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9 PROCEDEU DE PRETRATARE ENZIMATICA A BIOMASEI
ALGALE PENTRU PRODUCERE DE BIOGAZ

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de pretratare a bio-
masei algale utilizatd ca substrat de fermentare in
reactoare anaerobe pentru producerea de biogaz.
Procedeul, conform inventiei, consta in expunerea
biomasei algale Ulva intestinalis, timp de 24 h, la
actiunea biologica a unui amestec enzimatic secretat de
sase tipuri de fungifilamentosi din speciile Trichoderma
reesei, Trichoderma versicolor, Penicillium
chrysosporium, Fusarium solani, Chaetomium

thermophile si Myrothecium verrucaria, pregatit prin
cultivarea in solutie nutritiva de saruri, si inocul de tip
dejectii de vite, intr-o incintd termostatata la tempera-
tura de 27...29°C si umiditate relativa de 90%, rezultand
un amestec de substrat organic tratat enzimatic con-
ditionat, care reduce timpul de fermentare si creste pro-
ductia de biogaz in procesele de fermentare anaeroba.
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Procedeu de pretratare enzimatica a biomasei algale pentru producere de biogaz

Prezenta inventie se referd la un procedeu de pretratare enzimaticad a biomasei algale
utilizatd ca substrat de fermentare in reactoarele anaerobe pentru producere de biogaz.
Procedeul de pretratare din prezenta inventie are ca scop desfacerea structurilor
macromoleculare compacte de carbohidrati (celuloza si hemiceluloze) din biomasa algala sub
actiunea unui amestec de enzime hidrolitice secretate de speciile fungice Trichoderma reesei,
Trichoderma versicolor, Penicillinum chrysosporium, Fusarium solani, Chaetomium
thermophile si Myrothecium verrucaria, facilitind astfel accesul bacteriilor fermentative
anaerobe la fibrele celulozice greu biodegradabile, reducand timpul de fermentare si crescand
productia de biogaz in procesele de fermentare anaeroba.

Se cunoaste faptul ca, biomasa algald este considerati la ora actuali cea mai
promititoare bioresursd pentru productia de biocombustibili de diverse tipuri (bioetanol,
biodiesel, biogaz), datoritd productivititii mari intr-un timp de crestere foarte scurt
comparativ cu biomasa terestra, lipsei competifiei pentru terenurile agricole dar mai ales
continutului bogat in celuloza §i hemiceluloze. Avand in vedere ca nivelul de lignina din alge
este foarte redus, pregitirea substratului algal pentru producerea de biocombustibili nu
necesitd tratamente mecanice costisitoare de maruntire, algele fiind mult mai susceptibile
pentru hidroliza prin continutul ridicat de apa. in plus, balanta energetica a sistemelor de
biogaz din alge este superioard sistemelor de producere biodiesel din alge, in primul rind
deoarece sistemele de biogaz utilizeazd resurse umede dar i pentru faptul cd pentru
producerea de biogaz nu este necesard extragerea uleiurilor, procedurd ce se impune pentru
producerea de biodiesel.

Existd unele impedimente care afecteazd in mod negativ eficienta procesului de
producere a biogazului. Peretii celulelor algale au in componenta lor macromolecule cu
biodegradabilitate gi/sau biodisponibilitate redusd precum celuloza si hemiceluloze, structuri
care sunt greu accesibile bacteriilor fermentative, prelungind astfel etapa de hidroliza in
procesul de fermentare (etapa determinantd de vitezd). Prin urmare, timpul de fermentare este
prelungit in mod neeconomic, iar productia de biometan este ingreunatd, peretii rezistenti ai
celulelor de alge impiedicand accesul bacteriilor la compusii organici nutritivi din citoplasma
[Passos, 2014]. In acest context, in vederea solubilizirii biomasei algale, a imbunittirii
gradului de descompunere a materiei organice in bioreactoarele anaerobe si implicit a
productiei de biogaz, tehnicile de pretratare sunt o etapa necesara in procesele de biorafinare
a biomasei algale [Hom-Diaz, 2016].

Se cunosc numeroase procedee de pretratare a biomasei algale, ele fiind clasificate in
principalele patru categorii: termice, mecanice, chimice si biologice. Pdnid de curind,
pretratirile termice si mecanice au fost pe larg studiate si utilizate, ele fiind considerate ca
cele mai eficiente in ruperea structurilor peretilor celulari ai algelor. Tehnicile termice sunt ce
care au condus la generarea de energie netd care este superioard consumurilor energetice in
procesele de biorafinare, fiind totusi dependente de tipul biomasei algale utilizate [Schwede,
2013]. In schimb, tehnicile de pretratare mecanici sunt mai putin dependente de materialul
algal, dar necesitd consumuri energetice mult mai mari comparativ cu metodele termice,
chimice si biologice [Lee, 2012]. Metodele de pretratare chimica sunt mult mai putin utilizate
decdt cele termice si mecanice dar s-au dovedit a fi eficiente, in special in combinatie cu
metodele termice [Mendez, 2014]. Totusi, utlizarea substantelor chimice are dezavantajul ca
poate contamina produsii finiti §i poate influenta echilibrul biochimic, precum si aciditatea
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mediului de fermentare, in cazul producerii de biogaz. Anumite substante chimice utilizate in
pretratarea biomasei algale pot fi inhibitoare sau chiar toxice pentru microorganismele
fermentative, reducdnd sau compromitind total productia de biogaz din bioreactoarele
anaerobe.

Pretratarea biologica prin intermediul enzimelor secretate de diverse microorganisme
este o tehnicd promititoare care poate sd imbundtateasca hidroliza structurilor algale, fiind in
acelasi timp o metoda economica, cu consumuri energetice scdzute [Ehimen, 2013]. Diverse
cercetari de laborator au evidentiat imbunatatirea hidrolizei structurilor chimice recalcitrante
din peretii celulari algali, pentru acest scop fiind utilizate enzime pure secretate de diverse
specii de fungi, precum Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Ceriporiopsis
subvermispora, Pleurotus ostreatus etc. [Ashok, 2015].

Comparativ cu tehnicile de pretratare mentionate, metodele enzimatice prezinta
urmétoarele: au consum energetic redus, nu necesitd utilizarea de substante chimice care pot
avea efect inhibitor asupra populatiilor bacteriene fermentative, se realizeazi in conditii
blande de mediu.

Cercetérile experimentale au aritat cd in cazul producerii de biogaz din biomasa
algald, rezultate de biodegradabilitate mai bune se inregistreaza prin utilizarea unui amestec
de diferite tipuri de enzime, fata de utilizarea unei singure specii. [Ehimen, 2013] Aceasta se
explicd printr-un comportament de biodegradare in lant, in care hidroliza unui component
imbundtiteste gradul de biodisponibilitate al altor componenti care urmeaza a fi hidrolizati
[Passos, 2014].

In procesele de pretratare enzimatica aplicate pana in prezent se utilizeaza in special
enzime pure, selectate in functie de compozitia biomasei algale in celuloza, hemiceluloze,
pectine, glicoproteine, lignina etc. [C.Y.Chen, 2013]. Enzimele cel mai frecvent utilizate in
tratarea biomasei algale sunt enzimele comerciale a-amilaza, amiglucozidaza, celulaza,
xilanaza, lipaza si proteaza [Ehimen, 2013]. S-a aritat cd prin utilizarea unui amestec de
enzime comerciale se obtine un potential de biometan al biomasei algale mai bun decat prin
utilizarea unei enzime singulare specifice unui anumit substrat [Passos, 2015].

Solutiile tehnice de pretratare cunoscute prezinta unele dezavantaje, dintre care pot fi
subliniate urmaitoarele:

- Metodele mecanice prezintd costuri de investitie si de operare ridicate precum si
consumuri energetice ridicate;

- Metodele termice prezintd consumuri energetice ridicate precum si riscul de ingrosare
a probei de biomasa algala prin evaporarea apei, afectdnd continutul de solide totale si
implicit procesul de fermentare anaerobd; in plus, unele metode termice (metode
hidrotermice, metode cu aburi) prezinti costuri de investitie ridicate;

- Metodele chimice prezintd riscul de contaminare a probei cu substante chimice
nedorite, riscul de formare inhibitori precum si riscul de modificare a aciditatii
mediului de fermentare;

- Metodele enzimatice cu utilizarea de enzime pure prezintd costuri de materiale
ridicate si necesitd conditii de lucru sterile pentru evitarea contamindrii cu alte specii
biologice.

Problema tehnici pe care o rezolva inventia constd in realizarea unui procedeu de
pretratare enzimaticd a substratului de fermentare de tip biomasa algald, prin expunerea
probei de biomasa algald, pe o durata de 24 ore, inainte de efectuarea testelor de fermentare
anaerobd, la actiunea biologicd a unui amestec enzimatic secretat de sase tipuri de fungi
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filamentosi din speciile Trichoderma reesei, Trichoderma versicolor, Penicillinum
chrysosporium, Fusarium solani, Chaetomium thermophile si Myrothecium verrucaria, in
vederea imbunatitirii hidrolizei compusilor recalcitranfi din peretii celulelor algale si
reducerii timpului de fermentare, concomitent cu cresterea potentialului de biogaz al
substratului algal. Amestecul enzimatic este pregatit prin cultivarea in solutie nutritivd de
sdruri a speciilor de fungi Trichoderma reesei, Trichoderma versicolor, Penicillinum
chrysosporium, Fusarium solani, Chaetomium thermophile $i Myrothecium verrucaria,
speciile fungice utilizate avand un nivel de maturitate mediu, adica 14 zile de la data
insdmantirii, asigurdndu-se astfel culturi tinere, dar in acelasi timp suficient de active,
culturile fiind aplicate substratului algal fnainte de maturizarea lor completd in vederea
mentinerii unei activitati biochimice superioare.

Procedeul de pretratare enzimaticd, conform inventiei, inliturd dezavantajele
mentionate prin aceea ca utilizeazd un amestec enzimatic secretat de sase tipuri de fungi
filamentosi din speciile Trichoderma reesei, Trichoderma versicolor, Penicillinum
chrysosporium, Fusarium solani, Chaetomium thermophile si Myrothecium verrucaria,
cultivate si crescute pe o duratd totald de 14 zile; amestecul de fungi se obtine prin adaugarea
in fiecare culturd a cate 10 ml apd distilata, iar solutiile obtinute se agitd usor pentru
dispersarea sporilor iar peste aceste solutii se adaugd 500 ml solutie nutritivd obtinuta prin
dizolvarea in apd distilatd a urmitoarelor substante, indicate in metoda descrisa in standardul
SR CEI 68-2-10: KH,PO4 0,7 g/l, K;HPO4 0,3 g/l, MgSO4x 7H,0 0,5 g/l, NaNO; 2 g/, KCl
0,5 g/l, FeSO4 x TH;0 0,01 g/1, zaharoza 30 g/l; un volum de 50 ml amestec enzimatic fungic
astfel realizat se adaugd in substratul organic de fermentare, reprezentat de 50 ml biomasa
algald Ulva intestinalis i 25 ml inocul de tip dejectii de vite; volumul total de 125 ml
substrat organic se mentine timp de 24 ore intr-o incintd termostatati la temperatura de
28+1°C si umiditatea relativa de 90%; dupi conditionare amestecul de substrat organic tratat
enzimatic se introduce intr-un recipient de sticla brund avand volumul de 500 ml, inchis etans
cu dop de cauciuc butiric dupa evacuarea aerului din interior prin purjare cu argon timp de 2
minute in substrat si | minut in spatiul de deasupra substratului; vasul de sticld se conecteaza,
prin intermediul unui tub de polietilend, la un balon de colectare biogaz avand volumul de 5
litri, recipientul de sticld fiind apoi conditionat la temperatura de 37°C +1°C intr-un
incubator, pe o duratd totaldi de fermentare anaerobd de 30 zile; in paralel cu acest
experiment, un volum egal de substrat organic de fermentare, precum cel utilizat in
descrierea anterioard, adica 125 ml, reprezentat de 50 ml biomasa algala, 25 ml inocul de tip
dejectii de vite si 50 ml solutie nutritivd de saruri, dar fard adaos de amestec enzimatic
fungic, se mentine in aceleasi conditii de temperaturd si umiditate relativd precum proba de
biomasd tratatd enzimatic, timp de 24 ore in incinta termostatati, dupa care este supus
experimentelor de fermentare anaeroba intr-un recipient de sticld precum cel descris anterior,
in regimul termic din incubator la temperatura de 37°C +1°C, astfel incat evaluarea actiunii
amestecului enzimatic asupra productiei de biogaz din cele doud vase de fermentare, pe
durata totalad de fermentare de 30 zile, sd poatd fi determinatd prin teste comparative de
productie de biogaz si compozitie de metan (potential de biometan), la duratele de fermentare
de 14, 22 si 30 zile.

Inventia prezintd urméitoarele avantaje:

- Procedeul de pretratare enzimaticd cu amestec de fungi in solutie nutritivd este
economic din punct de vedere al costurilor de materiale i consumurilor energetice;
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- Nu necesitd achizitia de enzime pure, speciile fungice selectate pentru realizarea
amestecului enzimatic fiind capabile sa produca in vivo enzimele necesare degradarii
componentilor peretelui celular in biomasa algal3;

- Durata de expunere a biomasei algale la actiunea enzimelor fungice este relativ
scurtd, fard a exista riscul de ingrosare a substratului de biomasd algald prin
evaporare;

- Amestecul nutritiv de enzime fungice nu confine substante chimice care ar putea
dauna microorganismelor fermentative;

- Metoda de pretratare cu amestec de enzime poate fi aplicata atat in laboratoare de
cercetare, precum si in aplicatii la scard industriald, fara a necesita conditii sterile de
lucru;

- Speciile fungice sunt ieftine, usor de procurat §i usor de mentinut prin repicare,
utilizand metode microbiologice specifice.

In continuare se da un exemplu de realizare a inventiei, pentru un procedeu de
pretratare enzimaticd a biomasei algale de tip macroalge din specia Ulva intestinalis,
prelevate din Rezervatia Biosferei Delta Dundrii. Amestecul enzimatic pentru pretratarea
probei de biomasd algald s-a realizat prin cultivarea in solutie nutritivd de sdruri a
urmitoarelor sase specii de fungi existente in micoteca institutului: Trichoderma reesei,
Trichoderma versicolor, Penicillinum chrysosporium, Fusarium solani, Chaetomium
thermophile si Myrothecium verrucaria. Mediul de culturd a fost preparat intr-un vas
Erlenmeyer de 1000 ml, dizolvand intr-un volum de apé distilatd de 1000 ml urmaétoarele
cantitdti de substante chimice: 0,7 g KH,PO4, 0,3 g K;HPOy4, 0,5 g MgSO4 x 7H70, 2 g
NaNOs, 0,5 g KCl, 0,01 g FeSO4 x 7H,0 si 30 g zaharoza. Suspensia de amestec enzimatic
fungic s-a obfinut prin inocularea a cate 10 ml suspensie de Trichoderma reesei, 10 ml
suspensie de Trichoderma versicolor, 10 ml suspensie de Penicillinum chrysosporium, 10 ml
suspensie de Fusarium solani, 10 ml suspensie de Chaetomium thermophile si 10 ml
suspensie de Myrothecium verrucaria in 500 ml solutie nutritivd de saruri. Amestecul
enzimatic fungic in suspensie a fost utilizat pentru pretratarea enzimaticd, pe o duratd de 24
ore, a unui volum de biomasa algald de 50 ml, inoculatd cu 25 ml inocul de tip dejectii de
vite si diluatd cu 50 ml solutie nutritivd de saruri ce contin speciile fungice mentionate,
pretratarea realizindu-se inainte de efectuarea testelor de fermentare anaeroba. in timpul
pretratarii enzimatice, proba de biomaséd algald a fost mentinutd in contact cu amestecul
enzimatic fungic, timp de 24 ore, intr-un pahar Berzelius de 250 ml, amplasat intr-o incinta
termostatatd, la temperatura de 28 +1°C si umiditatea relativi de 90%. In paralel cu acest
experiment, a fost pregititi o proba martor astfel: un volum de 50 ml biomasa algald
inoculatd cu 25 ml inocul de tip dejectii de vite a fost diluat cu un volum de 50 ml solutie
nutritiva de saruri fird amestec fungic si a fost conditionat in incinta termostatata, in aceleasi
condifii de temperaturd si umiditate precum proba de biomasé algald pretratatd enzimatic.
Dupéd finalizarea duratei de pretratare de 24 ore, cele doud probe de biomasa algala diluate cu
amestec enzimatic fungic in suspensie (proba pretratatd), respectiv cu solutie nutritiva de
séruri (proba martor), si inoculate cu material de inocul de tip dejectii de vitd, in raportul
volumetric biomasa algald : inocul de 1 : 0,5, au fost transvazate in vase de sticld brune,
fiecare vas avand un volum de 500 ml, au fost inchise etans cu dopuri de cauciuc butiric
fixate cu banda siliconica, volumul de aer existent in sticle fiind evacuat prin purjare cu
argon timp de 2 minute in substrat i 1 minut in spatiul de deasupra substratului. Vasele de
sticld au fost conectate prin intermediul unui furtun de polietilend de 4 mm la cite un
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recipient de stocare biogaz cu volumul de 5 litri si au fost introduse in incubator, la
temperatura de 37+1°C, unde au fost mentinute in regim termic mezofil pe o durati totala de
30 zile. Volumele cumulative de biogaz generat prin fermentarea anaeroba a biomasei algale
inoculate au fost masurate la duratele de fermentare de 14, 22 si 30 zile, prin metoda
dezlocuirii. Concentratia de metan din biogaz a fost masurata prin metoda cromatografica, cu
ajutorul unui cromatograf de gaze Varian 450-GC. Pe baza masurdtorilor de volum de biogaz
si concentratie de metan pentru biogazul generat de proba de biomasi pretratatd enzimatic,
respectiv de proba martor, a fost evaluat efectul pretratirii enzimatice fungice asupra probei
de biomasa algald. Rezultatele masurdtorilor au indicat o crestere a volumului cumulat de
metan in biogaz, la 30 zile, de la 235 ml de metan in biogaz pentru proba martor, la 430 ml
pentru proba de biomasd algald pretratatd enzimatic, ceea ce reprezentd o crestere a
productiei de metan cu 83%. Concentratia de metan in biogaz, pentru o duratd de fermentare
de 30 zile, a crescut de la 24% CH,4 pentru proba martor, la 59% CH4 pentru proba tratatd
enzimatic. Aceasta se datoreazd efectului stimulativ al enzimelor secretate de speciile fungice
selectate asupra biodegradabilitatii structurilor organice compacte din componenta peretilor
celulari ai biomasei algale.

Inventia este destinatd activitatilor de cercetare fundamentala si aplicativa, precum si
activitifilor industriale de valorificare a biomasei algale pentru producere de biogaz in
reactoare de fermentare anaerobd, procedeul de pretratare enzimaticd facilitind accesul
bacteriilor fermentative anaerobe la fibrele celulozice greu biodegradabile, reducand timpul
de fermentare §i contribuind la cresterea productiei de biogaz in procesele de fermentare
anaerobd prin imbunétatirea biodegradabilititii materiei organice.

Inventia se aplicd probelor de biomasi algald de tip macroalge, alge filamentoase si
microalge care sunt folosite ca substrat organic de fermentare in reactoarele de biogaz.

20
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Revendicare

Procedeu de pretratare enzimaticd a biomasei algale utilizatd ca substrat de fermentare in
reactoarele anaerobe pentru producere de biogaz, caracterizat prin aceea ca utilizeazd o
suspensie de amestec enzimatic fungic obtinutd prin inocularea a cate 10 ml suspensie de
Trichoderma reesei, 10 ml suspensie de Trichoderma versicolor, 10 ml suspensie de
Penicillinum chrysosporium, 10 ml suspensie de Fusarium solani, 10 ml suspensie de
Chaetomium thermophile si 10 ml suspensie de Myrothecium verrucaria in 500 ml solutie
nutritivd de siruri, 50 ml din amestecul enzimatic fungic astfel preparat fiind utilizat pentru
pretratarea enzimatica a unui volum de 50 ml biomasi algala inoculata cu 25 ml inocul de tip
dejectii de vite, pretratarea realizdndu-se timp de 24 ore, in incintd termostatatd, la
temperatura de 28 +1°C si umiditatea relativi de 90%, inainte de efectuarea testelor de
fermentare anaerobd; o probd martor reprezentatd de un volum de 50 ml biomasa algalad
inoculatd cu 25 ml inocul de tip dejectii de vite, diluatd cu un volum de 50 ml solutie
nutritivd de sdruri fard amestec fungic, este condifionatd in incinta termostatats, in aceleasi
conditii de temperaturd si umiditate precum proba de biomasa algala pretratatd enzimatic;
dupi pretratare si conditionare, probele de biomasa algald, pretratatd cu amestec enzimatic
fungic, respectiv proba martor, sunt fermentate anaerob in regim termic mezofil, la 37+1°C
timp de 30 zile, in vase de sticld bruna, inchise etans cu dopuri de cauciuc butiric si conectate
la recipienti de stocare biogaz cu volumul de 5 litri, volumele cumulative de biogaz generat
prin fermentarea anaerobd a biomasei algale inoculate fiind masurate si evaluate comparativ
la duratele de fermentare de 14, 22 si 30 zile prin metoda dezlocuirii, potentialul de biometan
fiind evaluat prin determinarea concentratiei de metan din biogaz, prin metoda
cromatografica.
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