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OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE TEZEI DE DOCTORAT

In contextul actual al tendintelor moderne ale cercetdrilor privind biovalorificarea
deseurilor si conversia in produse cu valoare economicd, teza de doctorat, Biovalorificarea
celulozei din hartie reziduald prin utilizarea enzimelor si a culturilor starter fungice, aduce o serie de
contributii originale cu valoare de cercetare fundamentala si aplicativa, cu importanta in
biovalorificarea deseurilor din hartie, cu un continut ridicat de celuloza, pentru producerea
de bioetanol si proteine fungice (SCP, engl. Single Cell Protein).

In acord cu obiectivele stiintifice generale, in realizarea tezei de doctorat s-a vizat
parcurgerea urmatoarelor etape de cercetare:

1. Stabilirea conditiilor fizico-chimice si enzimatice de prelucrare a unui substrat
celulozic, obtinut din trei tipuri de hartie reziduald (de ziar, de scris, carton),
combinate in proportii egale (1:1:1), in vederea obtinerii unui grad de hidroliza
avansat.

2. Studiul conditiilor biotehnologice de bioconversie a substratului celulozic mixt,
derivat din hartie reziduald, in etanol, prin optimizarea functionalitatii corelate a
biocatalizatorilor (enzime si drojdii fermentative) in cele doua etape principale ale
procesului biochimic, hidroliza enzimatica a substratului si fermentatia alcoolica.

3. Bioproducerea de proteine fungice prin valorificarea atat a substratului celulozic
mixt, cat si a reziduului rezultat de la fermentatia alcoolica, prin utilizarea unei
tulpini selectionate de Geotrichum candidum, cu potential celulazic, capabild sa
realizeze randamente sporite de proteind de calitate.

Strategia de cercetare a urmarit o abordare multidisciplinard a studiilor din domeniile
microbiologie, biochimie, biotehnologie aplicatd, modelare matematicd si interpretare
statisticd a datelor experimentale, care s-au realizat utilizdnd infrastructura moderna de
cercetare din dotarea Platformei Bioaliment (Centru integrat de cercetare si formare pentru
biotehnologie aplicatd), a Laboratorului de Analize Fizico-Chimice si Microbiologie ale
Alimentelor, din cadrul Facultadtii de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Universitatea , Dundrea
de Jos” Galati, sia Colegiului de Industrie Alimentara , Elena Doamna”, Galati.

Rezultatele cercetarilor realizate aduc o serie de contributii originale, cu valoare
stiintifica si aplicativa, si s-au diseminat prin publicarea a 6 lucrdri stiintifice, dintre care 2
articole in curs de publicare in reviste cotate ISI si 4 articole publicate in reviste indexate in
baze de date internationale, doctoranda avand calitatea de prim autor la 2 dintre acestea.

Studiul documentar, prezintd pe parcursul a trei subcapitole, o sintezd a datelor din
literatura de specialitate, cu referire la tipurile de deseuri celulozice, volumul acestora si
gradul de valorificare la nivel national si international si totodatd la implicatiile
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biotehnologiei in valorificarea deseurilor celulozice pentru producerea de produse cu valoare
economicd.

Capitolul 1. ,Celuloza, caracteristici fizico-chimice si biochimice” prezintd structura si
proprietdtile fizico-chimice ale celulozei, compozitia biomasei celulozice din diverse tipuri de
materiale si posibilitdtile de biovalorificare a celulozei din deseuri.

Capitolul 2. ,Posibilitati de biovalorificare a celulozei din deseuri” prezinta potentialul
microorganismelor de a biotransforma celuloza, particularitdti morfo-fiziologice ale
mucegaiurilor, activ producdtoare de celulaze, cresterea si multiplicarea mucegaiurilor in
diferite sisteme de cultivare, modalititi de utilizare a preparatelor enzimatice comerciale in
biotransformarea celulozei din deseuri si cinetica reactiilor de hidroliza enzimatica a celulozei.

Capitolul 3. ,Procedee biotehnologice de valorificare a deseurilor celulozice” prezinta
tipurile de pretratamente aplicate materialelor celulozice, procesul de hidroliza enzimatica a
celulozei si cdile de biovalorificare superioara a deseurilor celulozice prin bioproducerea de
etanol si biomasa proteica.

Rezultate experimentale si contributii, prezinta rezultatele cercetdrilor proprii privind
identificarea unor cdi avantajoase de tratament fizico-chimic si enzimatic al deseurilor
celulozice mixte, derivate din hartie reziduala, in vederea bioconversiei in etanol, sau pentru
producerea de suplimente proteice furajere, aplicand fermentatia in faza solidd (in sistem
SSF).

Capitolul 4. ,Studii preliminare privind biotransformarea deseurilor lignocelulozice”
prezinta rezultatele cercetarilor proprii referitoare la stabilirea tipului de pretratament
corespunzdtor substratului celulozic mixt format din trei tipuri de hartie reziduald (ziar, de
scris, carton), amestecate in proportii egale (1:1:1) si rumegus, s-au studiat conditiile fizico-
chimice de pretratament si optimizarea hidrolizei enzimatice, in vederea cresterii
randamentului de bioconversie.

Capitolul 5. ,Bioproducerea de etanol prin valorificarea deseurilor celulozice mixte,
derivate din hartie reziduala” prezinta rezultatele cercetdrilor proprii referitoare la
optimizarea conditiilor biotehnologice pentru etapa de hidroliza enzimaticd si etapa de
fermentatie alcoolicd. S-a urmarit ca cele doud etape sa decurga simultan pentru cresterea
eficientei economice, cresterea productivitatii si reducerea timpului de tratament. S-a urmarit
efectul individual si corelativ al principalilor factori fizico-chimici si biologici care intervin si
conditioneaza functionalitatea optimad a celor doua etape ale bioprocesului.

Capitolul 6. ,Bioproducerea de biomasi fungici prin valorificarea deseurilor celulozice
mixte, derivate din hartie reziduald” prezintd rezultatele cercetdrilor proprii referitoare la
valorificarea superioard a substratului celulozic mixt derivat din hartie reziduald si carton
pentru obtinerea de SCP, prin cultivarea tulpinii selectionate Geotrichum candidum MIUG 2.15,
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in sistem de cultivare in faza solida (SSF, engl, Solid State Fermentation). Metoda analizei
suprafetei de raspuns (RSM) a fost utilizatd pentru analiza efectului corelativ a trei variabile
independente, concentratia in ingrasamant complex, raportul solid:lichid si timpul de
cultivare asupra cresterii si biosintezei de proteine prin cultivarea mucegaiului Geotrichum
candidum MIUG 2.15, pe un mediu semisolid format din de reziduuri de hartie (hartie de
scris, hartie ziar si carton), combinate in raport masic de 1:1:1, pretratate in prealabil prin
hidroliza acida si tratament termic.

Teza cuprinde 201 pagini, in care sunt prezentate 53 de tabele si 78 de figuri, pentru realizarea
cdreia s-au analizat 168 de referinte bibliografice, majoritatea publicatii dupa anul 2000.

Capitolul 4. Studii preliminare privind biotransformarea deseurilor lignocelulozice

Oportunitatea studiului

Pretratamentul este necesar pentru a imbunadtdti biodisponibilitatea biomasei celulozice, pentru
a face celuloza mai accesibild atacului enzimatic, pentru cresterea randamentului de bioconversie
in glucide fermentescibile.

Studiul proprietatilor catalitice ale unei enzime se realizeaza urmarind modul de actiune al acesteia.
In acest scop, enzima se combind cu substratul in anumite conditii de reactie (pH, temperatura
etc.), iar efectul se observd masurand viteza de transformare a substratului sau viteza de formare
a produsului de reactie.

Materiale

Substrat celulozic mixt. Pentru efectuarea cercetdrilor experimentale s-a folosit un amestec de
materiale celulozice provenit din deseuri urbane si anume: hartie birou, hartie ziar, carton si
rumegus din lemn.

Preparat enzimatic comercial. Enzima utilizatd in procesele de hidrolizd enzimatica este
Celulaza Onozuka R 10 - din Trichiderma viride (Merk-Germania), cu activitate enzimatica
declarata de 1U/mg.

O unitate de activitate celulazicd reprezintd cantitatea de enzimad care elibereaza 1uM glucide
reducdtoare/minut (dozare prin metoda DNS), in conditiile de lucru (pH = 4,5, temperatura

45°C),

Metode de analiza

» Dozarea celulozei brute (metoda de hidroliza cu acizi si alcalii)
* Dozarea ligninei

» Dozarea glucidelor totale (metoda cu fenol)
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» Dozarea glucidelor reducitoare (metoda cu acid 3,5 dinitrosalicilic)
* Determinarea continutului in cenusa

* Analiza HPLC a produsilor de hidroliza enzimaticd a hartiei
Rezultate si discutii

Analiza eficientei unor pretratamente in modificarea recalcitrantei unor substraturi
lignocelulozice

Au fost testate o serie de pretratamente cum ar fi: mdcinarea, tratament termic in cuptorul de
calcinare, tratament chimic cu solventi organici, NaOH si H,SO, in diferite concentratii.
Substratul cel mai reactiv s-a dovedit a fi hartia de scris, pentru care continutul maxim de
glucide reducdtoare eliberate in urma hidrolizei s-a situat la valoarea de 048 mg/mlL, in
conditile de pretratament testate. S-a constatat, in urma testdrii diferitelor tipuri de
pretratamente, ci cel mai eficient este pretratamentul chimic, realizat la 120°C, timp de 1 or4,
in atmosfera umeda.

Fara pretatament |
Mécinare | Féra pretatament ||
Macinare N
Tratament cu solventi organicl |
Tratament cu solvenyi organicl I
Tratament cu acizi i baze |
Tratament cu acid ¢ baze [N
|

Tratament temscIn alptor de caloans | Tratamént termic in cupter de caldnare

Tratament combinat chimic 5i termic | Tratament combinat chimic gi termic

0 10 20 30 40 50 60 0 10 0 30 L] 50 60

Blodisponibilitatea hirtiel de soris, %
Blodisponibilitatea hirtiel de ziar, %

Fara pretatament
Macinare
TRt e oTseg’ g Figura 1. Modificarea biodisponibilititii substraturilor
Tratament cu aci i baze celulozice prin diferite tipuri de pretratament

Tratament termic in cuptor de caldnare

Tratament combinat chimic §i termic

0 10 20 0 40 50 60

EBlodisponibilitatea cartonulul, %

Studiul hidrolizei enzimatice a substraturilor celulozice pretratate
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Influenta concentratiei in substrat asupra cineticii reactiei de hidrolizd enzimaticd a
celulozei a fost studiata utilizind ca substrat carboximetilceluloza. Cu datele obtinute s-a trasat
curba de variatie a vitezei de reactie, in functie de concentratia de substrat, in reprezentare
Michaelis-Menten (figura 2). S-a reprezentat variatia liniard Lineweaver-Burk, in coordonate 1/v =
f(1/[9)) (tigura 3), unde v se exprima in pM glucozd/minut, iar [S], in mg/mL.

S-au calculat parametrii cinetici:

K = 6,25 si Vi = 5 M glucoza/minut

si raportul optim enzima:substrat este de 1UE:2g substrat.

1,2
—
£
"S5
g 1 > —&
- o
S *
m 0,8 <>
=]
=
=
g /
1=} 016 *
o
S /
N g, <> y =-0,1965x2+ 0,8652x + 0,0046
E ’ . 2 Rz =0,9624
—
g 0,2
B
=
-7}
g
3 0]
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Concentratia in substrat (carboximetilceluloza), pmoli

Figura 2.Variatia vitezei de hidrolizi enzimaticd in functie de concentratia substratului

e o
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d " ’ e
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5 05 | S
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E ]
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Figura 3. Cinetica enzimatici in reprezentare Lineweaver-Burk
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Pentru a studia cinetica acumuldrii produselor de reactie, respectiv a glucidelor
reducatoare acumulate, a fost studiata influenta concentratiei substratului asupra vitezei de reactie,
pentru substratul celulozic hartia de scris.

4
y =-0,002x? + 0,1531x + 0,3412
3,5 R? = 0,9633 e ]
# Glucoaza+Celobio
3 - za prin HPLC
E
[ ]
23’5 v ® Glucide
<& [ 4 reducatoare,
g2 colorimetric
E / y = -0,0021x2 + 0,1499x + 0,2846
< R2=0,9703
1,5 7*: . —Poly.
(Glucoaza+Celobi
1 oza prin HPLC)
0,5 —Poly. (Glucide
reducatoare,
0 r . . . . colorimetric)
o 10 20 30 40 50
Concentratia substratului, celuloza echivalentd, mg/mL

Figura 4. Produsii de hidrolizi enzimaticd a celulozei din hdrtia de birou, determinati colorimetric si cromatografic

Alura dinamicii acumuldrii produsilor de reactie este foarte aseméandtoare atat la dozarea
prin metoda HPLC cat si la dozarea prin metoda spectrofotometricd. S-a observat
imbundtatirea comportamentului cinetic cu cresterea concentratiei de enzima.

M Glucoza, mg/mL
O Celobioza, mg/mL

3 0,127
= 2,5 0,109 ]
= [
=
o5 0,091
£ 2 ) —
2
B
@ 1,5 0,074 p,889
@ — ’
S R,371
vy 1 | |
3 0,053 94
<4 0,022 0,034 ==
- << — h,301
0,5 -
0,017 0,6 b,661 p-789
0 p.152 :
0,40 1,60 3,20 4,80 6,40 12,80 25,60 38,40

Concentratia substratului, celuloza echivalenta mg/mL

Figura 5. Influenta concentratiei hirtiei de birou asupra acumuldrii produgilor de reactie ai celulazei, determinati
cromatografic

Ponderea glucozei in raport cu celobioza, ca produsi de reactie, este micd, ceea ce denotd o
slabad activitate celobiazicd secundara a preparatului celulazic utilizat in experiment.
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Biovalorificarea celulozei din hartie reziduald vrin utilizarea enzimelor si a culturilor starter fungice

A fost studiatd influenta temperaturii, a pH-ului

ing. Andone (Leustean) Iuliana

a adaosului de agent activ de

suprafatd asupra hidrolizei enzimatice si dinamica acumuldrii de zahar reducator in decursul

hidrolizei enzimatice a celulozei.
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Figura 6. Variatia gradului de polimeriare al celulozei din amestecul de material celulozic 1:1:1 in functie de

temperaturd
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Figura 7. Efectul pH-ului in hidroliza enzimaticd a substratului celulozic mixt pretratat
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Figura 8. Influenta adaosului de Tween 80 asupra functionalititii preparatului enzimatic pentru

hidroliza substratului celulozic
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substanta uscata substrat
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Timp, h

Figura 9. Dinamica acumuldrii de zahdr reducdtor in decursul hidrolizei enzimatice a celulozei

Concluzii partiale
* S-a studiat eficienta unor diverse tratamente fizico-chimice aplicate unor materiale din
deseuri lignocelulozice (hartie de scris, ziar, carton si rumegus), precum madcinarea,
calcinarea, tratamentul chimic cu solventi organici, cu solutii de NaOH si H,SO, in
concentratii de 0,1; 0,5; 1; si 2% si la diferite temperaturi: temperatura mediului ambiant, 50°C,
75°C si 120°C, in mediu umed si uscat , in vederea stabilirii conditiilor de crestere a
* Cele mai eficiente pretratamente s-au dovedit cele in care s-a combinat efectul tratamentului
chimic cu acizi sau baze (2% H,SO, si 2% NaOH, cu tratament termic la temperatura de 120°C,
in mediu umed (in autoclav), timp de 1h. Procedeul atinge eficientd maxima la 1 h de
pretratament.
« Hartia de scris si cartonul s-au dovedit a fi cele mai putin rezistente substraturi celulozice, avand
o biodisponibilitate mai mare dupa pretratament.
- S-au studiat si optimizat conditiile de bioconversie a susbtraturilor celulozice,
individual si in combinatie (hartie de scris-ziar-carton, in proportii egale). Comportamentul
enzimei a fost analizat comparativ utilizand carboximetilceluloza comerciala (substanta
purd), in calitate de substrat.
Conditiile optime de bioconversie a substratului celulozic mixt, dupa pretratament
combinat, chimic si la temperatura de 120°C, sunt:
- raportul enzimd/substrat: 0,5 UE/ g substrat;
- temperatura: 45°C ...48°C;
- pH-ul mediului de reactie: 4,5-4,8;
- adaosul de agenti activi de suprafata: 0,3% Tween 80;
- timp de reactie: 24 ore.
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Capitolul 5. Bioproducerea de etanol prin valorificarea deseurilor celulozice mixte,
derivate din hartie reziduala

Oportunitatea studiului
Biotransformarea materialelor celulozice prin intermediul preparatelor enzimatice comerciale
sau a microorganismelor producatoare de celulaze, conduce la obtinerea de compusi chimici
simpli, din care prin numeroase procese fermentative (aerobe sau anaerobe) se poate obtine o
gama largd de compusi cu valoare de suplimente alimentare si furajere, biocombustibili,
solventi, enzime etc.

Avand in vedere aceste oportunitdti, in prezentul studiu s-a vizat analiza si optimizarea
conditiilor biotehnologice de bioconversie a polimerilor glucidici din deseuri de hartie si
carton in bioetanol.

Materiale

» Substrat celulozic mixt. Un amestec din trei tipuri de deseuri celoluzice, hartie de scris,
hartie ziar si carton, combinate in raport de masa 1:1:1, mécinate, s-a tratat preliminar cu 2%
H,SO, (raport solid:lichid de 1:7 m/v), apoi s-a tratat termic la temperatura de 120°C si 1 atm.,
timp de 1 h, in autocalv. Substratul celulozic pretratat s-a spdlat apoi cu apa, de mai multe ori,
pand la pH neutru. Materialul a fost apoi uscat la temperatura de 60°C (cca. 80% substantd
uscatd), timp de 6 ore si apoi madcinat. Materialul celulozic mixt obtinut a fost pdastrat in
flacoane de sticla inchise cu dop rodat.

* Preparat enzimatic comercial. Enzima utilizatd in procesele de hidroliza enzimatica este
Celulaza Onozuka R 10 - din Trichiderma viride (Merk-Germania), cu activitate enzimatica
declarata de 1U/mg.

* Culturi starter de drojdii cu potential fermentativ, Sachharomyces cerevisine MIUG 1,
Saccharomyces cerevisiaie MIUG 2 si Sachharomyces cerevisite MIUG 3, din Colectia de
Microorganisme a Platformei Bioaliment (acronim MIUG) din cadrul Facultdtii ,Stiinta si
Ingineria a Alimentelor” Galati, pastrate in culturi stoc, la temperatura de 4°C, dupa cultivare
pe must de malt si agar.

Metode de analiza

» Dozarea glucidelor totale (metoda cu fenol)

» Dozarea glucidelor reducétoare (metoda cu acid 3,5 dinitrosalicilic)

* Determinarea concentratiei alcoolice cu kitul pentru etanol

* Tehnica Placket-Burman de selectie a factorilor cu relevanta in bioprocesele de hidroliza si fermentatie
alcoolica

* Metoda analizei suprafetei de raspuns pentru optimizarea procesului de bioconversie
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Biovalorificarea celulozei

din hartie reziduald prin utilizarea enzimelor si a culturilor starter fungice

Rezultate si discutii

ing. Andone (Leustean) Iuliana

Optimizarea bioconversiei in etanol a susbtraturilor celulozice mixte, derivate din hartie

reziduala

Selectia tulpinii de drojdie s-a realizat utilizand culturi de drojdii cu potential fermentativ.
Pentru tulpina de drojdie selectata s-a studiat influenta addugarii suplimentului nutritiv.

W Rondarnent hﬂunai'..-

2.5

F
1,5
0,5
K e

Saccharomyces Socchoromyces  Saccharomyces
cerevisioe MILG  cerevisioe MILNG  cerevisioe MILIG
I 2 k]

Randament in etanol, g%
=

@38 o2 d 1,86
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Figura 10. Potentialul fermentativ al tulpinilor de drojdii Saccharomyces cerevisie, pe susbtrat celulozic mixt,

dupd hidrolizd enzimaticd

2,5

I M Etanol, g%

Proba fara supliment nutritiv  Proba cu supliment nutritiv
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Figura 11. Eficienta utilizdrii suplimentului nutritiv pentru imbundtdtirea randamentului in etanol

Procesul fermentativ a fost studiat din punctul de vedere al influentei urmatorilor
factori: temperaturd, raportul solid-lichid in mediul de fermentare, pH.
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Figura 12. Eficienta procesului fermentativ in functie de temperaturd
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Figura 13. Eficienta procesului de bioconversie a substratului celulozic mixt, in functie de raportul solid-lichid
in mediu
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Figura 14. Evolutia fermentatiei alcoolice a substratului celulozic mixt pretratat si hidrolizat enzimatic, in
functie de pH
S-au identificat conditiile fizico-chimice de bioconversie si anume: adaosul de 1%
Ingrasdmant complex (sursa de azot); temperatura de reactie 32°C; pH =4...5,5; raportul
solid:lichid 1:15 si timpul de fermentare 48 h.
Evaluarea factorilor semnificativi care influenteaza procesul biotehnologic prin analiza
Plackett-Burman

Factorii care au fost selectati pentru analiza sunt: concentratia in substrat, concentratia
in enzimd, concentratia in inocul, temperatura de hidroliza enzimatica, raportul solid:lichid,
pH-ul, temperatura de fermentare, timpul de fermentare, concentratia in supliment nutritiv
(azot), adaugarea suplimentara de enzima pe parcursul fermentatiei alcoolice.

T abelul 1. Nivele de variatie a variabilelor selectate pentru analiza Plackett ~Burman

Variabile independente Nivel minim  Nivel maxim
(-1) (+1)
A - concentratia in substrat, g 15 35
B - concentratia in enzimd, UE/ g substrat 50 100
C - concentratia in inocul, ufc*/g substrat 10° 107
D - temperatura de hidroliza enzimaticg, °C 40 55
E - raportul solid:lichid 1/10 1/20
F - pH-ul 4 5,5
H - timpul de fermentare, h 72 168
I - concentratia in supliment nutritiv, % 0,05 0,8
] - temperatura de fermentare, °)C 27 37
K - addugarea suplimentard de enzimd UE/g substrat 20 40

= *ufc-unitati formatoare de colonii
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Design-Experi® Sofbware

Cond elamnol Diagrama Pareto

Limina BonPerroni 3, 35083 ]
155 |

A Temp.zah

B: Rapoit 501

CopH

I Conc_ Substral

E: Conc. Enzima 766 —|

F: Conc._ inocul

G Pretratament Limits walori t 2. 30099

H: Tamp fermentane

J: Cone_arot Valoarea t

K: Temp. femm. a factorului 1@ —|

. IUD"'--

B Posiee Fliocis

B MNegabve Cifects
I I
1 2 3 4 5 6 T L} L] L] 1

Factorul studiat
Figura 15. Diagrama Pareto ce descrie influenta factorilor semnificativi in procesul de bioconversie a
substratului celulozic mixt in bioetanol
T abelul 2. Planificarea experimentald in analiza Plackett-Burman privind bioconversia substratului
celulozic mixt in etanol

Randament in
etanol,
g/100 g
Proba A B C D E F H J K L substanta
uscata
material
celulozic mixt
1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 0,84
2 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 10,50
3 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 9,00
4 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 5,25
5 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 412
6 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 4,37
7 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 9,00
8 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 9,00
9 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 4,81
10 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 9,18
11 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 412
12 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 21,8

Conform analizei statistice a datelor experimentale s-au stabilit factorii cu cea mai mare
influenta asupra procesului de bioconversie: raportul solid/lichid, pH-ul, concentratia in
enzimd, dimensiunea inoculului, temperatura de fermentare.
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Evaluarea efectului corelativ al factorilor, concentratia de enzima, raportul
solid:lichid si concentratia de inocul asupra procesului biotehnologic

Tabelul 3. Variabilele independente si nivele de variatie ale factorilor

Variabile independente Valorile codificate ale variabilelor
Cod -a -1 0 +1 +a

Concentratia in enzimd, UE/ g substrat A 1,8 2 4 6 7
Raportul solid:lichid B 1:8 1:10 1:15 1:20 1:22
Concentratia in inocul, log ufc/g substrat C 459 5 6 7 7,41

Tabel 4. Matricea experimentali a experimentelor planificate in CCD

Varinanta  Concentratia in enzimad, Raportul Dimensiunea Etanol, Etanol,

UE/g substrat solid/lichid inoculului, valoarea valoarea

log ufc/g substrat experimentala, estimata,

Valoarea Valoare Valoarea Valoare Valoarea Valoare g/100 g su g/100 g su

codificata codificata codificata material material

celulozic celulozic
1 0 4 0 1:15 0 6 0,53 0,53
2 1 6 1 1:20 -1 5 0,08 0,08
3 1,41 7 0 1:15 0 6 0,33 0,33
4 -1,41 1,8 0 1:15 0 6 0,60 0,6
5 0 4 -1,41 1:8 0 6 0,21 0,21
6 0 4 0 1:15 0 6 0,55 0,43
7 1 6 -1 1:10 1 7 0,40 0,4
8 0 4 0 1:15 0 6 0,19 0,43
9 -1 2 1 1:20 1 7 0,53 0,43
10 0 4 0 1:15 -1,41 4,59 0,32 0,32
11 -1 2 -1 1:10 -1 5 0,26 0,26
12 0 4 0 1:15 0 6 0,30 0,43
13 0 4 1,41 1:22 0 6 1,18 1,18
14 0 4 0 1:15 1,41 7,41 4,11 4,11
15 0 4 0 1:15 0 6 0,56 0,43

Modelul matematic rezultat este:

Y = 0.43 - 0.095A + 0.34B + 1.34C + 1.19AB + 0.36AC - 0.018BC + 0.019A2 + 0.13B2 + 0.89C2 +
1.16ABC (1)
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In urma modeldrii matematice a procesului de bioproducere a etanolului s-au obtinut
parametrii optimi ai mediului de biosinteza: inocul - 10° celule de drojdie/ g substrat, raportul
solid:lichid - 1:15 si concentratia in enzima - 4 UE/ g substrat.

AT — Etancl g/100g s.u. material celulozic

e =

Etanol g/100g s.u.
material celulozic
Raponrt solidilichid

y = s Raport
200 . lidiichid
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Concentrafie enzima UElg substrat

Concentratie
enzima UElg
substrat

(A) (B)

Figura 16.Suprafata de riaspuns (A) si diagrama de contur (B) prezentind efectul corelativ al concentratiei

de enzimd si a raportului solid:lichid asupra randamentului de etanol
Etancl gi100g s.u. material celulozic
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2e 2@
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(©)
Figura 17. Suprafata de rispuns (C) si diagrama de contur (D) prezentind efectul corelativ al
concentratiei de enzimd si a concentratiei in inocul asupra randamentului de etanol
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Figura 18. Suprafata de raspuns (E) si diagrama de contur (F) prezentind efectul corelativ al concentratiei
in inocul si a raportului solid:lichid asupra randamentului de etanol
Concluzii partiale

* S-au studiat conditiile preliminare pentru fermentatia alcoolicd a substraturilor
celulozice derivate din hartie rezidualad (de scris, ziar si carton), dupa pretratament in
mediu acid si la temperaturi ridicate si hidrolizd enzimaticd cu preparat enzimatic
comercial, de origine fungica.

« Prin studiul factorilor cu cea mai mare implicare s-a selectionat o tulpina de drojdie din
specia Saccharomyces cerevisiae adaptatd sa fermenteze hidrolizatul obtinut din amestecul
celulozic mixt, si s-au identificat conditiile fizico-chimice de bioconversie si anume:
adaosul de 1% Ingrdsamant complex (sursa de azot); temperatura de reactie 32°C; pH
=4...5,5; raportul solid:lichid 1:15, timp de fermentare 48 h.

 Prin analiza Plackett-Burman, s-au stabilit efectul pozitiv si negativ al unor factori
considerati cu influenta asupra procesului de bioconversie si anume: concentratia de in
substrat, concentratia de enzimd, concentratia in inocul, temperatura de hidroliza
enzimatica, raportul solid:lichid, pH-ul, timpul de fermentare, concentratia in supliment
nutritiv (azot), temperatura de fermentare, addugarea suplimentara de enzimd, in
timpul procesului fermentativ.

» Factorii semnificativi care influenteaza derularea procesului de bioconversie in etapa de
hidrolizd enzimatica si fermentatie alcoolicd sunt: raportul solid:lichid; pH-ul;
concentratia de enzima; concentratia de inocul si temperatura de fermentatie.

« Prin metoda analizei suprafetei de raspuns s-au identificat conditiile optime pentru
derularea simultana a celor doud etape ale bioprocesului (hidrolizd enzimatica si
fermentatie alcoolicd) si anume: concentratia in substrat, mai mare de 20g; concentratia
in azot: mai micd de 0,5%; concentratia in enzima: 4 UE/g substrat; concentratia in
inocul: 107 celule de drojdie/g substrat si raportul solid:lichid: 1:15. In aceste conditii s-a
obtinut un randament in etanol de 11,04 g kg etanol/100 kg materiale din deseuri
celulozice.
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Capitolul 6. Bioproducera de biomasa fungica prin valorificarea deseurilor celulozice
mixte, derivate din hartie reziduala

Oportunitatea studiului

Obtinerea de SCP prezintd importantd de cercetare fundamentald si aplicativd, precum si

aplicatii practice pentru diversificarea resurselor naturale de hrana, in continud epuizare la

nivel planetar. Producerea de SCP bazata pe valorificarea deseurilor reprezintd un procese

biotehnologice cu importantd economica deosebita, cu impact si pentru protectia mediului

inconjurdtor. Prin multiplicare si formare de biomasd, microorganismele sintetizeaza proteine

prin cultivare pe substraturi ieftine si usor de procurat, imbunatatindu-le valoarea nutritiva,

prin biosinteza de material celular bogat in compusi bioactivi.

Materiale

Cultura starter - tulpina Geotrichum candidum MIUG 2.15 din Colectia de microorganisme a

platformei de cercetare si formare BIOALIMENT (acronim MIUG). Cultura purd s-a

conservat prin cultivare pe mediul cu agar (g/mL): glucoza 2%, peptond 1%, extract de

drojdie 05% si agar 2%, la temperatura de 4°C.

Substrat celulozic mixt-amestec din trei tipuri de deseuri celoluzice, hartie de scris, hartie

ziar si carton, combinate in raport de masa 1:1:1, mdcinate, s-a tratat preliminar cu 2% H,SO,

(raport solid:lichid de 1:7), apoi s-a tratat termic la temperatura de 120°C si 1 atm., timp de 1

h, in autocalv. Substratul celulozic pretratat s-a spdlat apoi cu apd, de mai multe ori, pana la

pH neutru. Materialul a fost apoi uscat la temperatura de 60°C (cca. 80% substantd uscatd),

timp de 6 ore si apoi macinat . Materialul celulozic mixt obtinut a fost pastrat in flacoane de

sticla inchise cu dop rodat.

Borhot rezidual rezultat dupa bioconversia amestecului celulozic mixt in etanol. Borhotul, ca

deseu rezultat in urma distilarii alcoolului etilic, a fost uscat pana la 80% substanta uscata.

Suplimente nutritive:

« iIngrdsamant complex cu urmatoarea compozitie: 33,5 % azot total, 16,7% azot amoniacal,
16,8% azot nitric;

* zeracid

Metode de analiza

» Cultivarea mucegaiului in sistem SSF
» Dozarea proteinelor - metoda Kjeldhal
* Metoda analizei suprafetei de raspuns pentru optimizarea procesului de bioconversie

Rezultate si discutii

Optimizarea bioproducerii de SCP prin utilizarea metodei analizei suprafetei de raspuns
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Prin modelarea matematicd a procesului de bioproducere a proteinelor s-a studiat contributia
urmatoarelor variabile: concentratiei in azot, raportului solid:lichid si a timpului de

cultivare.
Tabelul 5. Variabilele independente si valorile acestora pentru modelul experimental
Variabile independente Valorile codificate ale variabilelor
Cod -1,68 -1 0 +1 +1,68
Concentratia in azot, % A 0 0,1 0,3 0,5 0,63
Raportul solid:lichid B 1:3,3 1:4 1:5 1:6 1:6,7
Timp cultivare, zile C 4 6 8 10 12

Ecuatia finald a modelului este:

Y = 4,02- 0,055A + 0,80B - 0,98C - 1,49AB + 1,42AC - 0,23BC + 0,11A% + 0,31B? + 0,55C* +
1,35ABC - 0,17A%B + 1,23A%C (2)

Tabelul 6. Modelul experimental (conditii, rdspuns) pentru procesul de obtinere a SCP din degeuri celulozice

Concentratia
Concentratia in azot Raportul Timpul de cultivare, Concentratia de  de proteine,
anorganic, solid/lichid zile proteine, valoarea
Proba % valoarea estimatd de
Valoarea Valo Valoarea Valo Valoarea Valo experimentals, model, %
codificata are codificata are codificata are %
1 -1 0,1 1 1:6 -1 6 12,079 12,079
2 -1 01 -1 1:4 -1 6 4,660 4,660
3 1 0,5 -1 1:4 1 10 9,066 9,066
4 0 0,3 0 1:5 0 8 2,978 4,020
5 0 0,3 -1,68 1:3 0 8 3,546 3,550
6 -1 01 -1 1:4 1 10 5,500 5,500
7 -1,68 0 0 1:5 0 8 4,415 4,420
8 1 0,5 -1 1:4 -1 6 7,977 7,980
9 0 0,3 1,68 1.7 8 6,250 6,250
10 1 0,5 1 1:6 1 10 9,608 9,610
11 0 0,3 0 1:5 1,68 12 3,942 3,940
12 1,68 0,7 0 1:5 0 8 4,230 4,230
13 -1 0,1 1 1:6 1 10 6,570 6,570
14 0 0,3 0 1:5 0 8 4,163 4,020
15 1 0,5 1 1:6 -1 6 4,030 4,030
16 0 0,3 0 1:5 -1,68 4 7,228 7,230
17 0 0,3 0 1:5 0 8 3,987 3,940
18 0 0,3 0 1:5 0 8 3,640 4,020
19 0 0,3 0 1:5 0 8 4,374 4,020
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20 0 0,3 0 1:5 0 8 4,951 4,020

In urma modeldrii matematice a procesului de bioproducere a proteinelor s-a stabilit
contributia fiecdrei variabile studiate pentru obtinerea unui randament maxim in proteine:
* concentratia in azot anorganic - 0,3%
 raportul solid/lichid - 1:3,3
* timpul de cultivare - 8 zile.

B Raport SIL

Protelne, %

(A)
Figura 19. Suprafata de riaspuns (A) si diagrama de contur (B) prezentind efectul concentratiei in azot
anorganic, a raportului solid:lichid, si efectele lor corelative asupra biosinteza de proteine

fungice prin cultivarea pe substraturi celulozice derivate din hdrtie a mucegaiului Geotrichum
candidum MIUG 2.15

Proteine, %

C: Timp de cubtivare, zile
H

Proteine, %

W
C: Timp de culivare, zile Ladbid

©

Figura 20. Suprafata de raspuns (C) si diagrama de contur (D) prezentind efectul concentratiei in azot
anorganic, a timpului de cultivare, si efectele lor corelative asupra biosinteza de proteine

fungice prin cultivarea pe substraturi celulozice derivate din hdrtie a mucegaiului Geotrichum
candidum MIUG 2.15
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Proleine, %

Protelne, %

C: Timp de cullivare, Zile

B: Raporl SIL

AN nm C: Timp de cultivare, zie
(E) (F)
Figura 21. Suprafata de rdspuns (E) si diagrama de contur (F) prezentind efectul raportului solid/lichid, a
timpului de cultivare, si efectele lor corelative asupra biosinteza de proteine fungice prin

cultivarea pe substraturi celulozice derivate din hartie a mucegaiului Geotrichum candidum
MIUG 2.15

Mediul fermentat obtinut a fost caracterizat pentru a stabili gradul de valorificare a celulozei
din substrat si gradul de imbogdtire a valorii nutritive prin acumularea de biomasa fungica
si biosinteza de proteine, astfel continutul in celuloza al substratului s-a redus considerabil de
la 65% (g/g) in mediul de culturd la 12% (g/g) in mediul fermentat ceea ce reprezintd o
scddere de aproximativ 5,5 ori.

Concluzii partiale

« S-a studiat posibilitatea biovalorificarii deseurilor din hartie in vederea producerii de
proteine microbiene (SCP, Single Cell Protein), prin fermentatie in sistem SSF,
utilizand tulpina selectionata Geotrichum candidum MIUG 2.15.

« S-a studiat potentialul de crestere a mucegaiului Geotrichum candidum MIUG 2.15 pe
substrat celulozic brut derivat din hartie reziduald (brut, pretratat sau borhot rezidual
rezultat din procesul de bioconversie in bioetanol), suplimentat cu azot organic (zer)
sau anorganic (ingrdsamant complex, azotat de amoniu). S-a observat ca mucegaiul
Geotrichum candidum MIUG 2.15 se dezvolta cel mai bine pe materialul celulozic
imbogatit cu zer si azotat de amoniu.

* Borhotul rezidual din fermentatia alcoolicd poate fi valorificat pentru producerea de
biomasa fungicd, in vederea conversiei celulozei reziduale si obtinerii de suplimente
furajere cu valoare nutritiva superioara.

e Prin modelare matematica si analiza statistici s-a studiat efectul a trei variabile
independente, concentratiei in azot anorganic, raportul solid:lichid si timpul de
cultivare, in procesul de acumulare a biomasei si biosinteza a proteinelor fungice, prin
cultivarea tulpinii selectionate Geotrichum candidum MIUG 2.15, in sistem SSF.

« Unrandament superior de biosinteza a proteinelor se obtine cAnd concentratia in
azot anorganic este 0,3%, este raportul solid/lichid de 1:3,3 si timpul de cultivare este 8
zile.
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« Prin cultivarea mucegaiului Geotrichum candidum MIUG 2.1, pe substrat celulozic mixt
derivat din hartie si carton, in conditiile optimizate, specifice acestui studiu, se obtine
un grad superior de bioconversie a celulozei, cu scddere de la 65% (in mediul
fermentativ) la 12% (in mediul rezidual).

* Produsul fermentat obtinut, este substantial imbogatit in azot organic si este
recomandat pentru utilizare ca aditiv furajer.

In urma studiilor efectuare s-a realizat o schema bloc pe operatii unitare pentru
biovalorificarea deseurilor celulozice din hartie prin utilizarea enzimelor si a culturilor starter

fungice.

Figura 22. Schema bloc pe operatii unitare pentru biovalorificarea deseurilor celulozice din
hartie prin utilizarea enzimelor si a culturilor starter fungice

Material celulozic brut e Pretratament
. . —— mecanic (micinare grosierd)
Carton, hartie de scris, hartie ziar # chimic cu 2% H,SO, (raport solid:lichid, 1:7)
1:1:1 termic temperatura de 120°C, timp de 1 h, 1 atm, in autoclav

Spilare material celulozic cu apa pana la pH neutru
Carton, hartie de scris, hartie ziar

1:1:1 ﬂ

Uscare
temperatura de 60°C. timp de 6 h. pina la 80% s.u.

4

Preparat enzimatic comercial, Material celulozic pretratat B
celulaza Onozuka (Trichoderma reesei), 4UE/g
substrat
1 Il
<4 L

Prehidroliza enzimatica
\ Raport solid:lichid, 1:15; 0,1 M tampon -citrat pH=4,8; 0,3% Tween 80;
timp de 24h; temperatuﬁde 45°C; agitare la 150rpm

_ Racire si suplimentare mediu nutritiv cu azot
temperatura de 32°C; 1% ingrasimant complex

{1

Inoculare
§ pcharomyces cerevisiae (inocul 107 celule/g substrat)

Hidroliza enzimatica si fermentatie alcoolicad
bmperatura 32°C, timp 48h, raport solid:lichid 1:15

s

Distilare

i

26




4

Biovalorificarea celulozei din hartie reziduald prin utilizarea enzimelor si a culturilor starter fungice
ing. Andone (Leustean) Iuliana

Borhot rezidual ’_/LJ
~

Uscare
temperatura de 60°C, timp de 6 h, 80% s.u.

‘ Suplimentare cu zer (raport solid:lichid 1:3,3)
Suplimentare cu 0,3% azot anorganic

Cultivare Geotrichum candidum
(107 spori/ g s.u. mediu fermentat), timp 8 zile,
temperatura 20°C

{

Alcool etilic Supliment proteic

Concluzii generale

Managementul deseurilor, indiferent de natura lor, reprezinta o prioritate pentru
identificarea de noi resurse regenerabile, pentru protectia mediului inconjurator si cresterea
calitatii vietii. Materialele lignocelulozice reziduale reprezintd sursa cea mai importantd de
deseuri organice, care contin o cantitate mare de carbon, din care prin bioconversie, prin
diferite procedee fermentative se pot obtine produse cu valoare economica (biocombustibili,
bioaditivi, si bioingrediente, chimicale etc.).

Deseurile urbane si menajere, derivate din hartie reziduald, reprezintd surse
importante de celuloza, din care se pot obtine produse cu valoare economica.

Studiile realizate in teza de doctorat, care au vizat biovalorificarea deseurilor
celulozice derivate din hartie au condus la urmdtoarele concluzii generale:

* Pentru biodisponibilizarea celulozei din hartie de scris, ziar sau carton s-au studiat
diverse tratamente mecanice si fizico-chimice, aplicate individual sau combinat, care
au constat in macinarea materialelor celulozice, tratamentul termic, tratamentul cu
solventi organici, sau cel chimic cu solutii de NaOH si H,SO,in concentratii de 0,1; 0,5;
1; si 2%, 1a diferite temperaturi (temperatura mediului ambiant, 50°C, 75°C, 120°C, diferite
intervale de timp: 1h, 2h, 24h, 48h, in etuvd sau in autoclav).

» Cea mai eficientd metoda s-a dovedit a fi pretratamentul cu 2% H,SO,, realizat la 120°C, timp
de 1 org, in atmosfera umeda la 1 atm.

* S-au studiat si optimizat conditiile biotehnologice de bioconversie a deseurilor
celulozice derivate din hartie in etanol, urmand urmadtoarele etape de studiu: analiza
conditiilor de hidrolizd enzimaticd a materialelor celulozice pretratate, analiza si
optimizarea conditiilor de conducere simultana a etapelor de hidrolizd enzimatica si
fermentatie alcoolicd. Prin analiza preliminara a principalilor factori care influenteaza
procesul de bioconversie s-au stabilit:
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- tulpina de drojdie cu cel mai bun randament de fermentatie, o tulpina
apartinand speciei Saccharomyces cerevisiae, codificatd T2, din colectia de
microorganisme a platformei de formare si cercetare Bioaliment;

- utilizarea unui substrat celulozic mixt format din héartie de scris, ziar si carton
combinate in proportie de 1:1:1;

- necesitatea echilibrarii raportului C:N din compozitia mediului fermentativ,
prin utilizarea de ingrasamant complex; conducerea simultand a hidrolizei
enzimatice a substratului si a fermentatiei alcoolice, in urmatoarele conditii:
temperatura = 32°C; pH-ul = 6.0; raport solid:lichid 1:15; timp 48 h.

« In aceste conditii randamentul in etanol obtinut a fost de 4,3 kg din 100 kg material
celulozic.

* Prin modelare matematica (modelul Plackett-Burman si modelul compozitiei centrale-
metoda analizei suprafetei de rdspuns) si analiza statisticd (analiza ANOVA) s-a studiat
si optimizat influenta corelatd a unor factori esentiali (variabile independente), asupra
eficientei procesului de bioconversie (randamentul in etanol).

e In urma acestor studii s-au stabilit factorii semnificativi care influenteaza procesul
biotehnologic si anume: raportul solid:lichid; pH-ul;  concentratia de enzima;
concentratia de inocul; temperatura de fermentatie. Conditiile optime pentru conducerea
hidrolizei enzimatice sunt: concentratia de enzima: 0,5 UE/g substrat celulozic;
temperatura: 45°C ...48°C; pH-ul mediului de reactie: 4,5-4,8; adaosul de surfactant,
Tween 80 in concentratie de 0,3% in raportul cu volumul total al mediului de reactie;
durata procesului 12 ore.

+ Conditiile optime pentru conducerea simultana a hidrolizei enzimatice si a fermentatiei
alcoolice sunt: concentratia in substrat celulozic 20%; concentratia in azot 0,5%;
concentratia de enzimd: 4 UE/g substrat celulozic mixt; concentratia de inocul: 107
celule de drojdie/g substrat celulozic; raportul solid:lichid: 1:15. In aceste conditii s-a
obtinut un randament in etanol de 11,04 kg etanol/100 kg substrat celulozic mixt,
pretratat. A fost studiata posibilitatea valorificdrii deseurilor celulozice pentru
producerea de proteine microbiene (SCP, Single Cell Protein), prin cultivarea tulpinii
fungice selectionate Geotrichum candidum MIUG 2.15, pe substrat celulozic derivat din
hartie reziduald, material brut, material pretratat si borhot rezultat din procesul de
producere a etanolului.

* In conditiile biotehnologice testate, s-a demonstrat cd acumularea de biomasa si
biosinteza de proteine este influentatd pozitiv de corectia continutului de azot din
mediu, prin adaos de zer sau azotat de amoniu.
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* Aplicand metoda analizei suprafetei de raspuns, s-a examinat influenta concentratiei in
azot, a raportului solid:lichid si a timpului de cultivare asupra procesului biotehnologic
de obtinere a proteinelor din deseuri celulozice. Procesul de optimizare a fost realizat
prin utilizarea ca substrat a materialului celulozic (hartie ziar, hartie de scris si carton,
in proportie de 1:1:1) madcinat, netratat, amestecat cu zer si suplimentat cu azotat de
amoniu, inoculat cu Geotrichum candidum MIUG 2.15.

* S-au stabilit parametrii optimi ai procesului de obtinere a proteinelor din deseuri
celulozice si anume: concentratia in azot anorganic, 0,3%; raportul solid:lichid, 1:3,3;
timp de cultivare de 8 zile. Prin cultivarea mucegaiului Geotrichum candidum MIUG 2.15,
in sistem SSF (engl, Solid State Fermentation), pe substrat celulozic derivat din hartie
reziduald, suplimentat cu zer si azotat de amoniu, s-a obtinut o valorificare superioara a
celulozei din substrat, prin reducerea concentratiei de celuloza de 5,5 ori comparativ cu
concentratia din substratul initial.

* Prin biosinteza de proteine, corelatd cu reducerea continutului de celuloza a substratului
fermentat, se obtine un aditiv furajer cu valoare nutritiva superioara.
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