentru jumatate din

experimente).

7.2. Materiale si metode
7.2.1. Macinarea biomasei lignocelulozice de porumb

Biomasa lignocelulozica de porumb (tulpini §i frunze de porumb) a fost colectatd
dintr-o plantatie din nord-vestul Spaniei (Ourense), macinatd in doud etape cu doua utilaje
distincte: o macinare grosiera pana la un diametru de aprox. 10 cm si 0 macinare find pana la
un diametru de aprox. 8 mm (conform metodelor TAPPI T 264 cm-07 si ASTM E1757-01,
2007, adaptate pentru prezentul studiu), uscata in aer, omogenizata intr-un singur lot pentru a
evita diferentele de compozitie si depozitata intr-un loc intunecat si uscat pana la utilizarea in

procesele ulterioare.

7.2.2. Determinarea compozitiei chimice a biomasei lignocelulozice de porumb

Biomasa lignocelulozica de porumb a fost analizata pentru determinarea continutului
de umiditate (conform metodei TAPPI T 264 cm-07, adaptata pentru prezentul studiu), cenusa
(conform metodelor TAPPI T 211 om-12 si ASTM E1755-01, 2007, adaptate pentru prezentul
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studiu), substante extractibile (conform metodelor TAPPI T 264 cm-07 si ASTM E1690-08,
2006, adaptate pentru prezentul studiu) si supusa procesului de hidroliza acida cantitativa
(QAH) realizat in doua etape: i) cu 72% acid sulfuric (pentru conversia poliglucidelor in
oligomeri) si ii) cu 4% acid sulfuric (pentru conversia oligomerilor in monomeri) (conform
metodelor TAPPI T 249 cm-09 si ASTM E1758-01, 2007, adaptate pentru prezentul studiu).
Faza lichida rezultata in urma hidrolizei acide a fost filtrata prin membrane cu dimensiunea
porilor de 0,45 um si analizata prin cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC)
(utilizand cromatograful Agilent Technologies 1100 Series cu detector cu indice de refractie si
coloana Bio-Rad Aminex HPX-87H) pentru determinarea concentratiei de glucide (glucoza,
xiloza, arabinoza) si acid acetic. In functie de concentratia de glucide si acid acetic a fost
calculat continutul de glucan, xilan, arabinan si grupari acetil prezent in materia prima.
Reziduul solid rezultat in urma procesului de hidroliza acida a fost cuantificat si considerat
lignina Klason (Milne et al., 1990; Wyman, 1996).

7.2.2.7. Identificarea si cuantificarea compugilor esentiali prin cromatografia de lichide de
inalta performanta (HPLC)

Analizele au fost efectuate folosind un cromatograf de lichide de 1naltd performanta
(Agilent Technologies 1100 Series, Agilent Technologies, Inc., USA) echipat cu pompa
cuaternara (model G1311A), degazor cu vacuum (model G1322A), unitate de termostatare a
coloanei si autosampler.

Conditiile analitice utilizate au constat intr-un detector cu indice de refractie (model
G1362A) si o coloana Bio-Rad Aminex HPX-87H (model G1316A) care a permis utilizarea
unei elutii izocratice (compozitia fazei mobile a rdmas constanta pe tot parcursul procesului de
separare), folosind ca faza mobild o solutie de acid sulfuric (H,SO,4) 0,01 M.

Separarea compusilor a fost realizatd la o temperaturda a coloanei de 50 °C, un debit
(viteza de curgere) de 0,6 mL/min si un volum de injectie de 5 pL.. Temperatura unitdtii optice
(detectorului cu indice de refractie) a fost de 35 °C, presiunea maxima a pompei de 150 bari si
timpul de retentie a compusilor de interes intre 20+60 minute (in functie de compusul
cuantificat). Integrarea picurilor cromatografice a fost realizatd cu ajutorul unui computer
(Hewlett—Packard, model LE1901w) echipat cu software pentru controlul si evaluarea datelor
(Agilent ChemStation, Agilent Technologies, Inc., USA).

Cromatograma HPLC rezultata in urma analizei solutiei standard pentru determinarea
glucidelor (glucoza, xiloza, arabinoza), acidului acetic si compusilor de degradare (5-

hidroximetilfurfural si furfural) este prezentata in figura 7.8.
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Figura 7.8. Cromatograma HPLC corespunzatoare solutiei standard

(1) glucoza; (2) xiloza; (3) arabinoza, (4) acid acetic; (5) 5-hidroximetilfurfural; (6) furfural

Cromatograma HPLC rezultata in urma analizei solutiei standard pentru determinarea

glucidelor (glucoza, xiloza), acidului acetic si etanolului este prezentata in figura 7.9.
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Figura 7.9. Cromatograma HPLC corespunzitoare solutiei standard

(1) glucoza; (2) xiloza; (3) acid acetic; (4) etanol
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7.2.3. Pretratamentul biomasei lignocelulozice de porumb
7.2.3.1. Pretratamentul hidrotermic prin autohidroliza in conditii non-izoterme
Pretratamentul hidrotermic prin autohidroliza in conditii non-izoterme a fost propus
pentru solubilizarea fractiei hemicelulozice din materia prima.
Procedeul experimental a constat in urmatoarele: biomasa lignocelulozica de porumb
si apa distilata au fost introduse intr-un reactor sub presiune cu un volum intern de 3,75 L
(Parr 4842 model nr. 4551, Parr Instruments Company, Moline, Illinois, USA), prevazut cu un
rotor cu patru lame, incalzit de o manta externda si racit cu apa printr-o bucld interna.
Amestecul a fost omogenizat la 150 rpm, un raport lichid-solid (RLS) = 10 g apa distilata/g
subst. uscata materie prima, la temperaturi de 180 °C; 190 °C; 195 °C; 200 °C; 205 °C; 210 °C;
215 °C si 223 °C, 1n vederea acoperirii unei arii extinse de conditii de hidroliza care conduc la

formarea compusilor solubili valorosi derivati din fractiunea hemicelulozica.

7.2.3.2. Determinarea severitatii pretratamentului

Severitatea pretratamentului reprezinta efectul combinat al temperaturii si timpului de
reactie de-a lungul perioadelor de incélzire si racire.

Intensitatea pretratamentului a fost exprimata sub forma de >’severitate’” (Sp), unitate

adimensionala definita ca logaritm al factorului de severitate (Ro, min) (Lavoie et al., 2010).

7.2.4. Determinarea compozitiei chimice a biomasei lignocelulozice de porumb rezultata
in urma pretratamentului

Biomasa lignocelulozicd de porumb pretratatd hidrotermic prin autohidroliza in
conditii non-izoterme a fost filtratd prin hartie de filtru, obtindndu-se doud faze: lichida si
solida. O parte din faza lichida a fost filtrata prin membrane de 0,45 um si analizata direct prin
cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC) in vederea determinarii continutului de
glucide (glucoza, xiloza, arabinoza), compusi volatili (acid acetic) si compusi de degradare a
glucidelor (5-hidroximetilfurfural si furfural). Faza lichida a fost deasemenea analizatd pentru
determinarea continutului de compusi non-volatili, prin uscarea in etuva, la temperatura de
105 °C, timp de aprox. 24+36 ore (conform metodelor TAPPI T 412 om-11 si ASTM E1756-
08, adaptate pentru prezentul studiu). In cele din urma, faza lichidi a fost supusi
posthidrolizei cu 4% acid sulfuric, la temperatura de 121 °C, timp de 40 minute (pentru
conversia oligomerilor in monomeri), iar hidrolizatul rezultat a fost filtrat prin membrane cu
dimensiunea porilor de 0,45 um si analizat prin cromatografia de lichide de inalta performanta

(HPLC) pentru determinarea concentratiei de monomeri (glucoza, xiloza, arabinoza), acid
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acetic, 5-hidroximetilfurfural si furfural. In functie de concentratia de monomeri si acid acetic
din proba analizatd a fost calculat continutul de oligomeri solubili prezenti in lichidul
autohidrolizat (gluco-oligomeri, xilo-oligomeri, arabino-oligomeri si grupari acetil legate de
oligomeri). Faza solida rezultatd in urma pretratamentului a fost spalata cu apa distilata si
cantarita la balanta analitica in vederea determinarii randamentului autohidrolizei (recuperarea
fazei solide dupa pretratament). O parte din faza solida a fost uscata in aer, a fost supusa
hidrolizei acide si analizata prin cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC) in
vederea determinarii conginutului de poliglucide (glucan, xilan, arabinan) si grupari acetil.

Reziduul solid rezultat in urma hidrolizei acide a fost cuantificat si considerat lignina Klason.

7.2.5. Hidroliza enzimatica a fazei solide rezultata in urma pretratamentului

fazei solide recuperatd in urma autohidrolizei biomasei lignocelulozice de porumb. Faza
solida rezultata in urma pretratamentului prin autohidroliza la temperaturi de 200 °C; 210 °C
si 223 °C, a fost folositd ca substrat pentru hidroliza enzimatica realizatd in baloane
Erlenmeyer de 100 mL, cu un volum util de 50 mL, plasate intr-un termostat cu agitare
orbitald (150 rpm), la temperatura de 48,5 °C, pH = 4,85, 96 ore.

Preparatele enzimatice comerciale utilizate: celulaza ’’Celluclast 1.5 L” (din
Trichoderma reesei) si B-glucozidaza *’Novozym’’ (din Aspergillus niger) au fost
achizitionate de la compania Novozymes (Madrid, Spania). Mediul de cultura a fost preparat
prin amestecarea principalelor componente necesare procesului: solid si apa distilatda cu
tampon citrat 0,05 N si preparate enzimatice comerciale (celulazd suplimentata cu f-
glucozidazd), in functie de parametrii stabiliti (raport lichid-solid (RLS) cuprins intre 4+15 g
lichid/g substrat, subst. uscata; raport celulaza-substrat (RCS) cuprins intre 2+15 unitati/g
substrat, subst. uscata; si raport 3-glucozidaza-substrat = 50 unitati/g substrat, subst. uscata).

Probele (0,5 mL) au fost prelevate la durate de timp prestabilite (intre 0-96 ore) si
centrifugate la 5000 rpm, timp de 5 minute. Faza lichida rezultata a fost filtrata prin
membrane cu dimensiunea porilor de 0,45 um si analizata prin cromatografia de lichide de

inalta performanta (HPLC) pentru determinarea concentratiei de glucoza.

7.2.6. Zaharificarea si fermentarea simultana (SSF) a fazei solide rezultati in urma
pretratamentului
7.2.6.1. Reactivarea culturii liofilizate de drojdie Saccharomyces cerevisiae CECT-1170
(tulpina DCL 740)
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Tulpina de drojdie Saccharomyces cerevisiae CECT-1170 a fost achizitionata de la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) (www.cect.org) (Valencia, Spania); glucoza
anhidra a fost achizitionatd de la Panreac Quimica (Barcelona, Spania); peptona
bacteriologica, extractul de drojdie si extractul de malt au fost achizitionate de la Cultimed
(Barcelona, Spania).

Mediul de culturd recomandat pentru reactivarea culturii liofilizate de drojdie
Saccharomyces cerevisiae CECT-1170 a continut urmatoarele cantitati: glucoza = 10 g/L;
peptond = 5 g/L; extract de drojdie = 3 g/L; extract de malf = 3 g/L; apa distilata = 1000 mL.

Conditiile de cultivare pentru cresterea celulelor de drojdie in mediu lichid au fost
urmatoarele: 26 °C, 150 rpm, 24 ore.

Reactivarea culturii liofilizate a constat in rehidratarea celulelor de drojdie, iar
suspensia rezultata a fost folosita pentru inocularea mediului de cultura lichid, mediu care a
fost incubat la temperatura si conditiile de cultivare recomandate. Inoculul rezultat in urma
incubarii culturii de drojdie a fost amestecat cu o solutie de glicerol de concentratie 30%
pentru incorporarea celulelor, introdus in criotuburi de 2 mL cu capac infiletabil si pastrat la

temperatura de -70 °C pentru utilizarea in procesul de fermentare.

7.2.6.2. Cultivarea drojdiei si prepararea inoculului

Mediul de culturd recomandat pentru prepararea inoculului de drojdie Saccharomyces
cerevisiae folosit in procesul SSF a continut urmatoarele cantitati: glucoza = 10 g/L; peptona
= 5 g/L; extract de drojdie = 3 g/L; extract de malt = 3 g/L; apa distilatd = 1000 mL.

Conditiile de cultivare utilizate pentru cresterea celulelor de drojdie in mediu lichid au
fost urmatoarele: 32 °C, 200 rpm, 24 ore.

Prepararea inoculului pentru SSF a constat in inocularea mediului de culturd cu
celulele de drojdie Saccharomyces cerevisiae si incubarea la temperatura si conditiile de
cultivare recomandate. Dupa incubare, mediul de cultura a fost centrifugat la 2500 rpm, 25 °C,
timp de 10 minute. Faza solida (celulele de drojdie) rezultata a fost amestecata cu apa distilata

sterila (in functie de cantitatea dorita) si folosita ca inocul pentru SSF.

7.2.6.3. Procesul de zaharificare si fermentare simultand in regim discontinuu
lignocelulozica de porumb pretratata hidrotermic, in vederea obtinerii bioetanolului de a doua
generatie. Optimizarea procesului de zaharificare si fermentare simultana (SSF) in regim

discontinuu (engl. batch) a fost realizata aplicind metoda analizei suprafetei de raspuns
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(RSM), folosind un design factorial experimental cu doua variabile independente si trei nivele
de variatie (raport lichid-solid RLS = 6; 9; si 12 g lichid/g subst. uscatd substrat si raport
celulaza-substrat RCS = 4; 10; si 16 unitati/g subst. uscata substrat).

Preparatele enzimatice comerciale utilizate: celulaza ’’Celluclast 1.5 L” (din
Trichoderma reesei) si B-glucozidaza *’Novozym’’ (din Aspergillus niger) au fost
achizitionate de la compania Novozymes (Madrid, Spania).

Procesul SSF in regim discontinuu a fost realizat in baloane Erlenmeyer de 250 mL cu
un volum util de 100 mL, plasate intr-un termostat cu agitare orbitala (120 rpm), la
temperatura de 35 °C (pH = 5), timp de 96 ore, folosind ca substrat faza solida rezultata in
urma autohidrolizei la temperatura de 210 °C (severitate de 4,20). Concentratia de nutrienti
folosita in procesul SSF a fost urmatoarea: peptona = 5 g/L; extract de drojdie = 3 g/L; extract
de malt = 3 g/L; apa distilata = 1000 mL.

Mediul de cultura a fost preparat prin amestecarea principalelor componente necesare
procesului: solid si apa distilata (introduse in prealabil in autoclava, separat de nutrienti, la
temperatura de 121 °C, presiune de 20 atm, timp de 20 minute, in vederea sterilizarii
substratului), cu preparate enzimatice comerciale (celulaza suplimentata cu B-glucozidaza),
nutrientfi = 5 mL (peptona, extract de drojdie, extract de malt) si inocul = 10 mL
(Saccharomyces cerevisiae CECT-1170, cu o concentratie initiala de celule de drojdie = 1
g/L). Probele (0,5 mL) au fost prelevate la durate de timp prestabilite (intre 0+96 ore) si
centrifugate la 5000 rpm, timp de 5 minute. Faza lichida rezultatd a fost filtratd prin
membrane cu dimensiunea porilor de 0,20 um si analizata prin cromatografia de lichide de

inaltd performantd (HPLC) pentru determinarea concentratiei de etanol.

7.2.6.4. Procesul de zaharificare si fermentare simultand in regim semicontinuu

Obiectivul acestui studiu a constat in obtinerea bioetanolului din biomasa
lignocelulozica de porumb, folosind pretratamentul prin autohidroliza in conditii non-izoterme
si zaharificarea si fermentarea simultana in regim semicontinuu (engl. fed-batch).

Preparatele enzimatice comerciale utilizate: celulaza ’’Celluclast 1.5 L” (din
Trichoderma reesei) si B-glucozidaza *’Novozym’’ (din Aspergillus niger) au fost
achizitionate de la compania Novozymes (Madrid, Spania).

Procesul SSF in regim semicontinuu a fost realizat in baloane Erlenmeyer de 250 mL
cu un volum util de 100 mL, plasate intr-un termostat cu agitare orbitald (120 rpm), la
temperatura de 35 °C (pH = 5), timp de 168 ore, folosind faza solida rezultata in urma

pretratamentul hidrotermic la temperatura de 210 °C (severitate de 4,20), preparate enzimatice
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comerciale (celulaza suplimentatd cu B-glucozidaza), nutrienti = 5 mL (peptond, extract de
drojdie, extract de malt) si inocul = 10 mL (Saccharomyces cerevisiae CECT-1170, cu o
concentratie initiald de celule de drojdie =1 g/L).

Substratul, enzimele si nutrientii au fost adaugate in doua etape pana la valori finale
corespunzatoare incarcarii la 39 ore, astfel: prima incarcare (50 %) a fost efectuata la
inceputul procesului (timp zero), iar a doua incarcare (50 %) dupa 39 ore de zaharificare si
fermentare simultana (cu enzimele doar pentru experimentele 1; 2 si 3).

Probele (0,5 mL) au fost prelevate la durate de timp prestabilite (intre 0+168 ore) si
centrifugate la 5000 rpm, timp de 5 minute. Faza lichida a fost filtratd prin membrane cu
dimensiunea porilor de 0,20 um si analizatd prin cromatografia de lichide de inalta

performanta (HPLC) pentru determinarea concentratiei de etanol.

71.2.7. Determinarea compozitiei chimice a fazei solide rezultatdi in urma proceselor SSF
Faza solida rezultata in urma proceselor SSF a fost uscata in aer, supusa hidrolizei

acide cantitative si analizatda prin cromatografia de lichide de inaltd performanta (HPLC) in

vederea determindrii continutului de poliglucide (glucan, xilan, arabinan) si grupari acetil.

Reziduul solid rezultat in urma hidrolizei acide a fost cuantificat si considerat lignina Klason.

7.2.8. Analiza statistica a datelor experimentale
Pentru analiza statisticd a datelor experimentale a fost utilizat un software comercial
(Microsoft Excel, Microsoft, Redmond, WA, USA). Optimizarea a fost realizata aplicand

metoda analizei suprafetei de raspuns (RSM).

7.3. Rezultate si discutii
7.3.1. Analiza compozitiei chimice a biomasei lignocelulozice de porumb

In urma determindrilor cantitative si analizelor efectuate prin cromatografia de lichide
de inalta performanta (HPLC), s-a obtinut compozitia chimica a biomasei lignocelulozice de
porumb (rezultate prezentate in tabelul 7.5).

In urma analizei comparative realizate intre extractiile Soxhlet cu diferiti solventi (apa
distilatd si etanol) s-a demonstrat ca cea mai indicata din punct de vedere economic precum si
al randamentului extractiei diferitelor fractiuni ale materialului lignocelulozic a fost extractia

cu apa distilata (rezultate prezentate in tabelul 7.6).

Drd. ing. Cristian-Teodor Buruiana 18



Cercetari biotehnologice de obtinere a bioetanolului din deseuri lignocelulozice agroindustriale

Tabel 7.5. Compozitia chimica a biomasei lignocelulozice de porumb

Compozitie Continut
(9/ 100 g subst. uscata MLC)*

Glucan 34,48+0,14
Xilan 14,54+0,07
Arabinan 2,16+0,06
Grupari acetil 1,93+0,02
Lignina Klason 18,49+0,21
Subst. extractibile 12,20+0,41
Cenusa 5,00+0,03
Proteine 4,254+0,22

MLC — material lignocelulozic.
* Datele sunt prezentate ca valori medii + deviatiile standard pentru

determinari realizate in 4 replicate.

Tabel 7.6. Compozitia chimica a bimasei lignocelulozice de porumb supuse extractiei Soxhlet

Extractia cu apa cu apa si etanol cu etanol
Subst. extractibile (g/100 g subst. uscata MLC)*  12,20+0,41 11,84+0,47 9,64+1,70
Comporitia fazei solide (g/ 100 g subst. uscatd SE)*

Glucan 38,14+£0,16  33,96+0,74 22,92+0,88
Xilan 16,5540,08 15,17+0,21 22,69+0,87
Arabinan 2,46+0,07 1,8740,01 3,75+0,14
Grupari acetil 2,194+0,03 2,5040,08 2,87+0,14
Lignina Klason 21,06+0,24 16,17+0,39 15,91+0,89
Comporzitia fazei lichide (g/ L)

Oligomeri 1,17 1,28 n.d
Glucoza 0,15 0,19 n.d

Xiloza 0,12 0,04 n.d
Arabinoza 0,00 0,03 n.d

Acid acetic 0,56 0,46 nd

MLC — material lignocelulozic; SE — solid rezultat in urma extractiei Soxhlet; n.d — nederminat.

* Datele sunt prezentate ca valori medii = deviatiile standard pentru determinari realizate in triplicat.

7.3.2. Studiul pretratamentului biomasei lignocelulozice de porumb
Tabelul 7.7 cuprinde conditiile operationale, date legate de bilantul total de materiale
(randamentul solidului si compusii non-volatili), precum si compozitia fazelor rezultate in

urma pretratamentului (faza solida si faza lichida).
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Tabel 7.7. Conditii operationale si rezultate experimentale privind autohidroliza biomasei lignocelulozice de porumb

twax (°C) 180 190 195 200 205 210 215 223
Severitatea (So, adimensionald) 3,39 3,64 3,80 3,96 4,07 4,20 4,35 457
Balanga de materiale (g/ 100 g subst. uscatd MLC)

Randamentul autohidrolizei (Ry) 75,98 73,01 72,16 64,58 58,91 61,88 62,25 54,13
Compusi non-volatili 18,27 23,23 26,15 32,28 31,47 29,63 27,77 29,10
Comporzitia fazei solide (g/ 100 g subst. uscata SA)*

Glucan 40,45+0,14 43,60+£0,20 48,14+0,32 50,43+£0,30 54,92+0,48 55,32+0,33 58,21+£0,56 61,06+0,83
Xilan 15,78+0,13 13,78+0,13 15,11+0,12 8,82+0,12  7,84+0,14  2,48+0,07 3,62+0,05  2,76+0,02
Arabinan 1,924+0,02 1,29+0.01 1,04+0,03  0,52+0,00 0,31+£0,02  0,11£0,03  0,09+0,01 0,08+0,03
Grupari acetil 1,49+0,02 1,22+0,01 1,11+0,01 0,80+0,01 0,54+0,03 0,40+0,01 0,30+0,02  0,33%0,00
Lignind Klason 22,08+0,39 23,40+0,20 22,69+0,14 25,45+0,12 28,42+1,08 27,87+0,13 31,10+1,91 33,52+1,28
Comporzitia fazei lichide (g/ L)

Gluco—oligomeri*'l 1,67+0,00 1,78+0,02 1,62+0,01 2,57£0,08  2,53+0,03 1,15+0,02  2,40+0,04 1,11£0,02
XiIo-oIigomeri*‘l 2,68+0,00  5,80+0,05 10,99+0,03 11,62+0,30 11,97+0,11 10,02+0,02  8,53+0,11 2,26+0,02
Arabino-ol igomeri*’1 0,62+0,00  0,94+0,00  0,06+0,00  0,93+0,02 0,71+0,00  0,25+0,01  0,24+0,01 0,00+0,00
Grupari acetil—oligomeri*'1 0,14+0,01  0,38+0,03  1,48+0,00  0,59+0,08  0,59+0,00 0,21+0,01  0,47+0,04  0,28+0,01
Glucoza 0,72 0,67 0,68 0,69 0,59 0,49 0,40 0,31
Xiloza 0,29 0,27 0,28 0,56 0,59 0,78 1,32 0,78
Arabinoza 0,14 0,23 0,23 0,28 0,21 0,03 0,07 0,03

Acid acetic 1,98 2,14 2,18 2,58 2,86 3,32 3,30 1,48
Hidroximetilfurfural <0,01 0,01 0,01 0,05 0,01 0,00 0,04 0,12
Furfural <0,01 0,04 0,04 0,29 0,42 0,81 1,19 1,21

MLC — material lignocelulozic; SA — solid autohidrolizat; * valoare exprimati ca echivalent monomer.

* Datele sunt prezentate ca valori medii + deviatiile standard pentru determinari realizate in triplicat.
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7.3.2.1. Fractionarea biomasei lignocelulozice de porumb

Conform tabelului 7.7, glucanul a prezentat valori cuprinse intre 30,7+35,1 ¢
glucan/100 g materie prima, subst. uscata (cu o valoare medie de 32,4 + 1,3 @), reprezentand
94 % din glucanul initial, iar lignina intre 15,9+18,7 g lignind/100 g subst. uscatd de materie
prima (cu o valoare medie de 17,0 £ 1,0 g), reprezentand 92 % din lignina initiald. Aceasta
confirma faptul ca glucanul si lignina au fost retinute aproape in totalitate in faza solida,
printr-o solubilizare redusa. Xilanul, arabinanul si gruparile acetil sunt compusi care fac parte
din hemiceluloza iar continutul lor in faza solida a scazut odata cu cresterea in severitate, pana
la valori de: 2,76 g xilan/100 g subst. uscata solid autohidrolizat; 0,08 g arabinan/100 g subst.
uscata solid autohidrolizat si 0,33 g grupari acetil/100 g subst. uscata solid autohidrolizat (la o
severitate de 4,57), valori corespunzitoare unui procent de aprox. 90+98 % din continutul
initial al materiei prime, fapt care indica o solubilizare aproape completa a hemicelulozei.

Compusii cu cea mai mare pondere in faza lichida au fost oligomerii derivati din
hemiceluloza. Xilo-oligomerii au reprezentat cei mai abundenti compusi din faza lichida, cu o
concentratie maxima de 11,97 g/L (corespunzatoare unei severitati de 4,07), urmati de gluco-
oligomeri, cu o concentratic medie de aproximativ 2 g/L (fara o dependenta clarda de
severitate). In intervalul de severitate cuprins intre 3,80+4,20, xilo-oligomerii au reprezentat
intre 68+79 % din xilanul initial, iar suma oligomerilor si monomerilor (compusi utili in

etapele ulterioare de bioconversie) a reprezentat intre 12,6+15,2 % din materia prima initiala.

7.3.2.2. Susceptibilitatea fazei solide la hidroliza enzimatica

Fazele solide obtinute in urma pretratamentului in conditii de severitate (Sp) de 3,96;
4,20 si 4,57, au fost selectate pentru hidroliza enzimatica (conform experimentelor HE1; HE?2
si HE3 din tabelul 7.9). Experimentele au fost realizate in aceleasi conditii favorabile (raport
lichid-solid RLS = 15 g lichid/g subst. uscata solid autohidrolizat si raport celulaza-substrat
RCS = 10 unitati/g subst. uscata solid autohidrolizat), in scopuri comparative. Experimentele
HE4; HES; HE6; HE7 si HE8 (conform tabelului 7.9) au fost efectuate in vederea selectarii
raportului lichid-solid (RLS) precum si a raportului celulaza-substrat (RCS) pentru procesul de
fermentare. Conform datelor anterioare, pretratamentul realizat la temperatura de 210 °C
(severitate de 4,20) a fost selectat ca fiind conditia optima, deoarece din punct de vedere al
conceptului de ’’biorafindrie’’ reprezintd un compromis intre recuperarea semnificativa de
compusi derivati din hemiceluloza in faza lichida (suma dintre xilo-oligomeri si xiloza a
corespuns unui procent de 68 % din xilanul initial) si obtinerea unei faze solide folosita ca

substrat pentru hidroliza enzimatica.
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Profilele concentratiei de glucoza au fost modelate cu ajutorul urmatoarei ecuatii
cinetice empirice (Holtzapple et al., 1984):

T

CCG, =CCG,, ¥
T+ Tl/z

unde: CCG, — conversia celulozei in glucoza la momentul z, %; CCGyax — conversia celulozei
previzionatd pentru un timp de reactie infinit, %; 712 — timpul necesar pentru a obtine o
concentratie de glucoza egala cu 50 % din CCGyax, ore.

Tabelul 7.9 prezinta conditiile operationale si rezultatele experimentale privind

hidroliza enzimatica a fazei solide rezultatd in urma pretratamentul hidrotermic.

Tabel 7.9. Conditii operationale si rezultate experimentale privind hidroliza enzimatica a fazei solide

rezultata in urma autohidrolizei la temperaturi de 200 °C, 210 °C si 223 °C

Variabile Variabile Variabile
independente dependente dependente
experimentale calculate prin

ecuatia empirica

Exp. Sy RLS RCS CCGys T CCGpax
nr. (adimensionala) (9/9) (unitati/g) (%) (ore) (%)

HE1 3,96 15 10 78,1£2,9 6,6+0,2 74,242.1
HE2 4,20 15 10 91,4+45,1 4,9+0,4 91,8+4,6
HE3 4,57 15 10 92,8+2,7 5,4+0,3 94,2+1,1
HE4 4,20 4 2 17,9£0,5 - -

HES5 4,20 4 5 17,0£0,0 - -

HE6 4,20 8 2 58.742.6 18,340,1 69,9432
HE7 4,20 8 5 74,4433 13,4+0,1 85,0+2,3
HES8 4,20 10 15 86,1+3,3 4,1£0,8 87,9+3,5

* Datele sunt prezentate ca valori medii + deviatiile standard pentru determinari realizate in 2—4 replicate.

Figura 7.12 prezinta variatia concentratiei de glucoza in functie de timp. Conform
acesteia, concentratia de glucoza a crescut rapid in primele 10 ore. La 96 ore de hidroliza
enzimaticd, conversia celulozei in glucozd (CCGgg) a variat de la 78,1 % (in experimentul
HE1), pana la 91,4 % (in experimentul HE2) si 92,8 % (in experimentul HE3). S-a dovedit
faptul ca valorile obtinute pentru CCGyax de 74,2 % (in experimentul HEI), 91,8 % (in
experimentul HE2) si 94,2 % (in experimentul HE3), au fost aproximativ asemandtoare cu

valorile obtinute pentru CCGgs. Experimentele au fost caracterizate printr-un timp de reactie
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foarte scurt (z12) de 6,6 ore (in experimentul HE1), 4,9 ore (in experimentul HE2) si 5,4 ore

(in experimentul HE3) datorita cineticii favorabile a etapelor initiale de hidroliza.

45

Concentratia de glucozi (g/L)

0 T T T T
0 20 40 60 80 100

Timp (ore)

Figura 7.12. Evolutia in timp a concentratiei de glucoza corespunzitoare hidrolizei enzimatice a fazei solide
rezultatd In urma autohidrolizei la temperaturi de 200 °C, 210 °C si 223 °C, pentru experimentele HE1, HE2 si
HE3

7.3.3. Studiul si optimizarea zaharificarii si fermentarii simultane in regim discontinuu a
fazei solide rezultata in urma pretratamentului

Deoarece solidul autohidrolizat (SA) rezultat in urma pretratamentului la temperatura
de 210 °C (severitate = 4,20) a furnizat cele mai bune rezultate, a fost selectat ca substrat
pentru procesul SSF in regim discontinuu, in intervale de variatie care acopera conditiile de
practica si interesul economic (raport lichid-solid RLS = 6; 9; si 12 g lichid/g subst. uscata
substrat; raport celulaza-substrat RCS = 4; 10; si 16 unitati/g subst. uscata substrat; si raport 3-
glucozidaza-substrat = 50 unitati/g subst. uscata substrat).

Figura 7.13 prezinta variatia concentratiei de etanol in functie de timp, concentratie
care a crescut rapid in prima parte a procesului SSF. Cea mai mare valoare a concentratiei de
etanol a fost atinsa in experimentul 3 (definit prin raport lichid-solid RLS = 6 g lichid/g subst.
uscatd solid autohidrolizat si raport celulaza-substrat CSR = 16 unitati/g subst. uscata solid
autohidrolizat), cu un maxim de 37,75 g etanol/L, valoare similara cu cea considerata drept

prag pentru rentabilitatea economica (30-40 g etanol/L) (Wingren et al., 2003).
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Figura 7.13. Evolutia in timp a concentratiei de etanol corespunzitoare zaharificarii si fermentarii simultane in

regim discontinuu a fazei solide rezultata in urma autohidrolizei la temperatura de 210 °C
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Tabel 7.11. Conditii operationale si rezultate experimentale privind zaharificarea si fermentarea simultana in regim discontinuu a fazei solide rezultata in urma

autohidrolizei la temperatura de 210 °C

Variabile Variabile Variabile Variabile Variabile

independente independente dependente dependente dependente

dimensionale adimensionale dimensionale calculate de experimentale*

modelul empiric

Exp. RLS RCS X1 X2 Ewax CE Enmaxcal CEca Gn Xn Arn GAc LK
nr. (9/9)  (unitati/g) (y1) (¥2) (Y3) (Va) (Ys) (Vo) (y7) (Ys) (Vo)
1 6 4 -1 -1 20,12 42,83 21,94 46,02 50,37+0,53  3,89+0,04 0,18+0,01 0,42+0,09 36,02+0,49
2 6 10 -1 0 35,76 76,12 33,42 72,80 42,93+0,71 3,74+0,09 0,224+0,01 0,47+0,04 42,58+0,82
3 6 16 -1 1 37,75 80,37 38,27 80,49 38,24+0,42  3,78+0,07 0,19£0,01 0,51£0,06 46,10+0,61
4 9 4 0 -1 20,25 62,35 18,50 58,30 48,7240,66  4,18£0,06 0,16+0,01 0,43+0,05 38,05+0,53
5 9 10 0 0 26,20 80,65 26,97 82,76 3121£0,73  12,7740,32  2,18+0,07 2,45+0,04 45,80+1,26
6 9 10 0 0 27,09 8341 26,97 82,76 31,69+0,32 12,97+0,12 2,22+0,03 2,49+0,03 46,20+1,66
7 9 10 0 0 26,72 82,27 26,97 82,76 31,3740,99 12,79+0,38  2,18+0,04 2,46+0,05 47,03£1,50
8 9 16 0 1 27,95 86,05 28,81 88,14 31,3240,74 12,78+0,29  2,184+0,04 2,46+0,02 47,45+0,94
9 12 4 1 -1 13,88 50,20 13,81 51,01 31,14+0,92 12,69+0,38 2,16+0,07 2,47+0,03 39,35+1,98
10 12 10 1 0 17,82 71,81 19,27 73,16 30,78+0,00 12,50+0,00 2,10+0,00 2,44+0,00 43,96+0,00
11 12 16 1 1 19,47 78,44 18,10 76,23 31,04£0,00 12,62+0,00 2,12+0,00 2,45+0,00 46,58+0,00

* Datele sunt prezentate ca valori medii + deviatiile standard pentru determindri realizate in triplicat.
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Table 7.12. Coeficientii de regresie si parametrii statistici pentru corelatia si

semnificatia modelului

Parametri Emax CE

(y1) (v2)
Coceficienti de regresie
bo 26,97*** 82,8***
b; -7,08%** -0,18
b, 5,15%** 14,9%**
by -3,01** -2,31
b2, -0,624 -9,78***
b1, -3,31** -9,55***
Parametri statistici
R? 0,968 0,973
F 30,2 36,7
Nivel semnificativ > 99% > 99%

** Coeficient semnificativ pentru nivel de incredere de 95%; *** Coeficient

semnificativ pentru nivel de incredere de 99%; R? — corelatia; F — parametrul Ficher.

Tabelul 7.11 prezintd conditiile operationale si rezultatele obtinute pentru modelul
experimental propus, iar tabelul 7.12 prezinta coeficientii de regresie Dy;...bi si semnificatia
acestora, precum §i parametrii statistici care masoara corelatia si semnificatia modelului.

Variabilele independente propuse au fost: raportul lichid-solid (RLS sau x;) si raportul
celulaza-substrat (RCS sau X), iar variabilele dependente au inclus: concentratia maxima de
etanol (Emax Sau yi, g etanol/L) si conversia glucanului in etanol (CE sau y,, g etanol/100 g
etanol potential). Corelatia dintre variabilele independente si variabilele dependente a fost

stabilita prin intermediul unui model empiric, cu o ecuatie polinomiala de gradul doi:
Yy =gy + 2 byx; + 20> by X,
i i k

unde: y; — variabila dependenta considerata (j = 1+2); X; sau X, (i sau k = 1+2, k>i) — variabile
independente adimensionale; by;...bi; — coeficientii de regresie, calculati din datele
experimentale prin regresii multiple.

Faza solida rezultatd in urma =zaharificarii si fermentarii simultane in regim
discontinuu a fost recuperata in vederea caracterizarii chimice a biomasei lignocelulozice de
porumb si determindrii compusilor esentiali rdmasi in urma procesului: glucan (Gn sau ys, ¢

glucan/100 g substrat), xilan (Xn sau ys, g xilan/100 g substrat), arabinan (Arn sau y7, g
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arabinan/100 g substrat), grupari acetil (GAC sau ys, g grupari acetil/100 g substrat), lignina
Klason (LK sau yg, g lignina Klason/100 g substrat) (rezultate prezentate in tabelul 7.11).

Conversia maxima a glucanului in etanol (CE) a variat intre 42,83 % (in experimentul
1, efectuat la cel mai mic raport lichid-solid RLS = 6 g lichid/g subst. uscata solid
autohidrolizat si cel mai mic raport celulaza-substrat RCS = 4 unitati/g subst. uscata solid
autohidrolizat) si 86,05 % (in experimentul 8, efectuat la un raport lichid-solid RLS = 9 g
lichid/g subst. uscata solid autohidrolizat si la cel mai ridicat raport celulaza-substrat RCS =
16 unitati/g subst. uscata solid autohidrolizat).

Figura 7.14 prezinta suprafata de raspuns pentru dependenta concentratiei maxime de
etanol (Emax, g etanol/L) fata de raportul lichid-solid (RLS, g lichid/g subst. uscata solid
autohidrolizat) si raportul celulaza-substrat (RCS, unitati/g subst. uscata solid autohidrolizat).

Cea mai influenta variabila pentru Eyax a fost raportul lichid-solid (RLS), in timp ce
influenta raportului celulaza-substrat (RCS) s-a observat doar la un RLS scazut, din cauza
limitarilor de transfer de masa in conditii experimentale definite prin cantitati ridicate de
solide. Cea mai ridicata valoare predictionata pentru concentratia maxima de etanol a fost cea
realizata in conditiile experimentului 3 (RLS = 6 g lichid/g subst. uscata solid autohidrolizat si
RCS = 16 unitati/g subst. uscatd solid autohidrolizat), cu un maxim de 38,27 g etanol/L,
pentru Eyax = 37,75 g etanol/L.
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Figura 7.14. Suprafata de raspuns pentru dependenta concentratiei maxime de etanol (Eyax, g etanol/L) fata
de raportul lichid-solid (RLS, g lichid/g subst. uscata solid autohidrolizat (SA) si raportul celulaza-substrat
(RCS, unitati/g subst. uscata solid autohidrolizat (SA)
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Figura 7.15 prezinta suprafata de raspuns pentru dependenta conversieci maxime a
glucanului in etanol (CE, g etanol/100 g etanol potential) fatd de raportul lichid-solid (RLS, g
lichid/g subst. uscata solid autohidrolizat) si raportul celulaza-substrat (RCS, unitati/g subst.
uscata solid autohidrolizat).

Cea mai influenta variabila s-a dovedit a fi raportul celulaza-substrat (RCS), conform
parametrilor statistici prezentati in tabelul 7.12. Cea mai ridicata valoare predictionatd pentru
conversia glucanului in etanol a fost de 88,7 %, obtinuta in conditii de RLS = 8,7 g lichid/g
subst. uscata solid autohidrolizat si RCS = 14,8 unitati/g subst. uscata solid autohidrolizat.

Aceste conditii sunt foarte asemanatoare cu cele din experimentul 8 (efectuat la RLS =
9 g lichid/g subst. uscatd solid autohidrolizat si RCS = 16 unitati/g subst. uscata solid
autohidrolizat), in care a fost obtinuta o conversiec maxima a glucanului in etanol de 86,05 %,
valoare comparativa cu cea calculata de model (CEcqy = 88,14 %), cu o abatere de doar 2,4 %.

Aceste rezultate confirma validarea valorilor experimentale de catre modelul empiric.
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Figura 7.15. Suprafata de raspuns pentru dependenta conversiei maxime a glucanului in etanol (CE, ¢
etanol/100 g etanol potential) fatd de raportul lichid-solid (RLS, g lichid/g subst. uscati solid autohidrolizat
(SA) si raportul celulaza-substrat (RCS, unitati/g subst. uscata solid autohidrolizat (SA)
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7.3.4. Obtinerea bioetanolului prin zaharificarea si fermentarea simultanid in regim
semicontinuu a fazei solide rezultati in urma pretratamentului

Zaharificarea si fermentarea simultana in regim semicontinuu a fost studiata in scopul
imbunatatirii rezultatelor experimentale obtinute in sectiunea 7.3.3.

Pentru atingerea obiectivului propus au fost elaborate doua strategii experimentale,
astfel:

- Prima strategie a presupus incarcarea a 50% din cantitatea de substrat, enzime si
nutrienti la inceputul procesului SSF (momentul zero), iar dupa 39 ore de fermentare,
adaugarea restului de 50% din cantitatea de substrat, enzime si nutrienti (pentru
experimentele 1; 2 si 3, conform tabelului 7.14).

- A doua strategie a presupus aceleasi conditii, dar fara adaos de enzime dupa 39 ore de
fermentare (pentru experimentele 4; 5 si 6, conform tabelului 7.14).

Pentru obtinerea unei concentratii maxime de etanol (Emax Sau yi, g/L) precum si a
unei conversii ridicate a glucanului in etanol (CE sau y,, %) au fost selectate valori finale ale
raportului lichid-solid (RLSg) de 3; 4 si 5 g lichid/g subst. uscata solid autohidrolizat,
corespunzatoare RLS dupa incarcarea la 39 ore, valori mult mai scazute decat cele folosite in
procesul SSF in regim discontinuu.

Valoarea finala pentru raportul celulaza-substrat (RCSg) a fost de 10 unitati/g subst.
uscata substrat (corespunzidtoare RCS dupd incdrcarea la 39 ore), selectatd pentru
experimentele 1; 2 si 3. in experimentele 4; 5 si 6, enzimele au fost adaugate doar la
momentul zero, valoarea RCSg fiind de 5 unitati/g subst. uscata solid autohidrolizat pe tot
parcursul procesului.

Recuperarea fazei solide rezultata in urma zaharificarii si fermentarii simultane in
regim semicontinuu a fost realizata in vederea caracterizarii chimice a biomasei
lignocelulozice de porumb si determindrii compusilor esentiali ramasi in urma procesului:
glucan (Gn sau ys, g glucan/100 g substrat), xilan (Xn sau y,4, g xilan/100 g substrat), arabinan
(Arn sau ys, g arabinan/100 g substrat), grupari acetil (GAC sau Ys, g grupari acetil/100 g
substrat), lignina Klason (LK sau y7, g lignina Klason/100 g substrat) (rezultate prezentate in
tabelul 7.14).

Figura 7.17 prezintd evolutia in timp a concentratiei de etanol corespunzatoare

procesului SSF in regim semicontinuu.
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Tabel 7.14. Conditii operationale si rezultate experimentale privind zaharificarea si fermentarea simultana in

regim semicontinuu a fazei solide rezultatd in urma autohidrolizei la temperatura de 210 °C

Variabile Variabile Variabile
independente dependente dependente
experimentale*

Exp. RLSg RCSg Ewax CE Gn Xn Arn GAc LK
nr. (9/9)  (unitati/g) (y1) (y2) (¥a) (Ya) (Ys) (Ye) (y7)
1 5 10 46,19 83,70 44,80+0,37 4,14+0,10 0,15+0,00 0,45+0,01 41,81+0,38
2 4 10 51,56 77,10 41,19+£0,39 4,01+0,10 0,09+0,01 0,48+0,03 44,01+0,34
3 3 10 14,61 17,22 43,22+041 4,09+0,08 0,02+0,00 0,19+0,00 41,00+=1,60
4 5 5 39,94 72,37 44,14+£0,49 4,09+0,09 0,11+£0,00 0,43+0,00 43,90+0,45
5 4 5 25,26 37,77 42,52+0,69 3,96+0,06 0,01+0,00 0,43+0,01 39,45+0,28
6 3 5 25,51 30,06 42.98+0,07 3,88+0,02 0,07+0,00 0,37+0,00 43,92+0,17

7o: solid = 50 %, enzime = 50 %, nutrienti = 50 %; 739: Solid = 50 %, enzime = 50 % (doar pentru exp. 1; 2 si 3), nutrienti = 50

%; t — timpul de reactie, ore.

* Datele sunt prezentate ca valori medii + deviatiile standard pentru determinari realizate in duplicat.

Concentratia de etanol (g/L)
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Figura 7.17. Evolutia in timp a concentratiei de etanol corespunzatoare zaharificarii si fermentérii simultane in

regim semicontinuu a fazei solide rezultata in urma autohidrolizei la temperatura de 210 °C

(Etapa | — 7o: solid = 50 %, enzime = 50 %, nutrienti = 50 %; Etapa Il — z39: solid = 50 %, enzime = 50 % (doar

pentru exp. 1; 2 si 3), nutrienti = 50 %; 7 — timpul de reactie, ore)
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Conform tabelului 7.14, in experimentul 1 (realizat la RLSg = 5 g lichid/g subst. uscata

solid autohidrolizat si RCSg = 10 unitati/g subst. uscata substrat) a fost obtinuta o concentratie

maxima de etanol (Euax) de 46,19 g etanol/L (corespunzatoare unei conversii a celulozei in

etanol de 83,7 %) iar in experimentul 2, realizat in conditii experimentale definite prin

cantitati mai ridicate de solide (cu RLSg = 4 g lichid/g subst. uscata solid autohidrolizat si

RCSg = 10 unitati/g subst. uscata substrat) a fost obtinutd o concentratie maxima de etanol

(Emax) de 51,56 g etanol/L (corespunzatoare unei conversii de 77,1 %). Prin aceste rezultate

experimentale s-a dovedit faptul ca valorile obtinute sunt mult mai mari decat cele considerate

drept prag pentru rentabilitatea economica (30+40 g etanol/L) (Wingren et al., 2003).

7.4. Concluzii partiale

Autohidroliza realizata la temperatura de 210 °C (corespunzatoare unei severitagi de
4,20) a fost considerata conditia optimd pentru fractionarea eficienta a biomasei
lignocelulozice de porumb, deoarece din punct de vedere al conceptului de
“’biorafinarie’’ reprezintd un compromis intre recuperarea semnificativad de compusi
derivati din hemiceluloza in faza lichida (suma dintre xilo-oligomeri si xiloza a
corespuns unui procent de 68 % din xilanul initial) si obtinerea unei faze solide
Hidroliza enzimaticd a fazei solide rezultatd in urma pretratamentului prin
autohidroliza, realizatd in conditii experimentale definite prin RLS = 15 g lichid/g
subst. uscata substrat si RCS = 10 unitati/g subst. uscata substrat, a condus la conversii
maxime a celulozei in glucoza de pana la 92,8 %.

Zaharificarea si fermentarea simultana a fazei solide rezultata in urma autohidrolizei la
temperatura de 210 °C, realizata in regim discontinuu si in conditii experimentale
definite prin cantitati scazute de solide (RLS = 6+9 g lichid/g subst. uscata substrat) si
concentratii ridicate de enzime (RCS = 16 unitati/g subst. uscata substrat), a condus la
concentratii moderate de etanol (37,75 g etanol/L) si la conversii ridicate a glucanului
in etanol (86,05%).

Zaharificarea si fermentarea simultana a fazei solide rezultata in urma autohidrolizei la
temperatura de 210 °C, realizatd in regim semicontinuu si in conditii experimentale
definite prin cantitati ridicate de solide (RLS = 4+5 g lichid/g subst. uscata substrat) si
concentratii scazute de enzime (RCS = 10 unitati/g subst. uscata substrat), a condus la
concentratii ridicate de etanol (51,56 g etanol/L) si la conversii ridicate a glucanului in
etanol (83,70%).
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8. Obtinerea bioetanolului prin zaharificarea si fermentarea simultana in
regim semicontinuu a biomasei lignocelulozice de porumb autohidrolizata—

delignificata

8.1. Introducere

Acest studiu prezinta optimizarea procesului de delignificare prin metoda organosolv
(folosind biomasa lignocelulozica de porumb ca materie prima si o solutie de etanol-apa ca
solvent) pentru obtinerea bioetanolului prin intermediul procesului SSF in regim semicontinuu
(engl. fed-batch). In experimentele desfisurate au fost analizate efectele temperaturii
autohidrolizei, temperaturii delignificarii si concentratiei de etanol asupra variabilelor
operationale selectate. Procesul SSF in regim semicontinuu a fost realizat utilizand preparate
enzimatice comerciale (celulaza suplimentata cu B-glucozidaza) si drojdie Saccharomyces
cerevisiae CECT-1170, iar substratul, enzimele si nutrientii au fost adaugate in doua etape:
prima incarcare la inceputul experimentelor (50 % din total) si a doua incarcare (50 % din

total) dupa 48 ore de zaharificare i fermentare simultana.

8.2. Materiale si metode
8.2.4. Delignificarea fazei solide rezultatd in urma pretratamentului
8.2.4.1. Delignificarea prin metoda organosolv in conditii izoterme

Delignificarea prin metoda organosolv a constat in tratamentul fazei solide rezultata in
urma autohidrolizei, cu o solutie de etanol-apa, in vederea degradarii ligninei si obtinerii unui
solid bogat in celuloza.

In vederea obtinerii unor rezultate experimentale preliminare privind conditiile
operationale optime (temperatura si timpul delignificarii) pentru fractionarea biomasei
lignocelulozice de porumb pretratata hidrotermic, faza solida rezultatd in urma autohidrolizei
la temperatura de 210 °C a fost supusa delignificarii prin metoda organosolv, realizata intr-un
reactor sub presiune cu un volum intern de 450 mL (Parr 4842 model nr. 4563 M, Parr
Instruments Company, Moline, Illinois, USA), folosind o solutie de etanol-apa si un raport
lichid-solid (RLS) de 10 g lichid/g subst. uscata solid autohidrolizat, in conditii izoterme
definite prin: temperatura delignificarii (tp) = 150 °C; 170 °C si 200 °C; timpul delignificarii
(zp) = 30 minute; 60 minute si 120 minute; concentratia de etanol (C) = 60 %.

Faza solida rezultata in urma procesului organosolv a fost utilizata pentru determinarea

randamentului delignificarii, care reprezinta recuperarea fazei solide dupa delignificarea-
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organosolv (Rp sau yi, g solid autohidrolizat-delignificat/100 g subst. uscata materie prima) si
a fost supusa hidrolizei acide cantitative in vederea determinarii diferitelor componente care
reprezinta compozitia solidului autohidrolizat-delignificat: glucan (Gn sau y,, g glucan/100 g
substrat), xilan (Xn sau ys, g xilan/100 g substrat), arabinan (Arn sau y,, g arabinan/100 g
substrat), grupari acetil (GAC sau Ys, g grupari acetil/100 g substrat) si lignind Klason (LK sau
Y6, g lignina Klason/100 g substrat) (rezultate prezentate in tabelul 8.5).

8.2.4.2. Delignificarea-organosolv cu trei variabile independente §i trei nivele de variatie

Faza solida rezultata in urma autohidrolizei la temperaturi de 180 °C, 190 °C si 200 °C
a fost supusa delignificarii prin metoda organosolv, realizata intr-un reactor sub presiune cu
un volum intern de 450 mL (Parr 4842 model nr. 4563 M, Parr Instruments Company,
Moline, Illinois, USA), folosind o solutie de etanol-apa si un raport lichid-solid (RLS) de 10 g
lichid/g subst. uscata solid autohidrolizat, in conditii izoterme definite prin: temperatura
autohidrolizei ta = 180 °C, 190 °C si 200 °C; temperatura delignificarii tp = 180 °C, 190 °C si
200 °C; concentratia de etanol C = 30%, 50% si 70% etanol; timp de 60 minute.

Biomasa lignocelulozicd de porumb rezultatd in urma delignificarii prin metoda
organosolv in conditii izoterme a fost filtrata prin hartie de filtru, obtindndu-se doua fractiuni:
faza lichida (denumitd *’lichid negru’’) si faza solida. Faza lichida a fost filtrata prin
membrane cu dimensiunea porilor de 0,45 pum si analizata direct prin cromatografia de lichide
de inalta performantd (HPLC) in vederea determinarii concentratiei de glucoza (cu valori de
aprox. 0,01 g/L), xiloza (intre 0,01+0,28 g/L), arabinoza (intre 0,01+0,03 g/L), 5-
hidroximetilfurfural (intre 0,01+0,03 g/L) si furfural (intre 0,02+0,45 g/L).

Faza solida rezultatd in urma delignificarii a fost spalata cu 0 solutie de etanol-apa
(incalzita la temperatura de 45 °C), in functie de concentratiile stabilite (30%, 50% si 70%
etanol), in vederea precipitarii ligninei, iar apoi cu apa distilatd pana la pH neutru si cantarita
la balanta analitica in vederea determinarii randamentului delignificarii (Rp) (recuperarea
fazei solide dupa delignificare) care a variat intre 69 g solid autohidrolizat-delignificat/100 g
subst. uscata materie prima (in experimentul 7 efectuat la ta = 180 °C, tp = 180 °C si C = 30 %
etanol) si 84 g solid autohidrolizat-delignificat/100 g subst. uscata materie prima (in
experimentul 2 efectuat la ta = 200 °C, tp = 200 °C si C = 30 % etanol).

O parte din faza solida a fost uscata in aer, a fost supusa hidrolizei acide cantitative si
analizatd prin cromatografia de lichide de inalta performantd (HPLC) in vederea determindrii
continutului de poliglucide (glucan, xilan, arabinan) si grupari acetil. Reziduul solid rezultat

in urma procesului de hidroliza acida a fost cuantificat si considerat lignina Klason.
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8.2.5. Hidroliza enzimatica a fazei solide rezultata in urma delignificarii

Obiectivul acestui studiu a constat in obtinerea unor concentratii ridicate de glucoza in
urma hidrolizei enzimatice, folosind fractionarea biomasei lignocelulozice de porumb prin
etape secventiale de pretratament prin autohidroliza (pentru a determina solubilizarea
hemicelulozei) si delignificare prin metoda organosolv (pentru degradarea ligninei si
obtinerea unei faze solide bogata in celuloza).

Preparatele enzimatice comerciale utilizate: celulaza *’Celluclast 1.5 L” (din
Trichoderma reesei) si B-glucozidaza *’Novozym’’ (din Aspergillus niger) au fost
achizitionate de la compania Novozymes (Madrid, Spania).

Hidroliza enzimatica a fost realizata in baloane Erlenmeyer de 100 mL, cu un volum
util de 50 mL, plasate intr-un termostat cu agitare orbitala (150 rpm), la temperatura de 48,5
°C, pH = 4,85, timp de 96 ore, in aceleasi conditii pentru toate solidele autohidrolizate-
delignificate (raport lichid-solid RLS = 15 g lichid/g subst. uscatd substrat; raport celulaza-
substrat RCS = 10 unitdti/g subst. uscatd substrat; raport B-glucozidaza-substrat = 50 unitati/g
subst. uscata substrat), pentru a investiga efectele conditiilor operationale fata de evolutia in
timp a concentratiei de glucoza

Probele au fost prelevate la durate de timp prestabilite (intre 096 ore), centrifugate la
6000 rpm, timp de 10 minute, filtrate prin membrane cu dimensiunea porilor de 0,45 pm si
analizate prin cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC), in vederea determinarii
concentratiei maxime de glucoza (Guax sau Yz, g/L) si a conversiei celulozei in glucoza (CCG

sau ys, %) (rezultate prezentate in tabelul 8.5).

8.2.6. Zaharificarea si fermentarea simultana (SSF) in regim semicontinuu a fazei solide
rezultata in urma delignificarii

Obiectivul acestui studiu a constat in obtinerea bioetanolului din biomasa
lignocelulozica de porumb pretratata prin etape secventiale de autohidroliza si delignificare,
prin intermediul procesului de zaharificare si fermentare simultand (SSF) in regim
semicontinuu.

Preparatele enzimatice comerciale utilizate: celulaza *’Celluclast 1.5 L” (din
Trichoderma reesei) si B-glucozidaza *’Novozym’’ (din Aspergillus niger) au fost
achizitionate de la compania Novozymes (Madrid, Spania).

Faza solida rezultata in urma delignificarii-organosolv la temperaturi de 180 °C; 190
°C si 200 °C a fost utilizata ca substrat pentru procesul SSF in regim semicontinuu, realizat in

baloane Erlenmeyer de 250 mL cu un volum util de 100 mL, plasate intr-un termostat cu
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agitare orbitala (120 rpm), la temperatura de 35 °C (pH = 4,85), timp de 144 ore, in conditii
operationale finale corespunzatoare incarcarii la 48 ore (raport lichid-solid RLS =4 g lichid/g
subst. uscata substrat; raport celulaza-substrat RCS = 10 unitati/g subst. uscata substrat; raport
B-glucozidaza-substrat = 50 unitati/g subst. uscatd substrat), folosind preparate enzimatice
comerciale (celulaza suplimentatd cu B-glucozidaza), nutrienti = 10 mL si celule de drojdie =
10 mL (Saccharomyces cerevisiae CECT-1170, cu o concentratie de celule in mediul rezultat
=1,85g/L).

Concentratia de nutrienti folosita in procesul SSF a fost urmatoarea: peptona = 5 g/L;
extract de drojdie = 3 g/L; extract de malt =3 g/L; apa distilata = 1000 mL.

Substratul, enzimele si nutrientii au fost adaugate in doua etape: prima incarcare a fost
efectuata la inceputul experimentelor (50 % din total), iar a doua incarcare dupa 48 ore de
zaharificare si fermentare simultana (restul de 50 %). Probele au fost prelevate la durate de
timp prestabilite (intre 0+144 ore) iar experimentele cu cele mai bune rezultate au fost
analizate prin cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC) pentru determinarea

concentratiei de etanol.

8.2.7. Determinarea compozitiei chimice a fazei solide rezultata in urma procesului SSF
Faza solida rezultatd in urma procesului SSF in regim semicontinuu a fost uscata in
aer, supusa hidrolizei acide cantitative si analizata prin cromatografia de lichide de inalta
performantd (HPLC) in vederea determinarii continutului de poliglucide (glucan, xilan,
arabinan) si grupari acetil. Reziduul solid rezultat in urma procesului de hidroliza acida a fost

cuantificat si considerat lignind Klason.

8.2.8. Analiza statistica a datelor experimentale
Pentru analiza statisticd a datelor experimentale a fost utilizat un software comercial
(Microsoft Excel, Microsoft, Redmond, WA, USA). Optimizarea a fost realizatd aplicand

metoda analizei suprafetei de raspuns (RSM).

8.3. Rezultate si discutii

8.3.1. Studiul proceselor preliminare de autohidroliza, delignificare si hidroliza
enzimatica a biomasei lignocelulozice de porumb

in faza lichidda rezultatd in urma autohidrolizei si un reziduu solid sensibil la hidroliza

enzimaticd a fost propus un proces format din doud etape succesive: in prima etapd, biomasa
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lignocelulozica de porumb a fost supusa procesului de autohidroliza in vederea obtinerii unor
cantitati semnificative de oligomeri iar in a doua etapa, faza solida rezultata in urma
pretratamentului a fost supusa procesului de delignificare prin metoda organosolv.

In ceea ce priveste etapa de autohidroliza, au fost selectate experimentele realizate in
conditii non-izoterme, la temperaturi de 180 °C; 190 °C si 200 °C (corespunzitoare unor
severitati (Sp) de 3,39; 3,64 si 3,96). Scopul acestei etape de pretratament a fost solubilizarea
hemicelulozei (in principal sub forma de oligomeri) precum si retinerea celulozei si ligninei in
(hidroliza enzimatica). Rezultatele au confirmat selectivitatea procesului de autohidroliza,
deoarece mai mult de 90 % din glucanul si lignina prezente in materia prima au fost retinute in
faza solida, in timp ce hemiceluloza a fost solubilizata prin reducerea continutului de xilan
raportat la materia prima, prezentand valori de pana la 5,5 g xilan/100 g subst. uscata materie
prima (in experimentul efectuat la Sy = 3,96).

Pe de altd parte, s-a demonstrat ca xilo-oligomerii reprezinta principalele componente
derivate din hemiceluloza si prezente in faza lichida, in comparatie cu alti compusi identificati
in cantitdti mai mici (gluco-oligomeri, Substituenti de oligomeri, monomeri si acid acetic).
Continutul de xilo-oligomeri obtinut in experimentul efectuat la So = 3,96 reprezinta 73 % din
cantitatea initiala de xilan. Prin aceste rezultate s-a demonstrat faptul ca domeniul de variatie
al severitatii pretratamentului este potrivit pentru maximizarea fractiondrii in aceastd schema
tehnologica.

Experimentele preliminare de delignificare-organosolv au fost realizate folosind ca
substrat faza solida rezultata in urma autohidrolizei la temperatura de 210 °C (Sp = 4,20),
folosind diferite conditii operationale: temperatura delignificarii (tp) in intervalul 150200 °C
si timpul delignificarii (zp) in intervalul 30+120 minute.

Cresterea temperaturii delignificarii (tp) de la 150 °C la 200 °C (in experimentele 1, 2
si 4) a condus la obtinerea unor solide cu un continut ridicat in glucan si scazut in lignina si
mai ales cu o susceptibilitate mare la hidroliza enzimatica. Conversia celulozei in glucoza a
crescut de la 65,84 % (in experimentul realizat la tp = 150 °C si 7p = 60 minute) la 92,44 %
(in experimentul efectuat la tp = 200 °C si 7p = 60 minute) (rezultate prezentate in tabelul 8.5).

Pe de altd parte, prin variatia timpului de delignificare (zp) de la 30 minute (in
experimentul 3) la 120 minute (in experimentul 5) s-a obtinut o faza solida adecvata din punct

minute) (conform tabelului 8.5).
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Tabel 8.5. Conditii operationale si rezultate experimentale privind delignificarea-organosolv a fazei solide rezultata in

urma autohidrolizei la temperatura de 210 °C si hidroliza enzimaticd a fazei solide rezultata in urma delignificarii-

organosolv

Variabile Variabile Variabile

independente dependente dependente

delignificare- delignificare- hidroliza

organosolv organosolv enzimatica
Exp. tp ) Rp Gn* Xn* Arn* GAc* LK* Guax CCG
nr. (°C)  (min) (V1) (V2) (Y3) (Ya) (Vs) (Vo) (y7) (Vs)
1 150 60 75,83 70,94+0,75 5,64+0,09 0,08+0,00 0,43+0,03 15,6140,29 32,92 65,84
2 170 60 78,87 70,09+0,37 5,05+0,04 0,05+0,00 0,31+0,02 17,3840,54 40,38 81,65
3 200 30 80,60 72,84+0,33 4,31+0,08 0,01+0,00 0,22+0,02 15,83+0,24 42,21 82,21
4 200 60 78,00 74,88+0,50 3,95+0,05 0,01+£0,00 0,20+0,01 14,09+0,06 48,74 92,44
5 200 120 77,60 74,41+1,28 3,06+£0,13 0,01+£0,00 0,24+0,02 17,11£1,75 47,71 90,89

* Datele sunt prezentate ca valori medii + deviatiile standard pentru determinari realizate in triplicat.

Evolutia in timp a concentratiei de glucoza corespunzatoare hidrolizei enzimatice este

prezentata 1n figura 8.2.

Concentratia de glucoza (g/L.)
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Figura 8.2. Evolutia in timp a concentratiei de glucoza corespunzatoare hidrolizei enzimatice a fazei solide

rezultatd in urma delignificérii-organosolv

Drd. ing. Cristian-Teodor Buruiana 37



Cercetari biotehnologice de obtinere a bioetanolului din deseuri lignocelulozice agroindustriale

8.3.2. Studiul si optimizarea delignificarii-organosolv a fazei solide rezultatd in urma
pretratamentului

Optimizarea procesului de delignificare-organosolv a fost realizata cu ajutorul metodei
analizei suprafetei de raspuns (RSM) (Bruns et al., 2005), utilizind un design factorial
Doehlert (Doehlert, 1970; Doehlert & Klee, 1972; Massart et al., 1998; Ferreira et al., 2004;
Araujo & Janagap, 2012) cu trei variabile independente si trei nivele de variatie. Variabilele
independente propuse au fost: temperatura autohidrolizei (ta sau x;), cu valori cuprinse intre
180+200 °C; temperatura delignificarii (tp Sau Xz), cu valori cuprinse intre 180+200 °C; si
concentratia de etanol (C sau X3), cu valori cuprinse intre 30+70 g etanol/100 g solutie etanol-
apa. Variabilele dependente experimentale au inclus: randamentul combinat (Rc sau y;) care
determind recuperarea solidului dupa procesul secvential de autohidroliza si delignificare,
precum si variabile care determind compozitia solidului autohidrolizat-delignificat (continutul
in glucan, xilan, arabinan, grupari acetil si lignina Klason) corespunzatoare variabilelor y, la
ye. Variabilele dependente calculate de modelul empiric au fost: randamentul combinat
calculat (Rccal Sau y;) precum si valori teoretice calculate corespunzatoare variabilelor yg la
y12. Variabilele yi3 la yi17 au reprezentat recuperarea diferitelor fractiuni (glucan, xilan,
arabinan, grupari acetil si lignind Klason) dupa procesul de delignificare.

Corelatia dintre variabilele independente si variabilele dependente a fost realizata prin

intermediul unui design factorial cu o ecuatie polinomiala de gradul doi:
Y =g + D byx; + D7D by XX,
i ik

unde: y; — variabila dependenta considerata (j = 1+6); X; sau xi (i sau k = 1+3, k>i) — variabile
independente adimensionale; by;...bi; — coeficientii de regresie, calculati din datele
experimentale prin regresii multiple.

Tabelul 8.7 prezintd rezultatele experimentale obtinute pentru conditiile operationale
selectate, iar tabelul 8.8 prezinta coeficientii de regresie (Doj...Dikj) si semnificatia lor, precum
si parametrii statistici care au masurat corelatia (Rz) si semnificatia modelului (bazata pe

parametrul Fisher).
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Tabel 8.7. Conditii operationale si rezultate experimentale privind delignificarea cu trei variabile independente si trei nivele de variatie

Variabile Variabile Variabile Variabile Recuperarea

independente independente dependente dependente principalelor

dimensionale adimensionale dimensionale calculate de modelul empiric componente
Exp. ta to C X1 X2 Xs Rc Gn* Xn* Arn* GAc* LK* Rcca Gnca Xnca  Arnca GACca  LKca RecGn RecXn RecArn RecGAc RecLK
nr. C) (O (%) (1) (v2) (y3) (va) (ys) (Ve) v7) (vs) (o) Vi) (yu) (Y12) (V13) (Y14) (y15) (Y16) (y17)
1 200 200 70 1 1 1 51,66 64,36+0,58 8,37+0,03  0,20+0,00 0,65+0,01  12,2440,01 50,77 64,47 8,41 0,16 0,60 11,98 96,44 29,74 4,78 17,40 34,20
2 200 200 30 1 1 -1 54,25  64,23+0,66 2,88+0,02  0,10+0,00 0,25+0,00 19,83+0,13 54,88 64,64 2,45 0,16 0,27 20,52 100,00 10,74 2,51 7,03 58,18
3 200 180 70 1 -1 1 53,28 58,36+1,10  9,17+0,02 0,29+0,00 0,77+0,01  15,70+0,32 5498 57,33 931 034 0,78 17,55 90,18 33,60 7,15 21,26 45,24
4 200 180 30 1 -1 -1 52,10 58,67+0,23 4,15¢0,02  0,13+0,00 0,41+0,00 23,60+0,13 51,55 59,45 4,17 0,09 0,39 22,90 88,65 14,87 3,14 11,07 66,49
5 180 200 70 1001 1 56,99 57,14+0,87 12,38+0,11 0,32+0,00 0,57+0,01 12,17+0,21 57,67 56,26 12,33 0,35 0,60 13,06 94,44 48,52 8,44 16,83 37,51
6 180 180 70 -1 -1 1 62,23 48,46+0,57 15,55+0,30 0,85+0,01 1,05+0,01 15,65+0,07 61,74 47,95 1595 0,79 1,03 15,15 87,46 66,55 24,49 33,85 52,67
7 180 180 30 1001 52,43 58,24+0,69  6,90+0,09 0,16+0,00 0,58+0,00 18,56+0,01 5346 5804 683 0,20 0,63 19,01 88,55 24,88 3,88 15,76 52,62
8 180 200 30 -1 1 -1 58,50 63,47+0,40 2,56+£0,00 0,07+0,00 0,27+0,00 21,78+0,06 56,94 64,40 2,39 0,01 0,26 20,12 100,00 10,30 1,90 8,18 68,91
9 200 190 50 1 0 0 4951  64,96+0,42  6,82£0,00 0,14+0,00 0,52+0,01 17,06+0,15 48,62 6469 7,04 0,12 0,56 15,48 93,28 23,22 321 13,34 45,68
10 180 190 50 -1 0 0 52,68 59,23+0,61 10,43+0,03 0,22+0,00 0,72+0,01 13,25+0,18 53,02 59,88 10,33 0,27 0,68 14,08 90,50 37,79 5,37 19,65 37,75
11 190 200 50 0 1 0 51,11  65,21+0,55 7,56+0,08 0,10+0,00 0,39+0,00 11,12+0,04 52,26 64,63 8,17 0,11 0,40 11,47 96,66 26,57 2,37 10,33 30,74
12 190 180 50 0 -1 o0 54,33  56,93+0,57 11,34+0,19  0,28+0,00 0,69+0,00  14,80+0,16 52,63 57,88 10,84 0,30 0,67 13,70 89,71 42,38 7,04 19,43 43,49
13 190 190 70 0 0 1 58,04 55,46+0,77 13,67£0,30 0,37+£0,00 0,68+0,01  15,84+0,29 57,04 57,76 13,14 0,39 0,71 13,87 93,36 54,57 9,94 20,45 49,72
14 190 190 30 o o0 -1 54,52  64,8240,37  4,95+0,02  0,09+0,00 0,38+0,01 18,85+0,03 54,96 62,89 560 0,10 0,34 20,07 100,00 18,56 2,27 10,73 55,58
15 190 190 50 0 0 0 52,57  62,13+0,55 10,29+0,10 0,24+0,00  0,59+0,00 12,73+0,23 52,01 62,40 991 0,19 0,55 13,40 94,72 37,20 5,84 16,07 36,19
16 190 190 50 0 © 0 51,71  63,13£0,01  9,94+0,12 0,21+0,00 0,56+0,01 13,17+0,21 52,01 6240 991 0,19 0,55 13,40 94,68 35,35 5,03 15,00 36,83
17 190 190 50 0 0 0 50,62 62,68+0,43 9,74+0,08  0,18+0,00 0,50+0,01 12,81+0,06 52,01 62,40 991 0,19 0,55 13,40 92,02 3391 4,22 13,11 35,07
* Datele sunt prezentate ca valori medii + deviatiile standard pentru determinari realizate in duplicat.
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Table 8.8. Coeficientii de regresie si parametrii statistici pentru corelatia si semnificatia modelului

Parametri Rc Gn Xn Arn GAc LK

(y1) (¥2) (¥3) (Ya) (Ys) (Vs)
Coeficienti de regresie
bo 52,006%**  62,398***  9,013*** 0,191*** 0,5548***  13,402***
b, -2,203*** 2,404***  .1,643***  -0,076%** -0,059%*** 0,702%**
b, -0,186 3,375%**  .1,336***  -0,092%** -0,137%** -1,117*
bs 1,041* -2,565%**  3770*** 0,148*** 0,183*** -3,102***
by -1,186 -0,116 -1,231%** 0,0035 0,0616* 1,379
b,y 0,435 -1,141 -0,406 0,0014 -0,0184 -0,816
ba3 3,094*** -2 071* 0,546 0,0535 -0,0284 3,570***
b1 -0,037 -0,294 0,680*** 0,0625** 0,0638***  -0,871
b1z -1,210* 1,991***  -0,995***  -0,0850***  -0,00125 -0,371
b3 -1,886*** 0,486 0,205 -0,0625** -0,01625 -0,799
Parametri statistici
R? 0,901 0,953 0,991 0,951 0,972 0,909
F 7,1 15,7 84,6 15,1 27,2 7,80
Nivel semnificativ >90% >99% >99% >99% >99% >99%

* Coeficient semnificativ pentru nivel de incredere de 90%; ** Coeficient semnificativ pentru nivel de incredere de 95%;

*** Coeficient semnificativ pentru nivel de incredere de 99%; R? — corelatia; F — parametrul Ficher.

Randamentul combinat al procesului secvential de autohidrolizd si delignificare (Rc
sau y;) a fost calculat prin inmultirea randamentului autohidrolizei cu randamentul
delignificarii si a fost raportat la 100 g subst. uscatd materie prima. Conform tabelului 8.7,
acesta a prezentat valori cuprinse intre 49,51 g solid autohidrolizat-delignificat/100 g subst.
uscatd materie prima (in experimentul 9 efectuat la ta = 200 °C, tp = 190 °C si C = 50 %
etanol) si 62,23 g solid autohidrolizat-delignificat/100 g subst. uscata materie prima (in
experimentul 6 efectuat la tx = 180 °C, tp = 180 °C si C = 70 % etanol). In conformitate cu
coeficientii din tabelul 8.8, temperatura autohidrolizei si concentratia de etanol au fost cele
mai influente variabile independente.

Figura 8.3 prezinta suprafata de raspuns pentru dependenta randamentului combinat
(Rc) fata de temperatura delignificarii (tp) si temperatura autohidrolizei (ta), la o valoare
intermediara a concentratiei de etanol (C) de 50 %, observandu-se o dependenta mare a

randamentului combinat fata de temperatura autohidrolizei.
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Figura 8.3. Suprafata de raspuns pentru dependenta randamentului combinat (Rc, g solid autohidrolizat-
delignificat (SAD)/100 g subst. uscata material lignocelulozic (MLC) fata de temperatura autohidrolizei (ta, °C)
si temperatura delignificarii (tp, °C), pentru experimentele efectuate la concentratia de etanol (C, g etanol/ 100 g

solutie etanol-apa) de 50 %

Conform rezultatelor prezentate in tabelul 8.7, continutul de glucan al solidului
autohidrolizat-delignificat (Gn sau y,) a variat de la concentratii de 48,46 g glucan/100 g
subst. uscata solid autohidrolizat-delignificat (in experimentul 6 efectuat la ta = 180 °C, tp =
180 °C si C = 70 % etanol) pana la valori de 65,21 g glucan/100 g subst. uscata solid
autohidrolizat-delignificat (in experimentul 11 efectuat la ta = 190 °C, tp = 200 °C si C =50 %
etanol). Conform datelor din tabelul 8.8, s-a observat ca toate cele trei variabile (ta, tp si C) au
fost influente (cu temperatura autohidrolizei intr-o masura mai mica), iar continutul de glucan
a atins valori maxime odata cu cresterea celor trei variabile independente.

Considerand solidul autohidrolizat-delignificat (SAD) ca substrat pentru producerea
bioetanolului de a doua generatie, S-a demonstrat ca rezultatele obtinute in aceasta etapa au
prezentat valori ridicate ale continutului de glucan in vederea obtinerii unor concentratii
ridicate de bioetanol.

Figura 8.4 prezinta suprafata de raspuns pentru dependenta continutului de glucan
(Gn) fata de temperatura delignificarii (fp) si concentratia de etanol (C), la temperatura
autohidrolizei (ta) de 200 °C.
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Figura 8.4. Suprafata de raspuns pentru dependenta continutului de glucan (Gn, g glucan/100 g subst.
uscatd solid autohidrolizat-delignificat (SAD) fata de concentratia de etanol (C, g etanol/100 g solutie
etanol-apa) si temperatura delignificarii (tp, °C), pentru experimentele efectuate la temperatura
autohidrolizei (ta, °C) de 200 °C

In urma analizei s-a demonstrat ci solidul autohidrolizat-delignificat a prezentat
cantitati reduse ale continutului de Xilan (Xn sau ys), cu valori minime de pana la 2,56 g
xilan/100 g subst. uscata solid autohidrolizat-delignificat (in experimentul 8 efectuat la ta =
180 °C, tp =200 °C si C = 30 % etanol).

Conform datelor din tabelul 8.8, concentratia de etanol a fost cea mai influenta
variabila, in timp ce temperatura autohidrolizei si temperatura delignificarii au prezentat 0
influentd similard si respectiv mai mica. Continutul de xilan s-a redus odata cu reducerea
valorilor concentratiei de etanol si cresterea temperaturii autohidrolizei.

Figura 8.5 prezinta suprafata de raspuns pentru dependenta continutului de xilan (Xn)
fata de temperatura autohidrolizei (ta) si concentratia de etanol (C), la temperatura
delignificarii (tp) de 200 °C.
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Figura 8.5. Suprafata de raspuns pentru dependenta continutului de xilan (Xn, g glucan/100 g subst. uscata solid
autohidrolizat-delignificat (SAD) fata de concentratia de etanol (C, g etanol/100 g solutie etanol-apa) si
temperatura autohidrolizei (ta, °C), pentru experimentele efectuate la temperatura delignificarii (tp, °C)

de 200 °C

Continutul de lignina Klason a solidului autohidrolizat-delignificat (LK sau ys) a variat
intre 11,12 g lignina Klason/100 g subst. uscata solid autohidrolizat-delignificat (in
experimentul 11 efectuat la ta = 190 °C, tp = 200 °C si C = 50 % etanol) si 23,60 g lignina
Klason/100 g subst. uscata solid autohidrolizat-delignificat (in experimentul 4 efectuat la ty =
200 °C, tp = 180 °C si C = 30 % etanol). Conform datelor din tabelul 8.8, concentratia de
etanol a fost cea mai influenta variabila iar continutul de lignina Klason a scazut odata cu
cresterea concentratiei de etanol.

Figura 8.6 prezinta suprafata de raspuns pentru dependenta continutului de lignina
Klason (LK) fata de temperatura autohidrolizei (ta) si concentratia de etanol (C), la
temperatura delignificarii (tp) de 200 °C.
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Figura 8.6. Suprafata de raspuns pentru dependenta continutului de lignind Klason (LK, g lignina Klason/ 100 g
subst. uscata solid autohidrolizat-delignificat (SAD) fata de concentratia de etanol (C, g etanol/ 100 g solutie

etanol-apd) si temperatura autohidrolizei (ta, °C), pentru experimentele efectuate la temperatura delignificarii (tp,

°C) de 200 °C

8.3.3. Recuperarea principalelor componente din faza solida rezultatd in urma
delignificarii

In functie de compozitia materiei prime si de rezultatele fractionarii (randamentul
combinat si compozitia solidului autohidrolizat-delignificat), s-a calculat recuperarea
diferitelor componente (glucan, xilan, arabinan, grupari acetil si lignind Klason) din faza
solida autohidrolizata-delignificata.

Conform rezultatelor prezentate in tabelul 8.7, recuperarea glucanului (RecGn) a fost
realizata in proportie de 94 % (valoare medie), rezultat care confirma faptul ca glucanul a fost
retinut practic in totalitate in faza solida, acesta fiind si unul dintre obiectivele prezentului
studiu. Variabilele RecXn, RecArn si RecGAc (corespunzatoare componentelor
hemicelulozice), au aratat un comportament similar, cu valori minime de RecXn = 10,30 % (in
experimentul 8), RecArn = 1,90 % (in experimentul 8) si RecGAc = 7,03 % (in experimentul
2), demonstraind ca fractiunea hemicelulozica a fost aproape complet solubilizata.
Recuperarea ligninei Klason (RecLK) din solidul autohidrolizat-delignificat a prezentat o

valoare minima de 30,74 % (in experimentul 11) si o valoare medie de 46,29 %.
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Gradul de fractionare a componentelor structurale din biomasa lignocelulozica de
porumb (unul dintre cele mai importante obiective ale acestui studiu) a fost definit ca fiind
suma dintre glucanul ramas in faza solida autohidrolizata-delignificata si hemiceluloza si
lignina solubilizate n timpul tratamentelor secventiale de autohidroliza si delignificare,
referindu-se la continutul acestor componente in materia prima. Acest parametru a prezentat o
valoare medie de 77,8 %, fiind cuprins in intervalul de 65,2 % (in experimentul 6 efectuat in
condifii mai putin severe: ta = 180 °C, tp = 180 °C si C = 70 % etanol) pana la 84,7 % (in
experimentul 11 efectuat in conditii severe: ta =190 ° C, tp =200 °C si C = 50 % etanol).

Recuperarea ridicatd de celuloza din solidele procesate impreuna cu eliminarea
hemicelulozei si ligninei din faza solidd, precum si obtinerea unor valori ridicate in ceea ce
priveste fractionarea componentelor structurale, a confirmat compatibilitatea modelului
experimental considerat in acest studiu pentru fractionarea eficientd a biomasei

lignocelulozice de porumb.

8.3.4. Obtinerea bioetanolului prin zaharificarea si fermentarea simultana in regim
semicontinuu a fazei solide rezultati in urma delignificarii

In vederea completdrii studiului de obtinere a bioetanolului din biomasa
lignocelulozica de porumb, solidul autohidrolizat-delignificat rezultat in urma procesului
organosolv a fost supus zaharificarii si fermentarii simultane (SSF) in regim semicontinuu.
Substratul, enzimele si nutrientii au fost adaugate in doud etape: 50 % la Inceputul procesului,
iar restul de 50 % dupd 48 ore de zaharificare §i fermentare simultana. Pentru a obtine
concentratii ridicate de bioetanol, a fost selectata o valoare finala a raportului lichid-solid
RLSE de 4 g lichid/g subst. uscata solid autohidrolizat-delignificat si o valoare intermediara a
raportului celulaza-substrat RCSg de 10 unitati/g, valori corespunzatoare incarcarii la 48 ore.

Figura 8.7 prezinta evolutia in timp a concentratiei de etanol corespunzitoare
procesului SSF in regim semicontinuu, iar tabelul 8.10 prezintd conditiile operationale
utilizate in procesul secvential de autohidroliza-delignificare, experimentele cu cele mai bune
rezultate obtinute in procesul SSF pentru concentratia maxima de etanol (Emax Sau yi, @
etanol/L) si conversia maxima a glucanului in etanol (CE sau y,, g etanol/100 g etanol
potential), precum si principalii compusi recuperati din faza solidd rezultatd in urma
procesului SSF: glucan (Gn sau ys, g glucan/100 g substrat), xilan (Xn sau y,4, g xilan/100 g
substrat), arabinan (Arn sau ys, g arabinan/100 g substrat), grupari acetil (GAC sau Ys, g

grupari acetil/100 g substrat), lignind Klason (LK sau y7, g lignina Klason/100 g substrat).
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Figura 8.7. Evolutia in timp a concentratiei de etanol corespunzatoare zaharificarii si fermentarii simultane in
regim semicontinuu a fazei solide rezultata in urma delignificarii-organosolv (Etapa | — zo: solid = 50 %, enzime

=50 %,; Etapa Il — 745 solid = 50 %, enzime = 50 %; 7 — timpul de reactie, ore)

Cele mai bune rezultate au fost obtinute in procesul SSF care foloseste ca substrat
solidul autohidrolizat-delignificat recuperat de la experimentul 2 (efectuat la ta = 200 °C, tp =
200 °C si C =30 % etanol), in urma caruia s-a obtinut o concentratie maxima de etanol Eyax
= 65,40 g etanol/L (corespunzatoare unei conversii maxime a glucanului in etanol CE = 85,66
%), precum si in procesul SSF care foloseste ca substrat solidul obtinut in conditiile
experimentului 8 (efectuat la ta = 180 °C, tp = 200 °C si C = 30 % etanol), cu o concentratie
maximd de etanol Emax = 67,46 g etanol/L (corespunzatoare unei conversii maxime a

glucanului in etanol CE = 89,06 %) (rezultate prezentate in tabelul 8.10)..
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Tabel 8.10. Conditii operationale si rezultate experimentale privind zaharificarea i fermentarea simultana in

regim semicontinuu a fazei solide rezultata in urma delignificarii-organosolv

Variabile Variabile Variabile
independente dependente dependente
autohidroliza- Fed-Batch experimentale
delignificare SSF Fed-Batch SSF*
Exp. ta o C Ewax CE Gn Xn Arn GAc LK
nr. C) (O (W) (y1) (y2) (¥3) (Va) (Ys) (Ye) (y7)
2 200 200 30 65,40 85,66 17,45+0,00 1,91+0,00 0,04+0,00 0,28+0,00 69,87+0,00
4 200 180 30 45,63 64,91 n.d nd nd n.d n.d
5 180 200 70 32,55 48,69 n.d n.d n.d n.d n.d
6 180 180 70 17,22 30,16 n.d n.d n.d n.d n.d
8 180 200 30 67,46 89,06 19,31+0,23 1,42+0,02 0,05+0,00 0,39+0,01 66,82+0,52
10 180 190 50 38,78 55,84 n.d n.d n.d nd nd
11 190 200 50 57,78 75,89 41,09+£0,11 5,514£0,01 0,05+£0,00 0,47+0,00 34,77+0,88
14 190 190 30 59,61 77,53 22,94+0,32 2,80+0,00 0,04+0,00 0,50+0,00 58,15+1,35

70: solid = 50 %, enzime = 50 %; z4¢: solid = 50 %, enzime = 50 %; 7 — timpul de reactie, ore; n.d — nederminat.

* Datele sunt prezentate ca valori medii + deviatiile standard pentru determinari realizate in duplicat.

Pentru a concluziona, se poate remarca faptul ca in acest studiu s-au obtinut rezultate

foarte bune in majoritatea experimentelor SSF efectuate in regim semicontinuu, cu valori mai

mari decét cele considerate drept prag pentru rentabilitatea economica (30+40 g etanol/L)

(Wingren et al., 2003).

8.4. Concluzii partiale

Rezultatele obtinute in urma procesului organosolv (cu solutie etanol-apa de 60 %) au
demonstrat faptul ca delignificarea realizata la temperatura de 200 °C, timp de 60
minute, in conditii izoterme, reprezinta un tratament adecvat pentru obtinerea unui
substrat bogat in celuloza.

Fractionarea biomasei lignocelulozice de porumb prin etape secventiale de
autohidroliza non-izoterma si delignificare-organosolv a condus la o conversie
maxima a hemicelulozei in monomeri §i oligomeri, precum si la reziduuri solide cu un
continut ridicat de glucan (65,21 g/100 g subst. uscata substrat) si scazut de lignina
(11,12 g/100 g subst. uscata substrat).

Utilizarea in hidroliza enzimatica a biomasei lignocelulozice de porumb pretratata prin
etape secventiale de autohidroliza si delignificare, in conditii experimentale definite

prin cantitdti scazute de solide (RLS = 15 g lichid/g subst. uscatd substrat) si
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concentratii moderate de enzime (RCS = 10 unitati/g subst. uscata substrat), a condus
la obtinerea unor concentratii ridicate de glucoza (48,74 g glucoza/L) precum si a unor
conversii ridicate a celulozei in glucoza (92,44 %).

- Zaharificarea si fermentarea simultana a fazei solide rezultatd in urma procesului de
delignificarea-organosolv, efectuata in regim semicontinuu si in conditii experimentale
definite prin cantitati ridicate de solide (RLS = 4 g lichid/g subst. uscata substrat) si
concentratii moderate de enzime (RCS = 10 unitati/g subst. uscata substrat), a condus
la concentratii ridicate de etanol (67,46 g etanol/L) precum si la conversii ridicate a

celulozei in etanol (89,06 %).
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9. Concluzii generale

Autohidroliza non-izoterma a biomasei lignocelulozice de porumb urmata de
zaharificarea si fermentarea simultand a fazei solide pretratatd hidrotermic a
reprezentat o schema tehnologica adecvata pentru productia bioetanolului ca sursa
alternativa de biocombustibili.

S-a demonstrat ca prin intermediul pretratamentului realizat la severitatea de 4,20 se
pot obtine cantitati de 12,6 g glucide solubile/100 g subst. uscatd materie prima,
precum si o faza solida cu susceptibilitate ridicata la prelucrarea enzimatica.

Productia de bioetanol prin zaharificarea si fermentarea simultana in regim discontinuu
a fost optimizata cu ajutorul metodei analizei suprafetei de raspuns, identificindu-se
conditiile de exploatare care au condus la obtinerea unor concentratii ridicate de
bioetanol (37,75 g etanol/L).

Utilizarea procesului de zaharificare si fermentare simultanad in regim semicontinuu, in
conditii experimentale definite prin cantitati ridicate de solide, a permis imbunatatirea
concentratiei de bioetanol, obtinandu-se valori maxime de pana la 51,56 g etanol/L.
Procesul continuu de autohidrolizd non-izotermd, delignificare-organosolv a fazei
solide rezultatd in urma pretratamentului, precum si zaharificarea si fermentarea
simultana a fazei solide autohidrolizati-delignificata, reprezintd o schema tehnologica
potrivitd pentru fractionarea biomasei lignocelulozice de porumb si obtinerea
bioetanolului de a doua generatie.

Procesarea biomasei lignocelulozice de porumb prin delignificarea-organosolv a fost
optimizata cu ajutorul metodei analizei suprafetei de raspuns, obtinandu-se solide
bogate in celuloza si un grad ridicat de fractionare.

In urma zaharificarii si fermentarii simultane in regim semicontinuu a fazei solide
autohidrolizata-delignificatda au fost obtinute concentratii maxime de bioetanol de
65+67,5 g etanol/L, precum si conversii maxime a celulozei in etanol de pana la
86+89%, valori superioare celor necesare pentru fezabilitatea tehnico-economica a

procesului global.
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10. Contributii la dezvoltarea cunoasterii in domeniu si perspective

Cercetarile efectuate in cadrul programului de studii doctorale au adus o serie de
contributii originale care sporesc valoarea stiintifica si aplicativa a tezei de doctorat, dupa cum
urmeaza:

- S-a analizat compozitia chimica a biomasei lignocelulozice de porumb (tulpini si
frunze de porumb) prin cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC), in
vederea cuantificarii compusilor esentiali, necesari pentru procesele ulterioare.

- S-a studiat fractionarea biomasei lignocelulozice de porumb prin intermediul
procesului de autohidrolizd in conditii non-izoterme, in reactor sub presiune, in
vederea obtinerii unor cantitati importante de compusi valorosi derivati din
hemiceluloza (in principal xilo-oligomeri).

- S-a studiat delignificarea biomasei lignocelulozice de porumb prin intermediul
procesului organosolv in conditii izoterme, in reactor sub presiune, in vederea obtinerii
unui substrat solid bogat in celuloza si susceptibil la hidroliza enzimatica.

- S-a optimizat procesul de delignificare a biomasei lignocelulozice de porumb, prin
intermediul metodei analizei suprafetei de raspuns (RSM), in vederea analizarii
efectelor conditiilor specifice de procesare asupra variabilelor operationale selectate.

- S-au obtinut concentratii ridicate de glucoza prin hidroliza enzimatica a fazei solide
rezultatd in urma pretratamentului si delignificarii-organosolv.

- S-au obtinut concentratii ridicate de bioetanol prin zaharificarea si fermentarea
simultand in regim discontinuu si semicontinuu a fazei solide rezultatd in urma
proceselor de autohidroliza si delignificare.

- S-a optimizat procesul de zaharificare si fermentare simultana, prin intermediul
metodei analizei suprafetei de raspuns (RSM), in vederea confirmarii rezultatelor

experimentale.

In perspectiva cercetirilor viitoare se propune microincapsularea celulelor de drojdie
pentru eliberarea treptatd si prelungita in procesul de fermentare, precum si realizarea
procesului de zaharificare si fermentare simultand cu doua microorganisme in acelasi timp:
Saccharomyces cerevisiae (pentru fermentarea glucozei) si Pichia stipitis (pentru fermentarea
xilozei), in vederea cresterii randamentului de bioetanol si obtinerii unei surse alternative de

combustibili.
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11. Diseminarea rezultatelor cercetarii

Diseminarea rezultatelor cercetarii Ss-a materializat prin publicarea a 4 lucrari
stiintifice, dintre care 2 articole in curs de publicare in reviste cotate ISI si 2 articole publicate
intr-o revista indexata in baze de date internationale, precum si prin participarea la 4

manifestari stiintifice internationale:

A. Articole stiintifice in curs de publicare in reviste cotate ISI

1. Cristian-Teodor Buruiana, Camelia Vizireanu, Gil Garrote, Juan Carlos Parajo, 2013.
Second generation bioethanol from hydrothermally pretreated corn stover by Simultaneous
Saccharification and Fermentation: operation in batch and fed—batch modes. Industrial &
Engineering Chemistry Research (ACS Publications), factor de impact in 2012: 2,206 (in

recenzie).

2. Cristian-Teodor Buruiana, Camelia Vizireanu, Gil Garrote, Juan Carlos Parajo, 2013.
Bioethanol production from autohydrolyzed—delignified corn stover by fed-batch
simultaneous saccharification and fermentation. Energy & Fuels (ACS Publications), factor de

impact in 2012: 2,853 (in recenzie).

B. Articole stiintifice publicate in revista indexata in baze de date internationale

1. Cristian-Teodor Buruiana, Gil Garrote and Camelia Vizireanu, 2013. Bioethanol
production from residual lignocellulosic materials: A review — Part 1. The Annals of the

University Dunarea de Jos of Galati Fascicle VI — Food Technology. 37(1), 9-24.

2. Cristian-Teodor Buruiana, Gil Garrote and Camelia Vizireanu, 2013. Bioethanol
production from residual lignocellulosic materials: A review — Part 2. The Annals of the

University Dunarea de Jos of Galati Fascicle VI — Food Technology. 37(1), 25-38.
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C. Lucrari stiintifice comunicate la manifestari internationale

1. Cristian-Teodor Buruiana, Camelia Vizireanu, Gil Garrote and Juan Carlos Parajo.
Second gereration bioethanol from corn stover. ANQUE International Congress of Chemical

Engineering *’Innovating for the future’’, 24"—27" June 2012, Sevilla, Spain.

2. Cristian-Teodor Buruiana, Gil Garrote and Camelia Vizireanu. Bioethanol production
from corn stover. The Second PhD Student Symposium, 13"-14" December 2012, Galati,

Romania.

3. Cristian-Teodor Buruiana, Gil Garrote, Juan Carlos Paraj6 and Camelia Vizireanu.
Bioethanol production from autohydrolyzed corn stover by fed-batch simultaneous
saccharification and fermentation. International Conference of Applied Sciences, Chemistry

and Chemical Engineering — Seventh Edition, 15"-18" May 2013, Bacau, Romania.

4. Cristian-Teodor Buruiana, Gil Garrote, Juan Carlos Paraj6, Camelia Vizireanu.
Experimental assessment on the enzymatic hydrolysis of autohydrolyzed—delignified corn
stover. The 4™ International Conference on Food Chemistry, Engineering & Technology,
30™-31" May 2013, Timisoara, Romania.
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