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OBIECTIVELE ȘTIINȚIFICE ALE TEZEI DE DOCTORAT 

În  contextul  actual  al  tendinţelor  moderne  ale  cercetărilor  privind  biovalorificarea 
deşeurilor  şi  conversia  în  produse  cu valoare economică,  teza de  doctorat,  Biovalorificarea  
celulozei din hârtie reziduală prin utilizarea enzimelor şi a culturilor starter fungice, aduce o serie de 
contribuţii  originale  cu  valoare  de  cercetare  fundamentală  şi  aplicativă,  cu  importanţă  în 
biovalorificarea deşeurilor din hârtie, cu un conţinut ridicat de celuloză, pentru producerea 
de bioetanol şi proteine fungice (SCP, engl. Single Cell Protein).

În  acord cu  obiectivele  ştiinţifice  generale,  în  realizarea  tezei  de  doctorat  s-a  vizat 
parcurgerea următoarelor etape de cercetare:

1. Stabilirea  condiţiilor  fizico-chimice  şi  enzimatice  de  prelucrare  a  unui  substrat 
celulozic,  obţinut  din  trei  tipuri  de  hârtie  reziduală  (de  ziar,  de  scris,  carton), 
combinate în proporţii  egale  (1:1:1),  în vederea obţinerii  unui grad de hidroliză 
avansat.

2. Studiul  condiţiilor  biotehnologice  de  bioconversie  a  substratului  celulozic  mixt, 
derivat din hârtie reziduală, în etanol, prin optimizarea funcţionalităţii corelate a 
biocatalizatorilor (enzime şi drojdii fermentative) în cele două etape principale ale 
procesului biochimic, hidroliza enzimatică a substratului şi fermentaţia alcoolică.

3. Bioproducerea de proteine fungice prin valorificarea atât a substratului celulozic 
mixt,  cât şi  a reziduului  rezultat  de la fermentaţia alcoolică,  prin utilizarea unei 
tulpini  selecţionate  de  Geotrichum  candidum,  cu  potenţial  celulazic,  capabilă  să 
realizeze randamente sporite de proteină de calitate.

Strategia de cercetare a urmărit o abordare multidisciplinară a studiilor din domeniile 
microbiologie,  biochimie,  biotehnologie  aplicată,  modelare  matematică  şi  interpretare 
statistică  a  datelor  experimentale,  care  s-au  realizat  utilizând  infrastructura  modernă  de 
cercetare din dotarea Platformei Bioaliment (Centru integrat de cercetare şi formare pentru 
biotehnologie  aplicată),  a  Laboratorului  de  Analize  Fizico-Chimice  şi  Microbiologie  ale 
Alimentelor, din cadrul Facultăţii de Ştiinţa şi Ingineria Alimentelor, Universitatea „Dunărea 
de Jos” Galaţi,  şi a Colegiului de Industrie Alimentară „Elena Doamna”, Galaţi.

Rezultatele  cercetărilor  realizate  aduc  o  serie  de  contribuţii  originale,  cu  valoare 
ştiinţifică şi aplicativă, şi  s-au diseminat prin publicarea a 6 lucrări ştiinţifice, dintre care 2 
articole în curs de publicare în reviste cotate ISI şi 4 articole publicate în reviste indexate în 
baze de date internaţionale, doctoranda având calitatea de prim autor la 2 dintre acestea.

Studiul documentar, prezintă pe parcursul a trei subcapitole, o sinteză a datelor din 
literatura  de specialitate,  cu referire  la  tipurile  de  deşeuri  celulozice,  volumul  acestora  şi 
gradul  de  valorificare  la  nivel  naţional  şi  internaţional  şi  totodată  la  implicaţiile 
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biotehnologiei în valorificarea deşeurilor celulozice pentru producerea de produse cu valoare 
economică.  

Capitolul  1. „Celuloza,  caracteristici  fizico-chimice  şi  biochimice” prezintă  structura  şi 
proprietăţile fizico-chimice ale celulozei, compoziţia biomasei celulozice din diverse tipuri de 
materiale şi posibilităţile de biovalorificare a celulozei din deşeuri.

Capitolul  2. „Posibilităţi de biovalorificare a celulozei din deşeuri”  prezintă potenţialul 
microorganismelor  de  a  biotransforma  celuloza,  particularităţi  morfo-fiziologice  ale 
mucegaiurilor,  activ  producătoare  de  celulaze,  creşterea  şi  multiplicarea  mucegaiurilor  in 
diferite  sisteme de cultivare,  modalităţi de utilizare  a preparatelor  enzimatice  comerciale  în 
biotransformarea celulozei din deşeuri şi cinetica reacţiilor de hidroliză enzimatică a celulozei.

Capitolul   3.  „Procedee  biotehnologice  de  valorificare  a  deşeurilor  celulozice”  prezintă 
tipurile de pretratamente aplicate materialelor celulozice, procesul de hidroliză enzimatică a 
celulozei şi căile de biovalorificare superioară a deşeurilor celulozice prin bioproducerea de 
etanol şi biomasă proteică. 

Rezultate experimentale şi contribuţii, prezintă rezultatele cercetărilor proprii privind 
identificarea  unor  căi  avantajoase  de  tratament  fizico-chimic   şi  enzimatic  al  deşeurilor 
celulozice mixte, derivate din hârtie reziduală, în vederea bioconversiei în etanol, sau pentru 
producerea de suplimente proteice  furajere,  aplicând fermentaţia  în fază solidă (în sistem 
SSF). 

Capitolul   4.  „Studii  preliminare  privind  biotransformarea  deşeurilor  lignocelulozice” 
prezintă  rezultatele  cercetărilor  proprii  referitoare  la  stabilirea  tipului  de  pretratament 
corespunzător  substratului celulozic mixt format din trei tipuri de hârtie reziduală (ziar, de 
scris, carton), amestecate în proporţii egale (1:1:1) şi rumeguş, s-au studiat condiţiile fizico-
chimice  de  pretratament  şi  optimizarea  hidrolizei  enzimatice,  în  vederea  creşterii 
randamentului de bioconversie. 

Capitolul   5. „Bioproducerea de  etanol  prin  valorificarea  deşeurilor  celulozice  mixte, 
derivate  din  hârtie  reziduală”  prezintă  rezultatele  cercetărilor  proprii  referitoare  la 
optimizarea  condiţiilor  biotehnologice  pentru  etapa  de  hidroliză  enzimatică  şi  etapa  de 
fermentaţie alcoolică. S-a urmărit  ca cele două etape să decurgă simultan pentru creşterea 
eficienţei economice, creşterea productivităţii şi reducerea timpului de tratament. S-a urmărit 
efectul individual şi corelativ al principalilor factori fizico-chimici şi biologici care intervin şi 
condiţionează funcţionalitatea optimă a celor două etape ale bioprocesului.

Capitolul   6.  „Bioproducerea de  biomasă  fungică  prin valorificarea deşeurilor  celulozice 
mixte, derivate din hârtie reziduală”  prezintă rezultatele cercetărilor proprii referitoare la 
valorificarea superioară a substratului celulozic mixt derivat din hârtie reziduală şi carton 
pentru obţinerea de SCP, prin cultivarea tulpinii selecţionate Geotrichum candidum MIUG 2.15, 
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în  sistem de cultivare  în  fază  solidă  (SSF,  engl,  Solid  State  Fermentation).  Metoda  analizei 
suprafeţei de răspuns (RSM) a fost utilizată pentru analiza efectului corelativ a trei variabile 
independente,  concentraţia  în  îngrăşământ  complex,  raportul  solid:lichid  şi  timpul  de 
cultivare asupra creşterii  şi biosintezei de proteine prin cultivarea mucegaiului Geotrichum 
candidum MIUG 2.15, pe un mediu semisolid  format din de reziduuri de hârtie (hârtie de 
scris,  hârtie ziar şi carton),  combinate în raport masic de 1:1:1, pretratate în prealabil  prin 
hidroliză acidă şi tratament termic.

Teza cuprinde 201 pagini, în care sunt prezentate 53 de tabele şi 78 de figuri, pentru realizarea 
căreia s-au analizat 168 de referinţe bibliografice, majoritatea publicaţii după anul 2000.

Capitolul  4. Studii preliminare privind biotransformarea deşeurilor lignocelulozice

Oportunitatea studiului
Pretratamentul este necesar  pentru a îmbunătăţi biodisponibilitatea  biomasei celulozice, pentru 
a face celuloza mai accesibilă atacului enzimatic, pentru creşterea randamentului de bioconversie 
în glucide  fermentescibile.
Studiul proprietăţilor catalitice ale unei enzime se realizează urmărind modul de acţiune al acesteia. 
În acest scop, enzima se combină  cu substratul în anumite condiţii de reacţie (pH, temperatură 
etc.), iar efectul se observă măsurând viteza de transformare a  substratului sau viteza de formare 
a produsului de reacţie.

Materiale
Substrat celulozic mixt. Pentru efectuarea cercetărilor experimentale s-a folosit un amestec de 
materiale celulozice provenit din deşeuri urbane  şi anume: hârtie birou, hârtie ziar, carton şi 
rumeguş din lemn.

Preparat  enzimatic  comercial.  Enzima  utilizată  în  procesele  de  hidroliză  enzimatică  este 
Celulaza Onozuka R 10 - din  Trichiderma viride  (Merk-Germania),  cu activitate enzimatică 
declarată de 1U/mg. 

O unitate de activitate celulazică reprezintă cantitatea de enzimă care eliberează 1µM glucide 
reducătoare/minut (dozare prin metoda DNS), în condiţiile de lucru (pH = 4,5,  temperatura 
450C).

Metode de analiză
 Dozarea celulozei brute  (metoda de hidroliză cu acizi şi alcalii)
 Dozarea ligninei
 Dozarea glucidelor totale (metoda cu fenol)

 8



Biovalorificarea celulozei din hârtie reziduală prin utilizarea enzimelor şi a culturilor starter fungice
ing. Andone (Leuştean) Iuliana

 Dozarea glucidelor reducătoare (metoda cu acid 3,5 dinitrosalicilic)
 Determinarea conţinutului în cenuşă
 Analiza HPLC a produşilor de hidroliză enzimatică a hârtiei 
Rezultate și discuții

Analiza  eficienţei  unor  pretratamente  în  modificarea  recalcitranţei  unor  substraturi 
lignocelulozice

Au fost testate o serie de pretratamente cum ar fi: măcinarea,  tratament termic în cuptorul de 
calcinare,  tratament  chimic  cu  solvenţi  organici, NaOH  şi  H2SO4  în  diferite  concentraţii. 
Substratul cel mai reactiv s-a dovedit a fi  hârtia de  scris, pentru care  conţinutul maxim de 
glucide  reducătoare   eliberate   în urma hidrolizei  s-a situat  la valoarea de  0,48 mg/mL, în 
condiţiile  de  pretratament  testate. S-a  constatat,  în  urma  testării  diferitelor  tipuri  de 
pretratamente, că cel mai eficient este pretratamentul chimic, realizat la 1200C, timp de 1 oră, 
în atmosferă umedă. 

Figura  1.  Modificarea biodisponibilităţii substraturilor  
celulozice prin diferite tipuri de pretratament

Studiul hidrolizei enzimatice a substraturilor celulozice pretratate
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Influenţa  concentraţiei  în  substrat asupra  cineticii  reacţiei  de  hidroliză  enzimatică  a 
celulozei a fost studiată utilizând ca substrat  carboximetilceluloză.  Cu datele obţinute s-a trasat 
curba de variaţie  a vitezei  de reacţie,  în funcţie  de concentraţia  de substrat,  în reprezentare 
Michaelis-Menten (figura 2). S-a reprezentat variaţia liniară Lineweaver-Burk, în coordonate  1/v = 
f(1/[S]) (figura 3), unde v se exprimă în µM glucoză/minut, iar [S], în mg/mL. 

S-au calculat parametrii cinetici: 

Km = 6,25 şi vmax = 5 µM glucoză/minut

 şi raportul optim enzimă:substrat este de 1UE:2g substrat.

Figura 2.Variaţia vitezei de hidroliză enzimatică în funcţie de concentraţia substratului

Figura 3. Cinetica enzimatică în reprezentare Lineweaver-Burk 
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Pentru  a  studia  cinetica  acumulării  produselor   de  reacţie,  respectiv  a  glucidelor 
reducătoare acumulate, a fost studiată influenţa concentraţiei substratului asupra vitezei de reacţie, 
pentru substratul celulozic  hârtia de scris.

Figura  4. Produşii de hidroliză enzimatică a celulozei din hârtia de birou, determinaţi colorimetric şi cromatografic

Alura dinamicii acumulării produşilor de reacţie este foarte asemănătoare  atât la dozarea 
prin  metoda  HPLC  cât  şi  la  dozarea  prin  metoda  spectrofotometrică. S-a  observat 
îmbunătăţirea comportamentului cinetic cu creşterea concentraţiei de enzimă. 

Figura 5. Influenţa concentraţiei hârtiei de birou asupra acumulării produşilor de reacţie ai celulazei, determinaţi  
cromatografic

Ponderea glucozei  în raport cu  celobioza, ca produşi de reacţie, este mică, ceea ce denotă o 
slabă activitate celobiazică secundară a preparatului celulazic utilizat în experiment.
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A  fost  studiată  influenţa  temperaturii,  a  pH-ului   a  adaosului  de  agent  activ  de 
suprafaţă asupra hidrolizei enzimatice şi  dinamica acumulării de zahăr reducător în decursul 
hidrolizei enzimatice a celulozei.

y = 0,0037x3 - 0,0582x2 - 14,213x + 431,31 
R² = 0,9832 

0
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500

0 10 20 30 40 50 60 70 80
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Figura 6. Variaţia gradului de polimeriare al celulozei din amestecul de material celulozic 1:1:1  în funcție de  
temperatură

y = -0,4234x2 + 3,2529x 
R² = 0,9527 
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pH 

 Figura 7. Efectul pH-ului în hidroliza enzimatică a substratului celulozic mixt pretratat 

Figura  8.  Influenţa adaosului de Tween 80 asupra funcţionalităţii preparatului enzimatic pentru  
hidroliza substratului celulozic 
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Figura 9. Dinamica acumulării de zahăr reducător în decursul hidrolizei enzimatice a celulozei

Concluzii parţiale
• S-a studiat eficienţa unor diverse tratamente fizico-chimice aplicate  unor materiale din 

deşeuri  lignocelulozice  (hârtie  de  scris,  ziar,  carton  şi  rumeguş),  precum  măcinarea, 
calcinarea,  tratamentul  chimic  cu  solvenţi  organici,  cu  soluţii  de  NaOH  şi  H2SO4  în 
concentraţii de 0,1; 0,5; 1; şi 2% şi la diferite temperaturi: temperatura mediului ambiant, 50°C, 
75°C  şi  120°C,  în  mediu  umed  şi  uscat  ,  în  vederea  stabilirii  condiţiilor  de  creştere  a 
biodisponibilităţii compuşilor polimerici: celuloza, hemiceluloze şi reducerea rezistenţei. 

• Cele mai eficiente pretratamente s-au dovedit cele  în care s-a combinat efectul tratamentului 
chimic cu acizi sau baze (2% H2SO4 şi 2% NaOH, cu tratament termic la temperatura de  120°C, 
în  mediu  umed  (în  autoclav),  timp  de  1h.  Procedeul  atinge  eficienţă  maximă  la  1  h  de 
pretratament.

• Hârtia de scris şi cartonul s-au dovedit a fi cele mai puţin rezistente substraturi celulozice, având 
o biodisponibilitate mai mare după pretratament.

− S-au studiat   şi  optimizat  condiţiile  de  bioconversie  a  susbtraturilor  celulozice, 
individual şi în combinaţie (hârtie de scris-ziar-carton, în proporţii egale). Comportamentul 
enzimei a fost analizat comparativ utilizând carboximetilceluloză comercială (substanţă 
pură), în calitate de substrat. 
Condiţiile  optime  de  bioconversie  a  substratului  celulozic  mixt,  după  pretratament 

combinat, chimic şi la temperatura de 120°C, sunt: 
− raportul enzimă/substrat: 0,5 UE/g substrat;
− temperatura: 450C …480C;
− pH-ul mediului de reacţie: 4,5-4,8;
− adaosul de agenţi activi de suprafaţă: 0,3% Tween 80;
− timp de reacţie: 24 ore.
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Capitolul   5.  Bioproducerea  de  etanol  prin  valorificarea  deşeurilor  celulozice  mixte, 
derivate din hârtie reziduală

Oportunitatea studiului
Biotransformarea materialelor celulozice prin intermediul preparatelor enzimatice comerciale 
sau a microorganismelor producătoare de celulaze, conduce la obţinerea de compuşi chimici 
simpli, din care prin numeroase procese fermentative (aerobe sau anaerobe) se poate obţine o 
gama largă  de  compuşi  cu  valoare  de  suplimente  alimentare  şi  furajere,  biocombustibili, 
solvenţi, enzime etc.
 Având în vedere aceste  oportunităţi,  în prezentul studiu s-a vizat  analiza şi  optimizarea 
condiţiilor biotehnologice de bioconversie a polimerilor glucidici  din  deşeuri  de hârtie şi 
carton în bioetanol.

Materiale
• Substrat celulozic mixt. Un amestec din trei tipuri de deşeuri celoluzice, hârtie de scris, 

hârtie ziar şi carton, combinate în raport de masă 1:1:1, măcinate, s-a tratat preliminar cu  2% 
H2SO4  (raport solid:lichid de 1:7 m/v), apoi s-a tratat termic la temperatura de 1200C şi 1 atm., 
timp de 1 h, în autocalv. Substratul celulozic pretratat s-a spălat apoi cu apă, de mai multe ori, 
până la pH neutru. Materialul a fost apoi uscat la temperatura de 600C (cca. 80% substanţă 
uscată),  timp de 6 ore şi  apoi măcinat.  Materialul  celulozic mixt obţinut  a fost păstrat  în 
flacoane de sticlă închise cu dop rodat.

• Preparat enzimatic comercial. Enzima utilizată în procesele de hidroliză enzimatică este 
Celulaza Onozuka R 10 -  din  Trichiderma viride  (Merk-Germania),   cu activitate enzimatică 
declarată de 1U/mg. 

• Culturi  starter  de  drojdii  cu  potenţial  fermentativ,  Sachharomyces  cerevisiae MIUG 1, 
Saccharomyces  cerevisiae MIUG 2  şi  Sachharomyces  cerevisiae  MIUG 3,  din  Colecţia  de 
Microorganisme  a  Platformei  Bioaliment  (acronim  MIUG)  din  cadrul  Facultăţii  „Ştiinţa  şi 
Ingineria a Alimentelor” Galaţi, păstrate în culturi stoc, la temperatura de 4°C, după cultivare 
pe must de malţ şi agar.  

Metode de analiză
 Dozarea glucidelor totale (metoda cu fenol)
 Dozarea glucidelor reducătoare (metoda cu acid 3,5 dinitrosalicilic)
 Determinarea concentraţiei alcoolice cu kitul pentru etanol
 Tehnica Placket-Burman de selecţie a factorilor cu relevanţă în bioprocesele de hidroliză şi fermentaţie 

alcoolică 
 Metoda analizei suprafeţei de răspuns pentru optimizarea procesului de bioconversie 
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Rezultate şi discuţii

Optimizarea bioconversiei în etanol a susbtraturilor celulozice mixte, derivate din hârtie 
reziduală
Selecţia tulpinii de drojdie s-a realizat utilizând culturi de drojdii cu potenţial fermentativ. 
Pentru tulpina de drojdie selectată s-a studiat influenţa adăugării suplimentului nutritiv.

Figura 10. Potenţialul fermentativ al tulpinilor de drojdii Saccharomyces cerevisie, pe susbtrat celulozic mixt,  
după hidroliză enzimatică
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Figura 11. Eficienţa utilizării suplimentului nutritiv pentru îmbunătăţirea randamentului în etanol    

Procesul  fermentativ  a  fost  studiat  din  punctul  de  vedere  al  influenţei  următorilor 
factori: temperatură, raportul solid-lichid în mediul de fermentare, pH.

y = -0,0023x2 + 0,1358x - 1,6952 
R² = 0,9982 

0
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Figura 12. Eficienţa procesului fermentativ în funcţie de temperatură
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Figura 13. Eficienţa procesului de bioconversie a substratului celulozic mixt, în funcţie de raportul solid-lichid 
în mediu
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y = -0,0422x2 + 0,4636x - 0,9753 
R² = 0,9805 
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Figura 14. Evoluţia fermentaţiei alcoolice a substratului celulozic mixt pretratat şi hidrolizat enzimatic, în  
funcţie de pH

S-au  identificat  condiţiile  fizico-chimice  de  bioconversie  şi  anume:  adaosul  de  1% 
îngrăşământ  complex  (sursa  de  azot);  temperatura  de  reacţie  320C;  pH  =4…5,5;  raportul 
solid:lichid 1:15 şi timpul de fermentare 48 h.

Evaluarea factorilor semnificativi care influenţează procesul biotehnologic prin analiza 
Plackett-Burman

Factorii care au fost selectaţi pentru analiză sunt: concentraţia în substrat, concentraţia 
în enzimă,  concentraţia în inocul, temperatura de hidroliză enzimatică, raportul solid:lichid, 
pH-ul, temperatura de fermentare, timpul de fermentare, concentraţia în supliment nutritiv 
(azot), adăugarea suplimentară de enzimă pe parcursul fermentaţiei alcoolice.

T abelul  1. Nivele de variaţie a variabilelor selectate pentru analiza  Plackett –Burman

Variabile independente Nivel minim
(–1)

Nivel maxim
(+1)

A - concentraţia în substrat, g 15 35
B - concentraţia în enzimă, UE/g substrat 50 100
C - concentraţia în inocul, ufc*/g substrat 105 107

D - temperatura de hidroliză enzimatică, 0C 40 55
E - raportul solid:lichid 1/10 1/20
F - pH-ul 4 5,5
H - timpul de fermentare, h 72 168
I - concentraţia în supliment nutritiv, % 0,05 0,8
J - temperatura de fermentare, 0C 27 37
K - adăugarea suplimentară de enzimă  UE/g substrat 20 40

− *ufc-unităţi formatoare de colonii
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Figura 15.  Diagrama Pareto ce descrie influenţa  factorilor semnificativi în procesul de bioconversie a  
substratului celulozic mixt în bioetanol

T a b e lul  2.  Planificarea experimentală în analiza  Plackett-Burman privind bioconversia substratului  
celulozic mixt în etanol 

Proba A B C D E F H J K L

Randament în 
etanol, 
g /100 g 

substanţă 
uscată 

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 4,12
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 4,12
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 
influenţă  asupra  procesului  de  bioconversie:  raportul  solid/lichid,  pH-ul,  concentraţia  în 
enzimă, dimensiunea inoculului, temperatura de fermentare.
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Evaluarea efectului corelativ al factorilor, concentraţia de enzimă, raportul 
solid:lichid şi  concentraţia de inocul  asupra procesului biotehnologic 

Tabelul 3.  Variabilele independente şi nivele de variaţie ale factorilor
Variabile independente Valorile codificate ale variabilelor

Cod -α -1 0 +1 + α

Concentraţia în enzimă, UE/g substrat A 1,8 2 4 6 7
Raportul solid:lichid B 1:8 1:10 1:15 1:20 1:22
Concentraţia în inocul, log ufc/g substrat C 4,59 5 6 7 7,41

Tabel 4.  Matricea experimentală a experimentelor planificate în CCD 

Varinanta Concentraţia în enzimă, 

UE/g substrat

Raportul

solid/lichid

Dimensiunea

inoculului,

log ufc/g substrat

Etanol,

valoarea 

experimentală,  

g /100 g su 

material 

celulozic

Etanol,

valoarea 

estimată,

g /100 g su 

material 

celulozic

Valoarea 

codificată 

Valoare Valoarea 

codificată

Valoare Valoarea 

codificată

Valoare

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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În  urma  modelării  matematice  a  procesului  de  bioproducere  a  etanolului  s-au  obţinut 
parametrii optimi ai mediului de biosinteză: inocul - 106 celule de drojdie/g substrat, raportul 
solid:lichid - 1:15 şi concentraţia în enzimă - 4 UE/g substrat.

(A) (B)
Figura 16.Suprafaţa de răspuns (A) şi diagrama de contur (B) prezentând efectul corelativ al concentraţiei  

de enzimă şi a  raportului solid:lichid  asupra randamentului de etanol

(C)
(D)

Figura  17.  Suprafaţa  de  răspuns  (C)  şi  diagrama  de  contur  (D)  prezentând  efectul  corelativ  al  
concentraţiei de enzimă şi a  concentraţiei în inocul asupra  randamentului de etanol
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(E) (F)

Figura 18. Suprafaţa de răspuns (E) şi diagrama de contur (F) prezentând efectul corelativ al concentraţiei  
în inocul şi a  raportului solid:lichid asupra randamentului de etanol

Concluzii parţiale
• S-au  studiat  condiţiile  preliminare  pentru  fermentaţia  alcoolică  a  substraturilor 

celulozice derivate din hârtie reziduală (de scris, ziar şi carton), după pretratament în 
mediu  acid  şi  la  temperaturi  ridicate  şi  hidroliză  enzimatică  cu  preparat  enzimatic 
comercial, de origine fungică.

• Prin studiul factorilor cu cea mai mare implicare s-a selecţionat o tulpină de drojdie din 
specia Saccharomyces cerevisiae adaptată să fermenteze hidrolizatul obţinut din amestecul 
celulozic  mixt,  şi  s-au  identificat  condiţiile  fizico-chimice  de  bioconversie  şi  anume: 
adaosul de 1% îngrăşământ complex (sursa de azot); temperatura de reacţie 320C; pH 
=4…5,5; raportul solid:lichid 1:15, timp de fermentare 48 h.

• Prin  analiza  Plackett-Burman,  s-au  stabilit  efectul  pozitiv  şi  negativ  al  unor  factori 
consideraţi cu influenţă asupra procesului de bioconversie şi anume: concentraţia de în 
substrat,  concentraţia  de   enzimă,  concentraţia  în  inocul,  temperatura  de  hidroliză 
enzimatică, raportul solid:lichid, pH-ul, timpul de fermentare, concentraţia în supliment 
nutritiv  (azot),  temperatura  de  fermentare,  adăugarea  suplimentară  de  enzimă,  în 
timpul procesului fermentativ.

• Factorii semnificativi care influenţează derularea procesului de bioconversie în etapa de 
hidroliză  enzimatică  şi  fermentaţie  alcoolică  sunt:  raportul  solid:lichid;   pH-ul; 
concentraţia de enzima; concentraţia de inocul şi temperatura de fermentaţie.

• Prin  metoda  analizei  suprafeţei  de  răspuns  s-au  identificat  condiţiile  optime  pentru 
derularea  simultană  a  celor  două  etape  ale  bioprocesului  (hidroliză  enzimatică  şi 
fermentaţie alcoolică) şi anume: concentraţia în substrat,  mai mare de 20g; concentraţia 
în  azot:  mai  mică  de  0,5%;  concentraţia  în  enzimă:  4  UE/g substrat;  concentraţia  în 
inocul: 107 celule de drojdie/g substrat şi raportul solid:lichid: 1:15. În aceste condiţii s-a 
obţinut  un  randament  în  etanol  de  11,04 g kg  etanol/100  kg  materiale  din  deşeuri 
celulozice. 
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Capitolul   6.  Bioproducera  de  biomasă  fungică  prin  valorificarea  deşeurilor  celulozice 
mixte, derivate din hârtie reziduală 

Oportunitatea studiului
Obţinerea de SCP prezintă  importanţă  de cercetare  fundamentală  şi  aplicativă,  precum şi 
aplicaţii practice pentru diversificarea resurselor naturale de hrană, în continuă epuizare la 
nivel planetar. Producerea de SCP bazată pe valorificarea deşeurilor reprezintă un procese 
biotehnologice cu importanţă economică deosebită,  cu impact şi pentru protecţia mediului 
înconjurător. Prin multiplicare şi formare de biomasă, microorganismele sintetizează proteine 
prin cultivare pe substraturi ieftine şi uşor de procurat, îmbunătăţindu-le valoarea nutritivă, 
prin biosinteza de material celular bogat în compuşi bioactivi.
Materiale
Cultura starter -  tulpina Geotrichum candidum MIUG 2.15 din Colecţia de microorganisme a 
platformei  de  cercetare  şi  formare  BIOALIMENT  (acronim  MIUG).  Cultura  pură  s-a 
conservat  prin cultivare pe mediul  cu agar  (g/mL):  glucoză 2%, peptonă 1%,  extract  de 
drojdie 0,5% şi agar 2%, la temperatura de  4°C.
Substrat celulozic mixt-amestec din trei tipuri de deşeuri celoluzice, hârtie de scris, hârtie 
ziar şi carton, combinate în raport de masă 1:1:1, măcinate, s-a tratat preliminar cu  2% H2SO4 

(raport solid:lichid de 1:7), apoi s-a tratat termic la temperatura de 1200C şi 1 atm., timp de 1 
h, în autocalv. Substratul celulozic pretratat s-a spălat apoi cu apă, de mai multe ori, până la 
pH neutru. Materialul a fost apoi uscat la temperatura de 600C (cca. 80% substanţă uscată), 
timp de 6 ore şi apoi măcinat . Materialul celulozic mixt obţinut  a fost păstrat în flacoane de 
sticlă închise cu dop rodat. 
Borhot rezidual rezultat după bioconversia amestecului celulozic mixt în etanol. Borhotul, ca 
deşeu rezultat în urma distilării alcoolului etilic, a fost uscat până la 80% substanţă uscată. 
Suplimente nutritive:
• îngrăşământ complex cu următoarea compoziţie: 33,5 % azot total, 16,7% azot amoniacal, 

16,8% azot nitric;
• zer acid

Metode de analiză
 Cultivarea mucegaiului în sistem SSF
 Dozarea proteinelor - metoda Kjeldhal
 Metoda analizei suprafeţei de răspuns pentru optimizarea procesului de bioconversie 

Rezultate şi discuţii

Optimizarea bioproducerii de SCP prin utilizarea metodei analizei suprafeţei de răspuns
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Prin  modelarea matematică a procesului de bioproducere a proteinelor s-a studiat contribuţia 
următoarelor   variabile:  concentraţiei  în  azot,  raportului  solid:lichid  şi  a   timpului  de 
cultivare.

Tabelul 5.  Variabilele independente şi valorile acestora pentru modelul experimental

Variabile independente Valorile codificate ale variabilelor

Cod -1,68 -1 0 +1 + 1,68
Concentraţia în 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

Ecuaţia finală a modelului este: 

Y = 4,02– 0,055A + 0,80B – 0,98C – 1,49AB + 1,42AC – 0,23BC + 0,11A2 + 0,31B2 + 0,55C2 +  
1,35ABC - 0,17A2B + 1,23A2C   (2)

Tabelul 6.   Modelul experimental (condiţii, răspuns) pentru procesul de obţinere a SCP din deşeuri celulozice

Proba

Concentraţia în azot 
anorganic,

%

Raportul
solid/lichid

Timpul de cultivare,
zile

Concentraţia de 
proteine,
valoarea 

experimentală, 
%

Concentraţia 
de proteine,

valoarea 
estimată de 
model, % Valoarea 

codificată
Valo
are

Valoarea 
codificată

Valo
are

Valoarea 
codificată

Valo
are

1 -1 0,1 1 1:6 -1 6 12,079 12,079
2 -1 0,1 -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 0,1 -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 0 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

În urma modelării matematice a procesului de bioproducere a proteinelor s-a stabilit 
contribuţia fiecărei variabile studiate pentru obţinerea unui randament maxim în proteine:

• concentraţia în azot anorganic - 0,3%
• raportul solid/lichid - 1:3,3
• timpul de cultivare -  8 zile. 

(A)
(B)

Figura 19.  Suprafaţa de răspuns (A) şi  diagrama de contur (B) prezentând efectul concentraţiei  în azot  
anorganic,  a  raportului  solid:lichid,  şi  efectele  lor  corelative  asupra  biosinteza  de  proteine 
fungice prin cultivarea pe substraturi celulozice derivate din hârtie a mucegaiului Geotrichum 
candidum MIUG 2.15

(C) (D)

Figura 20.  Suprafaţa de răspuns (C) şi diagrama de contur (D) prezentând efectul concentraţiei în azot  
anorganic,  a  timpului  de  cultivare,  şi  efectele  lor  corelative  asupra  biosinteza  de  proteine  
fungice prin cultivarea pe substraturi celulozice derivate din hârtie a mucegaiului Geotrichum 
candidum MIUG 2.15
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(E) (F)
Figura 21.  Suprafaţa de răspuns (E) şi diagrama de contur (F) prezentând efectul raportului solid/lichid, a  

timpului de cultivare,  şi  efectele lor corelative  asupra biosinteza de proteine fungice prin 
cultivarea pe substraturi celulozice derivate din hârtie a mucegaiului Geotrichum candidum 
MIUG 2.15

Mediul fermentat obţinut a fost caracterizat pentru a stabili gradul de valorificare a celulozei 
din substrat şi  gradul de îmbogăţire a valorii nutritive prin acumularea de biomasă fungică 
şi biosinteza de proteine, astfel conţinutul în celuloză al substratului s-a redus considerabil de 
la 65% (g/g)  în mediul de cultură la 12% (g/g) în mediul fermentat  ceea ce reprezintă o 
scădere de aproximativ 5,5 ori.

Concluzii parţiale
• S-a studiat posibilitatea biovalorificării deseurilor din hârtie în vederea producerii de 

proteine  microbiene  (SCP,  Single  Cell  Protein),  prin  fermentaţie  în  sistem  SSF, 
utilizând tulpina selecţionată  Geotrichum candidum MIUG 2.15.

• S-a studiat potenţialul de creştere a mucegaiului  Geotrichum candidum MIUG 2.15  pe 
substrat celulozic brut derivat din hârtie reziduală  (brut , pretratat sau borhot rezidual 
rezultat din procesul de bioconversie în bioetanol), suplimentat cu  azot organic (zer) 
sau anorganic (îngrăşământ complex, azotat de amoniu). S-a observat că mucegaiul 
Geotrichum  candidum  MIUG  2.15 se  dezvoltă  cel  mai  bine  pe  materialul  celulozic 
îmbogăţit cu zer şi azotat de amoniu.

• Borhotul rezidual din fermentaţia alcoolică poate fi valorificat pentru producerea de 
biomasă fungică, în vederea conversiei celulozei reziduale şi obţinerii de suplimente 
furajere cu valoare nutritivă superioară.

• Prin  modelare  matematică  şi  analiză  statistică  s-a  studiat  efectul  a  trei  variabile 
independente,  concentraţiei  în  azot  anorganic,  raportul  solid:lichid  şi  timpul  de 
cultivare, în procesul de acumulare a biomasei şi biosinteză a proteinelor fungice, prin 
cultivarea tulpinii selecţionate Geotrichum candidum MIUG 2.15, în sistem SSF.

• Un randament superior de biosinteză a proteinelor se obţine când concentraţia  în 
azot anorganic este 0,3%, este raportul solid/lichid de 1:3,3 şi timpul de cultivare este 8 
zile. 
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Material celulozic pretratatPreparat enzimatic comercial, 
celulază Onozuka (Trichoderma reesei), 4UE/g 

substrat

Hidroliză enzimatică şi fermentaţie alcoolică
temperatura 320C,  timp 48h, raport solid:lichid 1:15

Distilare
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• Prin cultivarea mucegaiului Geotrichum candidum MIUG 2.1, pe substrat celulozic mixt 
derivat din hârtie şi carton, în condiţiile optimizate, specifice acestui studiu, se obţine 
un  grad  superior  de  bioconversie  a  celulozei,  cu  scădere  de  la  65%  (în  mediul 
fermentativ) la 12% (în mediul rezidual).

• Produsul  fermentat  obţinut,  este  substanţial  îmbogăţit  în  azot  organic  şi  este 
recomandat pentru utilizare ca aditiv furajer.

În  urma  studiilor  efectuare  s-a  realizat  o  schemă  bloc  pe  operaţii  unitare  pentru 
biovalorificarea deşeurilor celulozice din hârtie prin utilizarea enzimelor şi a culturilor starter 
fungice.

Figura  22. Schema bloc pe operaţii unitare pentru biovalorificarea deşeurilor celulozice din 
hârtie prin utilizarea enzimelor şi a culturilor starter fungice
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Pretratament
mecanic (măcinare grosieră)
chimic cu 2% H2SO4  (raport solid:lichid, 1:7)
termic temperatura de 1200C, timp de 1 h, 1 atm, în autoclav

Material celulozic brut
Carton, hârtie de scris, hârtie ziar

 1:1:1

Carton, hârtie de scris, hârtie ziar
 1:1:1

Spălare material celulozic cu apă  până la pH neutru

Uscare
temperatura de 600C, timp de 6 h, pînă la 80% s.u.

Prehidroliză enzimatică 
Raport solid:lichid,  1:15; 0,1 M tampon  citrat pH=4,8; 0,3% Tween 80; 

timp de 24h; temperatura de 450C; agitare la 150rpm

Răcire  şi suplimentare mediu nutritiv cu azot
temperatura de 320C; 1% îngrăşământ complex

Inoculare
Saccharomyces cerevisiae  (inocul 107 celule/g substrat)



Biovalorificarea celulozei din hârtie reziduală prin utilizarea enzimelor şi a culturilor starter fungice
ing. Andone (Leuştean) Iuliana

Concluzii generale 
Managementul  deşeurilor,  indiferent  de  natura  lor,  reprezintă  o  prioritate  pentru 

identificarea de noi resurse regenerabile, pentru protecţia mediului înconjurător  şi creşterea 
calităţii vieţii.  Materialele lignocelulozice reziduale reprezintă sursa cea mai importantă de 
deşeuri  organice,  care conţin o cantitate mare de carbon,  din care prin bioconversie,  prin 
diferite procedee fermentative se pot obţine produse cu valoare economică (biocombustibili, 
bioaditivi, şi bioingrediente, chimicale etc.).

Deşeurile  urbane  şi  menajere,  derivate  din  hârtie  reziduală,  reprezintă  surse 
importante de celuloză, din care se pot obţine produse cu valoare economică. 

Studiile  realizate  în  teza  de  doctorat,  care  au  vizat  biovalorificarea  deşeurilor 
celulozice derivate din hârtie au condus la următoarele concluzii generale:

• Pentru biodisponibilizarea celulozei din hârtie de scris, ziar sau carton s-au studiat 
diverse tratamente mecanice şi fizico-chimice, aplicate individual sau combinat, care 
au constat în măcinarea materialelor celulozice, tratamentul termic, tratamentul  cu 
solvenţi organici, sau cel chimic cu soluţii de NaOH şi H2SO4 în concentraţii de 0,1; 0,5; 
1; şi 2%, la diferite temperaturi (temperatura mediului ambiant, 50°C, 75°C, 120°C, diferite 
intervale de timp: 1h, 2h, 24h, 48h,  în etuvă sau în autoclav).

• Cea mai eficientă metodă s-a dovedit a fi pretratamentul cu 2% H2SO4, realizat la 1200C, timp 
de 1 oră, în atmosferă umedă, la 1 atm.

• S-au  studiat  şi  optimizat  condiţiile  biotehnologice  de  bioconversie  a  deşeurilor 
celulozice derivate din hârtie în etanol, urmând următoarele etape de studiu: analiza 
condiţiilor  de  hidroliză  enzimatică  a  materialelor  celulozice  pretratate,  analiza  si 
optimizarea condiţiilor de conducere simultană a etapelor de hidroliză enzimatică şi 
fermentaţie alcoolică. Prin analiza preliminară a principalilor factori care influenţează 
procesul de bioconversie s-au stabilit: 

 27

Borhot rezidual

Uscare
temperatura de 600C, 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 200C

Supliment proteicAlcool etilic
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- tulpina  de  drojdie  cu  cel  mai  bun  randament  de  fermentaţie,  o  tulpină 
aparţinând  speciei  Saccharomyces  cerevisiae,  codificată  T2,  din  colecţia  de 
microorganisme a platformei de formare şi cercetare Bioaliment; 
- utilizarea unui substrat celulozic mixt format din hârtie de scris, ziar şi carton 
combinate în proporţie de 1:1:1;
- necesitatea  echilibrării  raportului  C:N  din  compoziţia  mediului  fermentativ, 
prin  utilizarea  de  îngrăşământ  complex;  conducerea  simultană  a  hidrolizei 
enzimatice  a  substratului  şi  a  fermentaţiei  alcoolice,  în  următoarele  condiţii: 
temperatura = 320C;  pH-ul = 6.0; raport solid:lichid  1:15; timp 48 h.

• În aceste condiţii randamentul în etanol obţinut a fost de   4,3 kg  din 100 kg material 
celulozic.

• Prin modelare matematică (modelul Plackett-Burman şi modelul compoziţiei centrale-
metoda analizei suprafeţei de răspuns) şi analiză statistică (analiza ANOVA)   s-a studiat 
şi optimizat influenţa corelată a unor factori esenţiali (variabile independente), asupra 
eficienţei procesului de bioconversie (randamentul în etanol). 

• În  urma  acestor  studii  s-au  stabilit  factorii  semnificativi  care  influenţează  procesul 
biotehnologic  şi  anume:  raportul  solid:lichid;  pH-ul;   concentraţia  de  enzima; 
concentraţia de inocul; temperatura de fermentaţie. Condiţiile optime pentru conducerea 
hidrolizei  enzimatice  sunt:  concentraţia  de  enzimă:  0,5  UE/g  substrat   celulozic; 
temperatura:  450C …480C;  pH-ul  mediului  de  reacţie:  4,5-4,8;  adaosul  de  surfactanţ, 
Tween 80 în concentraţie de  0,3% în raportul cu volumul total al mediului de reacţie; 
durata procesului 12 ore.

• Condiţiile optime pentru conducerea simultană a hidrolizei enzimatice şi a fermentaţiei 
alcoolice  sunt:  concentraţia  în  substrat  celulozic  20%;  concentraţia  în  azot  0,5%; 
concentraţia  de   enzimă:  4  UE/g substrat  celulozic  mixt;  concentraţia  de  inocul:  107 

celule de drojdie/g substrat celulozic; raportul solid:lichid: 1:15. În aceste condiţii s-a 
obţinut  un  randament  în  etanol  de  11,04 kg  etanol/100  kg  substrat  celulozic  mixt, 
pretratat.  A  fost  studiată  posibilitatea  valorificării  deşeurilor  celulozice  pentru 
producerea  de  proteine  microbiene  (SCP,  Single  Cell  Protein),  prin  cultivarea  tulpinii 
fungice selecţionate  Geotrichum candidum MIUG 2.15, pe substrat celulozic derivat din 
hârtie  reziduală,  material  brut,  material  pretratat  şi  borhot  rezultat  din  procesul  de 
producere a etanolului. 

• În  condiţiile  biotehnologice  testate,  s-a  demonstrat  că  acumularea  de  biomasă  şi 
biosinteză  de  proteine  este  influenţată  pozitiv  de  corecţia  conţinutului  de  azot  din 
mediu, prin adaos de zer sau azotat de amoniu. 
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• Aplicând metoda analizei suprafeţei de răspuns,  s-a examinat influenţa concentraţiei în 
azot, a raportului solid:lichid şi a timpului de cultivare asupra procesului biotehnologic 
de obţinere a proteinelor din deşeuri celulozice. Procesul de optimizare a fost realizat 
prin utilizarea ca substrat a  materialului celulozic (hârtie ziar, hârtie de scris  şi carton, 
în proporţie de 1:1:1) măcinat,  netratat,  amestecat  cu zer şi  suplimentat  cu azotat de 
amoniu, inoculat cu  Geotrichum candidum MIUG 2.15. 

• S-au  stabilit  parametrii  optimi  ai   procesului  de  obţinere  a  proteinelor  din  deşeuri 
celulozice  şi  anume:  concentraţia  în  azot  anorganic,  0,3%;  raportul  solid:lichid,  1:3,3; 
timp de cultivare de 8 zile.  Prin cultivarea mucegaiului Geotrichum candidum MIUG 2.15, 
în  sistem SSF (engl,  Solid  State  Fermentation),  pe substrat  celulozic  derivat  din  hârtie 
reziduală, suplimentat cu zer şi azotat de amoniu, s-a obţinut o valorificare superioară a 
celulozei din substrat, prin reducerea concentraţiei de celuloză de 5,5 ori comparativ cu 
concentraţia din substratul iniţial. 

• Prin biosinteza de proteine, corelată cu reducerea conţinutului de celuloză a substratului 
fermentat, se obţine un aditiv furajer cu valoare nutritivă superioară.  
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