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Rezumetul tezei de dEloat

Multumirit

Studiul privind imbunat5lirea randamentului in ahool Si a calitSlii alcoolului etilb rafinat dtfnut din

melasi a demarat sub conducerea de inaltd competenli gi probitate profesionald a rryreEtJlui

prolesor dr. ing. Mircea Bulancea. Recunogtiinla mea se indreaptd spre memoria distinsuluif,rofesor

care ne-a padsit atat de repede.

ln uhima perioada, conducerea iiiintifict a studiului iniliat in anul 2006 a fost preluat6 de c&Edo.nnul
proresor dr. ing. Traian Hopulele. ExperienF gi competenF de mare valoare stiintifice $i diddlicE a d-

nului profesor dr. Ing. Hopulele m-au ajulat sa continui studiul gi se-l nnalizez. Adresez fG reasti
cale, sincere mullumiri pentru spnlinul primit gi pentru coordonarea in elaborarea lucrerii.

De asemenea, multumesc d-nei conf. dr. ing Gabriela Rapeanu pentru recomandarile pefirenie 9i

stridania manifesEte in indrumarea mea pe perioada efecluarii studiului $i ulterior a dHtnilivarii

lucriirii. Cornpetenp profesionald a domniei sale liindu-mi de mare ajutor.

Totodatd adresez pe aceasta cale multumiri tutu.or cadrelor didactice care i9i destaFara aolirfutea la

Catedra de Biotehnologii in lndustria Alamentara de la Facultatea de gtiinp gi lngineria Akrsrtelor
care m-au sprijinit in ebborarea prezentei lucren.

Multe mullumiri colectivului de cercetdtori de la Laboralorul de enologie din cadrul lnstlt*/hJi de

Cercetare Dezvo]lare pentru Vitrculture Si Vinifi:alie de ia Valea Calugareasca cale m€ {utsl se

inFleg ce inseamne rigurozitatea gtiinfifici necesard in abordarea studiilor gtiinlifice.

Nu pot incheia, fe€ a adresa cele mai sincere muuumiri colectivului de specialisti gi crrducerii

societdlii in care imi desfisor activitatea. locul unde am etectuat studiul, beneficiind de cea mai

modemi 9i performantE instalalie de oblinere a alcoolului etilic alimentar existenld in Europa.

Tot pe aceasti cale adresez multumiri familiei mele gi tuturor celor care direct, sau indind m-au

sprijinit in efectuarea gi finalizarea studiului.

Elena Pdtra$cu
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hdusirh oblinerii abooluluise bazeazd in principal pe activitatea femenlativa a droJdiilor, care tr8ndoma
glucilele feinrenEscibile dh substrat in alcool etilic ca paodus principal de fermentatie 9i respecliY in biomasd.

Calitalea alcoolului etilb alinentar este deosebit de importanli dslorili faptului ci acssta rept€zhie materia

prina de baze pentru realizarea maioritalii bauturilor spiloase, bauturi unde alcoolul elilic este utilizat in proportii

drprhse intre 15-4070.

Compelitivilatea activitdlii de pmduclie a alcoolului, rePrczintl un alt aspecl care deiermha monitorizalea

aclivilatii de produclie pane la 6ele maimici amenunte.

De asemenea, trebuie avut in vedere faptul ci obtinerea unui alcool etilic alirentar conform ct] standardul in

vgoare, permie utilizarea acestuia al6t iri induslrb iarmaceulici cil 9i in cea a reactivilor Pentru an:)liz5.

in cazul de faF, utilizarea melasei h producerea etanolului alinentat cu ajutorul unor.hslalalr.performantE,
asigur{ oblinerea bbelanolului la coshjri economice deosebile, ceea ce tavorizeazi exthderea do.nenirlui de

utilizare 9i pentu alle induslrii (cosmetba, medi:smenle etc.).

Acesie €leva consileralii prezenlate evilenliaze oPorlunitatea li importanla studiului legat dc Producerea
bioebnolului la parametri caltalivi superiori.

Studilt a fost inteirhs in perioada 2OO&2010, $i a avut ca obiecliv princiPal imbun6l6lirea calitali Si reducerea

costurlor de produclie penfu oblinerea alcoolul elilic alinenlar.
^ln 

contextul cercetirilol actuale, ieza de doclorst iti Propune utmdtoarele obietrtive ttihlifice specib:

1. Studi.Jl hfluenFidroriei asupra randamentllui de oblinere e alcoolului etlic dh mebse;

2. Studilrl hfluenpi droph,i utilizate la termentare asupra compoz(iei plinezilor fermentale;

3. Evalua!'e comporlatnenlul drojdiilor in cond4ii aerobe de culliwre;

4_ Studiul fac{orilor care intluenleaze cinetba de lermentstie alcoolicd in cond{ii de laboaator;

5. Studit l faclorilor care inlluenteazi cineti:a de fementalie alcootice h nivel hdustrial la S.C. Euroavipo S.A ,

Pbiegti, Romsnia;

6. Determirarea parametdlor cinetici de fermentarc;

7. Studirl influenFi utililajelor asupra randamentlluiin alcool 9i a calitatii acesluia.

Itl. Rezuitab oxPotlmentale

CAPITOLUL 3. NATERIALE SI UETODE DE ANALEA

3.i. tt.ierlale. Molase foloste in debrminiri provine de la tabrbae de zahir dupd provenienF liind atet melasi
Uin sfecE ae zahar cEt Simelase din keslie d; zahdr. Pe parcursul eperinenielor ea folosit melllsi din aceh$i

$adi. Car*bristicile melasei utilizate sunl reprczeniate in tabelul 3.1.

Mehsa stecla de zahar 21,6 78,4 7.86,52.2

Tabeiul 3.1. Compozitia frzico<himice a melaselor uliliaab ca mateie $imd

Mehsa trestie de zahar 18.2 8'1,8

Drordllle utilizate in experimefite sunl droirii uscale active de Sactha/omyces ceevisrae, glb dmumiile
prezentate in tabelul 3.2, crmercislizab de dilerite tirme,

7,66,20,5

Tabolul 3.2. Caracbdsticile dtoidiilor utilizate Fntru termentare



2 Eflilol Redil subsla4E u$ata 94€6,5010 celulele vir 20 '1o'o/g, mrcmorganime patcgene. ltPrfq,
NTG<IOrg. belsri acehce <10'/g: bactorii tactic; <i03,/g. -

3 f Bckshe& substanta usalS: 95-96%, celulele vn: 1 1Oe/g; micrcorganisme paloggle: lipselgiraclerii
hclrce <10%.

4 FaliR
substanli usatS: 94%i cekilele vii: 2 1010/9; micrmqanisme paiogffe lipsrg;
dEdii sebathe<10%; bmterii lribe <101g.

5 Pakmaya substanli u$ata: 95€6%, celuble vii: 1 10t/g; micmrgmhme pa@tre: lips*g:Strterii
tactice i1olg.

Dintre ceh cincitulphj de drojdii prinele palru sunl drojdii penlru ob{inerea bloeianoluhi iar ullirEeste drojdie
utilizati in panificatie. lnainte de uliizare drojdiile uscate aciiye au tosl fost paslrate la o tempeiahri& 4'C.

3.2, lretode de anallzl
3.2.1. ,letode de analizd a cahelii dlcoolului atilic
3.2.1 .1. Examenul oryanoleptic (SR 1U-1:2@1)

EEminarea caracteristicilor unei probe se tace intrc ord&re stabilitii care se releri la: aspectllaonlhulului
(tEnsParentS, linpitjitate), culoarea, mirosul 

^$i 
gustul. Pentru examharca aspect lui proba se iErrne intr-un

cilhdru g€dal din sticlE hcobre de 100 cmJ gi se observi, in lumina difuz6, de6 ede ransfmnli, daci
prezhE impuriiali. prccipilate, etc.

Afreclerea aspe{tului in cszul alcoolului etilic Ai a baufurilor aboolice incolore se face in comprqE cu apa
dbtilatS, introduse intr-un cilhdru idenlic cu cel in care se alla pmba de analizai. apreciildu-se lrrrparenp gi
lilPuilatea. Penku culoare, cilindrul cu prcba se privege de sus, pe axa longih,rdinaE a prooei, pern fond al6
sau negru, 9i se apreciazi dacd prezhti culoarea ctracbdslice sorlimentului amlizal. Pef,fs aprtrierea
mirosului, se loama proba de analizat intr-un pahar de deguslare, se expira aerul dh pEmani gire mioase
proba. Dupa un rePaus de 2-3 mhute proba se mai miroase inci o dat6. in cazul probelor cu{s}c€ntralie
dcoolbi rubata proba se aduce la concentralia ahoolice de 25-30% vol cu apa dblila6 inahEde analiia
senzorbEi. Se precizeazi daci proba prezintai miros specific produsului. Dupi ce s-a aprecettorosul, se
degusli o canlitate micd de Ptobi gi se apreciazi daci gustul esle specilic sorthEnblui sa.r fczhG gusl
strSin.

Prelucrarcd gi expimarea rczultatetor. in urma ereculirii epmenui.ii organoleptic sc apreciazirtci tiecare
caracterbtbi corespunde prevederilor din documentul tehnb normativ de produs.
3.2.1.2. DetetminalEa conccott"tiei alc@lice (SR 1 84-2:2O1O)

Se alcge un clkrdrul gradat, cu o in{llime care sd pemiti lermoalcootnelrului se plubascC liberir probd, iar
infe partea sa interioara $i fundul cilindrubi sa fie o distanla de mirin ?5 mm. Dia.netrul hlerir{ cilirdrului
trebuie si lie cu cel Putin 10 mm mai mare de€l diameful exerior al lennoalcoolmetrufui utilizat. * loama in
cilhdru, asezal pe o suprafafi ortontale, o cantitale de probd, astfel incAt dupd introducrrBa iermo-
ahoolmetrului supPtata lichiiului si se giseasci la cica 5 cm de marginea superba-rd a clhclnytri sau chiar
pene b deversarc. Proba se toama asfcl incal se se evile tormarca bulelor de aei.

Flgura 3,1. Temoalcoolmetrc Salleta, Flgura 3.2. Cromagrat cu taze gazod TRACE



Lrg re o;"ip"I#r, fdri si Xingi pereliicilindrulJr gifdri'si se atunde maimult decat este nec€td' Oule 3-5

,1",,i" ii f" i"r"A;.erea in pro6a E 
"iiegie 

te.p.Ltura. DuP6 ce alsohnetrul a lual lemPer'tua prcbei 9i

aroe'Oi.o",ita com4e6 a bulelor Oe aei din p;ba se clejte concentnlia alcoolic5 aParenti-hdicaiii de

lili}il1i.'3i"Jliiffit;-r".p;*" in t"#r"ru de coreclie determinamu-se astlel concen@ alcoofri

reala a probei. Este indi:at sa se tace cel pu'th doue citii'

Prclucntea 9i exptimarc&rezultatelor- Cu cele doud valori oblhule prrn 
-citiea lldig?ll"-'ig,::P*k't'i *

lrlii-*na .ritiifiralia reald 
"rpriruti 

in procenle de rrolum,.folosind, i tu,"F.d: term-o€lcooffig utrzat'

L-U!6 i1n n-o*" t.t'ni:a Oe metologie privind folosirea termoaboolrnetretor 9l a tabelelor temoalcoolnetrh€'

3.2.1.9. DeteminaBa acidild,lii totale (SR 104-5:1997)

Se analizeaze 1OO cml de prcdus, p_regatit conform determinSrii conentralier alcoolpe dupd c€rE-se 
'r6ice

iir-t.-r, p"n|itrfi^ray"rdd ZSO"ni..S adaugi o picetura din fi€care dhtre.solulin"'19:-t]:::.1:lB 12g:.
ia*.ra'* hirroxii de sodir 0 01N ;an; ta apai4e iulorii roz-poriocalu, car€ trebuie se persbte untnhut M' ln

;;;;;;, inlens colorate, pioousur ae 
"i'rlirrt 

re diluesz6 copspunzStor tinand searna dG aceafi la

calcul.

Prelucn'Ea$iexplimdrcarezultatetor.Acuitatea!ota|S,exprinalainmill?famedeacilacetichlmmLebool
etilic 1oo% vol., esle d5te de lormula:

Acilitate totale, mg acU acetkJloo mL = I/ *T
in care: V - numard de mL de solulie de NaOH de 0,0'1 M necessri pentru neutralizare; T - concenkalh

alcoolice volumelrice a Pmbei.

3.2.1.4. Sepilftrca gi dozaBa gaz cromabgrafice a compusilor volatili

Pentu dozarca compuqilor volatili se ulilizeaz6 urmabarele componenie:

.crornalograldeanaliziinfazagazoas6IRAcEGc'echiPatcuhjecbrtiPs.+1T(SPLITLESS}9i
il;fi'.6 bnizarc in na&a oE is"r.n"" ansamblul esle prevazut cu un sislem cospubrizat de

achizilie 9i Pr€bcrare a datelor CHROM CARO;

.Cokranicromatograficicaplarddintusedsilicicuh'ngineaL=30m'cuofazistalio-n*Slichi|.ifi)- 
;"]id,i;; s[""]i6lnaowliio-tvt), cu otrmetul hte'm de 0,25 mm 9i grosinea tilfflli de tazi

stalbnad de 0,5 micrometri (DB-WAX):

. Butelie de hilrogen, butelie de a2ot, bulelie de aer, microserhgS de 1o-microlitrii, balanF analilic. cU

pr*iri, o"-O,OOdf g, babane cotate gistblerie volumefbi clasa A(Schoi);

. Sofu|ii etalon de Puritate cromatogmfici: alcool-6tilic,' metanol, furfural, acil acetic, aldchilii aceti:i,

acelet de etil, alcoot zoanitc, atoil n-propilic, alcool izopopilic, abool n-butilic, alcool izondlb, alc@l

n_ririi, nionor, auenua p'ropioni"a,'"t,iitiia bufficd; tomiat de etil, acetat de izobul, aelal de

i.*rl,'Ua"t o" ait, acrd pr6piinic, acil butirb, acil penlanoic' acid hexanoic' acebni'

Predehea prob6lor. Prepararea soluliei de analizat se realieeazd inf-un balon cotal umplul la lm6tate dh

affiEffi1r"d;d" anatzat saaa;uga cu precizie d-e 0,0001 g, aproxiIariv 0,5 g. de acelo_na $lse aduce h
semn. Dozarea ecelonei se va realiza 

-prin 
adargare ln picatura a ac€sieia eviillndu-se astfel Pfsli{erea pe

p"i"iii ,r"ri", aiOalonului li evaporarc!, fapf ce-ar duce h exprimiri eronate a caniildlilor de colnpu$i voblili

!in|"ii'ir'p-Ua. naporrJt ainiie concenti"al" produ'lor neiunoscuti 9i arh Picului produsild este dirct
propo4bnal cu raportul dhtre concentratb acetonei 9i arla picu[ri ei'

Din sohJtia asttelobthule 9i ornogenizaie s€ prelcveazi-un (1)-mL cu ajubrul unei pipeE clasa.A $.prin meioda

.rirer*rai e hrrodue irntr-un Oaion Jtal chsa A de 100 mL in care je afli o c*llitate de cel Pulil 50 mL dh

#i;;i:;ili6;;r"ip""ii"aj- p*t, a eviia evaporarea aceronei- apoise aduce ta semn ct F.b..
Aceasta va reprezenta solulia Pregatta de a fi supusa analizei cromabgrefice
* Acetona este folosita in acesl caz drePt slandard htem 9i se introduce de f'lecare data in proba dc analizat

o""ri"i" l^0"'pfl"ii" conditiile: nu 
"" 

t"ia..fre 
"" 9i com.nul secundar in Produsul de analizat 9i aE prpPrbgli

fubo-ciinbe bartd apropiaie de cele ale comporEntelor de deierminat'

)reoatirea stilariei si a micmsorhoii. Se folose$te numai _stkldrie 
clasa A (Schott) care se cureF inahle de

ffii,secletd$cuapddehrobhet9iapoic{-lap.dis1ilaE'ibi,dl9t5-
r a,nle de utiizaE se cl6iegte o"-Jora oii * lmOisuf ct rimezi a li analiat, iar dupd folosie 59 'speE 

ql aPa



de la robinet Si se cBlegle cu api distilati. Microseringa se spali de 2-3 ori cu alcool etilb rafinal
hnpuritili), apoi se dalegle eu solulie de analizat.

(lArd

Md de lucru. Separarea gaz cromalogrdici a compugilor rchtli. Alimentarea cu gaze. pomirea li verifbarea
slerii de funclionare a aparatuluise realzeazi contorm instrucliunilor de utilizare.

Cu aiutorul miroserhgii se absoarbe un volum de probi de analizal firi adaos de standard intem (aelona) -
proba blanc - de 'l microlitru evitdndu-se formarea bulelor de aer in volumul de lichid absorbit. Prh gamilura de
ets.ltare (sept) ce separd orificiul pentru injecbre de spaliJl destinat evaporerii probei (lher) se introduce acul
serirEii in intregirle. Dupe 10 sec., timp deslhat echilibrrrii lemperaturii acului li cea a probei de analizai cu
atnosfura liner-uluise elhine prh apisarea brusce a pislonuluiseringiiinlregul volum de probi.
Se poate vizualize apar4ia semnalelor corespunzatoare fiecirui comp{.ls exlstenl in prob{ dh meniul "VieW'
alegand optfunea "View chromabgrams". Daci se corrslat6 prezenF acetonei in probd, vabarea ariei picului
corespunziior va fi scazutd din valoarea ariei corEspunzdloare acelonei din proba cu adaos cle standard intem.
ln caz contrar, se procedeaze la analizarea probei pregalile in acehsi mod.

Ptelucarca 9i expimarca rezultablor. Ada sup.ahlci pi:urilor liecirui componenl esle proporlhnali cu
concenlralia acestuia in proM ti se raporleaze la aria suprafelo! piillui corespunzitor acetonei din probi ti dh
sohth de referinti. Soft-ul va genera a-uimal la sfarsilul secv€ntei un raporl cu vahrile conentratiilor penfu
fecare componenl Uenlificat in prcbd. ln cazul in care se detecteaza prezenla acetonei la verificarea cu proba
blanc fauti in(hl se calculeszi concenlralia compuqilor volatili prezenti in probS:

C,=
A (S),\' A .C

4,,*-. ' D1"*,*"1

unde: l.(S.1.)- aria compusului x contorm rapoilulul corespunzibr injecliei pmbei in care s-a dozal standad

htem; 7^"-,.,-, - aria medie a acelonei corform rapoartelor geneEle in urma etalonirii; C{etalon) -
concentralh compusului x dozal in solulia elalon; C4enta\- aria medie a compusului x conform Epoailebr

generale in uma etahnarii; D6*,*., - drterenla dintre aria acetonei oblhuid in c€zul probei cu standard intem

dozat li aria acelonei oblinute in cazul probei bhnc.

Conlinutul lotal de compugi volatili se obtrne prin insumarea valorlor calculale pentru fiecarE componenl in
parle. Rezulhlele se exprina in mgll00 mL probi.

Penfu a e)Qrima rezultatul in mgl100 mL alcool elilic anhidru se inmufte$te valoarea cu loolc unde c reprezinta
conc€niralia pmbei determhate.
3. 2. 1. 5. Detemi n a E a impuriteli lor ( S R 1 U - 1 2: 20 Og)

Se introduc 50 crn3 alcool etilic de analizal intr-un balon cotat (clitit in prealabil cu produsul de analizat). Balonul
se introduce intr-o bab de ape cu lemperatura de 15'C asttel inc6t apa din baie sA fie h nivelul alcoolului din
balon. Dupi 10 mirute s€ adaugd in balon 1 m'solulie de pemanganat de potasiu gi se notea6 limpul. Se
agitd 9i imedht se cufundi dh nou in bai8 de api.
CubarEa sotrliei de analizat se @mpara cu aceea s so[.r!bi etalon. in acest scop, intr-un balon sirilar se
htroduc 51 cm' solutE etalon. Balonul se cutundd in aceeagi beb de ape o deld cu bebnul care conline
produsul de analizat.

l\mbele b8loane cotate se lin in bah de apd p6ni cend culoarea la inceput rolie a soluliei de analizat, se
schinba feplat, ajungend identicl cu culoarea galben-roz a solutiei eialon, in acesl mcf,nenl determinarea
consEerandu-se f halizali.
Prclucnrea ti exprimaIaa ,ezultatelor. Se noieaza limpul (in mhute) in Ere culoarea produsului devine identicd
crl aceea a solutiei etalon. Cornpararea culorii se face privind babanele prin transparente pe un fond alb.

3.2-2. Mefo,de de enelizd a molasci
3.2.2.1. Aspecful extbrbr. Melasa se prezinti ca un lichi, vascos, de culoare brun-inchtsa, cu mios de catea gi
un gust duhe arn6rui.

3.2.2.2. Detenninarea densftelii. Pentru deierminarea densitalii, ac€asta se stablegte in tunclie de concentralia
in subsianli usati a melasei determinata cu zaharDrnetru.

3.2.2.3.



a. Cu zaharomelru. Zaharomelru esle un areometru etalonal la 20'C, $i prevdzut in inlerbr cu o scaE pentru
tsmperaluri gi una penlru concentralie. Proba de analizat * introduce intr-un cilindru de 50O mL. Se introduce
zaharomelru in lichid ii se lase doue mhute pentru stabilizarea lemperaturii gi athgerea sidrii de edrilibru, epoi
se cile$te valoarea concentratiei gi se aplice coefbientul de coreclb:

Concentralh reaH = concentralia cititd +ffcitita - 20) 0,005

b. Cu refraclometru electrinic, unde se poate citi direct concentralh in substanli uscag la 2O'C. SE calibreaza
aparatulcu apd distilata, la punctll 0.

Se gtergE apa cu harfie de fihtu, dupa care se pune o picffure din proba de analizal. Se cite$e valoarea
concentraliei pe atbajul electronic.

Flgure 3.3. Refraclon etru
elxlronic MewerToledo

3.2.2.5. Deteminarca E1-ului
Pentru deierminarea pH-ului se tolosette pHfiefu olectronic. Proba de analizal se infoduce intr-un pahar

Berrellius, in care se inlroduce eleclrodul pHfiebului. Se lasi 5-10 sec, dupi care se face citiea.

3.2.2.6. Determinarea zaha rczei (metoda polari meticd).

Metoda polarinetrica de dozare a conlinulului in zaher a melasei esle una din metodele fizbe rapide, Si.se
bazeei pe proprieialea zaharuril$ de a fi optic active. Metoda se loloseste in situalia in care cpnlinutul in
zahir irvertil esle mb.

f inciptut.refodei: SubstanFle optic aclive rotesc pbnul lumhii polarizate care trece prin soluta probei de
iinalizat, propo(ional cu concentralia in zaharDza a acesleia.

Echi@mente de mesunE si/seu analize mateiale, raaetivi. Acebl bazb de plumb, eler etilic, balanF analitica
cu precizia de 0,000'lg, baloane cotaie de 100 ii2@ mL, polarinelru.

Md de lucN. Se cantaresc 26 g melasd ti se trec cantitativ inlr-un balon de 100 mL cu apa. Se omogenbeazd
bine solulb prin mtseii.i cirelare ugoare 9i se aduce aproape d6 sernn. Se aduce la temperatJra de 20 "C, apoi
se dbtruge spuma evenlualfomalC, cu o picelure de eler etilb.

Se aduce h s€mn cu ape dislilatd gi se omogenizeaze putemic conlinutul babnului. Din proba asfel Preg6litd se
iau or pireta 50 mL qi se trec intr-un balon cotal de 100 mL, se adauge t0-20 mL aceht bazic de Plumb, se
compleleaza cu apA distilatd p6ne b semn $i se omogenizeazd. Se filtreaz6 conthutul bslonului hlr-un p*lar
cural 9i uscal. Filtralul se toama in tubul polariretric 9i se citegte polarizatia.

Continutulde zaharoa se calcuieaza cu formula: Z = o 2

unde: Z, este conlinulul in zaharozi, g/100 g melasd: o, reprezintd uoghiul de polarizalie citit la pobriretru.

3.2.z.Ci. Determina/P-a zaha,ozei W cal6 chimice

Pentu aeasta se delermh6 maiintgi cantitatea de zahir invertit din melase.

a. 26 g melasa se aduc caniitativ intr-un balon cltat de 200 mL gi se tace defecarea cu acelat bazic de plumb.
Se aduce la s€mn $i se filtreaze, dupi care 10o mL de tillrat se introduc int-un balon cotat de 15o mL, se
indeperteae flumbul cu o solutie de carbonat de sodiu (30 g carbonat cristalizat b 1@ mL) li se aduce la

ce6r (= 13 g melasa). Se filtreazd Si din fltrat se iau 25 mL (=2,166rn melasd) car€ se folosesc pentru
deiemharea zahSrului invertil prh meioda obitnuile Berfand. Cantitatea de zahar hvertit se raPotleazd h 100
g melasd (Zi). in altd probd se determhe zaherul inverlit lotal Tn uma inversieizahaozei:

Flgula 3.1. pH metru Mefrer Fleura?.s. Polarimefru ADP 220
Toledo Beilingham Stanry Ltd



b- 13 g mebse se aduc cantlativ intr-un balon cotat de 100 mL cu 75 mL ap6, se neulralizeaza cu F3il10,1 N ii
s€ adaugi 5 mL HCI (d = 11EE) pentru inversie. Se 1nc6tse9te ll.np de 2 minule;ijumiitate pe o babr* ape la
67"C gi apoi se line e)€c,l 5 mhute la lemperatura de 67"C, dupa cere se racegie la 2O'C, se aduce h ternn e
ape dislilaLi gi, dacd e necesar, se titbeaze.

Se hu din tillrat 50 mL (= 6,5 S melari), se neutalizeaze, se linpezesc cu acelat bazic de Pb, se *ilr la 100
mL seameslecigi sefiltreaze.Seiau25mLtittrat(=1,6259melasi),seillroducintr-unhabn.Etrtdel00
mL ti se indepdrleazi pfumbul 6u o solutb de carbonal de sodiu, se aduce la semn 9i se filtreaza, i.f din filtrat
se au 25 mL (= 0,40525 g mehse) pentru determharea zahdrului hvertit prh rnelods tsertrand.
Cantilatea de zah5r hvertit se raporleaza apoi la '100 g melasd (23). Cantitatea de zaharcza se detarrha dupa
tormula: Z=(Zr-2,) 0,95,'incare0.95esteunfactorpentruahansiormazaharul hvertilinzaharozi.
Meda *ftnnd. intt-m batrn Erlenm€)er de 3m mL se aduc 25 mL elulie Fehling l, 25 mL solulb Fehling ll,
$ incdlzesc pan6 h fierbere. Se h paharul de pe toc, se adauge 25 mL slulie de analizat gi s€ tierb. S minule,
apci se tittreazi solulh prh tiltru culat 9i se spala pr*rpitatul de 2-3 ori cu 10-15 mL ap5 disuatilierbinte.
Precipitatul din balonul Erleflmeler se dizolve cu 20 mL solulp ferba. Solutia verde se trecs Bnttati, pe filtru,
dupe care se spalil cU apa tiarti balonul Erlenme)rer ti tiitrul gi se titreaze iTediat ffiratul cu KMnOI &l N pane
h culoare roz.

Calsrl: h fEcare mL de KMnO{ 0,1 N folosil la litrare corespund 6,357 mg cupru. mgcu = 6357 . Vnn
Din tabel se rega'se$le csriitslea de zahir dh prcba in funclie de cantitalea de Cu oblinuti, care se Erporteazi
apoila 10O g melas6.

3.2.3. rlterode cto eneli.C a ptlnpzitor
3.2.3.1. Detemi narca concenlaliei g emezii

Pril concentrath pldmezi, mai exacl spus prin extractul unei solulii se inFlege totalitaba 9t&stanlelor
lemlenlescibile !i nefemenlescibile dizolvale. Ih cazul plimezilor de melasi fermentate, subslan!*dEolvaie
sunt serurile minerale, substanFle proteice solubile, zahdrul reziiual, alcooful etc.
ConcentElia pHmezilor se determine cu ajutorul areornetrelor (zaharomeire), etalonale la temperatuB de 20 'C .

ln t;mpul termenta9ei alcoolice, gradul zaharcmelric aparent al plamezilor scade de la vabarea in(bE de - 22-
23 grade, h ^&7 grade, h srergitulfermentaliei alcoolice. Gradul zaharomeric fnal al phnezi termerible poate
sa ai.rngi 9i la valori maimbi -3{, in cazul unor melase cu purilate riJicatd.

3. 2.3.2. Detetminarca ecidilelii

Ackrlatea pHmezlor de mehsd fermenlale se determhd prin litrarea unei canlilili detemhate de pEnadd cu
sohrlie de hidroxiJ de sodiu, in prezenta fenonabineica indicalor.

AciJitalea se misoara in grade Delbruck, li reprezintd aciditatea din 20 mL solulie care se neulralizlazd ar 1

mL sohJlb de NaOH de concealr4ie 0,1N.

Un r/olum de 20 mL pEmadd brmenlali se introduc inlr-un balon Erlenmeyer, peslc circa 30 mL a[EdisfibE.
Se adaugd 2-3 pi:iituri dc tenonaEine, apoi conlinutul babnufui se agita pGntru omogenizare gi se L€azi cu
sotulie de NaOH de crncenlrale 0,1N, pane h apar4ia cubrii roz cilE peEiste 30 secunde. Numeilide mililitri
de solulie NaOH de concenlr€lie 0,'l N folos4i reprezinti tot alatea zecini de grad Dlb.
3.2.3.3. DozaBa za$rul tolal reducebr

Pentu dozares zahirului total rcducitor se lolosetE metode cu aciJul 3,5 diritrosalicilic (Miller, 1959).

Flgure 3.6. SrEctrcbtometru UV-V\S Jenway
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"iemperaturd de.60 oC in mediu acil in prezenF HCI de concentralie 2N.Oupi hidrolizd, proba a tosl iEut-alzda
cu solulie NaOH de concentralie lN dupi cae zaherul reducator a fosl m6surat prin reaclh crr acitul 3,5
dinilrcsalicilic cu care formeazS un complex de c-uloare galben portocali.r a cerui extinctie se cilegte b luiEirEa
de undri de I = 540 nm la spectrolotometru. ln paralel s-a rcalizal o curbi elalon in carc s-a rBprezcfitat
ffinlitalea de glucozi (mg/tnL) in functie de exthclia cititd la lunginea de und: de A = 540 nm.

Pentru fisre eperhent in parb s-au realiz.t 3 trei determhiri independente hr valorile raporlab stml Ebri
medi.

3.2.3.4. DeterminaBa conlinutului tn alcaol al pwmezllor de mela$a tementate

Concentalia alcooli€ se poete detemina cu alcoolmetru numai in cazul soluliilor pul€ de al@l gi api.
Prezenla in unele solutii alcooli- a unor substanle slreine ca zah6rul, acizi organici, seruri mherda, cebb de
drojdie elc. modlici mass specifici a soluliei gi, in consecinF, gradul alcoolic detemhat cu alcodne8u esdB

fals. Ca si se poat6 alla gradul ahoolic real al pldmezilor de melasa fementati lrebuie s{ se izolctrc maiffiai
alcoolul din aceslea. SeparaGa alcoolului de substantele striine se realizcazd prin distilare. Dupi Enportn€a
br la dbtilarE, oubslanlele strdine se imparl in substanle f0€, care nu dbtili odate (rl alcoolul, $i subsianle
voblile, care dHilS odati cu acesta. SubsianFle liE sunl uior de separat, deoarece eb reman h va$l de
dislilare. Cele rrohtile.inse, cum sunt acizii \rolatili, acetaldehida giahoolii superbri, trec odate cu alcool]l gi apa.

Din aceasta cauzl, pentru.a se izola alcoolul clilb pur, ]n laboralor se lac doui distilari. Prima dbllse se tacE in
medb slab acid. ln aceesti dislilare se separi aboohl etilic, o parle din api, acizii volatili, precun $i utde
substanle neute care sunl acel,aldehida gi alcoolii superiori. Distilatul obthut se supune unei a dHd disliulri,
dupe ce mai int5i este alcalinizat cu ceEva pi:.ituri de hirroxil de sodiu concentrat, pentru neubalizatea acizlor
volalili. Prh aceasg operalie nu se fixeaze gi acebldehila 9i alcoolii superiori. Cantitatea acestora lird toade
mi*, nu influenteaze greutatea specificA a dbtffalubi.

Echipamenle de masurare, materiale, reac{ivi: irstalatie de distilare Trade Raypa, termoalcoolmetu gradal in
preente de volum la 20'C, cu valoarea diviziunii mhil1e de 0,2%, cilhdru gradat de 25O mL, 500 m'L" 10@ mL,
balon cotat de 25O mL.

Md de lucru.lnt-un balon cotat de 250 mL se introduce proba de analizat, se aduce la iemperature de 20'C,
dupi care se trece conlinuful balonului cotat cantitativ in balonul de dbtilare de 500 mL.

Se incepe dbllarea, capEnd distilatul in acclagi balon cotal cu care s-a masura'l proba 9i ]n care sdr introdus
in prealabl 5 mL apd distilaia. Se capteaze cca. 150 mL de dislilal, se pun cateva pbituri de hidmxil de sodir,
.dupa c€re balonul se aduce la semn cu ape dislilate. Se rcpeta operalia de distilare. Se capteaa 150 mL
disliiet, iar continulul balonului se aduce la semn cu apa distilate.

Conlinutul bdonului esle trecul Intr-un cilhdru gradat, se introduce alcoolmeiru, se lasi cileva seonde, *!pi
carc se cile9te corrcenfa$a alcooli:i aparenH hr din tabele se citegte concentragia alcoolici reali.
3.2.3.4. Contolul micrcbblogic

Contolul microbblrgic se face in diferite etape, incepand de la maErh pr*na $i terminand cu pmcesLl de
,ementatie, $i este necesar a€l pentru monilorizarea procesului de termentalie cat $i pentru depblarea
eveniualelor conbmhiri cu becterft .

in mod normal dacd sunt aplicab loale mAsurile de combaterc a contamheribr, plirnezih de melasi in
fermentratie nu trebuie sA conlin€ maimull de 5% microorganisme de conlanhare. Cu ajulorul mbr6*opl*ri se
fec urmabarele detemhiri: determharca numdrulua de celule de drojdie, aprecbrEa slerii lizblogice a
ac€stora, irentificarea mbroorganismelor de conlamhare.

Pe baza ac€stor debrmhari tehnologul poate verrEa, interveni ti df iia diteriteh faze ale procesului bhnologh,
cum sunt: slabilirca mome'ltului optim de hoculare a lhului de prefermentare cu plimada din vasul de dr(*liei
stabli.ea momenlului optim de injumeElre a lhului de prefermentare; stabiliea cauzelor microbiobgi> ale
lnlan ierii fermentaliei; evitarea anomaliilor dh procesJl de fermentatie ca urmarc a dezwlgrii
mbroorganbmelor palogene gi a modifbdrii activitdlii drojdilor.

Viabltitel€g cetutalor. Teslul de vbbilitate a tost reaEei prin numi.area dkecli a celuhbr de dmrdb viabl? la
microscop in prezenls indacatorului albsstru de metilen cu ajutorul crnerei Thoma. Meioda se bazeaze pe
capacita{ea dBijiilor visbile de a reduce indbatorul redox dh torma de oxidatd (albastru) ^m forma re&rsd
(leuco-derival.incolor).

Celulele de droidii se pot numara prin eEmen microscopic d[ect, cu ajulorul citomelrelor. Un citofl]elru esG o
bma de sticli groas6, preyizuta cu lrciplatfome separate intre ele prin rbole in sticle.

Platforma cenfaE este denivelata fale de celelalte doui cu o inS4ine de 0,1- 0,2 mm (inscrisi pe fiecare
camer6).
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k ccre-deimiteaia o inu,nit:t*r,ffiirairvuata
de citre linii perpendiculare in mbrDcelule de lorme Fafaiicd (patralele element6re).

FIgura 3.8. Mictoscop K,uss

\ -"/\-z-
DitetEnlierea dintre lipurile de citomelre consli in mirimea supEfelci unui petrelel elementar.
in cazul citometrului Thoma, suprataF de 1 mm'? esb divizata in 400 de pdtrdFle elementare cu latura de 1/20
mm. Numdrul de celule prezente intr-un cm de suspensie de analizal se de-{ermh6 cu tormula: N = n 4 . 106.cj

in care: n este numerul rnediu de celulB pe un peirelet elementar; d - coeficient de dilutie.
3'2.t1. Condigii de cultiyerc 

" 
droidiilor pcntru dvalua?ea per2n elrtbr cinetici de tnultipticerc ln condllii cle

labo/,,p/r
lnillal, drojdjile au fost reactivale pe mehsa diluata ?n preahbil la o concentralie in zaharuri de aproximafiv 150
g/L 9i acrdiliati cu HzSor la un pH = 4,5, in cutluri pe agitialor la 2oo rpm, la o lemperaturd de 25 "c, tinp de 24
de orc. Volumele transterale in mediile de fermentaE au ,osl calcuhte in a9a fel incal concentuElia ndAU Oe
biomasa si ,ie de I x 107 cetule viabile/mL.

Pentu evaluarca parametrilorcinetici de mulliplicare in baloane Erlenmayerde 5OO mL se aduce un vofum de
250 mL melasa diluiln cg aPa distilati la un conthut ?n gtucide de aproximativ '150 glL, acidifiati cu H2SO. la un

?H dg,aprcxinativ 4,5 li irnbogililS cu sultat de amcnir -n propo(ie de o,5% 9i inoc;rtul avand o conc;nt"alb.je
1 x 10'ceLrle vhbfle/mL. Babanele au fost menlhute pe aEitator la 200 rpm 6 temperaturd de A5 "C iimp de 48
de ore. Numdrul de celule viabile gi vleza de mulliplicarc au fosl evaluab dupi anumie inlervale de timp $i
anume dupi 12,24, 36 ii 48 h.

3.2.5. octerminerr€ paametri,otcinetici de mumpti@te a ctrcidiilor
in lunclb de particularitilile mulliplicSrii li reproducerii celulelor mbrobiene se ooate stabili diEmba de
crelbre. Aceasb se slabileite prin cuantrrcarea numdrul de celule de dro;die su prin studiut vitezei de
acumulare a biomas€i in raport cu unilatea de volum a medirtri de culturi uliliz;i.
ln tabelul 3.3, sunt prezentali parametrii cinetbi de evaluare a mulipli(irii droJdiior in taza eponenliald de
cregbre.

3.2.a. Condiliib de cuftlvare a ctraidiilot pantru optimizerea cond$iilor de ferr7ranl6,rc ln condilii de
laborator

) Etectul cant,6,lii de inocul asupa cinetcii de fementalie atcoaticd
Pena-u..evaluarea intluentei parametilor cu efecte directe asupra fermentaliei alcoolice gi in spshl asupra
formirii aboolului elilic, Pentru eryerinenl s-a utilizat un volum de 250 mL melasi diluai6 cu j6 aisgata la
un continut in glucide de aproxinativ 200 g/L.

Tabelul 3.3. Parametii cinetici de evaluare a multipticdrii droldiitor

Numerul de generatii, numer de celule pe unilate de
voium

Vileza de multiplicare, vilezs specilici de cregtere

uFc/mL l r- log'v-log/{,
| 1og2

ln ,N -Ln A',.

l-lo
TiTpul in care se reslizeazi dublsrea populaliei, liTlpul
de dublaE
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proporlb de 0,5%. Peniru a siudia electului cantitilii de hocul asupra cinelicii de termentalie alcoolbd, eau
ulilizat diferite concenlratii de celule viabilts din iroculul adiugrat, Fi anume Aei concentEtii diferite de 1 x 10"
UFClrnL, I x 10' UFCirnL 9i 1 x 108 UFC/mL. Eperilentul s-a realizat pe o duraE de 60 de ore h o
lempelafuri de 30"C, t5rd agitarea medfului de cullure.

) Efecfu! cancentalieiln glucide asupre cineticiide fementalie alcao$ce

Penfu a shrdia efectul concenlraliei in ghJcide asup.a cinelicii de fermentstie alcooli:d s-a evalual canlitalea de
etanol oblinde prin fermentarea melasei diluate la concentralii diferite de zahdr 50 glL, 100 gll, 150 g/L, 200 g/l-
gi 250 0/t. Aceasti melasii diluatd in prealabil la dir€rite conenfatiide glucUe esie acidifhli ctl HISO4 la un pH

de aprexknativ 4,5 giimbog6liti cu sulfat de il1oniu in proPo4ie de 0,5%.

Coflcentratk de celule liabile din hocul a fost de 1 x 108 UFCimL. Sludiul s-a realizat thp de 60 de ore la o
temperaurri de 3o"C, lere agiiarea mediuluide cultura-

) EtecllJl etanolului asupra cineticii de fementale alcoolicd

Cunoscendu-se faptul ci elanolul esle un factcr de stres pentru drojdii, o caracteristic6 dorit6 foarte inportanl{
in cazul selecllrii tulpinlor industriale esle aceea B drojdia selectai.i sa prBzinte toleranli mare la etanof.

Pentu acest operimint ?n mediul de fermentalie s-a addugat alcool elilic de concenkalle 96% (v/v) astfet incat
concenlralia in alcool a mediului de fermenlalie se fE oo/c,3o/o,6!o,9%, 12% 1i 16% (v/v).

[n rest conc€ntralia in gluciie a medtul de termentalie a fost de 2OO g/L, pH-ul = 4,5, numerul inilial de celuh
viabile I x 108 UFC/mL, tempemtura 30oC, f6ri agihrea medijluide culture.

) Efecti pH-ului asup? cineticii de lemenlalie alcaoke

Se dinoage faptul cd vileza de ,ermentatie esle sensibila in funclie de pH-ul mediului de fermentatiB, hr
mEiorilalea drqdiilor de distilerb prezinld un pH optin inke 4 9i6.
Acesl dornentu este mai mic decal p€ntru bacteriile tipbe. in plus, majoritatea drojdiilor pot tolera expunerea la
sok4ii ackle h pH = 2. 1615 dbtrugerea hr.
pentru evaluarea efectului pH-ului asupra cineticii de fermenElie, in condilii de laborator melasa a fost adusd la
un pH diferit avand valori de 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 li 6.5 cu ajulorul adaosului de acid sulfuric H2SO.

Coricentralh in glucide a medill de fementalE a fost ai 200 g/L, nrmirul in4ial de celule viabile 'l x 103

UFC/mL, tefi peralura 30"C.

) Efecft/ntl tempe€fuii asupra cinelicii de lemrenblie alcoolicd

Tol-fBnla temperahrrilor halte este o Bracteristice mun doritd pentru selectarea droldiilor de distilerie,
lnajoritstea avend o temperaiurg oplime de cGstere de 30...35 "C.

in condilii de laboEtor s-a studiat cinetica de fermeniare a ehnolului la diferite temperaturi preolm 20"C, 25"C,
3O"C, 35"C $i 40 oC. Concentr?lh in glucide a medill de lermentalie a fost de 200 grl, pH-ul = 4,5, numdrul
inrlial de celule viabile 1 x 10" UFC/rnL, studiui realizendu-se timp de 50 de ore, feri agitarea mediului de

cunura.

) E|ecLl agit ii trFJdiului de culfurd asupra cineticii de fetmentaiie ahoolhd

Pentu a studia efectul agitirii mediului fermenles6ibil asupra cheticii de fementalb alcoolic'i s-a evaluat
mnlitatea de etanol oblinutd prin fermentarca melasei diluale le dilerite valori ale vitezei de rotatie de 0 rpm, 50
rpm, 100 rFtrn, 150 rrrn Si 200 rym. Aceasti nlelasi diluat6 in preal.bil h un conlhul de glucide de 20o gll esto
acuilisti cu HzSO. la un pH de Bproximaliv 4,5 gi irnbogilitd cu sulfai de amoniu in prcpo4ie de 0,5%.

Concentrath de celule viabile din hocul a fosl de 1 x 1OE UFChL. Studiul s-a realizat tirp de 60 de ore la ,)
temperaturd de 30oC, cu gifiri agihrea medfukride culturS.

) Etecttl adaasului de nutrienf asupn cineticii de fementalie alcooiicd

Cineti:a de multipli:are a drDjd;lor gi randarnentul de ,ermeniare este dhect @relat cu adaosul de nulrienli
preum $ulfalul de amoniu, ingrigdmdnt Eomplex N.P.K. curnulat cu suplinenteh compb)e Protectvit BM1 $i
Protcctvit BMG, carc sunt produse ce conlin vilamhe dh grupul B gi olEoelemente. ConcentralE in glucide a
medi.:l dr lermentalie a tost de 2oo glL. pH-ul = 4.5. numdrul inilhl de celule vbbile 1 x 10'UFC/mL,
temp€Etrra de fermentare de 30 "C, sludiul realizendu-se timp de 60 de ore, fird agitarea mediuluide culturd.

+ tnhibifa cinetici de fermentatie alcooil.A pin conpusi secundati

MulliplicaEa drojdiei qi p.oducerea etanoiului pol fi inhibale de cilre subFrodutii de fermenlatie.

A$talii 9i lactalii sunl cei mai imporlanli subprodu$i de fermentalb care au efecl inhibitor asupra multiplbarii
drojddi ;A gi asupra fermentaliei alcoolke, Acilul lactic 9i inlr.o mai mbd mdsurd acklul scetic sunt pe4iel
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* o-ifrE-asupra
recimldrii-

ln.rnelasa dluali s-a adeugat acd laclrc (85-"/o) li aciJ acetij (glacial) inainte de 4ustarea pH{hrj.penrru a
alir.ge.conceniralii de 3 gtL, 6 g/L, 9 g/L acid tactic ai raspmtiv-0,3 g7t-, o,o g{_, ois sn d acak. Au fost
realizale ti probe marbr t'n care s-au adeugat volume sinilare de 

"pi bUistilJU pentu a lire @d& dilutiile
cauzate de adaosul acizilor.

in rest celelalte.cond4ii Precum concentralia in glucile a mediului de fermeniatie a fosl de 2OO giL. pl.ul = 4,5,
numlrul inilial de celule vbbile 1 x 106 UFC/mL, temperatura de 30"C, studiut reatiz*tdu-se rinip oiAo oe oie,
fard agitarea mediuluide culluri.
3.2.7. Calcutul ,grafircttilor cinatici de formen8re
Randenentul leoretic maxim de oblinere a elanolului din glucidele reducebare a fost calcuht in tunc1ie de
relalh sioichbmetri)a reprezentata de ecualia urmdtoare. C6Hr206 = zCH3CH2OH + ZCOZ

Din '1C0 g de hexoze se produc 5r,1 g de etanol 9i 48,9 g de COr.
in cond(ii anaerobe de cultivare timp de 60 de ore, in laboralor, pentru evabarea cornportamentukji ttajdiilor, s-
au cstiTat urmltorii parnnelri:

. Concentralil de glucide (S), g/l-, s-a determhat prin folosirea metodei cu DNSi

. Conentalia in elanol (P), g/L, s-a determinat prh distitare;

. yrteza de consum a substratului (rs), g/L h, s-a calculat cu relalia: ,! =
dl
dt

. Viteza de tormare a elanolui (rp), g/L h, s-a calculal cu relalia

. Randamenlul praclic de oblinere a etanolului (yp75), %, s-a calculat cu relalia: I",,

dP
'dt

r..

' Raportul dhlre cantilalea d€ etanol oblinuti 9i zahErul inqial (Y1, %) li randamentulleoretic, %, s+calculat
P-p

cu relalia: )1 = ' '"
so 0.51 I

' RaporluldintrecantilateadeetanoloblinutdgizahSrulconsumal(Y2,%)Sirandrnentulleorelic,%.s-a

€lculat cu Ehtia: Y^ = 
P - Po

(s, *s).0,511

3.,11.E, Prelucrarsa staUstlca a datelor
Metodele experimenlale sunl folosite pe scari langi in cercetare precum gi in sectoarele hdustrgh diterile
scopuri (Box, 1958). Obiectivul principal in domenbl cercetirii gtiinlifte este de a a15b sernnfical;;statistic a
eflrctihi exercital de anum4ifactori asupra unei mriable depenienie de interes. yalrabrle/e slnt ehente care
se pol masuE, controla sau manipula in cercetaE. Aceslea ditera in muhe privitle in specbl prin ro[, care-t auin proieclui .de cercetare fi de tipul de misurdtori c€re pot li aplbaie a*p.a 'fr. in'cadn, erceterii
erPerinentah se pol manipula uneb variabile gi apoi misuri efecleie acestei manipuBtri. Analizadalelor in
ceEetarea experinentalS se reduce la calcubl "corehlef dinlre varhbile in speciri cele modifitE li cele
afectale de modili{:are. Numai dable €perhentale poi demonsfa in mod coridudent rel4ia de iBuzalitale
dinfe variabile. Variabilele independente sunl aceEa;re sunt modificale in limp ce riariabilelideperlenle sunt
cele care sunl numaimesurate sau inregbtate. in sectorul industrial obiectivul p;incipal este de a i*nge nivelul
Isxill.9:^I'lprmatii inregislrend lactorii care afecleazd procesul de productie ulilizdnd c6l mai muir;bservalii
ttta 192_e) 

ln timl ce in gtihla sunt utilizale tehnicile de anal?d a virriantei IANOVA) pentru a desc@ri natura
mteraclua e realltdtii care, se manifest6 prh interacliuni de ordin inslt lnire hctori, iir'seclorul hduitbl efeciul
YlPl T*"1"3 interactiini sunt adesea considerale ca o mare problemE. ln itiinld, testut ANOVA se poate
aplEa ta modets care operazd cu cel mull cinci factori ($ru.sralsfl. mm).
Cercelarea bazati Pe un numAr mare de experin)enle esie consileratd in mod nomal un stadard bun.
Metodele de studiu gi de analtra tizbothin-be precum gi a feno.nenelor biologice ar fosl recenl ir$undtelile
datoriti- unor tehnici li echipamenb din ce in ce mai performante care presupun conexiunea la t$ calculator
care sd realizeze analiza datelor. Acest prpgres a presupus gi dezvoitarea de noi metode m.iETlatice gi
slalistice pentru analiza 9i prelucrarea dalelor numerice (analizaiactrcriall, recunoagerea tormelor, Ehnici noi
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de clasFEare etc.). Prh cregterea numarului de sen2ori,
:rcumulares un€i cantiEli aproape nelinitatd de informatii cu privire la studiul unui tenomen. in ultirr{liTp';rsd,
lendhF a rosl de a reduce numarul de experimenie in principal daloritd volumului mare de munciSa cc*lri
br. Constatarea a tosl cE intormalile de calitale nu dephd doer de numerul de expermente, s rol lostb
iYrportant avandu-l planifrarea experimentebr. Aceaste pbnifbare nu esle necesara numai in frrFrl studiihr
iniliale ci pe integ procesul de cercelaE.

La inceputul unui demers gtiinlific, cercetetorul trebuie .se aEage factorii potenliali mfluenli int domenll
experinenhl ales. Deoarec€ un numir tot mai mare de tactori imdi:a un numdr lot mai mare de !ryeriTents,
esle necesar ca numarul acestora si s reduca doar la trei sau patru. Facbrul reprezinL orilpararnetu
experinenlal (de ex. lempeEture, concen{ralie, densitate e&.) care influenleaza variabila deper&fili a uilJi
p{oces. Factorul reprezhE elemenial prinord6l al cerceldrii experimentale planifbate. Alegerar modeblor
poate li scrb Sf , Sj' , , S'l ll N unde $i este numarul de niveluri (de ex.valorile unui faclar rcpE2hE
ni'relurile eelui facloo, h este numirul de factori li N este nLrnirul mhin de experimenle necesaG.O dati ce
tactorii irfluenli sunt cunosculi ei pol li studiali mai precis. Pentru s-i studb, informaliile sunt definitcf modeHe
gin expf.imentul fuctoial. ln multe aplicalii, interesul nu este de a stldia numai eEctele acestorffiri, ci ,nei
ales hleracliunie dirtre acegb pentru a gti cum una sau mai mulle caracterbtici misurate (ri*unsu0 se
comporli inb-un domenlu bine defmfr experimental. Apoi esle posibil se se caute oplhul a unul sar mai nule
raspunsuri experirrenlale lAri a trebui se se efeclueze un num6r mare de erperirnente. lndiferenl & dom€nirl
de aplicare, obiectiwl esle de a gdsi o regiune din domeniJl elperimental in care loaie proprietilEstudhie se
indeplheasce bale conslrangerile dorile. Aceas6 regiune este numiE 'zoni de compromis acceFSF. PGntu
I gisirelalts dintre factori li rdspunsuri, tenomenul sludiat este sinplit'rat prin modelarB matemalii in funqb
de problema studiate, modelul ar putea ti liliar sau neliniar, o ecualie difercntiaH i,a.m.d. Ac€dhslrumcnl
metodologic este numit "mebda suprarelei de raspuns". Experimentarea va determha valorile trfic'Enlbr
modelului matematic. Precizia modelului dephde de precizb coeticientior sei. Prh umare, calitalErrnuirnodel
experinental poale fi dal6 de pEcizia de prEdiclie h domeni:l eperiTental c6nd coeficienlii suit cunosa4i.
Aceste modele trebuie si fie o bunS rcprezentare e r6spunsurilor experiTenl,ale in cadrul domenir&!'de htecs
$i daa acesle condlii sun'l indeplhite, ele trebuie si dea o eslirare acceptabild $i de calitale . rispunsibi.
Orice tip de model poale li ales cu condth ca el si indeplheasca cele doue propriet6li menlioErts mai sus.
irodelele polinomhle sunt foarte des ,olosite datoriti simplnalii lor 9i a abordlrii lor secven.lida Odale ce
modelul optinal corespunzdior a tost ales, utterbr i se testeaze vaEbilitatea. DacA acesla reprEiria o buni
reprezentare a fenornenului, raspunsul po€te ficalculat pentru fiecare punct aldomenirluieperine#.
Modelele cele mailrec\rent ulilizate sunt cele polinomiah de ordinal unu $i doi gi pot fi clasificale asfid:

Modele de ordhul l: modeleie experimentale Hadamard sau Plackett-Burman;modelele elperiment&racloride
intregi2t sau fracabnate 2*"; modelele experhentale echiradhle;modelele eperiTentale sinplex
Modelele de ordinul ll: modeleh eperiylentale Centrale Composle; modelul Doehtsrt; model€ eFriTentale
echiradiale.

tt/bioda SuprafeFi de Rdspuns (MSR) este deci o coleclie de tehnbi matematice li statistbe dli.ate pentu
modelarea gi analiza problemelor in care rispunsul este influenht de anumile variErbile gi care alca obiediv
optimizarea acesluia (Ag). Penlru faptul ce in experimentele noastre arn ulilEat modelul experiftntal Central
Composite ne l,om axa teoretic mai mult pe acesb.

Cele trei etape ale acestui model eperiTectal constau in proiec{area experimentrlui statistr, eslimdea
coeftsienlilor modeiului maiematic Si a rispunsului prediclbnat gi la final, verrEarea aplicabilitilimodeLlri.
Cefltale Cornposite Dcsign (CCD) conline o matrice factoriaLi traclionate cu puncle cenlrab tare permit
estimarea curburii modelului.

i<tlii
l.l+r-t--rl, ---,r it

Flgun 3.9. Orbgrama genemld a CCD cu doi
hclori. Modelul contine o matice tactoiald

cu punct centnl ii ,,puncb sea" *a, unde lal
>1

lt

,r+1'
'f-r *]r\-]-y_f

15



orcaA*r.
disiants de la cenrul spatiurui de proieciare pani Ia un ,puncl srea" esle de r o, in cazur in care lal , t
valoarea exacti pentru d depinde de anumite proprietili necesare pentru modelare gi numirul de faclori cfle
sLrnt utiliz4i.
Tabolul 3.4, MafrQe CCD @nttu un madet redus cu 1S expimente, 3 bctoti gi S niveluri

Ruri' Fil:IOT
'Al

rICEf,
,E:

Frctit
.,c: :

I 0 0 0 punct centrel
1 1 punct taclorial

1.41 o 0 ouncl slea
4 -1.41 0 0 puncl slea

1.41 o punct slea
6 0 0 0 ounct centEl

1 ouncl fa.ltriel
8 0 0 0 ouncl cenlBl
I 1 punct faclorlal

'10 0 1 puncl slea
't1 -1 I Dunci factoriel
12 0 o puncl central
13 0 141 0 punct stea
14 o o 't.41 puncl slea
15 o 0 0 Punct cenlral

Factoi UH ", 0 I
x1 a b c
x2 d e
x3 g h

Fiecare factor are un nivel mhir codificat -1, unul central sau mediu codificat o gi un nivel maxim codifical +.1.Prin cornbirarEa valoribrnivelurilorlacbrilorrezulta un pran-xpeiinenratcuun nr]mli N m"- i" *p"r**6.
16

La fel, numerul de puncb centrare 
^utirizate 

in moder dephd, de esemenea, de anumite proprieteti necesare
r:trp*L1r ,t1!--ccD:onlhe.iniotdeauna doui sau maimurb,puncre stea" ca facioriin mdder.,punaeb
slea' repiezmta vabrile eteme ab fiec6rui taclor din model.
Penlru a menlhe rotabilitatea, valoarea o depinde de numirul de experinente ca,E ruleaze in zona ccD
tactoriali. ln cazul in care factoriaful esle complet atunci o =fznl'o .ln 

"nul 
in care k = z faclori, ecualh de

mei sus poate li exprinatl ca q = 1,4.14_

Modelul polinornial pStratic esle stabilit cu ecuath:

v = B,+f p,x,nf 0,x,, *if Bu*,r,n
i=l ,=t i=1 j_2

unde Y este rispunsul prediclbnar, x,gi \ sunt variabire de inrrare. po esb termenur hterc€pt, p, este erectur
lini{rr, A€sle eleclul pitratic ai 4esb termenul de interacliune. in matricea modelului valorile nive,urihr
factorilor Pot tikecute sub totm6 codificali sau sub forma actuali. Relatia dintre formele codificale a varhbt€brde intrare gi valorile actuale sunt descrbe de ecualia:

- (q,-4)
^'_M

unde: xi esle vabarca codifbatii; A, este valoarea actr-rald; i! este valoarca acluaH pentru variabilele dh
$lnclul central; rL{ reprezhti pasul modilicerii varbbilelor.

Tabelut.t2



lul
pdtralic CCD. Ecualiile polinomiale sunt yalirate prin testul statistb ANOVA pentru determinarca semnifi:aliei
fiecerui lermen al ecuatiei ii pe de aile parte estimeaza coreclitudinea sau corelalia in fiecare caz in parle

Oechapun,2002).

3,3. lnstalalllle utlllzab
3.3.1. hstalalil de pr"gltlre a mehsel
Aceasta instalalh se compune dh:

1 . vasul pentru pasieurizare, care esle un vas clindric cu fund conic, prevdzut cu agilator 9i care are o
capacitate de 25 m'.

2. vasul pentru dilulie care -esle de asemenea un vas cilindric cu fund conb, prevezd cu agilalor $i care
afe o capacitate de 25 m'.

3. vasul pentru acid sulfuric.

4. pompi dozstoare p€ntru dozarea acirului sulluric in vasul de diluare.

5. schiTbetor de cdldure cu pl6ci Alfa Laval pentru rdcirea melasei diluale la temperstura de 30 ... 32 "C.

Melas dh rezervorul de ilepozkare este pompag continuu in vasul de pasteurizaE. Aici esle incilzitd cu abur
direct la ternperatura de 92 'C sub agitare conlinud. Cu ajulorul unei pompe este lrecut6 in vasul de diluare
unde esb adusi cu api la o concentralie de 2G23 oBx Tol in acesl vas se face neutralizarea 9i aciJularea
melasei cu acid sulfuric concentral p&le b un pH de 4,5-5,0.

i/blasa diluati liackJulati hece prhf-un $hinbabr de cgldurl unde esle racite h lemperaiuta de 30 .-. 32 oC

dupi care ajunge la pfelermenEre iifermenlare.

3,3.2. hstalatil de termentatc

ttuftiplicarca dtoldbi . ln fabri:d multiplicarea droFiei se realizezaA in vasul de drojdie. Acesta are o
capacitate de 25 m" este prEvezd cu serpentini de recae, sblem de recircuhre a pl5mezii Si sislem de aerare.

Flgura 3.11. Vas de multidicarc a draitiei
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Flgura 3.'t0. lnstalatia de prcgdtre a melesei
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,1n. nr r"
i9:'99-1,k9,!{ P. 9i 5 kg de.droidb..rehirratari. se asEurd o aerare moderari oe apr6ximatr 2 L aeilLprmaoa 0r mrnul. necesara multrpli:irii droJdiei si o temperatura de aproxinativ so 6c tinp fr 12 )rc.Rehiiratarea droidiei se face cu apd caldi h t'empeiatura oe'ss "C tinp de'30 oe mtnute cu ""o|ilL . "r"gt"rezistenta membranei celuhre la lacio.ii de.stres.de rnediu $i de a pregdti celulele de drojdie p"rirr, **t,tt" oumelabolisn. cant(alea de droidie inoculate kebuie sa asigure un .hm'0" .iliir" i* ,pt-ii.riii i'i;*rrrulrr_
Dupe.o perbadd de aproximativ.12 ore..de murripricare, concentralia prdmezii ajunge ra aproana$v 6-7 "zaharinetrice, vasul de drojdie se lransferd in vasul de prefermenhre Lnoe se contiriue-procesrit oe rmuttipti=re
a cehlelor de drojdie.

Prefannqhta.

Flgura 3.12. Vas de pteatmentarc
Rolul operaliei de pertermentare este acela de a r€aliza conlinuarea mulliplicerii drojdalor in prczel& sirurihrnulritive.$i a oxigenului pdni la o concenbalie de 250-3oo x '106 celule/ml. irretermen'urea iu i""doa int.rnvas de. hox cu o capacitale G.1F ti Vasul este prevazut cu agitator, sisiem ae aerare !i'un sistem oerecirculatE a pl6mezii. Pe circuitul de reciculare esle in:terpus 

-un 
sch;hito; de cildrra iu pfci'eXa'L.uat, carerearizeazd recirea primezii dh vas ra t€inperatufa de 30 ... 32 "c. ln vasur de pretermenEre spdrat si {erilizat seincep€ atinentaJ.-a-cu metasd 9i !:-+yce tor conlinutut vasurut oe Jro[J 9i;; ;;#;rJ*. sarrir"nutritive se dizolvd inlr-un vas de 2ooo litri si sc adaugd trcptat in vasul ie pr6rermrnurcl s"-r"S.a aeu,t fde alimentare cu mehsd astfel incal extractul aparent aI pliniezti sa se nrenlina intre 7,s{ i z;ha';;;.i.e.

in mornentulln care nivElul pEmezii a aiuns la 60% din volumul vasului, 40% din plamada fermeniaEise lrece invasul de fetmentsre iar in vasul de prcfermentare s€ continua alinenrarea cu mehsi, aerarealixaosut oesJruri nulrilive pentru un nou ciclu de preEEmentare.
Dupi o perioadaS de 5-6 zile de multiplbare in perfermentator, numerul de celule de drojdie inepE si scad5,vasul de golegle, se spaB, se streriizeazi 9i se rlia ciclul in preiermeniare.
FornE,,,,,oa. in lmpul procesului.de fermentare. in condtii anaerobe, drojdia lransforma zaharoza fi1 pEmadain bbetanol, dircd de carbon $j cahure.
Fabri:a de alcool are in dotare 3 vase de termentare, fEcare vas avend o €pacitate de 40o m3, ef}ci cu cea a\.asului de preErmentarc.

D-upa htroduerea Pldmezi de droilie in linul de fermentare, se inc€pe alimentarEa melasei de conentralie 23"Bx, debitur regEndu-se astfer inc6t e.x,tractu-r 
_1pT9nr in tinprrl ferment6rii .a ." ."niinj-ir*u z,s a .zaharometrice. Procesul de femeniare dureazd 4li-54 oe ore iai h sfargil plamada trel,uie id aioJun rest oezaharozi maimic de 0,3%.

3.3.3. lnstalotll de dtrtiler€ raftnaIE
StudiJl s-a efecluat pe trei tipuri de inslalalii de obtinere a abooluhri etilic $i anume:

1' lnstalatie clasica cu tunctionare disconlhua ca/e are o capacitate de produclie de 5ooo ll.i alcool/24
h.

2. lnstalalie cu functionare cqlthua, care are o capacitate ce productie .le g0O0 litrj alcoouz{ h.3. lnslalatie cu funclionare conthua cu o capacitate de prodrctie de 3oooo litiarcooy24 h.
Descrierea insta htiilor:
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6 coloana de distilare cu functionare continuaj
r coloana de mfhare cu blaza cu functionare dbconihuai
r vase de depozitare melasa conGctbnate dh OLC;
r vas penttu pasleorizarea, diluarea, neutralizarea gi acilularea metasei confectionat dh OLC.:
r linuride Ermentare cu capacilalea de 30 m3,labricate din OLC;

lnstalatla nr.2, esb o hslalalie cu functionare @nthua, lise compune dm urmatoareh ulilaF :

? coloana de distilarei
r coloana de hidoselectie;
r coloana de rafhare;
r coloana de demetilare;
r vase depozilare melasa confecticnate din OLC;

- vas pentru pasl€orizarea, diluarea, neuiralizarEa gi aciJularea melasei;
d lhuri de fermentarc cu o capacitate de 75 m3, confeclionalE din OLC, cu rmie exterGra (p&llara) $iprevazute cu agittator;

r panou penlru vizualizarea temperalurlor de pe cobane Side pe schhbatoarele de caldura;
lnstal.ti. nr. 3 se cornpune din:

o coioana de distilare,
r coloana de hidroselectie;
r coloana de rafinarei
r coloana d€ cozi,

' ccloana de demetilare:
r vase penhu depozitarea melasei din hox;
r instalatie,cont,nua de ?regalie a melasei pentru fermentac coltpusa din vas pentu pas*oizare, vas

pentru diuare gi acijulere gi schinbgtor de caHura penlru racirca pbmezii.
r ihuri de fermentare e o c€pacilate de 400 m3, confectionate din inox unde raciEa flmezii se

realizeaza printr-un schinbator de caldura situat langa lin. Raciea plamezii in curs de terrE'rtare se
realizeaza prin recitularea cu ajutorul unei pompe, prin acest schhb;tor.

a intalatia este'autdnatizata in propodie de ^8ool0. Conducerea procesulul tehnologh se realie.Ea dhir-o
camera de comanda unde sunt amplasaE patru calculaloare, conectate la sislemul de autsndizare.pe
moniloarele calculatoarelor esie dbpus fiurul tehnologic li pol ti vizualizate ioate vasek, mloanele.
pompeb cu lemperaturi, Presiuni Si ni\relurile lbhidului pe fiecare vas sau coloana ^m part.Tol cte pe
cahulalor se pomesc sau se opresc pompele 9i Entilele de abur gi se seteazd niuelul lichljrli in vasi.

Cons-lde-ralll PrlYlnd lntluenla matBdalelor dln caIe sunt confEcllonatB utltaJelF asuprr clklsntsl
actlvlttlll da obllnGre a alcoolulul ll a calttlfll .cestuta
Utilizar€a vasebr de fermentaB li a conducialor de legafuri din OLC, nu este benefici din cauza p{resului de
comziune care apare $i care inpiedicd efecluarBa unei igieniziri corecte.
Exisienla unui mediu acil favorizeaze coroziunea, menlinSndu-se un mediu propice conlamirariortaclcriene
cre htluenleaz6 negativ fermentatia alcoolhd.
Utiiharea vaselor din inox elimihd loale aceste hconvenlente_

cAptToLUL 4. REZULTATE $t D|SCUIII
4.1, Studlul lnnuentsl drojdlel asupra randamentulul de oblln6rs a alcoolululeflllc
4.1 .3. ln cazul utitizdii melasei dln stectC de zahCr
in vederea studidrii influentei droiliei asupra randamenlului de obtinerc a bioetanolului, s-su folosl i preparate
din drojdii active uscate gi anume safdbtil c-70, Etanot Redfl, Trockenhefe, FaliR 9i pakmala descibe in
espilolul de msleriale gi metode de analizS.
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or"P, * prezenrare in wpll,fde.maleriale gi metode. Pentru fitrrre drojdre 
-utilzatii s€u oblinut consumuri specifice diferite, 

"ry.**re 
i,melasi de tip 50 li o/o zaharozd. rlate prezen'tate in tabelul 4.1.

Tabolul 
'1.1' Consumul srycific pentru toag tutpinile de drc1dii tolosite ta fetmentalie In cazul metasei dh s@a

T.belul 4'2' Randamentul ln ahcr,t pentru drojdiile fotosiv la fementalie In cazul melasei din sfecta de zahar

'deviaih standard

in c3ea ce privege rmdanentul practic in litri alcoot absolut oblhuli din lOO kg zaha.oze; cel mal rrar€
::*I:ll g=f-: j.o:l oblnul atunci cand h fErmenrare s-a uilizit drojdie u;a6 oe itf'saioru c-zo,Ensamenr care rEprezinra aproxinativ 95% din randamentuIeoretic carcul€t (iaberur4.2.).
Urmerild rlgura 4-'1. s€ observi ci cel mai mic randamenl in alcool absobt cu valoarea de sg,65 L rlcoolabsoluUl00 kg zaha.oza, s-a obliflul atunci cand h termentarc a fost folosile droilb uscati tip caimaya, cestrandament reprezent ind 86,58% din randamentul teoretts calculat.

Flgura /+.1. Randamentur de tab.i"rlu !" ?blin?rya Frguta 4.2. Randamentul de fabrbale ra obtj*,eaalcoolului elilic tolosid melasa din siecla de zaher h alciotului etilic tolosind melasa din il;tli i, ,*ra, n
tunclE de tutpina de drojdie utjtizag runctie ae tutpiniaiiiii-iitaia

4.1.4. in cazut utitizarii metesei din trestia & zeh*
iir.taoetul 4.3. Si labelul 4.4. sunt ilustrate datele oblinute (consumuri specrtce, randament in alcool) in cazulfolosirii melaseidin lreslia de zaher.

de zahdt
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Rezumatul tezai de dEbal

" deviatia standeid

DiferEnlele observate in funclie de orighea maleriei prime, melasa, nu sunt foede mari.
Tabalul 4,/+. Randamentul ln alcool Wntru toate tulpinile de drcjdie fotosito ta fermentatie ln cazul melasei din

tEstie de zahdr

" deviath stendard

Pentu prhlele patru drojdii folosite randamenlul in alcool variazi in linite foarle resbanse de h 62,3842,7'l L
ahool/100 kg zaharozd (figura 4.2.).

Similar, 9i in aceasti sitralb fobsirea drojdb uscale Pakmaya a condus h obtinerEa unui randamenl redus
comparatiY cu celelalte tulpini de drcijii ulilizale, degi ca valoare acesi randamenl de 61,76 L alcool/'loo kg
zaharoze a fost mai mare decal randamentul obtinut cu aceiasi drojdie dar fcloshd mebsA din sfecla de zahir
(58,65 L ahooy100 kg zaharoze).

Referitor la calitalea organoleptic6 6 producliei obthute in ambeh cazuri atiit pentru elanolul oblinut din melasd
din sfecli de zahir c6t 9i pentru elanolul obthul dh melase din feslie de zahir, in caul utilizdrii drojdiei
Safdrslil C-70 etanoiul a prezentat caraclerislici organoleptice e)celenie.
Etfrnolul oblhul prin utilizaree drojdiilor Etanol Redry 9i Trrckenhele a prezenlat caracterblbi organoleplice
foarte bune br alcoofuletilic oblinul din Fali" 9i Pakmaya a awl prezentat caEclerblici organoleptice bune.
Concluzii pa4lale

1. Prin enaliza ilrhJenlei diterilelor preparate uscrte din drojdii aclive asupra randamentului de
obtinere a alcoohrlui etilic s-a obseryat ca in cazul melasei dh stecls de zaher, cel mei mars
randamenl practic a fost obtilut atunci cgnd la fermentare ea utilizat drojdie uscati activa Safdistil
C-70, randamenl care reprezintd aproximativ 95% din randdnenlul leorelic calculat.

2. De asemefiea, cel mai mb randament in alcrcl absoll gJ valoare de 58,65 L a.a./1OO kE
zahamza, s-a oblinut atunci cCnd la brmentare a fost folosili dm.idie uscstd lip Pakma)€, acest
randament reprezen€nd 80,58% din randamentul leoretic calculat.

3 in cazul utilizirii mehsei dh lrestie de zah{r, lolosirea drojdiei uscale Pakmata a condus la
oblinerea unui randamont redus in etanol, compsrativ cu celelalle drojdii utlizab, degi ca valoare
aes{ randamenl de 61,76 L a-aJ100 kg zahapze a fost mai mare decfi randamentrl oblinui prin
lermentare cu acahli drojdie dar roloshd melasd din sfecla de zaher 58,65 L a.a,/100 k9 zaharozi.

4. Diferentele observate intre randanentele de oblinere a alcooLlui etilic in funclie de tipul materiei
priTe (mehsa dh sfecle de zahir sau trestie de zaher), nu sunl foarte mari ele fiind neglijabile.

4.2. SnJdiul lnlluental drcjdlel utllhate la fermentarc asupra compozlllGl pllmszllor termentate
>c5ee nu s-au observal diferenle remarcabile in compozilts plSmerllor fermentate in funclie de nalura
ret€ 'Jtizah ca malerie prirl, datele oblhute sunt redate intr-un singur tabel (tabelul 4.5.), ele reprezentend
r.t3^ -1€ai. o€ntru fiec€e cemponenl -m parte.
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oblinute la dozarca mmpugiror prna@Ertate in

Tabolul 4-5. Compozitia pldmezilor femenla&l

2
3
4
5

Etanol 92.51
1452 110
133.41 99,629,6

96.21
56

I

irr cee.a ce prve$e valoarea concenkalieialcoolice, drcjdia Safdistil C-70 a condus la oblherea uneiol[ntralii
alcoolicG superbare gianume ,10,2% vol. (fEura 4.3),
Urmerind datele dh tigura 4.4. se observe cl in cazul plSmezii fermentale cu drojdb pakmayr se obtine
cantilatea c€a mai mare de abool_matilic de 1,49 m9/l0d mL a.a. aceasti yaloare fintt cu 10,4X mai maredecat canlitalea de alcool metilic oblinuii in cazul pl6nieziifermentate cu drojdie safdislil c-70.

1e:Ilp_:II-:: I1T"Aj in ptimada supusi fierberii, mai ates cand aceasta esre bosaln in peche (srecta
oe zanar) lt mai putn la prelucrarea meterilor prire cerealiere.
cu €t lemperatura.b rprbere a pliimezi bogate in peclhi esle mai marE, cu atii se brmeazd o crntitate maimare de ahoolmetlb.
Alcoolul melilic..poate sd se fomeze li la fermentarea pEmezii, dacE in pEmada existd microoryanisme cuactivitate pecloliticd.

Flgura 4.3. Concentalia ahootice a demezii
lennenbte ln tuncle de dtujdia unfizsq

Flgwa 4.4. Concentdtia tn atcoot metilb a demezii
le|n,en,,re, tn tunclie drortia ullizatt

Se mai .observi insi ci plimada fe,tmenlatii cu drojdia Etanol RedB prezinti un conlinul mai ridbal h metanoldecal pldmada fermentali cu droidie safdbiil c-Todesi aceasta rtin Lrmd a prezent;t o;c;;t-a1i alcoollcamairiricata

::,t:T:19.1:,"[::f.i;lrl! rydu"r ii acizio.sanici (citric, succhic, t.ltb, malic, z+rijroxieturtre, acetic aialll acEl grall). ProduclE de acizi organici este cu atat mai marr cu cit defcienia substra-tului h enumitevilamine (de ex: tiamira) este mai mare.
Aceii organici sunt shtetizali in princiPal de drojdiile care tolosesc gruparea NH? dh amhoacizi gi smt eliberatiin plSmad{ degi unii ac?i organici maiprovn 9i irlr ttia.t"r'fipu"-t',. 

"io"r"nte 
in pramad4. '

ASa cum se observa in tabelul 4.5 conlinutrl in acizi organici a plamezii fermentate a variat intre 57,62 li 1 
.1S,2

mg/100 mL a.a., valoarea maxini fiind inregislrata in ciut termlnurii plSmeziicu drojdie uscati pah:raya.
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h,p 
"iinetabolis'nrrlui d"rojdiilor. Produclia de este'i esle stimulaE de acidul panlotenb. Biosinteza esterikrdh celula

de drqdb are loc prin alcrcliza compuSilor acil CoA. Alcoolii inplicali sunt alcoolul etilic Ai ahooliirbilluj de
fuz€l. lri ce€a ce privesle concentr4ia in esteri a pEmezii termentale valoarea cea mai mare a bd obtinutd
atuncicendhfermentares.aulilizetdrojdiePakmayagi Fali vabrileliindde 129,14mg/l00mLa.a.igrespectiv
de i20,15 mgl100 mL a.a. (figura 4.5.).
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Flgura 4.5. Concentntia ln estei a pldmezii
feqnentate in tunclie de drojdia utlizate

Flgura 4.5. Concentntia ln estei a pldmezii Flgura 4,6. Cabtitatea de ah@li suryioti,lrt pEmezile
feqnentate in tunclie de drojdia utlizate Ermentate In tunctie de drcjdia uffiag

EnziTele car€ catalizeazi shleza esterilor nesesita CoA, in cantitale mare fomendu-se elilaceta&r" deoarece
atat abootrl etilic cat li bcetil CoA vor conduce la mdrirea producl-tei de esteri din pliimada *rmentati.
Formarea eslerilor este dependenti li de: aporlul de oxigen necesr drojdialor, €re afecleaza sinEa acizilor
grali, respirelia Si fermenialia, avand ln vedere ce drojdiile au un rol inportant in struclura membfiei. Acizii
gra$i n€saturali pot proveni din plimadd sau pol fi sintetizali de dro.idie din acizi gragi salurali. Pr,drrclia de
esleri esle micaoratd prin sc6derea concentratiei plimezii dulci, cregterea gradului de aerare r derezii,
tolosirer uneilemperaturi mai mari la fementare.Cele mai reduse valori ale conlinufuluiin esteri au l0st oblinule
in cazul plimeziifermenb'te cu dro.idie Safdislil C-70.

in iuura 4-6. sunt prezentiate valorile csntitdtii de alcooli superiori in pEnezile bmentale cu c€# 5 droiiii
i.:.ilizate pentru fementarea pl*mezilor. 9i in acest caz, valorile c€le mai mari ale canlilalii de alcooli $periori au
iost oblinule in ceul pldmezilor lermentate cu Pakma)ra $i Fali valorile fihd de 145,20 mg/100 ,nL a.a. gi
respecliv de 166.20 mg/100 mL a.a. ln cazui utilizirii la fermeniare a drojdiilor Trockenhete gi EtandRed s-au
oblinut valcri medii de 133,4'l mg/100 mL a.a. gi respectiv de 129,60 mg/'l00 mL a.a. Vabarea cea{Bai ,edusa
in ahooli superiori a fosl obtinutA in cezul pEmezii lermentate cu dIojdb Sefdistil C-7O de 120,43 GB/100 mL
a.a.

Ahoclii superiori alcatuietD asa-numitul ulei de fuzel. Sursele de alcooli superiori sunt reprerntale de:
amhoacizii prezenli in pl&raCa dube supuse termentirii, care sunl tanstorm4i de droiJii pri reaclii de
dezanrhare decatboxilare gi reducerei produ$ii htermedEri, cum ar fi hidroxi $i ceio-acizii; glucde pe calea
acetolaclatutui. Faciorii care afecleazd lormarea ahoolilor superiori se referi la: cre$terea temfralurii de
lermeni.l;e; egitarea plama?ii in tiIpul fermenlErii; aerarea ercesivi a pLimezii, conc€ntElia prB mare a
pl&Ezii dulci; comooz4is materiei prime folosite h obliner8a p6mezii. Principala sursa de alcooli $periori o
iepre;hl;i amhoacizji. Astfel, dh valini, pe calea a4xovaleratului, se formeazd izobutanol, i6rdtr lucine, pe
cales r-.rdizocaproatului, se formeaze aboollzoamilic. Din izoleuchd, pe calea o{}o+{etil,val€ratului, se
fornea::i ;icooiizoarnilh. Din treoninS, pe calea s{xoDuliratului, se formeaze ahool izopropilb g reeectiv, pe
calca o-oxovale].aiului. se formeazd alcoot n-btdilb.

in tigura 4.7. este prezenlal coniinutul in 8ldehirre oblinute ln plamezib fermentate in tunclie drojdb uflizatd la
fe.mentatia ah.oiicC a plimezii. Astfel, conlhutul in aHehile a fosl cuprins in inlervalul 80,85 mg/lm mL a.a,
atunci cand p€nt'u fermenlare s-a ulilizat drojdie tip safdistil C-70 Si 130,22 rng/100 mL a.a. in cazd uBizirii la
fermenlare a Crgjdiei Pakmaya- ln alcoolul brut, se evidentrazi prezenF formaldehidei, acetaldehida, aldehidei
prcf orri:. Jutilice, crotonile giacrDleinei.

Diiltie ;ldehilele menlbnate, acetaldehida apare E un produs intermediar al termenlatiei alcooli:e, trmarea ei
Iiind poslbld si prin oxidarea akoolului cu oxigen. Fermenlatia plSmezii cu aerare putemi!5 duce lscretlerea
nivelrlui ds acetaldehidi, cm$ere sarc esie favorizati gi de miriea tempersturii de temenlalie- Aldehua
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lazd ?clivd de cre$ere, ulterior cantitatea oe rcetaloetriaa fiiil ;;usa de cehrte in i-pur-r"rm-irki 
"cr*".lmPorlanla acelaldehidei derivd dh rolul siu de-precuriorai iJnorurui. vatorite inmtrlite in riturJ"a p"nt,pragul de sensibilbte ar acestui compus variazi iri tinitete to -zo mglL Griggi si"J"r., iociiiiaro.a oe.mere vezi'.
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Flg-ura 4.7. Conlinutul tn atdehide a pldmezn
fermentate ln tunclie de drcjdia uilizate

Figun 4,8. Continutut totaltn substs,nte v&tte non
alcool a pldmezii tennentate ln tunclie t!rclib udizatd

Leq:J dg conlhutul total ln subslanle volatile, cea mai mi:d valoare s-a obtitut atunci cend pent u f€firEntare s-a utilizat drofdie tip saEislir c-70 in \raroare de rso,el mglroo mL a.a., 4,r3.24 mgtloo mL :.a ra dr*h EtanorRed'",4s4,2s mefloo mL a.a ra drcjdia r.crJnr,i,i", +7i,i;;iloo'.i;: t;"J;i;;;fe;s+*i.rs msrrmmL a.a. in cazuldrcjdiei pakma)€ (figura 4.8.).
Conclull parfiale

'l Studiind .hthenla diteriGlor prBparale us.ate dh drojdii active asupra compozitiei llamezlorrermenlale ea constatal ci pkimida termentati cu drojdia satdi$it C-7d;p;;"li"i''J*,""nrr4i.,
alcoolbd mai mare de 10,2% volalc.

2' AnalEand caliatea 
.pEmezf,or ,erment/ate ti in specbl cantilatea de alcool metilic ,E matA eaconsratat ca prdmada.ferm.enrata cu drojdiasafddtil c-70 conline mai pu1*, 

"Goiirict, r"n"i1,28 mg/,00 mL a.a. 9i impticit mai pulhi substanle \robrite totate ssE,6a.;&ioO .i I.",3 Conlinutur in mizi organici a pEmezii termentare a varht inrre 57,62Iji 115,2 rilg/1s mL a.a.,valoarea maximd tiind inregistrsti in cazulfementirii pldr"rii", arojol ;;rG,p;ffi;^4 il .9Ti ce privegte.concentralia in esteri a plSmezii fermentale valoarea cea mai rbre a tosloblinuti arunci cand la fermen?F ss utirzai droiih pakmsya 9i rati vatorire nino c rzs,rlmg/100 mL a.a. $i respectiv de 120,1S mg/l@ mL a.a.
5 valorile cel€ mai mari ale cantitalii de slcoo,i superiori au tost oblinute in cazul gldmeziorrermentare cu pskmaya $i Fari varorre fiind de 145,20 *giroo .r_-"];.-ii i""pi"ii" a. ree,zomg/100 mL a.a.

a contrnutJr in ardehrde a fost cuprins in inrervarul go,g5 mg/1oo mL a.a. atrnci ctid penuufermentare s-a ulirizai drojdie tip safdbrir c-700i tso,zz mitroo rL 
".". 

i"-*iriuttizirii lafermentare a drojdiei pakmaya.

T Cea mai mi:i vabare a conlhuturui torar in substanre.vorarire, s-a obrinut arunci chd pentufermenrare 
".a 

utirizai dodie tii Saf<rist, c-70 in vatoare oe ess,o4 mgl1fli ,i .i., l3Ja ,gfimmL a.a..r'.droljia Eranor Redw,434 25 mg/100 mi 
".". 

t" oopia Trockenhe{e, 473..!4 mg/1oo mLa.a. ta drojdia Fatix 9i 542,19 mg/t0O mL a:a. in ".ruiJroiO:iii"ro";;-.- 
".-, '' -,'-'

4.3. Comportamcntuldrojdlllorln condllll aerobe dc culuvalE tn taboraior
Muttiplicarea gisbbililatea celutelor de drojdiia fost cuantificaia prin:



Rcn)matul brei.rc t\trk1al
t Studiul dinamicii de multiplicare a dmjdlilor in condtii asincrone
+ Parametrii cinelici de multiplicare: numerul de gener4ii, viteza de multiplicare, timpul de dublarB a
biomasei;

I Biomasi subslantii uscald, 9 substanle uscali/1oo mL mediu brmentaliv;
t Gradul de autolize a celulelor, %NalNt

in cadrul laboratorului propriu al fabricii ea slud'61 cinetba de multiplicare a drojdilor. Numdrarea celulelor de
drojdie, $a rEalizat cu ajulbrul unei camere Thorna iar vhbililatea drojdiilor prin colorare cu albaslru de melilen.
Codlicarea celor 5 preparate uscale din drojdii aclive utilizate in studiu esle prezentate in tabelul 4.6.
in frgura 4.9. este prezentate curba de multiplicare a drojdiilor. Durata de monitorizare a muhiplicirii drojdiilora
fosl de r18 de ore. Curba liph6 de dezvollare (fig. 4.9) oomporfti urm6tosreb iazc: faza de latent6, faza de
pomke a cregterii, laza de cregterB exponentble, faza de incelhire a cregterii gi faza stalionara.
Celulele cere au fost inoculale se aflau in faza aclivi de crcglere motiv pentru care adaptrar€a constand in faza
de latenE a fost relaliv redusd. Celuleh au incepul sa se mulliplice cu viteza din ee in ce mai rnare athgard o
vabare maxima a vilezei de multlllicare p,* pentru condliile specifice in care se desfasoara procesul.

Tabelul .t.6. Cdificarca Apuitot de dmjdie uttizate la tementatie

Flgurd 1.9, Dinamica muttipiceii dmidiitot pin cultivarc subme/s,e
Din puncl de \redete malematic iaza eponenltsld de creglere poate ti descrisa prin dou6 melode: o meloda c€
ia in calcul canlitatea de biomasd li o a doua melodA ce the cont de numeM de celule (Waites !i colab., 2OOl),

Cunoscand numerul de celule la inceputul fazei exponenliale (No) 9i cel de la finalul acesteh (N) se po6te
eAlc])lanumdruldegenenyi<n)confomrelaliei4.1.:N=N0.2' (4.1)

Din ecualia 4.1. se poate calorla nufiatulde diviziuniaplicand logaritmul natural:

,_logN-logAo
logZ

Cunoscand perioade de timp coEspunziloare fazei eponenliale de creslere
poatte calcula tmpul de duilare a p,opulafiei (6nlom' ecuatbi4.3:

t t.1n2
' n IrX-ln,\'"

in lrnpul lazei exponentiale de crestere sxbla o legeturi dfectii intre numarul de celule 9i concentratia de
biornasi. Aceasta din umd cregte dupi o ecualie exponenlhla de tip (4.4):

(4.2)

(l) si numarul de generatii (n) se

(4.3)

(4.4)
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t = t cand x= 2 xo ealatb 4.4 devine 4.5

(4.s)

Din ecuatia 4.5 se Poate stabili corelalia dintre limpul de dublare tr gi viteza spec,rca de c/eslerc a celulelor p
(4.6):

,,-ln2-o'693 (4.6)'Ptt
in laza elponentiala de crestere lj = p-r, unde: p.", - viteza maximd de cregtere a celulelor de drojdie, h'1

Pe baza acesbr calcule au fost oblhute valorile dh tabehrl 4.7. corespunzdloare celor chci drojdii testate la
nivelde laborator.

D3 6,68
D4 5.68
D5 6,03

o,47
0,50

Sc observa ci numerul maxim de geneElii este comparsbil penku dmidiile Dr (Satdistit C-70) gi D2 (Ethanol
ReA*; 9i mai redus pentu droldiile D3 (FaliR), D/t'(Trock;heft) Si D5 (pafmaya). O eroticatie ar fi cE
adaptarea celulelor aparlinand drojdiei D4 (TrockenheG) a losl mai lrrigd fapt susl;rut 9i de numerui de celule
inrcgbtrat in primele 24h la jumetale fati de celelelte variante analizate.
Numdrul de gener4ii calculat pentu drcjdiile utilizate in eperinent pEzinia valori cuprinse intre 5,6€ in cazul
droidiei D4 ffrockenheb) Si 9,17 in cazutdroilbi D2 (Ethanot Redn) ifig. 4.10).

Flgul/! 1,10, Numeu de genera,lii deteminat pentru
dtoiliile studiate

Flgure /1.11. Viteza de muttipticae a drcjdiitor studiate

c-7o\, D2 (Fhanol Red'-) in timp c€. drojdiire D3 (Farr), D/r (rrockenhefei qi D5 (pakma)'a) necesn6
aproximaliv 36 h, Probabil dalorild faptului ci seste cetub ndcesiti irn timp mai tuni oe s"irriarc, in6oitizare 9isinlezl a compugilor neccsari adaptdrii la mediul pmaspat in care pitrund.
Cea.mai mare Weze de multiplicare, € prezenlal-o drojdia 02 (Ethanol Redw) iar cea mai mi:i vitezd de
multiplcare s.a obtinut in cazul drojdieiD4 crrockenhefe) (fE. 4.11].

Fwlulb limpukride dublarea a bbmasei se cor6l6aze perbcl cu rezultalele obtinute anterbr, ceea ce eqrimi
fidellate acestoE (fig. 4.12). Astbl, se observi ci.valorile ceh mai bune ale parametrilor cineiici oJ muhipilxre
sunt cele oblinute penfu droilb 02 (Ethanot Redrr) urmatd de 01 (safdistit b-201. eentru utf in, o" oo;0" oz
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' Flgur. 4.12 . Timput de genenlie determinat pentru droltiile studiate
Parametrii chotbi de multlplicare a dro.idiilor cu vahrile cele mai mici au fost oblinute In cazd drojdiei D4
firDckenhele) grJabnE cele mai bune pentu parrnetii cineticiau fost oblinuie in izul drqdiilorD2 (Ethanol
Red'-) 9i D1 (Safdistil C-70). Prh studiul stablilalii rnctabolbe a drojdiilor (iigura 4.13.) se o6serr6 ce cel mai
r,edy: glag de autolizd cu a valoare- de 70,37%, dupa 48 de ore de la iircepuiuitrermentaiiei alcooli:e se obline la
drcjdh D2 (Eihanol Red'M), urmat6 de drordia Ol (Saldistil C-70), difereniete dhtre cete doui droiti fiind ioarte
mbi.

Rezultatele oblinute la evabarea randamentului de biomasS subslanla uscatd (g biomasd substanti usc€16/1OO
mL mediu), dupa 60 de ole de cultivare confima rEzultatele ob.lhuie anliior, si anume ca cd mai bun
randament de inmu{ire al drojdiilor fl au drojdiile D'l (safdistil c-70) si D2 (Ethanol Redfr) (rrgura 4.14.).

Flgura 4.13. Stabilitatea metabolicd a drcjdiilor Flgurr 4.1 1. Canttatea de biornase subshrld uscaH
oblinutd Fntru tulpinile de drojdie u$tizate

Concluzll pa4iale

1- Prh delermharea parametrilor cinetici de irrnultire a drojdiilor studiate s-a observat ci cei mai buni
paftlmetricinelici de lermenlare sunt cei oblinuli pentru droidia 02 (Ethalol Redru) urmati & drojdia Dl
(Safdistil C-70), diferantele dhtre cele doui drojdiifiind foarte mbi.
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i"i
ahoolice se oblhe la drojdia 02 (Ethanol Redil), urmatd de drojdh Dl (safdinil i-zcl, r*ennlere
dintre ceh doue drojdiifihd foarte mici.

3 Rezultalele oblinule la evaluarea randamentJlui de bbmasi substanla uscati (g bbma$srbslanliius€t 100 mL mediu), dupd 60 de ore de cultivare confirmi rezultatele obtinute-anterbr,.dmai bun
randament de inmu{ie al drojdiilor avandu-t drojdiite DI (satdislil c-70) siD2'(Ethanol Redil;

4. Drojdkl utilizati in procesul de F*gl9r", la oblinerea alcoolului Rlitic din metasa intuen@e dkect
atai randamentrl de oblinere a aboolului erilic cet ;i calitatea alcoolului etilic obtinut.

4'4. Studlul tactorllor caro lntlmnlaaza clnetlca dc ferm.ntalle alcoollce ln cohdllll de labora51
Cinetba fermeni4iei ebnolie este direcl colerati de efeclul mai mullor faclori.
in condilii de laborator, in ce?ul tulpi'iii de drojdie D1 (Safdisti c-70) s-a studiat electul mai mb factori
precum: ) cantitatea hdhle de inocljl; ) concentralia in glucide a medi.rlui de brmentalie; ) tefiEratura de
fermentalie; , pH-ul mediului de termentatE; ) caniita{ea de etanol; ) agitarea mioiutui *.lnrnura; +
adaosul de nubienli.

1.1.1. ElG.Etut mddmii inoculului asupn eincticii determentalie alc@fice
Fermenl3lh alcoolbi $i imPlicit aoumularea de alcool etilic are bc cu atat mai repede cu cat nuI'}ff de celule
viabile dh meditl fermentativ este mai mare (fig. 4.15.).
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Flgura 4.15- Erbcful concenlraliei .de.celule din .mediul Flgura 4,16. E Ectu I concentraliei de zah*din melasa
temenbtiv asupra acunuEiialcoolutui elilic asupta cineticii de fedenbre ab6.ce

La un nurner mai mb de celule viabile inqiale in mediul de cunura, cregte Curata tazei lag $i cmularca
etanolului este interz hta.
Aga cum s€ poate observa in figura 4.15. pentru un numdr hitial de celule de 1 1Oe UFC/mL valoc tuzei lag
poale ajunge pand la 4 ore.

De aceea in Proacticd se recomandd utilizarca unui numdr suficent de rnare de celule in madidtlmentativ
pentru scurlarea fez ei de latenti a celulelor de drordie.

1.1.2. Efe.tul concentaliei ln glucida asupra cineticii de feflF;ntalie etcoofice
Evolulii canfitdlii de etanol obtinuG prh fermenbrea melasei cu concentralii dilerite de zahar 50 g{., 10o gll,
150 g/L' 200-glL $i 250 gI- este prezentala.in figum 4-15. Analizand aceistd tigurii este evilcniiptr.rl cZ o
concentratie in gluclle de aProxirlaliv 2oo gtl a iubstratului fermentescibil lavor-izeaze pozitiv pmflcerea oeetilol.
Dupa 60 de ore de fermenlare in pEmada cu_concefltralia in glucue de aproxi.nativ 2OO g/t E obline o
?Icenlral'e in etanol de 85,3 g/L. Cum era gi firesc cea mai mL:6 concentraib in etanol s-a-obligt irq cazul
plemezii cu conc8nlralia in gluckie 50 9/L de apmximativ 22,2 g/L. La o conentrap foane m*-irt!6tatutui
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r:yt rr..,., r,tr,lalsarry': 1T1).-!" concentralii mainrari.se alinge riTlita de sau.rratie, astier inc6t;it;;srtr"iHp.ar"ur"
a et'anolului de cilre celulele de drojdie atinge o \ialoare maxin6 Ia o conceniralie a gluciJebr de 2m gul-_ pesle
aceasli valoarB, to'lhib4h catabolica a enziTelor drojdiilor pe calea melabolice f;rme;arive conduce h -edereavitezei de con\rersie a glucuelor ln etanol (Ergun qi iotaU., ZOOO).

in.cazul concen-lratiei subslratului de ?50 g/L glucide se observe o scedere a concentraliei in abool elilic,rEbarea maximd oblinutd dupd 60 de ore de termentare fiind de 80,9 g/L.
Un efecl secundar importani al prezenlei glucidelor este represia ciii melabolbe oxidalive (efectulCraffie€).

!1,31:Trlii.i" igqur".d." grucire (in fun4ie de turpila de dro.idie), producerea de enzine oxiarirre esrelnnDala, lo4end astlel melabolismul fermcnbtiv. Aceasll represie calaboiici nu se ]ntahette la toab droirite liea esle o proprietate dorla ra serecrarea turpinilor industriare pentru obtherea de bioetsnor.

?I?jdill"t dezrroltd in condtlii bune, alunci cand mediul in care se ana arE o presiune osmotij cat maiapropiatd de aceea dh inieriorul celulei (izotonie). Schi"nbirile brugte ale prgsiunii osmotice a nreoirrri potprovoca.dereglarea tunclilor compensatoaE do adepr,are ate memoranei ;ibpl"rm;i; ii"t#1gzari acpereteluicelular, ce pot duce la moarlea lizbbgicd a ceiulei.
in medii cu PresiJne osmoti(* rilicate, bogab in glucide sau sdruri (medii h[ertoni:e), celulele sunl brFte sArealizeze h interiorul lor o ontrapresiJne osm-oti:a echivalenti, Esand'si keacd in medij o propo(E
corespunzdtoare de ape (Shueirra li colab., ZOOE).

cend celulele se gdsesc in medii cu pre8i/ne osno&a inferi:ani celei a conlinutului vacuolelor, h ape deexe-mllu, dh. aceeail necestate a realizlrii unei conlrapresirni osmolice echivaiente, i"""ptj p;tir,o"r"" o"8pi dh mediul extem. Drept umare, turgescenp.celulelor cregie p6n6 c6nd p*iir"iL-i^irfir,ia,e oupaq"gt"
T,s:nl" petlelu!. car€ pr€sneile. 

-Finomenur de turge*Ln1i duce asiiel ta ostrugJrea cer;br. prin
d€-shidratarea droidilor, in c€lule se merette concenkalia iir subdan{e 9l cregte presiunea 

-osmoti:a, L ercrcitainrb-en!5 aupm procesebr bi*hhice al; celutel gi ta irn anumit nvir ii'".pi yi*ro"rat 1n"'ffi,"e et 
"r.,1992).

1,1.3. Etgctul etanolului asupra cinettcii ctetern:fin'E/lie atcooticd
Se cunoa$e faptul d etanotJl esle lorh pentru drojdii, de aceea bleranla mare la etanol esle o caraderisticidoritd.b seleclarea tulpinilor industrisle (Freitas 9i iolab., 19€8). Adsosut de clanol afecleazi daecl vteza demultiplicare a drojdiilor (f'9. 4.17). un adaos de 6% vlv in meoiut de culturd va induce o scehre a vlezei demultiplicaG cu '16%, in tirp ce un adaos de 12 yo vlu elar:r',l va reduce viteza de mul{iplicae c, asx. ete<lrlhhibitor al etanolului este in general negliiabil la concentralii in eianol mai mici oJ 2o grti dri p*t6a*i.r"a
tulphilor de drqd'le, producerea de etanoi 9i cregterea cetuta* se opresc complel la aproximativ 1g0 g etanoyl(Aldiguier 9i colab., 2004, Banat gi cotab., 2-OOB).'

hhib-itia prh etanol esle corehle diccl cu hhibarea gi d€nalumrea enziTelor glicolilice inportante, pr€qnn 9i cgmodificarea mernbranei cerurare (Ameborg gicorab, isgs, aooet-rattan 9i cotai., 2ooo1.

Flgura .1.17, Etectul prezenlet alcoolului etilic asupra
vitezei relative de mullf,icire a elulelorde dmiiie

.+-0,lyn

+50rps

+l(t+il
*150.ph

*200rph

Flgura 4.18. Eltsctu agitlii asupra circtki de
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-ln 
acesl erperi'nent' mediul de cutturd este agihtlolosind urmltoaG,e viteze de rotalii: o rpm,50 rprn, 1oo rpm,150 rpm ii 200 rpm. in fEura 4.1E. se po"t"'ou*r" 

"i-h;;h care nu se agita mediur de cuiturd car ii aunei agitiriugoare de aproximativ SO rpin termenraiia abooiiJ*#te 
"rccnU.Aceasta probabr se datoreszd"vorulu]il.r"r?tl, rgg.us care fermenteazS 9i se ornogenizeazi, a formariidioxilului de cerbon cet $i datorile concentratiei rcrativ rii[ate le glucide de aproximativ 2oo g/L care esteadec ra pentru reprhlarea consumurui aerobii de grui'd" h-Go-i r"on orm efecturuicrabtee).

1.1.5. El@tul pE-ului asupta cinaticii de f,Jnncnt/lie alcotici
yrteze de fermentatie este sensibile-la modific6ri ale valorii pH-ului, darmajoritatea drcJdilor de fermenlaliepreziltd un pH oprim intre 4,0 si-6,0-(Lawrenceigi irrJi.,iodal. h plus, maFritatea drojdiiror por rorerae&unerea la soluliiacire la pH = Z,O tara Ostrugerejfoi. --" ---
Pentu evaluarea efectului pH-ului asupra cineticii de fermentalie. in cond(ii de laborator melasa a fost adus6 laun pH diferit avend valori de 3,s; 4,0: 4,sl s,o; s,S; o,olie,i pr'ir'"i"-o" a..cro sufr,rt xrS-6.. ?n-re"sr, cono4uede fermenhre au fost: concentralia in gtucUe = zob SiL i= io-iilta.a 

"Sit"r".P'starea medirl de lermentatie la un PH aci, va impiedica dezwltarea allor mbroorganisrne care ar puteacomprom ile Erment4ia alcoolici.
Dh figura 4.19. se poale observa ciJ :T", t:*ulJrJiei, compurii votaliti se gisesc in canlitili mai mariatuncic€nd mediul de fermentatie prezhE varori de pH ih intewltri s,s+,s faE de siruarkr in care medirr defementalie are pH in intervabl3,5-4,0.

Figura 4.19. Efectul pH-ului asupn con.r/ugitorvolatili
din plemada fermen?€ '

r fuule { rv EEcIUt w-utut asu@.contpuiilorvolatili Figure 4.20. E.rlctul pH-aJlui asupn cantjtdlii de etanoldinptemadaremenbg.' --'- roi"tu-ii;#;;;;;-;;ii;iiiiar,,
un pH ugor acii favorize€zd .ctiviratea metaborici a drojdiiror gi formarea arcooruruietiric.
EvalGnd cantitatea de alcool etilic tormati se observd ca la pH-ul 4,s5,0 se formeaze cantitatea cea mai rnarede etanor durE 60 de ore de temenrare in cazut totoin-ii o-roloi"i'di-0" 

"proxinaliv 
79,95 g/t (fig 4.20).

orojdiile se dezvolt5 in llTite largi.de pH, pentu c5 au capacilatea sd se adapteze h unele modi'cdri alemediJlui de cultivare. Astlel, oaca-pH-ul'meoiurri".t" riJi *[IJ]t varoarea optima pentru crEgerc, in cerura
;t:]xi,xTlf,".*rte. decarboxihze 

"ano 
pH*i-irt-ii-"iitr decil varoaraa oprine. devh acrive

ln aceste condilii, ptodusele rezultate din amhoacizi sub acliunca cstalitici a acestor sisleme enzanaticc tind sireaiizeze neutralizarea 9i reprezintd ssteme tamponai 
"rdt 

il]i"" al pH-ului. oupa epuizarea stocului deamilo*izi' acliunea pH-ului duce. la moartea t"ruriio.,-J"'roriiat al unui dezechilibru, prh modirrcareaschinburilor osrnotice intre celula 
.9i 

mediu. E ecirl pi-ilri ,*jiirJ 
"utrifiv 

asupra mutiiplrcerii droijitor trebuievaloriticat in pracrEd. La un pH = 7.5 inrensitate; J";;il;i;;;iaamentut oe cregtere esre cil oirroo % maimare dec€t h pH = 4.0 in diverse-medii nutritive cu glrAiilI 3ot La scdderea pH-ului in medu num, sesrinureaza pebunderea protonilor in cerurg. Li il;H"=i;-il;tr'ari **=r'i" iJia^liii"'pif,!, ,,. ,*i,
30
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afDr fegr ri{l hlracefubr,
(EqEbaa b regbrea glicolizeitia celulelor de drojdie (Karelina !i cohb., 2007).

la.v€torite de 7,s. VaEr!-tF;lui are o mportantd
valoaea oprna a pH-ului la cultivarea droidbi .sa. h"--;" :^: - - - 't '?4Y'' 'w' t'
$nt mun mai *iive inn ,n -*r, l1?l3fi!::p^*t-rgfrfgs.cereyis,be osciteazi inhe 4,5+s,8, de$i
H3[T:,#"#IH[*""r-"::.xpr-{;Eitjie:r$:i,t"tiJi""T""d?ffi ,lf :'*i,Hgf '5g€scsc h slare riziologba uunri J se ilrrflii]i-pl."ijJ;iliri=''" ueiurere 0e droJdi'in acest domeni] se
randamentut ti ;iild;;;;br finne_ rn nr.nri.i da--^h-:" ll,liTryl cu[iverii dro-Jditor. depi']demHfl '"i:,r5y""'53ffi r*'3';;1;;;&.1;ff#;T5[ff rg',:Jj,[::'jif H:#',*i:fflf[:l_":,ii io:'i 

:: hdrosen riiro urimitroia"-;;H;;; 
";##ffi #:',5ffL,X#?"oJ*

*l;xf; i i: ils ;if*i#",nt:"s-T:"i] ? : *l pn: "..r ro;;il;;# #ill,i',",' *
[[!iE jJgf3,ll:fi dfi H'g6i[i:S^"{m,i,l,ii"'1i[l-!i,iil]xi1fi qlili""l;
este de 2,i, hr ta ulr continut a. e s*t, 4 oz rhar ,,-.^ ,-.^-,^ -,, ?":3 TI'--a a pH-ului accePtat de drDdiiesle de 2,3, iar la un conlinut O" A,S-ti! 7" J;;i rri,i!iirIliJi'"u'ca 

mnma a pH{Ilur acceotal de drDdii
o. s,s, 'i'ii l" "[G:;'il;:""irn rihd incerinn in arari da ."--"?-pltYlg_ff_d:,{: po:tJ a"_1ioni eir"
*j".;[11,,,"i,?t;lgfi"*n*5,J,i**:*l i^""1= S:_iJ":.;iffilid;#ff;,fi_5:;S"]t$:"".T;[T"gff L[li,;,'ff :ff ffi re-;1;GJ;;;ff ;"i;Hfr ["T[:Hffi iJ;-ffi t1L"J,"Tti
subsrantetornurr,ive tn 6r,r. *_;1ylrJ ::_!T.:1lr:ll acliune.asupra acrivittilii enzinetor, 

".r,iii [atruno"rii
xfl.f f f3jy,Sl"Tlgnl1t* il{ y';;;;;" ;'$[ji""lE[,l?,ffi :jgffi lilffi.Jj1ffi*Jliil
Xi,13i,i,'#i3fu'?il,""?H::,:i':l?T,lx r-1,r",a;"iii#,'uil,'t;il:i:fiHlilfi:ffi"Tffifi5'J::3'g'S"i*ff-fir,,::::l="^:o;'"");;;i.#; i:;';ff;",,ll';:"Blfllff::'#ilJ,#'J;,iiruLt
m;,ff-,Tf#" 

pH{rui pro\oac6 .,"*uo"'#tiu[ilii#ffi;;;#;L',1?l[u"f.i#JL]lLffi"rff
1.1.C. Ef*tul fc,mrF,,rtwii asupre ctnaticii de fcflrcn&ilte atc(r,fice
Toleranla temperalurilor inalte esle o-c€Ecteristbe ooiilri pentru seleclarea drojdiilor de temenblie gi deg[1::#T:ffiyl1';ffi::h6"*'o "-i*"p",."uij';pffil'" munipricare oJsd-.siic-iil;urr"n"n ei
Te'np€ratura esie, dh puncl de vedere al procesului de bbsintezi deslligurat 18 scara induslriaL, unul dinteparamet ii fiziciceimai importanti, imptar jroruno, pii;;;il;;, i;6il;;;;";;ffi;l:'*, .

varialile temperaturii au efect asupra randamentului de transiormare a sub6t6iului in produsul doilt, asupracerhreror nurritive are drojdbi, comioz4ieioirmafi;fiil ;i"#l;:ride creglere (suutari;icorab., i99o).oroid;E saccharonyces celevr'sr'ae aparne grupurui mF.zorir, tempsetura optim{ osireazS ?ntrE 26 .c 
$i 36" c.h rlgura 4'21 se observa faptul ca bmperatura optmi o" r"rmJnt"r" care conduce la oblinerea unei canldalimaxme de arcoor etiric esre 3ooc. Templratura 

"pi-, d;6;;'r;; ra concenrrarji mbide arcooresre adesea
ffilfl"' 

t"," (pand la 38"c), dar tohrLnk h;6;i;;#;niffiia r ,u,.npur"ruri reduse (AHisuier si corab.,

+20c
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Ftgura 4.2I. Efectuttempenturii a" ft^"iiiirpn cineticii de tementalieE)gunerea la Gmperaluri oeste valo€rea oPlima are € rezultal degradarea e)cesivS a enziTlelor $r pierderea
:f.t#:tl"t3flr' Metaboiismul am;ailor itiuellii"nd'ffi; ks de subsrrat consumar o ;anritare de

Dephsarea ar celeva grade in iurul temperaturir oplime de cr6$tere influenteaz. nu numai randanentul ino.masa oblrnuld $i viteza de cregtere, dar li .orpJini" uio-"tiniL a cetut.i de drotsie. oatele din riteralurdarate cj variariire de remperatuni aiect"a.i niuri" ii'.i"u #;ilJL d" cerurd, precum gicompozitia b,maseitr pmt.he $i ripire, conrirutur in ARN ar *rrii hrp"rirr'li.,il"Jn1nrrrr in ARN ar drordiiror $i vircza hr deTuhipttae se mereste rd scaderea remp€;fiiiA;,il;i;r""t] ?oo.f



Temperattra procesulu; de cullivare cond(ioneaza conlinuful l'n lipire din compozqh mernbranelor celulaE-
Astfel, membrana dro.idiilor pshrofie clnline ln cantteli mai mari acEi gragi polinesaturati, cele temofile, acizi
gragi monones.rlurali, iar cele mezofih acizimono- li polinesaturali (Jamai 9icolab., 2003).

in condilii de conservare, celulele de dmjdie pot suporla temperaturi foarle sc6zuie. pini aproape de zero
absolut. Ele supravieluiesc mai uior la rece intr-un mediJ uscat, decet intr-unul umed. S-a observal ce prin
scaderea temperaturii sub lhila interbard de 0" C se constati o reducere a vitezei d€ rnetabolism. Astfel, prin
sciderea cu 10oC sub temperatura mhlmd are loc o scerere cu 50% a viteiei de mebbolizare a substantelor
nutrili\re, Aceaste scidere de activitate se explicd prin faptul c5, prin scederea temperaturii are loc o plieE a
hnlurilor proleice gi mascarea cenlribr activi ai enzimelor incil acestea nu mai fac bgetura ctr substratul 9i nu
maiindeplhesc tunclra de biocatalizatori (Toriia 9i cohb., 2003).

La lemperaturi scezule, se produc pierderi de api intracelulari, droldiile kec in stare latentd de viale, cerd
metabotismul se desfegoare foarte lent 9i pot r6mine vhbile timp indelungat. Prin congel€re, drojdiile se Pot
pistra linp nelinitat, deoarece cantitatea de api liber5 in extedorul li hteriorul celulei se reduce, trecand in
stare solida gi'numai o pade dmanand disponibild peniru a ti tolosite de celule, inc6l activilatea celulei este
oprite.

S-a eviJentiat taptul ca o @ngelare a drojdiei Sac,charomyces @rcvisiae suspendate ln api la -30"C sau -50"C

a dislrus 48+94 % din celule. DezgheErile 9i inghelarile Gpeiate provoace insa moartaa celulelor de dmjdie.
ScadeEa iempeEturii de cultivare ae la 30"C la 15'C conlribub h mirfea continutului de lipite, la 30oC eleste
de 12 o/o, ar la 15'C este de 14,5 %.

La Saccharcmyces cercisiae, prin sc*lerea lemperalurii de cregtere maijos de opliT, se mdreste canllaGa de
proteine $i acizi ribonucleici, hr cantilatea totala de glucitle ale celulei scade, !n prhcipal, prin *aderea
@nlhutului de trehabze (Torija 9i cohb., 2003).

in domeniul de tempeEturi supraoplimala, cre$terea este mncurata de moarlea micrcorganbmelor- Moal'tea
elulelor de drojdie la lempeEluri supranaximale este c€uzatd de denaturaGa brmici a proteinelor Sienzhlelor
celubrc, incat activitatea de metabolism este oprte ii se produce moartea EiologioS a celulei ter6 si abi loc
distrugerca tizbd (Banat li colab., 1998, Rajoka 9i solsb., 2005). LZa drollilor esl,e o tunctie pulemic
dependenli de lemperature, fiind caraclerizatii prin valori ah energieide aclivare de 70+90 kcal/mol.

1-1-7- El€rtul a&osului de nutienli asupn cinaticii delam?fnlalb atcnolic,
La oblinerea hoculului de drojdb, pentru oblinerea unui randamml mare in celule se ulilizeazi cregterea
semberoba sau a€robe, cu o cantilate mull mai mare de nutrienli supliTenlari. Pot fi adeugate suplinente
omplexe, ca de exempfu e)dract de porumb, extract de drcjdie, extracl de matl, hiJrolizat cazeinic sau diferite
atte preparato (Nahvi 9i cobb.,2002).

Pentu evaluarca efectului adaosrlui de nutrienli asupra chelicii de fermentalie, proba martor a fost considera6
proba cu ingrdgdmant N-P.K.

in ftqura 4.22 se observe ca adaosulde sulfal de amoniu, giadaosul de ?ngr5$emant complex N.P.K, cumubt (rJ

preparalele Prolectvit BM1 Si BMG hfluenleaza pozitiv atil mulliplicarea drojdiilor cat !i randamentul ln alcool
etilic (tig. 4.23.)..

Fgura 1.2i1. Efectul adaosutui de nulrienli asu!/.a
vitezei de multiplicarc a celulelor de drcjdb

Flgula 4.23. Etectul adaosului de nutienli asup6
canltdlii de etanol fama6

I nrt-'

i;; Ii{ -I{06 :,, .;, E*A tg.,ll,,r Ek,Wq ffi
;i::: 

$ E f fl,
M.eixpx) 1l{lt{1150{ NPlrP.oldv{ 

^P(+Pml.ilvi



"nulrisrla secundari, necesari pentru multipli:area $i menliriereaictivtalii cetutare (tvtattreroe gi-ii,i"u.lloocf.
h PIafJ".3 multiPlicaEa droidiilor. 9i ejbleJ'li fgment4iei alcootice sunt mult imbunititite prin utilizareareciutlarii unei podiunidin borhotul azu[at de la dbtilare.
Borfiofulconline nulrienti solubiliconcenFalide la fermentarea anlerioari, 9i suc c€blar rezullat din autolizacelllelor de droidie' Borhotul are, de as€menea, o capacirare iampon e)cetenld gi reduce necesarul de acizipentru ajusiarea PH-ului
1.1.8- Eto"t l a&dsurui de subproduii de fe-,enape asupn cineticii de ferm,,rale arcooricc
Multlrlicarea drojdiei $i producere.a eEnoluluipot fi irhibate de aparitb subprodutilor de fermenlalie. Cei maiimFortantisubproduli de fermentalie c€r€ au eti:a. nnioitoiitai asipra muniptlurii droldrei cat iiai-ripra cinettiide lermentaln alcoolici sunt acidul acetic li acirul hcti. Otromas qieotaU., )OOZ). r - -i
Ack'ul letb 9i inlr-o mai mi:d masuri,.acirul acelic sunt pa(ial indeparbli la disllare, a6ttel inc6t subprodugii
de fermenlalie nu inpun in mod normal o liniti asupra re"'i",irani. i'n iqurd Lzn. este irezentat eiectt acioutuihctic asuPra randsnenlului in eianol, atJnci cand niedtul cte rermentali conrne caniitili v-ariaiire oe'acu racrc
*f*T,r-T"j1.-.l glLf_slLr s s/L acid tactic. in rBura t,in si o6serva b un iJa<js o" i gir- u" 

".u 
r*ri.ln.meoul de 

'ermstalE 
va induce o scidere cu aproximativ 8% a cailietide etanolfat6 de proia marlor iar unadaos de 6 g/L de acij lactic in medful de terme;talb va inouce o sc6dere cu a?rcximay 44vo a cantitdtii deelnrol fald de proba martcr.

3&/L 6ell

Adalde r.Uhak,gA

Flgura 4.21. Efectul adaosufui de acid taclic asupra
canileili de etanol

o,li/t 0,6giL 0,!g/l

Mildeeidffi&,&A

Flguri 4.25. Efectul adaosului de acid ?cetic asup.f,
canttdli de etanol

ln-caz-ui adaosului de 9 g/L acid lactic in mediul de fermenfalie, in final etanolul lomat a inregistrat o scelere deilo/o lalt de proba marlor. Din 
-lileratura 

de specialitate'se cunoagte ci electul aciluiui acetic este maipronunlat. De aceea in mediJl de fermeitali€ s-au adeugat concentralii mai reduse oe acio acetr ji"nurn" o,sg/1, 0,6 g/1, 0,9 g/L acid acetic (fig. 4-25.). La un adaos le acio aceti: in concentatie de 0,3;[ ;-; observat oscSdere cu 24% a cantilrtii de etenor oblhure. t-a un aaaos oe 6,g!lL sciderea este de E4%.
T-hornas gi mtab., 2002 a demonsrra! ce. dro!? saccrraromyces cercvisiaeiolereaza concentralii destul deriiicate ale acizflor lactb sau acid acetic, atuncicano pH-ui nfiJr-aimediutui a 6rescut dupa aaaosui he acii.
Alli autori au.demonslrat ce drojdia sag-chajo?yces cercwsrbe poale lolera concentralii relativ mari de acic lacticsau acii acetic aciziin medii a cdror pH a rost iorecbt (parmqvisr gi corab; resg, r{inez;ih ii 

"oLo., 
tsszy.cand sunl expuse la un stres speiial,_-celule de orojoe od mu[e ori raspund adaptativ printr-o rezbtenldtanzilorie la acebgi stres sau un stres diferil, cu un fenomen cunoscul sub numele de eco-proteclie (carmelo lioohb.' 1ee8). 

-comportamenrur diferil ar dro.diei ra stresuiinous-a;;;;;;;;Gj'ri"]i'I"'i"ror"".a
constantebr diferib de disociere ale celor doi acizi. Acilul aceti (gl? a.7q are o valoali i constanrei oedisociere maimare de€t pKa de acid laclic (pKa 3.S6).
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condqiile.penru gplmizgrea obtinerii de etanol prh (ermentarea melesei houbta H dmrdii ii mfturare8
parametdbr cu efecle direcb asupra acumulirii de etanol au fost prelucrate stalistic prh 'anatla teaoriata
uflizand mebda suprafelei de rispuns (Box el al., 1978; Mubeccel ti tvtuth, zooo; Hamiaveni si "ux., 

zoot;
Phbdaphong gi colab., 2006; cheng ti colab., 2o1o). Rezultatele ;blinute gi deialiate anlerbi ar cvroenlllt
faplul ci cele mai relevanle varhbile cu efecl direct asupra oblinerii etaholuluiau fost tempcratura fir) 9i pH-ul(Xr. Asfel, a fosl utilizal un mod-el factorial fnlru a investiga efectul sinuttan al citor Z raiui'aiupra
rispunsului gi anume asupra canlitilii de aboolului etilic formaa(r. Matrbea valorilor sudftb e;nedatri in
tabelul4.S.Ecualiac€redescriemodelul petraliceste..y=a+b.Xt+c.Xr+d.Xr?+eX]+f .X".X,
Semnirlcalb fiecdrui coeficient detetmhat prin regrBsie nelineard a fost analizali cu ANovA. pentuGstimarea
coelbienlilor s-a ulilizat programul statistic STATtsTtcA 8.
Modelul sufrafelci de rdspuns a utilizat tipul compozitb centraE de modelare (CenH Compos5 Des(rn),
utilizand 2 factori, 2 niveturi (+1, _1), 1 puncl central (model e&eriTental faclorial z5 + r pnrt ce'nu[ t uroc 1ii
singure erie de eryerinente). Modebl experircntal a conlhut 9 eryerinente conform tatetutril.g. "'

i'?= 0,9936; R'?ajustat = 0,993rt5; MS ReziJual = 2,70731S
Modelulcorespunde uneiecualii palratice. ln urma rulirii progarmufui slatblb ecualb modeiJluipit?lhdevhe:

I = -l 13.1 139 + 1 1,7538. 4 + t 3,2417. X, _ 02142. X: _ t,7 t67. x: + 0,0325. x, . X"
Tabelul 4.8. Matrce a valoilot

2A 4 68.5
2 zo 653
3 2t) 6 &.2
4 30 4 42.2

30 41.2
30 6 78.8
40 4 51 3

a 40 5
9 40 6 50.

Grafbul suPraiali de respuns tridimensional oblinut este o reprezentare grafici pentru sludful hterac*mii dintre
cei doi lactori select4i pentru delerminarea cohcentreliei opiime in veairea athgeri oonenrraii:i-.rf;axime oe
etanol.

Figur. 4.26'- supratala de respuns ce desctb valiala Flgura 4.27. Diagmma de c@l[ ptiviN *ctul
conlinutului llt .6.1a!ol tn tunqie de temperture gi N temp;ntutii gi pH-uiui asupn cutgnitutui n *n4 catw baza modeluluiadoptat gi ef{ciut coelativ'at cewixti pan&
Pe ntervaDl de-pH^cuprins intre 3.8 9i 6.2 un faclor importanl este temperatura a carui maxiT esD situal in
intervalul 26 9i 30'C, o un optim pentru temperatura de 28 0C, 

temperature carrcteristij dezwttaridroiriilor.
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Produclivitatea maxim5 de oblinere a elanolului a fosl de 2,33 g/Lh
Dl, dupe 36 de orE de iermentare, urmau de 02 (2,1 g/Lh), D4 (1
(1 ,46 g/L h).

te 2,33 g/Lh atunci cand s-a utilizal dro,ldia
g/Lh), D4 (1,8 g/Lh), Ds (1,56 g/Lh) $i D3

O prehJngae treilaie suplirenlari a tinpului de fermentrare hduce o scddere a prcductivitdlii in
etanol.

Valoarca raportuluidintre elilolul format licantilatea intiali de glucide (yt) in runctie de timp Fi de
tulpina de drojdie utilizaG pentru lermenlare a bst cuprhs in iltervalul 4,92o/o - 72,@o,to-

Valorile medii ale randamentului in etanol raporlat la centitatea iniliald de glucue (Yl) au tost
maxine in cazul tupinilor de droidie D1 $i OZ (21,93% 9i 15,03%) 9i respeciiv 4,92%,6,35% $i
5,81% penlru D3, D4 9i D5.

Vabrile medii ab randamenfului in elanol oblinul practic raportat la randamentul t€sretic (Y, dupi
60 de ore de fermenbre eau situat in intervalul 83,62 - 83,83o/o.

Pentru stabilirea duratei opthe a procesului de Eamentare trebuie sd fie luale in consilerare toate
aspectele atat din punct de vedere tehnic c6t gi economic.

4,6. Studiul ll optlmlzaEa fErmenb{ei alcoollce le nlvel lndustrlal la S.C. Euroavlpo S-A., Ploleltl,
Romania

Faza l. MultlpllcarBa drojdlel. in fabrba mulipliprE droiriei se rcalizeaz5 in vasul de droidie (1i9.4.4O.). Vasul
de dodie esie din olel hox de capacitate 25.000 L prevdzut cu: serpenihJ de recire p€ntru asl]urarea unei
temperaluri oplime de muttiplicare, sistem de recircuhre a plimezii pentru realizaFa unei omogenizdri
corcspunziloare 9i sistem de aerare. Melasa dluaie b aproximativ 12 "Bx ceea ce corespunde cam la I %
zah* se aduce cu aciJ sutfuric h un pH de 4,5. Se adauga sarurile nutrti\re, drojdia uscaE in cantilale
corespunzetoare cale se asi!,ure o concenlratie de aproximatM de mhin 106 celule/mL. Se asEura o aerare
moderatA de aproximaliv 2 L aerll pEmada Si mhut necesard multiplbdrii drojdiilor, o lemperaluri de 30 - 32 "C
timp de 12 ore.

6.

Ftgura.t.40. Vasul dc drollie utilizat Wntru mufiiplicaBa dadiei
OupA aceasl6 psioadd de tinp, concenllath pliimezii ajunge la 6-7 "Bx, se preiau 90% din pBmadil 9i se
lransferd in linul de fermeniare unde se conthue ehpa de muliiplbare a drojdiilor cet gi prelennentarea.Pes{e
ceb 10% de pEtmada rSmase in vasulde droidie se aduce alE melase diluala h aproximativ 12 oBx cu pH = 4,5
9i se continue mu[hplicarea in taza l.

Feza ll. Prsrerment3lEa. Prefermenlarea se realizeazd in vasele de f,ermenhre (lig.4.41.). Vasele de
termentarea numile 9i linuri sunt dh olel inox de cepacilete 4OO m3. Sunl prevezute cu: sistem de recirculare a
plemezii Pentru realizarea unei omogehizeri corespunzaloarE pe acesl circuit rihd hterpus un schhbdlor de
c5tsura 0n conlracurenl circuH apd de recire dedurizaie), agitator ti sbtem de aerare (fig.4.42.)"

Ceb 90% din Plarnada din vasul de drojdb care se lranleri in linul de termentiare sunl compleble cu mehsa
dilurlrlila22-23 "Bx li PH = 4,5 astfel incat pEmada din lin sd ajungd la aproximativ I "Bx. Se adaugi s6rurile
nutrilive in caniitatee calculsld corespunzdlor pentru melasa nou adiugale gi se conthue aeraIea.
PrefGmentarea durcazd aproxinativ 24 de orE li se dest4oara la o temperaturi de 30 ... 32 .C.

41



- 

Rezumatul ./I"-zei de doctr,nt

Flgura 4.41. Linui rentru femenlare Flgura 4.42. Sistem de 
'ecin 

Fenh)Enuri
Faza lll' Fermentaroa. cand F{imada de prefermentare a ajuns la apEximativ r+0% dil capacitatsE vasului seoPreile aeftlrea si se continud 

1lT:ntare_a cu mebse paia ra iloz" din cspacibrea \€sului (bfermentare,aceasta constiluhd lda de fermentare. Fermentarca itamezror dureaza aproximaliv 4g de uE, procesulderulendu-se h remperatura d" T .,. 9? "g tl timpl]t Fd;tui de fermentare, ln plam.ri poi apareconlamhiri cil bsclerii acetice sau bacterir lactice. sursa o" 
"ont 

ml.r".e po.te ri maGna p,:ma &minata cubaclerii laclice sau a€tic€ sau lipsa.de Eiena oin tabricE. in caiul aparilieicontamh{riiin [ruriL rieEmenare,se apebazd la adminbtrarea de antibiotbe (exempru penicirinaG potasium), in doza de 0,5-1,5 gu,rf. rn acerarittrnn.19 qcepe qienizarea prin curilarea, spaurJa si o"int""r"'nl" traseelor, a vasalor sau a sdirbatoarelorde cildud responsabile de aparilia contarniiirii respeaive.
D-e asemenea, 

.merasa conrine subsranre coloirare de nature prolei$, pectici, mehnoirhici, @ir 9i unereproduse de,netaborbm are mbroorganismetor de contamhir",-"ar" poor" o spumi abundediin Ianur deI:Ty"r: in aeastE situalc, penrnl sesrbnarea ;ri;;;;;i T_aEr?aza ra adaosurde acizisErr rezuflalirn urma procesufuitehnorogic de rarinare a ureiuriror. in ooza ire -o,05 - 0,2 kg/m3 de pranadi. '
Concluzli p.rflale

1 F .ly9t industrial Proce-sul de fermentalie are loc in umebarcle etape: taze de mrltiplicare adrcjdiei 0emperarura de 30 -32 "c 1mp gb te ore); raza ae prefermenia; ternperatre-oe eo - ez.c rimp de 24 ore) $iraza de ferment [ 6empe&u.ra go _.sz "c rirp;; iC 
"[).--- 

-

2' in timpll fermenHrii in phmada poi apare c€fllamheri cu bacterii aceti:e sau b*lerii lacticeprovenite de h malerh prira sau datoritd lFseide Eiena dh ,abri:a.
3 in cazul sPsr(iei conlarnhdrii in linurile de termenbrE, se apeleazi la admhislrarea & antibiotice(e)emplu penicilha G potasium), in doza Oe O,+f ,S gim".
4 M€lass materie prin6 conline substenF coloijale de natud probbl, pecti:i, melanoilrlica, cat giunere prDduse de m-etaborbm a_te mrcroorganismitor 

.oe contaninare, ca* pr.&a o spumeabundenti in linul de fermenlare, in aceasti iituatie aoetanou-se la aoaoJJJ,alJi[gi rezurtalin urma procesului tehnologic de rafinare a uteiuil-oi in'Ooza de ^O,OS - O,a fg/.n. pl-rrti.

4.7, lnflue nla ufllllaJelor asupra randamentulul ln alcool ,l calltilll acestule
in vederea r$lizirii aceslui studiu seu utiliz.a-! cele trei instalalii de dblihrc-rafinare descrbe in cadul capitoluluimaleriale ti metode de analizi la subpunclul 3.3.3. c"r" treiinltaririi 

"u 
fosl coditbate dupi cum uheazd:

Tabelul 4.'10. Cadificarea instahliilor de dislilere afinare
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calltltll alcoolului etlh raflnat
ln tabelul 4.11 sunt prezenhte valorile unor compugi prezenli in etanol in funclie de tipul de hst*lt ultizat !n
proce$l de distilare-raf inare.

Tabolul nr /r.11 . Tabel comparalv ptivind p,ezenla unot gruw de compugi ln alc@tut elirE alimedu:a$nut w
cele t ei tipui de insta,afie 9l /r,;r,te/e s tandad admise

Oh aneliza dalelor prezentate contorm tab€lul 4.11. se constata faptul c5 alcoolul etlic dinenlilaDlhut prin
ullizarca instalatiei nr.1 - hstalalh dbcontinue, prezinta valori maxime ale parametribranelizag,4ropiaie de
linitele standard admise ,l5rd insi a le depeii. ln cazul utilizArii cebrbtte 2 tipuri de instahli s-a cddatatfaptul
ce alcoolul etilic ali"nenlar oblinut are paranefi calitativ superiori c€lui oblhui la insnaqb ff. !. ln cazul
inslalaliei nr.3 alcoolul oblinut arE o calitale foarG bune, anumite grupe de compugi chinici precurnaldehidele,
ahoolii superiori, esterii $i metanolul apropihdu-se de valoarea zero.

/t.7.2. Studlul calltillll alcoolulul etlllc obgnut prln rcrafinrrca alcoolulul tehnlc
Datele prezentale in labelul 4.12., evidenliaze faptJl cA prh reralharea ah.oolului lehnb, se oblitCcool etilic
elhentar qJ carrcterislici contorme cu normele in vigoare, sub linitel€ msxine admis€ de slarM, in cazul
trluror tipurilor de hstalalii tolosite.

Tabelul /+,12. Caracbdsticih chimice ale aboolului etlic alimentaroblnut din ahoofulAtub pdn
rcrafinae W cele 3 instalafii, comparalv cu limitele stadatd adfi,ise

Daii la hstalalia nr.'t conthutul ?n compugi analizali este maimic decet valorile slandard oblgaiofl.:u 2O-4Oo/o,
s€ observ{ c{ in cazul ulilizerii hstalaliei 2 valorile €ceslor computi sunt cu 40{O% mai redugi dKEt yalorile
standard oblbatorii.
Valorile acidlilii lotale a cirei valori maxime admisible sunl de 1,5 mg acid acetirlO0 mL a.a. se dberva cd in
cazul utlizdrii instalatbi nr. 1, aculalea total5 esle de 1,10 mg acii acetirloo mL a:., in rrlrl utilizerii
instatsliei nr. 2 aceasla scade la valoarea de 0,83 mg acu aceticJlOO mL a.a., iar in cazul tobsfa irElal4i€i nr.
3, valoarea aciiitdtii totale scade la 0,60 mg acid acetic/10o mL a.a. Conlinutul in aldehiie exPilEt in mg
ddehbd acetica/'|oo mL e.8. Prezintd valori da h 0,42 mg aldehilE acetici/lm mL a.a. in ranrt utilizarii
insialaliei nr. 1 la 0,34 mg aldehide aceticd/100 mL e.a. 1n cazul hsrahfiei nr. 2 si chhr h vatori mainici de O,O1
mg aldehila acetici/loo mL a.a. in cazul ulilizarii instalatieinr. 3.

Conlilutul in metanol este de asemenea redus gi variaze inlre 1,80 mg alcool metilidlm mL ra. in cazul
ulilizdrii pentru Proc€sul de dbtilare rafhare instalatia nr. 1 la valori de 0,60 mg alcool melliyloo n{-r.a. !i chbr
respeclivmai micide0,01 mgaldehirdaceticdil00mLa.a.incazulutilizirii instalatiei nr.2gi 3.

in aazul hstalalb nr. 3 se consEle bptul cd valorile compui{or chinici sunt toarle apropbte te cele ale
alcootului etilic alinentar oblinut prh procesul de ralina!.e (fig. 4.43).

acetat de etil/l0O mL a.a.
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Flgu?a 1.4. Paametii de calitate ai alcoolului etilic offinut tn cale lrci instalatii de distila,!,rafinaF-
4.7.3.Performanlela lnstalallllor de dlstllare ratlnarc experimentate
in urma procesufuide rafinare a alcoolului brut rezull?i alcool etilic rafinat li un subprodus numit alcooltdmic.
l^n ompozilia alcoolului lehnic, pe EngS inpurildlile din alcool brut, se mai reqise$te o cantitate de alcool etilic,
care nu mai poate li separati pe instalalie.

Pe_ntu recuperarea unei p54i inportanie din acest alcool etilic, alcoolul lehnic esb supus unei mi operalii de
rafinaE, operalie numiL rcrathare a alcoolului'tbhnic.

Procentul rilicat de alcool etilic rafinal oblhut este un criteriu de performanti al 
'nstalaliei 

(lebelul 4-13.).

% alcool e0llc rallnat = (alcool atlllc rafln.U(alcool edllc ratlnrt + .lcool tehnlc))xloo
Prh utilizarea pent'u procesul de distilare-rafhac a insbhliei nr. 1 se obtine un pDcenl de 85% alcool ettic
rafinat Si 14% alcool tehnic confom tabelului 4.13.

Prh rerafinarea ahoolului iehnb cu aceiagi hstalalie, procentul de etanol rafinat va cregte la 92,8olo hr FoEentul
de alcool tehnic va s€,de la 7 .2o/o.

Tabolul 4.13' P/ocenhll de alcool elilic nfinat obtinut ln uma prcrcesului de rafinare a alcootului bnttti de

h$iuft d{onhra lniirirtiiitrtiNr.{a hdnliha$tinlr(!5
cokrn. ol.i'rt

.4i( ictil[ J!fr! ]?rtin*a r ]kxlsSi drD trrinjii.

Flgura 1.U, Prccentul de alcnl etlic $i
lehnh obtinut ln uma rafrnedi alcoolului brut

Flgure 4.45 P/oc€nftrl de alcoal etilic Si |6,hnh
oblinut ln uma rerafindii alcoolului 

'P-hni

renfinarc a alcoolului tehnic
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utda;za inst"blh de *
vabare de valoaea obfnlti cu ajutorul hstalaliei nr. 1 dubd rerafnarea alcoolului tehnic. Similar, Eloarea

ehoolului tehnb de 7,8% este apropiaei de valoirea alcoolului tehnic oblinut dupa rerafinare cu inslalalia nr-.1

de7 ,2o/o-inlrlura 4.44 se observi ii in cazul ulilizar,i instalaliei n[. 3 se obline un procenl riiicat de alcml elilic.

Oe SbX, dupi rainaEa alcoolului brut, iar daci se continue iu reratinarea alcoolului lehnic, cantitatea de alcool

etil'rc rezultaE arunge penl E 98,6% (figura 4.45).

4.7.4.Evalual€a co'l3Umul de energle termicl
La fabri:area alcoolului etilic rafinat exista o preocupare permaneile pentru reducerea consumului de abur,

inucet costul acestuis are o Pondere insemna6 din prepl de cost al ahoolului produs tinil. Consumul de abur

iste cu airit mai reOus cu cai hstalalh respec,tivi arb uh grad mai mare de recuperaE a energiei tem'ce. La

tabricarea alcmfului dh melasa se c6nsumi abur in urmiioarele laze lehnologice: la descarcarea melasei dir

cistemele auto gi la depozilere, penlru sciderea vescozititii; sterilizarea linurilor 9i a conduclelor lehnobgi:e in

instalaliile de dislilare-rafinare

consumul de abur in cazul hstalaliei nr. 3 este $ 42o/o mai mb decat in cszul instalaliei nr. 1 li cu 25o/o mai

,t Oucat in cazul hstalalhi nr.Z. Din taUelul4.ll se observi ci hslalatia nr. 3 instalalh mntinua cu 5 coloane

eite cea mai performanti dh acest punct de vedee, coslul aburului pe hectolitru qi ?q?d .Pur.fiind 
cel mai

redus si anumi de 15,37 lei/1OO L aa cu 11,01 lei/1OO L aa mai pulh decat in cazul utiliz6rii instalaliei nr. 'l 9i cu

5,23 leirl0O L aa mai pulin decit in cazul utilizirii hslahliei nr. 2'

'C6tll aburului = ensum sp@ific de abur X 0,01E3

4.7.5.Prcducilviteba lnst lstillor

in prepl de cost al alcoolului etlic rafhat ponderea c€a mai mare o Prezhta preFl materiei prine utilizale in

tr;;i;i e" produclie. Din acest motiv, o preocupare permanenli intr-o fabrl5 de oblinere a alcoohrlui o

i-"tit"i" ev'itarea 
'pierderilor tehnologi:e, rcspectarei cond(iibr de igiena, opli'nizarea.. Procesului de

fermentare sau allfel'spus, conducerea-corecli a procesului tehnologb, lucru care se material2eazd printr-un

consum sp€cifb de mebse cat mai scizut li un randament in alcool cat mai mare.

Tabolul 4.,15. Randa mentul ln abool ollic absolut pe aele 3 instalali, ln fuhctie de consumul specifrc de melasd

, Ran&m?ntul i@relic le proluqaree molasei p€nhu oblinerea de elcool elllic est6 de 67,74 lilri Elcool absolul la 1 00 l0 zaherozl-

Vabares consumului specific de melasd lh 50% a sc6zut de la 34'1,5 kg mebse tip 50%/hL a-a. la 334,1 kg

melas5 lip 50o/"/hL a.a. gi respectiv 320,2 kg melasi tlp sO%/hL a.a. atunci cand se folosesle instalalianr. 1,

instalatia nr. ? sirespectiv hstal4h nr. 3. Similar, consumul specFE de zaharozi scade de la valostea 170,8 kg

i"f,..'ralt'f- ai. ln'cazul utilizdiii instahlEi nr. 1 la valoarea de'167,1 kg zaharozeftL a.a- atunci cand se

utitizeazd hstalalia nr. 2 gi chiar la valoarea de 160,1 k9 zaharozaihL a.a. cand se utilizerze Penlru dblilare
ratinare hstalalia nr. 3 .

Anafrzind dalele din tabeiul 4.15 se observa ce cel mai bun randatent in alcool se obthe in cazul hstalalhi nr'

3, instalalie p€rlormantd din punct de vedere constructiv lucru daio€t 9ir'ndeplinirii condililor prevazute maisus

napoGnia la "/o dirt e randimenlul practic gi randrnenlul leoretb a tost de 9'l ,63 o/o in cazul urilizarii instalaliei

n:.. 3, 87,82 0/o atunci and s-a utilizat insialalie nr. 2 ti de 85,94 % in caEul utilizirii instalaliei nr. 1.

4.7,6.E ecble economlcs

in tabelul 4.16 sunt prezentale dale referitoare la benefbiile oblinub din vanzarea alcoolului etilic rafinat oblinut
prlr utifir"r""celor'3 hstalalii. Astfel costll de produclie penir.r oblinerea alcoolului 

"1i19 l{1rJ sede de la

valoarea dc 2,530 lei / L aa in cazul utiliz5rii iistalalbi ;t. 1 b 2,439 li resPecliv 2,365 lei / L aa dace se

utilizeaze instalalb nr.2 girespecliY hstal4h nr.3. 
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T.betul 4,1/t. Dafe privind consumul da eneryie teinicd pe frecarc tp de instalalie

. C6tut unui klogdm de abur = 0,0163 tei; r Consum specdlc abur = consum abur lkg/hl / capacitalea insalaliti Ihlaa/hl



.']

pe insratia nr 3 bereficxJ obtinute:t+ffil# -
decat c€l de pe instalatia nr 2.

Tabolul nr. 4.16. Date rcfen'toare la beneficiile oblinule din vanzarea alcoolului eflic raftnat obtinutu,tcete 3
instatati

Analizand datele din tabelul 4.16, se observd ci beneticiile oblitule prin y6nzarea atcoolului elilic sunt
superioare pe hstalalia nr. 3, inslalalie cu care se pot obtine costuii de produclie mai mici iar call*a foarte
bune a eesfui alcool permile obtinerea unui pret mai marc la comercializare.

4.7.7. Pondella chaltulelllor pe categorllde elemente dln co€tul dc ploducrle
Pentru stabilirea ponderii cheltuielilor pe calegorii de elemenb s-a realizal calculalkl completi a coslului de
prc'duclie a alcoolului etilic absolut pe cele trei lipuri de instalali de dbtlare rafhare utilizate. Din an&a datelor
din tabebl 4.17 rezulL faptulci ponderea cea mai mare a chelluielilor o reprezinte cheltubla cu m*dle prime
9i materblele (50,9-54,0%). Pe locul al doilea se plaseazd cheiluielile indirecte gi anume cheltuieb cil apa
curEnli, energia electrice pienergie t6rmba.
Fa!6 de Ponderea inPortantd a celor dou6 categorii de cieltuieli se consbG taptul ca pentu cfieltuielh satariale
nu se depS$e$e procentul de 6,1% (in cazul ulilizSrii instalaliei nr. 3, situalie ce indici gradul toarb*lbat de
mecanizare $i autornalizare a procesului de produclie.

Concluzll pa4lale
'L Comparand calitatea alcoolului etilic oblinut cu ceh 3 inslalatii prh dozarea compugilor \rolalili se constatd ca

prin ulilizatea insiahtiei conlhue cu 5 coloane caltatea alcootr lui elilic este toarte uuni, compugii volaiili
inregisband valoriexlrem de mici.

2. ln urma reralinirii aboolului lehnic oblhut la cele 3 hstalatii se observi cd ahoolul rerafinat obthut de la
hstalalb continuA cu 5 coloane prezin€ caracteristici de calitate superbare celorlatte probe reritinate cu
celelalte doui echipamente.

3 Prcsiul de alcool tehnic rezullal in urma reratin6rii a fost maimb in cazul instalalieiconlinue cu S coloane
de numai 1J% comparativ cu 3,8% in cazul inslalaliei @ntinu€ cu 4 cobane $i d; 7,2% in cazld hstahtiei
dbconlhue de distilare.

4 Consumul de abur a tost cel mai Iedus in cazul instalaliei continue cu 5 coloane, costul aburului p6 hectolitru
de alcool pur tiind de 15,37 ley100 L aa.

5. Consumurile specifbe de mehsi, respecliv zaharozi au pr€zenlat valorile cele mai mici in cazd hstalstiei
coflthue cu 5 coloane.

5. Prin ulilizare€ instalalieicontinuB cu 5 coloane rildamentul practic de oblinere a etanoluluie fostde 62,46%,
ceea ce reprezinta de fapt 92.20lo din randanenfulieoletic.

7 BenefEiile ollhule prin vanzarea alcoolului elilic sunt superioare in cazul inslalaliei de distilac rafinare
continue cu 5 coloane, ilstalalie la cerc se pot obline costuri de produclie mai mici ia; cditatea fo*te hrnj a
ac.stui alcool permite oblinerea unui pre! mai mare h comercializarc.
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a
energb electrici li energie iemia) se constata faptul ci pentru chelluielile sabriale nu se {e{ts9ege
pmcentul de 6,1%, sttualle ce indi:a gEdul foarle riJicat de mecanEare li automatizare a prGului de
prod\rctie.

1',|

CAPITOLUL 5. Conctuzii finale
Prin analka iniuenFi diferitelor preparale uscate dh drojdii active asupra randanentului de d{here a
alcooluluietilic s-a observat cA in cazul melas€i dh slecls de zahdr. cel maimare randament Frildh a fost
obthut atuncicand h fermeniare s-a ulilizal drcjdie uscali activa Safdistil C-70, randamenl carElrpIezinte
aptoxinatv 95% dh randamentul teoretic calculal, hr cel mai mic randameni cu \6loarea d€i8,65 mL
ahool absoluuloo mg zaharozd, s-a obthut atunci cdnd h termentare a losl tobsile droirb:rEali tip
Pakmafa, acest randameni reprezentand 86,580/6 din randamentll teoretic calculat.
ln cszul utiliz6rii melasei dn trestie de zshir, tolosirea drojdb uute Pakmaya a condus la obf;TsEa unui
randament redus in elanol, comparativ cu celelalb tipuri de drojdie, deli ca vahare acesl ralibtent de
61,76 mL alcml/100 mg zaharozi a fost mai mare decal randamenhll oblinul prh lermentaErqraceiali
drcjdie dar blosind melasa din slecla de zaMr (58,65 mL alcooylm mg zaharozd).
D'rerenFle observate inlre randamentele de oblhere a alcoolului etilb in funclie de onghea m*iri prime,
melasa din sfecti sua trastie de zahdr, sunl nesemnlhalive.
Studiind hfluenla dileritelor preparale uscate dh drojdii aclive asupra fermenterii pLimezilor dh rrelasi s-a
constatal ci plimada termentald cu dmjdia Sa{distl C-70, a avul concenFalia slcoolk$ ea mimare de
10,2%wl.ali.
Analizend callatea plimezibr femenbte li in specbl cantitalea de alcool metilb tormats s-a cdElatat €
pl&nada fermentati cu dmjdh Satdbtil C-70 conlhe mai pulin alcool mctilic, numai 1,28 mgil@mL alcool
pur gi inplicit mai puline substante volatle trotale 358,64 mg/'l00 mL alcool pur-
Prin deGrmharea parametrild cinetbi de inmultire a droidiilor studiate s-a observat ci cea;nai buni
palamefi chelici de fermeniare sunt cei oblinuli pentu drojdkr D2 (Ethanot Redn) urmati de dojdia D1

{Safdbtl C-70), diferenlete dintrs ceh doud droiliitihd foarte mbi.
Rezultaiele oblinute la evaluarea randamentrlui de bbmasi (g bbmasd substanli uscairlo0 rdLmediu),
dupe 60 de ore de cultivare conlirmi rezuttable obtinute anterbr, cel mai bun randament de imruBire al
drojdiilor avandu-l drodite D1 $l D2.
Cel mai lEdus grad de autolizi cu o valoare-de 70,37%, dupe rE de ore de b inceputul kmenbliei
slcoolice se obline h drojdia D2 (Ethanol Red'"), urmati de drojdis 01 (Safdistil C-70), diferc4ue dinfe
ceb doud drodiifiind toarte mici.
Tbul de dro.idie utilizat in procesul de teimeniare, h oblirerea ak olului etiic din nEbsa hfluen|Ed direcl
aEt randrnentul de oblhere a alcooluluielilic cat g caliiatea ahooluluietilh obiinut.
La un num6r mai mb de celule viabile h(bh in mediul de cutfuri, cregte durala fazei lag 9i errularea
etanofutli esle -htauiau. Ohtre cel6 fei conceniElii in(ale de celule viabile a iost selectati ccrde I 108
UFClmL.
La o concentratie foarte mi:6-a substratului in zaharuri (sub 3 g/L) drojdia moare prh irDtilie, br
prodwlivilaiea ln elanol scade. ln schinb h concentralli mai mari se athge limita de saturalie,,#l incat
viteza specifice de prDducere a etanolului de citre celule athge o valoare maximi la o concrtrage a
glucidelor de 200 g/L. Pesle aceastd vabare, inhibilb calabolhd a enzinelor drcjdiilor pe calea telaboli:l
termenlalivi conduce la scdderea vitezei de conversie.
Fermenlalia alcoolii6 este favorizati in cazul in care nu se agile medijl de culturi cat li atunci cird mediul
se agli ugor la aproximativ 50 rprn.
Compu$iivolstil! (non alcool) rezultati in urma termentaliei alcoolice se gAsesc in csntititi maimarih un pH
neutru faF de un pH acir. Un pH ugor acii tavo(Eeaze adivilalea metabolil a drojdiilor g6rmarea
alcoolului etilic.
Evafuend canlitatea de alcool elilb formAii, se observi cE h pH-ul 4,$.5,0 se ,ormeazi cantitatatcea mai
mare de el8nol dupi 60 de ore de fermenlare in cazul folosirii drojdiei D1.
T€tnpcraturs oPlimii de fermentare care conduca la oblinerea un6i cantitali maxime de alcooldilic este
30"c.
Adaosul de sulfat de amoniu, gi adaosul de ingnigamant complex N.P.K. cumulal cu preparatelcFtDtectvit
BM1 9i BMG intluenFaze pozitiv atal mulliplicarea droirilor cat 9i randamentul in abool etilb.
Prczenta in cantitate de 3 g/L acu hctic in mediul de fermentalie induce o scir:lse cu aproxirCiv 8% a
cantittlii de elanol fali de proba marior iar prezenla in cantitale de 9 g/L acij lacth in nrdul de
fementalie, conlinutulin elanol formal a inregblral o sc*lere de 64% fali de proba martor.
Prezenta de acid acelic in concentralie de O,3 gI- in medi.rl de fermentalie a indus o scedeE s 24% a
c€nttelii de etanol oblirute, iar la 0,9 glL aci, acetic sciderea este de E4%.
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"disociere. Acidul acetb (pKa 4,74) are o valoare a constanlei de disociere mai mare decat p(a de aci,
lactb (pKa 3,86).

20. Dupe 48 de ore de tementatie Be observ; a€l formarea alcoofului etilic cat gi consumul zahfu*ri dh
medirl de termentalie, iar aceasta prezhti o evolutie care poale fi descrisi de ecualiile polisnble (b
ordinul 3, care prezinta coetbienlide core14b foarle buni.

21 . Productivitatea maxime de oblinere a eianolului a fosi de 2,33 gl1- h atunci c*d s-a utilizal (kidts Dl ,

dup636deoredefermsbre,urmaledeD2(2,1 9/Lh),04(1,89/Lh),05(i,569/Lh)tiD3(1,116g/Lt).
22. Preungirea suplinenta€ a timpului de fermentare induce o scedere a produclivitelii in eranol.
?3. Penlru stabiliree dulalei opiime a procesului de fermentare irebuie s6 fie luate in consircrarc bate

aspecteh aEt dh puncl de vedere tehnic cat Si economb_
24. La nivel hdustrhl procesul de fermentBtie are bc in tei etape dbtincle ti anume: laze de muDlicere a

drcjdiei (temperatura de 30 - 32 "C timp de 12 ore): laza de prsfermentare (Emperatura de 30 - 3Q 'C tinp
de 24 ore) $ilaza de fermentare (tempeEtura de 30 - 32 "C timp de 48 ore).

25. h tinpul lermengriiin plamada pol apare conbmhlricu bacteriiacetice sau baclerii lactice p.oHite dc la
materia primd sau cauzald de lipss de igiend din fabrica.

26. ln ceul apariliei contamh6rii in linurih de fermentare sc apdcazE la admhbtrace dc antbbti:. (eEmpb
Penicilina G potasium), in doza de 0 5-1 .5 g,tn'

27. Melssa mabrie prim5 c.nlin€ slbstante cobdat€ (b natura protei:6, peciice, melanoidhic5, ca ti unele
produse de metiabolbm ale mbmnganisebr de contami€re, care produc o spumd abundenH h li1ul de
termentare, in aceas€ sluatE apelandu-se ts adasul de eizi grali rezulbli in urma procesuh.iithnobgic
de rafnaE a uleiurior, in doza de -0,05 - 0,2 kg/tn3 planadi.

28. CompariM calitatea alcDolului etiic oblinut cu cele 3 instalatii prin dozarea compu$ilor volatili s€ constal5
ci prin utilizalea instshliei continue cu 5 coloane calitatea alcooblui etilb este foerte bund, comF6ii yolalili
inregi$rand valorie{rem de mbi.

29. ln urma reratindrii alcoolufui tehnic oblinut la cele 3 inslalatii se observd cd alcoohrl rerofinet owut de h
instalalia conihue cu 5 coloane prezinta camterbtici de calilate superbare cehrlalte probe rerafnate ol
celelalte doue echipamenh.

30. Procentul de alcool lehnb rezuhal in urma rerafndrii a tost mai mb in cazul hstalaliei conthue cu 5
coloane de numai 1,4% cornpaEliv 6u 3,8olo in cazul instalatiei continue cu 4 coloane $i de 7,2t1 in ca2ul
instalaliei disconthue de dislilare.

31. Consumul de abur a fost cel mai redus in cazul instalaliei continue cu 5 coloane. costll aburului pe
hectolitru de alcool pur fiind de 15,37 leii100 L aa.

32. Consumurile specifice de melasi, respectiv zaharozi au pEzenlat valorile cele mai mbiin cazul hstabtiei
@nlinue cu 5 coloane.

33. Prin ulilizaree instalatiei eonthue tr 5 coloane randarentul practic de oblinere a etanolului a tost de
6236Vqc€eace reprezhG de fapt 92,2% dh randamentulteorelic.

34. Beneficiile obtinute prin venzarea alcoolului etilic sunt superioare ^m cazul hsialaliei de dislflar. rafr€re
conlinue cu 5 coloane, instalalie pe care se pol obline cosfuri de produclie mai mici, iar calibba roane
buni a acestuialcool permite obtinerea unuiprel maimare la comercializare.

G.Contrtbulii gi peEpective de continuare a cercetirilor

Producerea ahoolului etlb slinenlar este un domeniu de actiyitate oJ o vechire considerabilS. in pcrmercnp
speciali$tii s-au slEduit se aducd contribulii noi la imbunltilirea calitqii bbelanolului li la sc5derea ccturior de
produqie.
Astfel, avand in vedere aceste doue obiective, pe parcursul studiului s-au realizal studii asupra modului de
tansfonnare a glucozei in bioetanol in tunclie de cond4iile de temperaturi, a valoribr de pH, asqurarea
mediruide fermenbre, tulphiide drojdie uiilEale, calitalea nutrienlilor folos(igicelmai important, monlorizarca
Procesului tehnologic Pe o instalatie automalizata, controlald pe calculator, cu o prDduclie zilnice de 30000 lihi
alcool etilic alirentar.
Oriqhaliblea cercetirilo. efectuate, in contormiate cu obieativele gtiinlifice ale tezei de docbrat, se
concctizeaza prhtt serie de elemente de noutate, care sporesc valoaree tliinlilicd a studiilor realiz*e.
ln baza rezultatelor experinenl,ale orEirale oblinute in leze se pot evuenlia drepi conlribulii gtiinlfice li pract-Ee
urmdtoarele:
t $a sfudiat iniuents a cincitulpini de drojdie asupra Endamenijluide oblinerE a alcoolului etilic dh rnebse
cil gi asupra compoz,liei pLimezilor fermentate.
t A lost evalual comporlamentul celor chci tulpini de drojdii in cond4ii aerobe de cultivare_
I S-au studht faclorii care infhrenleaze chetica de termenta!'te alcoolice in cond4ii de lebonator ti b nivEl
industrbl la S.C. Euroavipo S.A., Ploiegti, Romania, in condqiile in care fermenlarea s-a efectuai in recifente oe
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a
fementaliei alcoolice, asllurand in acehli limp gi ceila(ifaclori de medir h pararnetri optiTti.
t $a eleboral Si verilical un model malemstic patratic care descrie formarea etanolului sub etectul corelat al
tacbrilor temperature ii pH.
t Au losi determinati paramelri cinetici de turmentare pentru toate cele chci tulphi de drojdii utBizate la
fermentare-
t $a studiil infkJenla utlilajelor de distilate-rafinare asupra randamentului in abool gi calitdtii acestuia. S-a
hsisht mutt pe montorizarea procesului de dislilare-ralinare penlru a gisi tormuh cea mai buni de separare a
compugilor volatili nonabool de alcoolul elilic, in ala tel incat caliatea bioetanolului se fie foarte buni, br
procentul de ahooltehnic rezultat sa fie cat mai mic.
h acest bl s-au rele\rat randamente praclice de oblinere a alcooluluielilic foarte bune, lucru care se rBflecli intr-
o eficbnld econombi ridicata.
Toate a@stea au fost posibile datorita exislanlei unei hstala,lii modeme, aulomalizati in propo4ie de 90%,
datoriti doleriicorespunzdloare a bboraloruluifabrbii Si nu in ultinul rgnd a calificerii superioare a persondului.
Pe parEurstrl elaborini tezei de doctorat rezultalele oblinute au tosl comunicate h diverse manifeslari gtiinlitie
ti publicate.
OrEhalilatea sludilor real?ate constd in evsljarea gi monitorizsea tufuror factorilor care hfluenteazd direct
randamcntul in bioetarcl licalitalea bioelanoluluioblhut dh melasi.
Rezutbtele cercetarlor eperiTentBle obtinute pot constibi o bazd de date gtiintifice, care pot fi punctul de
decE'e in \Ederee conlhuirii cercetirlor cu privire le imbunilettea rendamentului in alcool ti a caltetii
alcoolutui elilic rafhal oblinut dh melasd
Dar, dufri cum se gtie, orice lucrare nu poate oteri lotul, aceasla lii'ld doar o secvetd a unui studiu care poate
€onthua.

7. Concrottsaroa r6zultatelor ob,tlnute ln urma carrotadlor pe tomatlca tezel de doctor.t
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