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lucrérii, Competenta profesionald a domniei sale findu-mi de mare ajutor.

Totodata adresez pe aceasta cale muitumin tuturor cadrelor didactice care 1si desfagoara actistatea 1z
Catedra de Biotehnologii in Industria Alimentara de la Facultatea de Stiinta si Ingineria Afmentelor
care m-au sprijinit in elaborarea prezentei lucrari.
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Nu pot incheia, fard a adresa cele mai sincere mulfumiri colectivului de specialisﬁ si- conducerii
societafii In care Tmi desfasor activitatea, locu! unde am efectuat studiul, beneficiind de cea mai
modema si performanta instalatie de obiinere a alcoolului etilic alimentar existenta in Europa.

Tot pe aceastd cale adresez mulfumiri familiei mele si tuturor celor care direct, sau indimct m-au

sprijinit in efectuarea si finalizarea studiului.

Elena Patragcu
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|. OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE TEZE!

industria obtinerii alcociului se bazeaza in principal pe activitatea fermentativa a drojdiitor, care transforma
glucidele fermentescibile din substrat in alcoot etilic ca produs principal de fermentatie §i respectivin biomasa.
Calitatea alcoolului etilic alimentar este deosebit de importants detorita faptului cé acesta reprezintd materia
prima de baza pentru realizarea majoritafii bauturilor spirtoase, bauturi unde alcoolul etilic este utilizat in proportii
cuprinse intre 1540%. -

Compefitivitatea activitafii de productie a alcoolului, reprezintd un akt aspect care determnad menitorizarea
activitatii de productie pana la cele mai mici amanunte.

De asemenea, trebuie avut in vedere faptuf cd obinerea unui akcocl etilic alimentar conferm cu standardui in
vigoare, permite utilizarea acestuia atat in industria farmaceutica cat §i in cea a reactivilor pentru analiza.

in cazul de faf, utilizarea melasei Ja producerea etanolului alimentar cu ajutorul unor instalaté performante,
asiguré obtinerea bioetanolului la costuri economice deosebite, ceea ce favorizeaz# extnderea domeniutui de
utilizare si pentru afte industrii (cosmetica, medicamente etc.).

Aceste céteva consieratii prezentate evidentiazd oportunitatea si importanta studiului legat de producerea
bioetanoiuiui la parametri caltativi superiori.

Studiul a fost intreprins in perioada 2006-2010, si a avut ca obiectiv principal imbunatatirea calitadtii §i reducerea
costurior de productie pentru obtinerea alcoolul efilic alimentar.

in contextul cercetdrior actuale, teza de doctorat isi propune urmétoarele obiective stintifice specifice:

1. Studiul influentei drojdiei asupra randamentului de obtinere a alcoolului etilic din melasd;

2. Studiul influentei drojdiei utilizate la fermentare asupra compozitiei plamezilor fermentate;

3. Evaluare comportamentul drojdiilor in condftii aerobe de cultivare;

4. Studw! factorilor care influenteazé cinetica de fermentatie alcoolicé in condiii de laborator;

5. Studiul factorilor care influenteaza cinetica de fermentatie alcoolica la nivel industriat la $.C. Euroavipo S.A.,
Pioiegti, Romania;

6. Determinarea parametrilor cinetici de fermentare;

7. Studiul influentei utilitajelor asupra randamentului in alcool §i a caiitatii acestuia.
lil. Rezuitate experimentale

CAPITOLUL 3. MATERIALE $| METODE DE ANALIZA

3.1. Materiale. Melasa folosita in determinri provine de la fabricie de zahdr dupa provenientd fiind att melasa
din sfecls de zahdr cét gi melasa din trestie de zahr. Pe parcursul experimentelor s-a folost melasé din aceiasi
sarja, Caracteristicile melasei utilizate sunt reprezentate in tabelul 3.1.

Tabeiul 3.4. Compozifia fizico-chimicd a melaselor utilizate ca materie primd

Meiasa sfecla de zahar 216 78,4 51,2 2.2 65 78

Melasa trestie de zahar 18,2 81,8 54,6 0,5 6,2 7.6

Drogiite utilizate in experimente sunt drojdii uscate active de Saccharomyces cerevisiae, sub denumirile
prezentate In tabelul 3.2, comercializate de diferite fime.

Tabelu! 3.2. Caracteristicile drojdiilor utilizate pentru fermentare

substanth uscatd: 94-96,5%; celulele vii: 14 1Calg; microorganisme patogene: iipsd/g;

1 Safdistil C-70 NTG<10%g; bacterii acetice <10"g; bacteri lactice <10%g.




Rezumatul tezei de doctorat

substantd uscatd: 94-96,5%; celulele vii 20 - 10%g; microorganisme patogene: hpaiy;
NTG<10%g; bacterii acetice <10%q; bacteri lactice <10%g.

2 Etharol Red™

substantd yscatd: 95-96%,; celulele vii: 1 10%g; microsrganisme patogene: lipsaig sacterii

3 Trockenhefe lactice <10°)g.

substanta uscata: 94%; celulele vii: 2 10'%g; microorganisme patogene: lipsa/g;

4 Faii® - ) 3 I «
dmjdii s3lbatice<10°/g; bacterii lactice <10%g.

substant uscata: 95-96%; celulele vii: 1 10%g; microorganisme patogene: lipsikg: acterii

5 Pakmaya tactice <10°g.

Dintre cele cinci tulpini de drojdii primele patru sunt drojdii pentru obtinerea bioetanoluli iar ultmaeste drojdie
utilizata in panificatie. Inainte de utlizare drojdiile uscate active au fost fost pastrate la o temperaturiide 4°C.

3.2. Metode de anallza
3.2.1. Metode de analizd a calitdfii alcoolului etilic
3.2.1.1. Examenul organoleptic (SR 184-1:2001)

Examinarea caracteristicilor unei probe se face intr-o ordine stabiliti care se referd la: aspectil confinutuiui
(transparenta, limpiditate), culoarea, mirosul §i gustul. Pentru examinarea aspectului proba se temma intr-un
cilindru gradat din sticld incolors de 100 cm® i se observi, in lumina difuzd, daci este transpsenta, daca
prezinta impuritafi, precipitate, etc. .
Aprecierea aspectului In cazul akoolului etilic gi a bauturilor alcoolice incolore se face in compemtie cu apa
distilats, introdusa intr-un cilindru identic cu ce! in care se afla proba de analizat, apreciindu-se trassparenta $i
limpiditatea. Pentru culoare, cilindrul cu proba se priveste de sus, pe axa longitudinaks a probei, pewn fond alb
sau negru, si se apreciazd daca prezintd culoarea caracteristicd sortimentului analizat. Penku aprecierea
mirosului, se toama proba de analizat intr-un pahar de degustare, se expird aerul din pldmani sise miroase
proba. Dupé un repaus de 2-3 minute proba se mai miroase incé o dati. In cazul probelor cu soncentratie
alcoolica ridicatd proba se aduce la concentrafia alcoolics de 25-30% vol cu apa distilata inainte de analiza
senzoriald. Se precizeaza dacd proba prezinta miros specific produsului. Dupa ce s-a apreciat miosul, se
degustd o cantitate micé de probd si se apreciaza daca gustul este specific sortimentului sau pezinti gust
strain.

Prelucrarea §i exprimarea rezultatelor. in urma executarii examenului organoleptic se apreciaza #aca fiecare
caracteristica corespunde prevederilor din documentul tehnic normativ de produs.

3.2.1.2. Determinarea concentrafiei alcoofice (SR 184-2:2010)

Se alege un cilindrul gradat, cu o indifime care si permita termoalcooimetrului s3 pluteasc liber n probd, iar
intre partea sa infericara §i fundul clindrului s fie o distan{d de minim 25 mm. Diametrul interior af citindrului
trebuie s fie cu cel putin 10 mm mai mare decét diametrul exterior al termoalcoolmetrului utiizat. Se toarna in
cifindru, asezat pe o suprafald orizontald, o cantitate de proba, astfel incat dupid introducsrea termo-
alcoolmetrului suprafaia lichidului sé se géseasca la circa 5 cm de marginea superioars a cilindnstsi sau chiar
pénd la deversare. Proba se toama astfel incat sa se evite formarea bulelor de aer.

Figura 3.1. Termoalcoolmetre Salleron Figura 3.2. Cromagraf cu faza gazoasd TRACE
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Pentru introducere, termoalcoolmetrul se tine de capatul superior al tiei si se introduce cu atentie & proba i se
lasé s& oscileze liber, fard sa atingé peretii cilindrului si fara sa se afunde mai mult decét este necesar. Dupa 3-5
minute de la introducerea in proba se citeste temperatura. Dupa ce alcoolmetrul a luat temperatura probei si
dupa disparitia completd a bulelor de aer din proba se citeste concentratia alcoolica aparentd ndicald de
alcoolmetru §i se coreleaza cu temperatura in tabelele de corectie determinandu-se astfel concentratia alcookic
reald a probei, Este indicat s& se faca cel putin doud citiri,
Prelucrarea §i exprimarea rezultatelor. Cu cele doud valori obtinute prin citrea indicatiei termoalcooimetrului se
determina concentratia reald exprimatd in procente de volum, folosind, in functie de temoalcooimetrul utiizat,
tabele din norma tehnicé de metrologie privind folosirea termoalcooimetrelor si a tabelelor termoakccnimetrice.
3.2.1.3. Determinarea aciditaii totale (SR 184-5:1997)

Se analizeaza 100 cm® de produs, pregatit conform determindrii concentratiei alcoolice dupé care se introduce
intr-un pahar Erienmayer de 250 cm®. Se adauga o picéturé din fiecare dinfre solufile indicatoare A i B apoi se
titreaza cu hidroxid de sodiu 0,01N pana la aparitia culorii roz-portocal, care trebuie sa persiste un minut (V). In
cazul produselor intens colorate, produsul de analizat se dilueazé corespunzétor tindnd seama de aceasta la
calcul.

Prelucrarea §i expnmarea rezuitatelor. Aciditatea totala, exprimata in miligrame de acid acetic la 100 mL alkcool
etilic 100% val., este dat4 de formuta:

60
Acklftate total3, mg ackt acetic/100 mL = "+ ?

in care: V - numarul de mL de solutie de NaOH de 0,01 M necesari pentru neutralizare; T - concentratia
alcoolica volumetricd a probei.

3.2.1.4. Seperarea §i dozarea gaz cromatograficd a compugilor volatili
Pentru dozarea compugilor volatiti se utilizeaza ummatoarele componente:

« Cromatograt de analza in fazd gazoasd TRACE GC echipat cu injector tip SPLIT (SPUTLESS) i
detector de ionizare in flacari. De asemenea ansambiul este prevazut cu un sistern computerizat de
achizitie si prelucrare a datelor CHROM CARD;

« Coloan cromatografica capiara din fused silicé cu lungimea L=30 m, cu o faza stationard lichida tip
polietilen glicol (CARBOWAX 20 M), cu diametrul intem de 0,25 mm si grosimea fimului de fazd
stationari de 0,5 micrometri (DB-WAX);

« Butelie de hidrogen, butelie de azot, butelie de aer, microseringa de 10 microlitrii, balang analitica cu
precizia de 0,0001 g, baloane cotate si sticlarie volumetricé clasa A(Schott);

« Solulii etalon de puritate cromatografica: alcool etilic, metanol, furfural, acid acetic, aldehidd acetica,
acetat de etil, alcoo! zoamilic, alcooi n-propilic, alcoot izopropilic, akool n-butilic, alcool zobutilic, aicool
n-amidic, hexanol, aldehita propionicd, aldehida butirica, formiat de etil, acetat de zobufl, acetat de
izoami, lactat de etil, acid propionic, acid butiric, acid pentanoic, acid hexanoic, acetona.

Pregatirea probelor. Prepararea solufiei de analizat se realizeazé infr-un balon cotat umplut la umatate din
capaciate cu proba de analizat se adauga cu precizie de 0,0001 g, aproximativ 0,5 g. de acetona gise aduce la
semn. Dozarea acetonei se va realiza prin addugare in picaturé a acesteia evitdndu-se astfel prelingerea pe
peretii interiori ai balonului $i evaporarea, fapt ce ar duce la expriméri eronate a cantitéfilor de compusi volatili
existenti in prob3. Raportul dintre concentratia produsior necunoscuti §i aria picului produsilor este direct
proportional cu raportul dintre concentratia acetonei si aria picului ei.

Din solufia astfel obtinuta si omogenizata se preleveaza un (1) mi cu ajutorul unei pipete clasa A gi prin metoda
diferentei se introduce intr-un balon cotat clasa A de 100 mL in care se afid o cantitate de cel putn 50 mL din
acelasi solvent (proba respectiva) - pentru a evita evaporarea acetonei — apoi se aduce {a semn cu proba.
Aceasta va reprezenta solutia pregatité de a fi supusa analizei cromatografice

« Acetona este folosita in acest caz drept standard intem si se introduce de fiecare data in proba de analizat
deoarece indeplinefte conditiile: nu se regdseste ca si compus secundar in produsu! de analizat gi are proprietai
fizico-chimice foarte apropiate de ceie ale componentelor de determinat.

Sregatirea sticlariei si @ microseringii. Se foloseste numai sticlirie clasa A (Schott) care se curata inainte de
“ecare utilzare cu amestec sulfocromic, se cliteste cu apé de la robinet $i apoi cu apé distilata §i bidistiata.
rainte de utilizare se cliteste de doud ori cu produsul ce urmeaza a fi analizat, iar dupa folosire se spalkd cu apd

7
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de la robinet si se cldteste cu apa distilata. Microseringa se spald de 2-3 ori cu alcool etilic rafinat (fard
impuritdti), apoi se clteste cu solutie de analzat.
HMod de lucru. Separarea gaz cromatograficd a compusilor volatii. Alimentarea cu gaze, pomirea §i verificarea
starii de functionare a aparatului se realizeaza conform instructiunilor de utilizare.

Cu ajutorul microseringii se absoarbe un voium de prob& de analizat fara adaos de standard intern (acetona) —
proba blanc - de 1 microlitru evitdndu-se formarea bulelor de aer in volumul de iichid absorbi. Prin garnitura de
etangare (sept) ce separé orificiul pentru injectare de spatiul destinat evaporérii probei {Iner) se introduce acul
seringii in intregime. Dupa 10 sec., timp destinat echilibrrii temperaturii acului i cea a probei de analizat cu
atmosfera liner-uiui se elimind prin apédsarea brusca a pistonului seringii intregui volum de proba.

Se poate vizualiza aparitia semnalelor corespunzatoare fiecirui compus existent in probd din meniul *View"
alegand opfiunea “View chromatograms”. Daca se constatd prezenia acetonei in probd, valoarea ariei picuiui
corespunzétor va fi scazuta din valoarea arei corespunzétoare acetonei din proba cu adaos de standard intermn.
in caz conirar, se procedeaza la analizarea probei pregatita in acelasi mod.

Prelucrarea gi exprimarea rezultatelor. Aria suprafefei picurilor fiecdrui component este proporticnald cu
concentratia acestuia in proba i se raporteaza la aria suprafetei picului corespunzator acetonei din proba si din
solufia de referlnta Soft-u! va genera automat la sfargitul secventei un raport cu valorile concentratiilor pentru
fiecare component identificat in proba. in cazul in care se detecteaza prezenta acetonei la verflicarea cu proba
tlanc facuta initial se calculeaza concentratia compusilor volatili prezenti in proba:

CA(SS) A i C
* A i D,

{acetona)

*{efalon)

C

unde: Z(.S‘,I .)— aria compusului x conform raportului corespunzator injectiei probei in care s-a dozat standard

ntemn; A -~ ana medie a acetonei conform rapoartelor generate in urma etalonarii; Cxetalon) —

aoeon(etalom)

concentratia compusului x dozat in solutia etaton; C - aria medie a compusuiui x conform rapoarielor

x(ewlan)

generate in uma etalonarii; D, .., — diferenia dintre aria acetonei obtinuta in cazul probei cu standard intem

dozat i aria acetonei cbtinuta in cazul probei blanc.

Continutul total de compusi volatili se obtine prin insumarea valorior calkulate pentru fiecare component in
parte. Rezultatele se exprima in mg/100 mL proba,

Pentru a exprima rezultatul in mg/100 mL alcool etilic anhidru se inmulteste valoarea cu 100/c unde ¢ reprezinta
concentratia probei determinata.

3.2.1.5. Determinarea impuritdilor (SR 184-12:2009)

Se introduc 50 cm® aicool etilic de analizat intr-un balon cotat (clétit in prealabil cu produsul de analizat). Balonul
se introduce intr-o baie de apd cu temperalura de 15°C astfel incat apa din baie s3 fie la nivelul alcoolului din

balon. Dupa 10 minute se adauga in balon 1 om® solutie de permanganat de potasiu si se noteazs timpul. Se
agitd $i imediat se cufundé din nou in baia de apé.

Culoarea solupec de analizat se compara cu aceea a soluliei etalon. In acest scop, intr-un balon similar se
introduc 51 cm® solutie etalon. Balonul se cufunda in aceeasi baie de apd o datd cu balonul care contine
produsul de analizat.

Ambele baloane cotate se {in in baia de apa pana cand culoarea la inceput rogie a solutiei de analizat, se
schimb3 treptat, ajungand identicd cu culoarea galben-roz a solutiei etalon, In acest moment determinarea
considerandu-se finalizata.

Prelucrarea §i expnmarea rezuitatelor. Se noteaza timpul (in minute) in care culoarea produsului devine identica
cu aceea a solutiei etalon. Compararea culorii se face privind baloanele prin transparenta pe un fond alb.

3.2.2. Metode de analizd a melasei

3.2.2.1. Aspectul exterior. Melasa se prezinta ca un lichid vascos, de culoare brun-inchjsa, cu miros de cafea §i
un gust duice amarui.

3.2.2.2. Determinarea densitafii. Pentru determinarea densitatii, aceasta se stabilegte in funciie de concentratia
in substantd uscatd a melasei determinaté cu zaharometru.

2223



Rezumatul tezei de doctorat
3.2.2.4. Determinarea substantei uscate.
a. Cu zaharometru. Zaharometru este un areometru etalonat la 20*C, si prevazut in interior cu o scaia pentru
temperaturd §i una pentru concentatie. Proba de analizat se introduce Tntr-un citindru de 500 mL. Se introduce
zaharometry in lichid i se lasd doué minute pentru stabilizarea temperaturii si atingerea stérii de echilibru, apoi
se citeste valoarea concentratiei gi se aplica coeficientul de corectie:
Concentrafia reald = concentratia citité +(Tcitita - 20} 0,005
b. Cu refractometru electronic, unde se poate citi direct concentratia in substanti uscatd la 20*C. Se calibreaza
aparatul cu apa distilata, ia punctul 0.

Se sterge apa cu hértie de fitru, dupé care se pune o picaturd din proba de analizat. Se cileste valoarea
concentratiei pe afisajul electronic.

Figura 3.3. Refractometru Figura 3.4. pH metru Mettler Figura 3.5. Polarimetru ADP 220
electronic Mettier Toledo Toledo Bellingham Stantey Ltd

3.2.2.5. Determinarea pH-ului

Pentru determinarea pH-uiui se foloseste pH-metru electronic. Proba de analizat se introduce intr-un pahar
Berzellius, in care se introduce electrodul pH-metrului. Se lasa 5-10 sec, dupa care se face citrea.

3.2.2.6. Detenminarea zaharozei (metoda polarimetricd).

Metoda polarimetricd de dozare a continutului in zahar a melasei este una din metodele fizice rapide, $i se
bazeaza pe proprietatea zaharurilor de a fi optic active. Metoda se foloseste in situatia in care continutul in
zahdr inverlit este mic.

Frncipiul metodei. Substanfele optic active rotesc planui luminii polarizate care trece prin solutia probei de
analizat, proportional cu concentratia in zaharoza a acesteia.

Echipamente de masurare si/sau analiza materiale, reactivi. Acetat bazic de plumb, eter efilic, balanta analtica
cu precizia de 0,0001g, baloane cotate de 100 si 200 mL, polarimetru.

Mod de fucru. Se cantiresc 26 g melasa si se frec cantitativ intr-un balon de 100 mL cu apa. Se omogenizeaza
bine selutia prin miscari circulare ugoare §i se aduce aproape de semn. Se aduce la temperatura de 20 °C, apoi
se distruge spuma eventual formata, cu o picatura de eter etilic.

Se aduce la semn cu apa distilata 5i se omogenizeaza putemic continutul batonului. Din proba astfe! pregétita se
jau cu pipeta 50 mL gi se trec intr-un balon cotat de 100 mL, se adaugéd 10-20 mL acetat bazic de plumb, se
completeazé cu ap# distilaté pana la semn si se omogenizeaza. Se filtreaza continutul balonului intr-un pahar
curat gi uscat. Filtratul se toama in tubul pelarimetric §i se citeste polarizatia.

Continutul de zaharoza se calculeaza cu formula: Z=a 2

unde: Z, este continutul In zaharoz4, g/100 g melasd; a, reprezintd unghiul de polarizatie citit la polarimetru.
3.2.2.6. Determinarea zaharozei pe cale chimica

Pentru aceasta se determina mai intéi cantitatea de zahdr invertit din melasa.

a. 26 g melas3 se aduc cantitativ intr-un balon cotat de 200 mL si se face defecarea cu acetat bazic de plumb.
Se aduce fa semn si se fitreaza, dupé care 100 mL de filtrat se introduc intr-un balon cotat de 150 mL, se
indepdrieazad plumbul cu o solutie de carbonat de sodiu (30 g carbonat cristalizat la 100 mL) si se aduce ia
sema (= 13 g melasa). Se fitreaza i din fitrat se iau 25 mL (=2,1667g melass) care se folosesc pentru
Geterminarea zahdnului invertit prin metoda obisnuitd Bertrand. Cantitatea de zahdr invertit se raperieaza la 100
g melas4 (Z). in altd probd se determind zahdrul invertit totat in urma inversiei zaharozei:
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b. 13 g melasa se aduc cantitativ intr-un balon cotat de 100 mL cu 75 mL ap4, se neutralizeaz3 cu HZ10,1 N i
se adauga 5 mL HCI (d = 1188) pentru inversie. Se incalzeste timp de 2 minute $i jumétate pe o baie de apa la
§7°C i apoi se tine exact § minute la temperatura de 67°C, dupa care se raceste ia 20°C, se aduce i» semn cu
apd distilatd §i, dacé e necesar, se fitreaza.

Se iau din fitrat 50 mL (= 6,5 g melasa), se neutralizeaza, se limpezesc cu acetat bazic de Pb, se agiic la 100
mL, se amesteca si se filtreaza. Se iau 25 mL filtrat ( = 1,625 g melas3), se introduc intr-un balon camt de 100
mL si se indepéirteazd plumbul cu o solutie de carbonat de sadiu, se aduce la semn si se filtreaza, @i din filtrat
se @au 25 mL (= 0,40625 g melasd) pentru determinarea zahdruiui invertit prin rnetoda Bertrand.
Cantitatea de zahdr inverlit se raporteaz apoi la 100 g melas# (Z,). Cantitatea de zaharoza se detemmwina dupa
fomwula: Z = (Z,- Z,) 0,95, in care 0,95 este un factor pentru a transforma zaharul invertit in zaharoza.

Metoda Bertrand. intr-un balon Erlenmeyer de 300 mL se aduc 25 mL solutie Fehling |, 25 mL solutie Fehling i,
se incélzesc pana la fierbere. Se ia paharul de pe foc, se adauga 25 mL solufie de analizat si se fierbe 3 minute,
apci se filtreazd solutia prin fikru cutat si se spald preciptatul de 2-3 ori cu 10-15 mL apa distilata fierbinte.
Precipitatul din balonui Erflenmeyer se dizolva cu 20 mL solutie ferica. Solutia verde se trece cantitatw pe filtru,
dupa care se spald cu apa fiartd balonul Edenmeyer §i fiftrul si se titreaza mediat fitratu! cu KMnO, 81 N pana
la culoare roz.

Caicul: fa fiecare mL de KMnO4 0,1 N folosit la titrare corespund 6,357 mg cupru. mgCu = 6,357 * Vi

Din tabel se regdseste cantitatea de zahar din proba in functie de cantitatea de Cu obfinuta, care se aporteaza
apoi la 100 g melasa.

3.2.3. Metode de analizd a plimezilor

3.2.3.1. Determi concentrafiei plimezii

Prir concentratia pldmezii, mai exact spus prin extractul unei solutii se injelege totalitatea substantelor
fermentescibile si nefementescibile dizolvate. In cazul plamezilor de melasa fermentate, substantele dizolvate
sunt sarurile minerale, substaniele proteice solubile, zaharul rezidual, alcoolul etc.

Concentrafia plamezilor se determina cu ajutorul areometrelor (zaharometre), etalonate la temperaturade 20 °C.
In timpul fermentatiei aicoolice, gradul zaharometric aparent al piamezilor scade de la valoarea inilia de ~ 22-
23 grade, la ~6-7 grade, la sfargitul fermentatiei alcoolice. Gradul zsharometric finai al plamezi fermeritate poate
sa ajunga si la valori mai mici ~3-4, in cazul unor melase cu puritate ridicata.

3.2.3.2. Determinarea aciditafii

Acidiatea plamezior de melasé fermentate se determing prin titrarea unei cantitdti determinate de pmada cu
solutie de hidroxid de sodiu, in prezenta fenoftaleinei ca indicator.

Aciditatea se mésoara in grade Delbruck, i reprezinta aciditatea din 20 mL solufie care se neutralizeaza cu 1
mL solutie de NaOH de concentratie 0,1N.

Un volum de 20 mL pldmada fermentatd se introduc ntr-un balon Edenmeyer, peste circa 30 ml apa distiata.
Se adaugd 2-3 picaturi de fenolftaieind, apoi continutul balonului se agitd pentru omogenizare si se fireaza cu
solutie de NaOH de conceniratie 0,1N, pana la aparitia culorii roz care persista 30 secunde. Numand de miliiitri
de solufie NaOH de concentratie 0,1N folositi reprezinta tot atatea zecimi de grad Dib.

3.2.3.3. Dozarea zahdrui total reductor .

Pentru dozarea zahérului total reducétor se foloseste metoda cu acidul 3,5 dinitrosaliciic (Miler, 1959).

Figura 3.6. Spectrolometru UV-VIS Jenway Flgura 3.7. Instalafie de distilare Trade Raypa
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Un volum de § mL din proba de analizat extrasa din proba in fermentatie a fost hidrolizata timp de 7 min la o
temperatura de-60 °C in mediu acid in prezenta HCI de concentratie 2N.Dupa hidroliza, proba a fost neutrakzata
cu solutie NaOH de concentratie 1N dupa care zaharul reducator a fost masurat prin reactia cu acidul 3,5
dinitrosalicilic cu care formeazéa un complex de culoare galben portocaliu a cérui extinctie se citegte la lungimea
de undd de A = 540 nm la spectrofotometru. In paralel s-a realizat o curbé etalon in care s-a reprezentat
cantitatea de glucozd (mg/mL) in functie de extinctia cititd la lungimea de unda de A = 540 nm.

Pentru fiecare experiment in parte s-au realizat 3 trei determinari independente iar valorile raportate sunt valori
medi.

3.2.3.4. Determinarea continutuiui In alcool al pldmezilor de melasa fermentatd

Concentratia alcoolicd se poate detemmina cu alcoolmetru numai in cazul solutilor pure de akool i apa.
Prezenta in unele solutii akcoolice a unor substante straine ca zaharul, acizi organici, sdruri minerale, celule de
drojdie etc. modificd masa specffic a solutiei §i, in consecintd, gradul alcoolic determinat cu alcocimetu este
fals. Ca s se poatd afla gradul alcoolic real al pldmezilor de melasa fermentats trebuie sa se izoleze maj imai
alcoolut din acestea. Separarea alcoolului de substantele straine se realizeaza prin distilare. Dupa comportarea
lor la distilare, substantele strdine se impart in substante fixe, care nu distild odata cu aicoolul, §i substante
volatile, care distiid odatd cu acesta. Substantele fixe sunt ugor de separat, deoarece ele raman i vasul de
distilare. Cele volatile insa, cum sunt acizii volatili, acetaldehida i akcoolii superion, trec odata cu alcoolul i apa.

Din aceasta cauzd, pentru.a se izola alcoolul etilic pur, in laborator se fac doua distilari. Prima distiare se face in
mediu slab acid. in aceasta distilare se separa alcoolul etilic, o parte din apa, acizii volatili, precwn si unele
substante neutre care sunt acetaldehida si alcoolii superiori. Distilatul obtinut se supune unei a doud disiéri,
dupé# ce mai intéi este akalinizat cu céteva picéturi de hidroxid de sodiu concentrat, pentru neutralizarea acizior
volatili. Prin aceastd operatie nu se fixeaza §i acetakdehida i alcoolii superiori. Cantitatea acestora find foarte
micé, nu influenteaza greutatea specificd a distilatului.

Echipamente de masurare, materiale, reactivi: instalatie de distilare Trade Raypa, termoaicoolmetru gradat in
procente de volum la 20*C, cu valoarea diviziunii minime de 0,2%, cilindru gradat de 250 mL, 500 mt, 1000 mL,
baion cotat de 250 mL.

Mod de lucru. Intr-un balon cotat de 250 mL se introduce proba de analizat, se aduce la temperaturade 20 °C,
dupd care se trece continuful balonului cotat cantiativ in balonul de distilare de 500 mL.

Se incepe distiarea, captand distilatul in acelagi balon cotat cu care s-a masurat proba $i in care s-au introdus
in prealabi 5 mL apa distilatid. Se capteaza cca. 150 mL de distilat, se pun cateva picaturi de hidroxid de sodiu,
dupé care balonul se aduce la semn cu apa distilatd. Se repetd operatia de distilare. Se capteazd 150 mL
distiat, iar continutul balonului se aduce la semn cu ap3 distilata.

Continutul balonului este trecut Intr-un cllindru gradat, se introduce alcoolmetru, se lasa cateva secunde, dupé
care se citegte concentratia alcoolica aparenid iar din tabele se citegte concentrasia akcoolicd reald.

3.2.3.4. Controlul microbiologic

Controlul microbiologic se face in diferite etape, incepand de la materia prima §i termindnd cu procesul de
fermentatie, i este necesar atdt pentru monitorizarea procesului de fermentatie cat i pentru depistarea
eventualeior contsminari cu bacteri.

in mod nomal dacd sunt. aplicate toate masuriie de combatere a contaminarilor, plamezile de melasa in
fermentatie nu trebuie s& contina mai mult de 5% microorganisme de contaminare. Cu ajutorul microscopului se
fac umatoarele determindri: determinarea numarului de celule de drojdie, aprecierea stdrii fiziologice a
acestora, identificarea microorganismelor de contaminare.

Pe baza acestor determindri tehnologul poate verifica, interveni si dirija diferitele faze ale procesului iehnologic,
cum sunt: stabilirea momentului optim de inoculare a linului de prefermentare cu pidmada din vasul de drojdie;
stabilirea momentului optim de injumététire a linului de prefermentare; stabilrea cauzelor microbilogice ale
intarzierii fermentatiei; evkarea anomalilor din procesu! de fermentatie ca umare a dezvoitdrii
microorganismelor patogene $i a modificarii activitatii drojdiilor.

Viabilitatea celuleior. Testul de viabiltate a fost realzat prin numérarea diecta a celulelor de drojdie viabie la
microscop in prezenta indicatorului albastru de metilen cu ajutorul camerei Thoma. Metoda se bazeaza pe
capacitatea drojdiilor viabile de a reduce indicatorul redox din forma de oxidaté (albastru) in forna redusd
{leuco-derivat incolor).

Celulele de drojdii se pot numara prin examen microscopic direct, cu ajutorul citometretor. Un citometru este o
lama de sticld groasd, prevdzuta cu trei platforme separate intre ele prin rigole in sticli.

Platforma centrald este denivelata fatd de celelatte doua cu o inaltime de 0,1- 0,2 mm (inscrisa pe fiecare
camera).
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Pe piatforma centrala ¢ste gravata o retea de linii perpendiculare, care dzimiteaza o anunita suprafaia divicata
de catre linii perpendiculare In microcelule de forma patratica (patratele elementsre;.

Figura 3.8. Microscop Kruss

Diferentierea dintre tipurile de citemetre const3 in marimea suprafetei unui pétratel elementar.

in cazul citometrului Thoma, suprafata de 1 mm? este divizats in 400 de patrafele elementare cu latura de 1720
mm. Numérul de celule prezente intr-un cm de suspensie de analizat se de-termina cu formula: N =n -4 - 10°.d

in care: n este numarui mediu de celule pe un patrétel elementar; d - coeficient de dilutie.

3.2.4. Conditii de cultivare a drojdiiior pentru evaluarea pararmetrilor cinetici de multiplicare In conditii de
laborator

inifial, drojdiile au fost reactivate pe melasa diluat3 in prealabil la o concentratie in zaharuri de aproximativ 150
g/L sl acidifiatd cu H;80, la un pH = 4,5, In culturi pe agitator la 200 rpm, la o temperatura de 25 °C, timp de 24
de ore. Volumele transferate in mediile de fermentare au fost calculate in aga fel incat concentratia inifiald de
biomasa sé fie de 1 x 10’ celule viabile/mL. .

Pentru evaluarea parametrilor cinetici de multiplicare in baloane Erenmayer de 500 mL se aduce un volum de
250 mL melasa diluaté cu apa distilata fa un continut in glucide de aproximativ 150 g/L, acidifiata cu H,S0, Ia un
pH de aproximativ 4,5 si imbogatta cu sulfat de amecniu in proportie de 0,5% i inoculul avand o concentratie de
1 x 107 celule viabite/mL . Baloanele au fost mentnute pe agitator la 200 rm o temperatura de 25 °C timp de 48
de ore. Numarul de celule viabile i vileza de multiplicare au fost evaluate dupé anumite intervale de tmp gi
anume dupa 12, 24, 36 5i 48 h.

3.2.5. Determinarea parametrilor cinetici de multiplicare a drojdiilor

in functie de particularititile multiplicérii i reproducerii ceiulelor microbiene se poate stabili dmamica de
cregtere. Aceasta se stabileste prin cuantfficarea numdrul de celule de drojdie sau prin studiul vitezei de
acumulare a biomasei in raport cu unitatea de volum a mediului de culturé utilizat. ]

in tabelul 3.3, sunt prezentali parametrii cinetici de evaluare a multiplicarii drojdidor in faza exponentiald de
cregtere.

Tabelui 3.3. Parametri cinetici de evaluare a multiplicari drojdiilor

Numarul de generatii, numar de celule pe unitate de n UFG/mL | n= log N -log N,

voium log2
- . . 4 InN-lnN,
Viteza de multiplicare, viteza specifica de crestere u h o o
o
Timpul in care se reslizeaza dublarea populatiei, tmpul h = 0,093
de dublare Y [ u -

3.2.6. Conditiile de cultivare a drojdiilor pentru optimizarea conditiifor de fermentare In conditii de
laborator .

> Efectul cantitafii de inocul asupra cineticii de fermentatie alcoolicd

Peritru evaluarea influentei parametrilor cu efecte directe asupra fermentatiei alcoolice §i in special asupra
fomrii alcoolului etilic, pentru experiment s-a utilizat un volum de 250 mL melasa diluata cu apa distiata la
un continut in glucide de aproximativ 200 gA..
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Aceastd melasa a fost acidifiatd cu H,SC, la un pH de aproximativ 4,5 §i imbogatitd cu sulfat de amoniu in
proportie de 0,5%. Pentru a studia efectului cantitdtii de nocul asupra cineticii de femnentatie alcoolica, s-au
utilizat diferite concentratii de celule viabile din noculul addugat, si anume trei concentratii dfferite de 1 x 10°
UFC/mL, 1 x 107 UFC/mL si 1 x 10° UFC/mL. Experimentul s-a realizat pe o durati de 60 de ore la o
temperaturad de 30°C, fara agitarea mediuiui de cultura.

> Efectul concentraliei In glucide asupra cineticii de fermentalie alcoolicd

Pentru a studia efectul concentratiei in glucide asupra cineticii de fermentatie alkoolicd s-a evaluat cantitatea de
etanol obtinuta prin fermentarea melasei diluate la concentratii diferite de zahér 50 g/L, 100 a/L, 150 g/L, 200 g/l
5t 250 g/, Aceastd melasa diluat3 in prealabil la diferite conentratii de glucide este acidifiaté cu H.SC, la un pH
de aproximativ 4,5 §i Imbogétitd cu sulfat de amoniu in proportie de 0,5%.

Concentratia de celule viabile din inocul a fost de 1 x 10° UFC/mL. Studiui s-a realizat timp de 60 de ore ia o
temperatura de 30°C, fara agitarea mediului de cultura.

- Efectul etanolului asupra cinelicii de fermentatie alcoolic¥

Cunoscéndu-se faptul cé etanolul este un factor de stres pentru drojdii, o caracteristica dorité foarte importanta
in cazul selectarii tulpindor industriale este aceea ca drojdia selectatd sd prezinte tolerantd mare la etanol.
Pentru acest experiment in mediul de fermentatie s-a adaugat aloool etilic de concentratie 56% (v/v) astfel incat
concentratia-in aleool a mediului de fermentatie sa fie 0%, 3%, 6%, 9%, 12% gi 16% (v/v).
In rest concentratia in glui:ide a mediul de fermentatie a fost de 200 gA., pH-ul = 4,5, numarul initial de ceiule
viabite 1 x 10° UFC/mL, temperatura 30°C, féra agitarea medului de cultura.

- Efectul pH-ului asupra cineticii de ferrentatie alcoolic
Se cunoaste faptul ¢4 viteza de fermentatie este sensibild in functie de pH-ul mediuiui de fermentatie, iar
majoritatea drojdiilor de distilerie prezintd un pH optim intre 4 §i6.
Acest domeniu este mai mic decét pentru bacteriile tipice. in plus, majoritatea drojdiilor pot tolera expunerea la
solutii acide la pH = 2, faré distrugerea lor.
Pentru evaluarea efectului pH-ului asupra cineticii de fermentatie, in conditii de Jaborator melasa a fost adusé ia
un pH diferit avand vakori de 35; 40; 4,5, 50; 55; 6,0 i 6,5 cu ajutorul adaosului de acid suffuric H,SC..
Concentratia in glucide a mediul de fermentatie a fost de 200 g/L, numdrul initial de celule viabile 1 x 10°
UFC/mL, temperatura 30°C.

> Efectul temperalurii asupra cineticii de fermeniatie alcoolicd
Toleranta temperaturiior inalte este o caracteristicd mult doritd pentru selectarea drojdiilor de distilerie,
smajoritatea avlnd o temperatur optima de crestere de 30...35 °C.
in condtii ¢e laborator s-a studiat cinetica de fermentare a etanolului la diferite temperaturi precum 20°C, 25°C,
30°C, 35°C si 40 °C. Concentralia in glucide a mediul de fermentatie a fost de 200 gL, pH-ul = 4,5, numarul
initiat de celule viabile 1 x 10® UFC/mL, studiui realizdndu-se timp de 60 de ore, fird agitarea mediului de
cultura.

- Efectul agitarii mediului de culturd asupra cineticii de fermentatie akoolicd
Pentru a studia efectul agitéri mediului fermentescibit asupra cineticii de fermentatie aicoolicd s-a evaluat
cantitatea de etanol cbtinutad prin fermentarea melasei diluate 1a diferite valori ale vitezei de rotatie de 0 rpm, 50
rpm, 100 rpm, 150 rpm si 200 rpm. Aceastd melasé diluata in prealabil la un continut de glucide de 200 g/l este
acidifiata cu H,SO4 la un pH de aproximativ 4,5 si imbogatité cu sulfat de amoniu in proportie de 0,5%.
Concentrafia de celule viabile din inocul a fost de 1 x 10° UFC/mL. Studiul s-a realizat tmp de 60 de ore la o
temperatura de 30°C, cu §i fara agitarea medislui de cultura.

- Efectu! adaosuiui de nutrien}i asupra cineticii de fermentalie alcooiicd
Cinetica d= multiplicare a drojdilor §i randamentul de fermentare este direct corelat cu adaosut de nutrienti
precum sulfatul de amoni, ingragamant complex N.P XK. cumulat cu suplimentele complexe ProtectVit BM1 gi
ProtectVit BMG, care sunt produse ce contin vitamine din grupul B gi oligoelemente. Concentratia in giucide a
medi:! de fermentatie a fost de 200 g/iL, pH-ul = 4,5, numdarul initiat de celule viabile 1 x 10® UFC/mL,
temperatura de fermentare de 30 °C, studiul realiz&ndu-se timp de 60 de ore, fara agitarea mediului de culturd.

= Inhibifia cineticii de fermentatie alcoolicd prin compusi secundan
Miuttiplicarea drojdiei si producerea etanolului pot fi inhibate de catre subpredusii de fermentatie.

Acetatii si lactatii sunt cei mai importanti subprodusi de fermentatie care au efect inhibitor asupra multiplicarii
arojdiei cit si astpra fermentatiei alcoolice. Acidul lactic si intro mai mica masuré acidul acetic sunt pariat
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indepdriati la distitare, astfel incat subprodusii de fermentatie nu mpun In med nommal o & asupra
recirculdrii.
In melasa diuats s-a adadugat acid lactic (85%) §i ackd acetic (glacial) inainte de ajustarea pH-uluj pentru a
atinge concentratii de 3 g/, 6 g/L, 9 g/L acid factic §i respectv 0,3 g/L, 0,8 g/L, 0,9 g/l acid acak. Au fost
realizate §i probe martor in care s-au addugat volume similare de apé bidistilaté pentru a fine contde dilutile
cauzate de adaosul acizilor.
In rest celelale conditii precum concentratia in giucide a mediului de fermentatie a fost de 200 g/, g4%-ul = 4,5,
numarul initial de celule viabile 1 x 10° UFC/mL, temperatura de 30°C, studiui realizandu-se timp de 30 de ore,
fara agitarea mediului de cultura.
3.2.7. Calculul parametrilor cinetici de fermentare
Randamentul teoretic maxim de obfinere a etanolului din giucidele reducatoare a fost cakulat in Aunctie de
relatia stoichiometrica reprezentatd de ecuatia urmatoare. CgH, ;06 = 2CH,CH,OH + 2C0O,
Din 100 g de hexoze se produc 51,1 g de etanol §i 48,9 g de CO,.
In conditii anaerobe de cuitivare timp de 60 de ore, in laborator, pentru evaluarea comportamentului trojdiilor, s-
au estimat ummdtorii parametri:
* Concentralia de glucide (S), g/L, s-a determinat prin folosirea metodei cu DNS;

= Concentatia in etanol (P), g/L, s-a determinat prin distilare;

¢ Viteza de consum a substratului {rs), 9/L h, s-a calculat cu relatia: rg = %S.;
1
. . . dP
= Viteza de formare a etanolui (rp), g/L'h, s-a cakuiat cu relafia: r, = 7;
t

* Randamentul practic de obtinere a etanolului (Yy;s), %, s-a calculat cu relatia: Yy, = -ri;
'3.
* Raportul dintre cantitatea de etanol obtinuta si zaharul inifial (Y1, %) i randamentul teoretic, %, s-acalculat
P-P
S,-0,511°

* Raportut dintre cantitatea de etanol obtinutd §i zaharui consumat (Y2, %) $irandamentul teoretic, %, s-a
P-f .

(S, ~5)-0,511"

3.2.8. Prelucrarea statistic3 a datelor

Metodele experimentale sunt folosite pe scara largé in cercetare precum si In sectoarele industrigi in diferite
scopuri (Box, 1958). Obiectivul principal In domeniul cercetarii stiintifice este de a ardta semnificatia statistic a
efectului exercitat de anumti factor asupra unei variabile dependente de interes. Variabilefe sunt elemente care
se pot masura, controla sau manipula in cercetare. Acestea diferd in muhe privinie in special prin roh care- au
in proiectui de cercetare si de tipul de masuratori care pot fi aplicate asupra for. In cadnd cercetarii
expermentale se pot manipula unele variabile §i apoi masura efectele acestei manipuldni. Analiza datelor in
cercetarea experimentald se reduce la calculul "corelatiel” dintre variabile in special cele modificate si cele
afectate de modificare. Numai datele experimentale pot demonstra in mod concludent relatia de tauzaltate
dintre variabile. Variabilele independente sunt acelea care sunt modificate in timp ce variabilele deperdente sunt
cele care sunt numaimasurate sau inregistrate. In sectorul industrial obiectivul principal este de a extrage nivelui
maxim de informatii inregistrand factorii care afecteaza procesut de productie utifizand cat mai mukte observatii
(Box, 1978). In timp ce in stiintd sunt utilizate tehnicile de analiza a variantei (ANOVA) pentru a descager; natura
interactivd a realitatii care, se manifestd prin interactiuni de ordin inalt Intre factori, in sectorul indus¥ial efectul
unor asemnenea interactuni sunt adesea considerate ca o mare problema. In stiintd, testul ANOVA se poate
aplica la modele care operaza cu cel mult cincifactori {www.statsoft.com).

Cercetarea bazatd pe un numar mare de expermente este consideratd in mod nomnal un stasdard bun.

Metodele de studiu si de analiza fizico-chimice precum si a fenomenelor biologice au fost recent imbunatatite

datoritd unor tehnici §i echipamente din ce in ce mai performante care presupun conexiunea la ur calculator

care si realizeze analiza datelor. Acest progres a presupus §i dezvoltarea de noi metode maematice si

statistice pentru analiza 3i prelucrarea datelor numerice (analiza facteriald, recunoasgterea formeior, ®hnici noi
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de clasificare eic.). Prin cresterea numarului de senzori, inregistratoare, analizoare, a dews#t posbia
acumularea unei cantitali aproape nefimitata de informatii cu privire fa studiul unui fenomen. Tn ultrmd imp insa,
tendinta a fost de a reduce numarul de experimente in principal datoritd volumului mare de munca g a costuui
lor. Constatarea a fost ca informatile de caiitate nu depind doar de numarul de expermente, wr rol foarle
imporiant avandu-i pianificarea experimentelor. Aceastéd planificare nu este necesard numai in tmpul studillor
initiale ci pe infreg procesul de cercetare.

La inceputul unui demers stiintific, cercetéitorul trebuie s& aleagéa factorii potentiali influenfi iis domeniul
experimental ales. Deoarece un numdr tot mai mare de factori impiicd un numar tot mai mare de :msperimente,
este necesar ca numarul acestora s3 se reducd doar la trei sau patru. Facton/ reprezintd orioe parametru
experimental (de ex. temperaturd, concentratie, densitate efc.) care influenteaza variabila dependenta a unui
proces. Factorul reprezintad elemental primordial al cercetérii experimentaie planificate. Alegerms modelelor

poate fi scris S}, S5 S%//N unde si este numérul de niveluri (de ex.valorile unui facter reprezinti

nivelurile acelui factor), k; este numarui de factori i N este numaruf minim de experimente necesam, O dati ce
factorii influenti sunt-cunoscuti ei pot fi studiati mai precis. Pentru a-i studia, informatiile sunt definite §§ modelate
prn experimentul factorial. In multe aplicatii, interesu! nu este de a studia numai efectele acestor faetoni, ci mai
ales interactiunile dintre acestia pentru a $ti cum una sau mai multe caracteristici masurate (raspunsury) se
comporta intr-un demeniu bine defink experimental. Apoi este posibil s& se caute optimul a unul sas mai multe
rdspunsuri experimentale fara a trebui sd se efectueze un numar mare de experimente. Indfferent e domeniul
de aplicare, obiectivul este de a gasi o regiune din domeniul experimentai in care toate proprietéatie studiate s&
indeplineascé toate constrangerile dorite. Aceast? regiune este numitd "zond de compromis acceptsbi™. Pentru
a gasirelatia dintre factori $i raspunsuri, fenomenul studiat este simplificat prin modelare matematici. In funclie
de problema studiatd, modelul ar putea fi liniar sau neliniar, o ecuatie diferentiald s.a.m.d. Aces! nstrument
metodologic este numit "metoda suprafetei de raspuns”. Expermentarea va determia valorile meficientior
modeluiui matematic. Precizia modeluiui depinde de precizia coeficientifor sdi. Prin urmare, calitatea unui model
experimental poate fi datd de precizia de predictie in domeniul experimental cand coeficientii surt cunoscuti.
Aceste modele trebuie s4 fie 0 buna reprezentare a rdspunsurilor experimentale in cadrul domeniuks de interes
si dacé aceste conditii sunt indeplinite, ele trebuie s3 dea o estimare acceptabild i de calitate a mspunsului.
Orice tip de model poate fi ales cu conditia ca el sd indeplineasca cele doud proprietati mentionsie mai sus.
Modelele polinomiale sunt foarte des folosite datoritd simplitatii lor i a abordani lor secventiaie. Odata ce
modelul optimal corespunzétor a fost ales, ulterior | se testeaza valabiltatea. Daca acesta reprezsitd o buni
reprezentare a fenomenului, raspunsul poate fi calculat pentru fiecare punct al domeniului experimental.

Modelele cele mai frecvent utilizate sunt cele polinomiale de ordinal unu i doi gi pot fi clasificate astif:

Modeie de ordinul I: modelele experimentaie Hadamard sau Plackett-Bumman; modelele experimentwie factoriale
intregi 2 sau fracTionate 2“'; modelele experimentale echiradiale; modelele experimentale simplex

Modelele de ordinui il: modelele experimentale Centrale Composite; modelu! Doehlert; modele esgerimentale
echiradiaie. i

Metoda Suprafetei de Raspuns (MSR) este deci o colecfie de tehnici matematice §i statistice utiate pentru
modelarea $i analize problemelor in care raspunsul este influentat de anumite variabile §i care aw ca obiectiv
optimizarea acestuia (A8). Pentru faptul cd in experimentele noastre am utilizat modelul experimental Central
Composite ne vom axa teoretic mai muit pe acesta.

Cele trei etape ale acestui model experimental constau in prolectarea experimentului statist., estimarea
coeficientilor modelului matematic $i a raspunsului predictionat si la final, verificarea aplicabilititi modeluki.
Centrale Composite Design (CCD) contine o matrice factoriald fractionatd cu puncte centrale tare permit
estimarea curbuni modelutui.

¥
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Daca distanta de la centru la spativl modelulii cu puncte factoriale este de +1 unitéti pentru fiecare factor,

distanta de la centrul spatiului de proiectare pana la un punct stea” este de + a, in cazul in care |al > 1

valoarea exactd pentru a depinde de anumite proprietd{i necesare pentru modelare §i numérul de factori care
sunt utilizati.

Tabelul 3.4. Matrice CCD pentru un mode! redus cu 15 experimente, 3 factori §i 3 nivelun

=1 Factor | Factor | Factor |
SRun A g c {0
1 0 0 0 punct central
2 1 1 -1 punct factorial
3 1.41 0 0 punct stea
4 -1.41 [ 0 punct stea
5 0 -1.41 0 punct stea
6 4] 0 0 punct central
7 1 -1 1 punct factorial
8 0 [¢] 0 punct central
9 -1 1 1 punct factorial
10 0 0 -1.41 punct stea
11 -1 -1 -1 punct factorial
12 0 0 0 punct central
13 0 1.41 0 punct stea
14 0 0 1.41 punct stea
15 0 0 0 punct central

La fel, numarul de puncte centrale utilizate in mode! depind, de asemenea, de anumite proprieta{i necesare
pentru modelare. Un CCD contine intotdeauna doud sau mai muite Jpuncte stea” ca factori in model. ,Punctele
stea” reprezinté valorile extreme ale fiecérui factor din model.

Pentru a mentine rotabilitatea, valoarea a depinde de numarul de experimente care ruleaza in zona CCD
factoriald. In cazul in care factorialul este complet atunci ¢ = [2" }M. in cazul in care k = 2 factori, ecuatia de
mai sus poate fi exprimatd caa = 1,414,
Modelui polinomial patratic este stabilit cu ecuatia:

k k k=1 &

V=04 ) BX +Y B X+ N B, XX, +¢

i=1 = i=l j=2
unde Y este raspunsul predictionat, X, si X, sunt variabile de intrare, B, este termenul intercept, [, este efectul
finiar, [, este efectul patratic §i J, este termenul de interactiune. In matricea modelului valorile niveluritor

factorilor pot fi trecute sub forma codfficatd sau sub forma actuali. Relatia dintre formele codificate a variabielor
de intrare §i valorile actuale sunt descrise de ecuatia: :

v -4
Ad

unde: X este valoarea codificaty; A, este valoarea actuals; A este valoarea actuaid pentru variabilele din
punctu! central; A reprezinté pasul modificarii variabilelor.

Tabelut 12
“Factor - UMbl g 1
X1 a b [
X2 d e f
X3 g h i

Fiecare factor are un nivel minim codificat -1, unul central sau mediu codfficat O i un nivel maxim codfficat +1.
Prin combinarea valorilor nivelurilor factorilor rezulta un plan experimental cu un numar N minim de experimente.
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Determinarea raspunsurilor pentru fiecare experiment in parte i reprezentarea graficd 3D va finalza modelut
patratic CCD. Ecuatiile polinomiale sunt validate prin testul statistic ANCVA pentru determinarea semnificafiei
fiecarui termen al ecuatiei §i pe de altd parte estimeaza corectitudinea sau corelatia in fiecare caz in parte
(Techapun, 2002).

3.3. Instalatiile utilizate
3.3.1. Instalatii de pregitire a melase!
Aceasta instaialie se compune din:
1. vasul pentru pasteurizare, care este un vas ciindric cu fund conic, prevazut cu agitator §i care are o
capacitate de 25 m>.
2. vasui pentru dilutie care este de asemenea un vas cilindric cu fund conic, prevazut cu agitator si care
are o capacitate de 25 m®.
3. vasul pemnj acid sulfuric.
4. pompé dozatoare pentru dozarea acidului sulfuric in vasul de difuare.
5. schimbator de caldurd cu plici Alfa Laval pentru récirea melasei diluate fa temperatura de 30 ... 32°C.

Melasa din rezervorul de depozitare este pompata continuu in vasul de pasteurizare. Aici este incélzia cu abur
direct la temperatura de 92 °C sub agitare continui. Cu ajutorut unei pompe este frecutd in vasul de diluare
unde este adusa cu ap# fa o concentrafie de 20-23 "Bx. Tot in acest vas se face neutralizarea si acidularea
melasei cu acid sulfuric concentrat p&nd la un pH de 4,5-5,0.

Melasa diluats si acidulata frece printr-un schimbator de caidurd unde este racit3 la temperatura de 30 ... 32 °C
dupa care ajunge la prefermentare gifermentare.

Figura 3.10. instalafia de pregéitire a melasei
3.3.2. Instalatii de fermentare

Multiplicarea dm]disi . In fabrica muttiplicarea drojdiei se realzezad in vasul de drojdie. Acesta are o
capacitate de 25 m® este previzut cu serpentina de ricrre, sistem de recirculare a pldmezi §i sistem de aerare.

Figura 3.11. Vas de muftiplicare a drojdiel
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Melasa diluatd la aproximativ 12°Bx, se aduce cu acid sulfuric concentrat {a un pH de aproximativ 4,5, se
adauga 50 kg N.K.P. si 5 kg de drojdie rehidratata. Se asigurd o aerare moderatd de aproximatw 2 L aer/L
plamadd si minut, necesara multiplicarii drojdiei $i o temperatura de aproximativ 30 °C timp 2% 12 ore.
Rehidratarea drojdiei se face cu apa caldi la temperatura de 35 °C timp de 30 de minute cu scopul de a creste
rezistenta membranei celulare la factarii de stres de mediu §i de a pregati celulele de drojdie pentry reactiile de
metabolism. Cantitatea de drojdie inocuiati trebuie s asigure un minim de cejule de aproximativ 10°celule/mL.

Dupa o perioadé de aproximatv 12 ore de multiplicare, concentrafia pldmezii ajunge la aproximativ 6-7 °
zaharimetrice, vasu! de drojdie se transfera in vasul de prefermentare unde se continua procesul de multiplicare
a celuielor de drojdie.

Prefermentarea.

Figura 2.12. Vas de prefermentare
Rolul operatiei de perfermentare este acela de a realiza continuarea multiplicani drojdillor in prezesa sarurilor
nuiritive $i a oxigenului pand la o conceniratie de 250-300 x 10° celule/mL. Prefermentarea se realizeazs ntr-un
vas de inox cu o capacitate de 400 m® Vasul este prevazut cu agitator, sistem de aerare si um sistem de
recirculare a pkimezii. Pe circuitul de recirculare este interpus un schimbator de caldura cu pléci AHa Laval, care
realizeazd racirea plamezii din vas la temperatura de 30 ... 32 °C. in vasul de prefermentare spélat si sterilizat se
incepe alimentarea cu melas3 si se aduce tot confinutul vasului de drojdie 3i se pomeste aerarea. Sarurile
nutritive se dizolvé intr-un vas de 2000 litri i se adauga treptat in vasul de prefermentare. Se regieaza debitul
de alimentare cu melasa astfel incat extractul aparent al pldmezii s3 se mentina intre 7,5-8 ° zaharormetrice.
in momentul in care nivelul plamezii a ajuns la 80% din volumul vasuiui, 40% din plémada fermentata se trece in
vasul de fermentare iar in vasul de prefermentare se continué alimentarea cu melasa, aerarea gi adaosul de
s3un nutrtive pentru un nou ciclu de preferementare.
Dupé o pericadai de 5-6 zile de multiplicare Th perfermentator, numarul de celule de drojdie ‘incepe sa scada,
vasul de goleste, se spals, se streriizeaza i se reia ciclul in prefermentare, .
Fermentarea. In timpul procesului de fermentare, in conditii anaerobe, drojdia ransforma zaharoza din plamada
in bicetanol, dixod de carbon si caldura. ) :
Fabrica de alcool are in dotare 3 vase de fermentare, fiecare vas avand o capacitate de 400 m®, egalé cLuceaa
vasului de prefermentare. .
Dupd introducerea pldmezi de drojdie in linul de fermentare, se incepe alimentarea melasei de concentratie 23
°Bx, debitul reglandu-se astfel incat extractul aparent in timpul fermentari si se mentina inke 7,5-8 °
zaharometrice. Procesul de fermentare dureazd 48-54 de ore iar la sfargit plamada trebuie s aibd un rest de
Zaharoza mai mic de 0,3%.

3.3.3. instalatit de distilare rafinare
Studiul s-a efectuat pe trei tipuri de instalatii de obtinere a akoolului etilic si anume:
1. instalatie clasica cu functionare discontinua care are o capachate de productie de 5000 liri alcool/24
h.

2. Instalatie cu functionare continua, care are o capacitate ce productie de 8000 iitri alcool/24 h.
3. Instalatie cu functionare continua cu o capacitate de productie de 30000 litri akcool/24 h.
Descrierea instalatiilor:
18
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Instalatia nr.1, este o instalatie clasica si se compune din urmatoarele utilaje:

= coloana de distilare cu functionare continua;
@ coloana de rafinare cu blaza cu functionare discontinua;
@ vase de depozitare melasa confectionate din OLC;
< vas pentru pasteorizarea, diluarea, neutralizarea si acidularea melasei confectionat din OLC:
= linuri de fermentare cu capacitatea de 30 m?, fabricate din OLC;
Instalatia nr.2, esie o instalatie cu functionare continua, i se.compune din urmatoarele utilaje :
# coloana de distilare;

“ coloana de hidroselectie;

@ coloana de rafinare;

@ coloana de demetilare,

¥ vase depozitare melasa confectionate din OLC;

«  vas pentru pasteorizarea, diluarea, neutralizarea $i acidularea melasei;

< linuri de fermentare cu o capacitate de 75 m®, confectionate din OLC, cu racie exteroara (peliculara) §i

prevazute cu agitator;
“  panou pentru vizualizarea temperaturior de pe coloane si de pe schimbatoarele de caldura;
Instalatia nr. 3 se compune din:

¢ coloana de distilare,

= coloana de hidroselectie;

= coloana de rafinare;

#  coloana de cozi;

#  celoana de demetilare;

@ vase pentru depozitarea melasei di nox;

# instalatie continua de pregatre a melasei pentru fermentare compusa din vas pentry pastearizare, vas
pentru diuare si acidulare $i schimbator de caldura pentru racirea plamezii.

@« linuri de fermentare cu o capacitate de 400 m®, confectionate din inox, unde racirea plamezii se
realizeaza printr-un schimbator de caldura situat langa lin. Racirea plamezii in curs de fenmentare se
realizeaza prin recircularea cu ajutorul unei pompe, prin acest schimbator.

“  intalatia este-automatizata in proportie de ~80%. Conducerea procesuiui tehnologic se realizeaza dintr-o
camera de comanda unde sunt amplasate patru calculatoare, conectate la sistemu) de automatizare Pe
montoarele calculatoareior este dispus fluxul tehnologic si pot fi vizualizate ioate vasele, cojoanele,
pompele cu temperaturi, presiuni si nivelurile lichidului pe fiecare vas sau coloana in parte.Yot de pe
calculator se pomesc sau se opresc pompele si ventilele de abur si se seteaza nivelu! lichidubd in vase.

Considerafli privind Influenta materialelor din care sunt confectionate utllajele asupra eficiente!
activitatii de obfinere a alcoolului §i a calitifll acestula

Utilizarea vaselor de fermentare si a conductelor de tegaturdl din OLC, nu este benefica din cauza procesuiui de
coroziune care apare si care mpiedicé efectuarea unei igienizari corecte.

Existenta unui mediu acid favorizeaza coroziunea, mentindndu-se un mediu propice contaminaritor bacteriene
care influenteazé negativ fermentatia akcoolica.

Utilizarea vaselor din inox elimind toate aceste nconveniente.

CAPITOLUL 4. REZULTATE $i DISCUTH
4.1. Studiut infiuente! drojdiel asupra randamentului de obiinere a alcoolului etilic
413, In cazul utilizdrii melasei din stecid de zahdr

In vederea studierii influen{ei drojdiei asupra randamentului de obtinere a bicetanolului,  s-au folos 5 preparate
din drojdii active uscate $i anume Safdisti C-70, Etanoi Red““, Trockenhefe, Fali® si Pakmaya descrise in
capitolul de materiale §i metode de analiza.
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Drept substrat fermentescibil a fost utilizata melas3 din sfecld de zahar cu caracteristicile prezentate in capiojul
de materiale §i metode. Pentru fiecare drojdie utdizati s-au obtinut consumuri specifice diferite, exprimate in
melasa de tip 50 si % zaharoza, date prezentate in tabelul 4.1.

Tabelul 4.1. Consumul specific pentru toate tulpinite de drojdii folosite la fermentatie In cazul melasei din sfecla

de zahdr
1 Safdisti C-70  3,13110,05° 1,565+0,07
2 EtanolRed™ 3 206%0,07 1,6030,04
4  Faf 3,38520,01 1,69240,05
3 Trockenhefe 3217+0,08 1,608+0,01
5 Pakmaya 3,41040,06 1,70510,06

Tabelui 4.2. Randamentul In akool pentru drojdiile folosite Ia fermentatie In cazul melasei din sfecla de zahdr

1 Safdistil C-70 94 1840,15 Excelentd

2 _ EtanolRed™ 92 0810,09 Foarte buna
4 Fali 87,2210,15 Buna

3 Trokenhefe 81.77+¢0,16 ) Foarte buna
5 Pakmaya 86,58+0,10 Buna

* deviatia standard

in ceea ce priveste randamentul practic in iitri alcool absolut obtinuti din 100 kg zaharozi, cel mai mare
randament practic a fost obtinut atunci cand la fermentare s-a utiizat drojdie uscatd de tip Safdisti C-70,
randament care reprezint} aproximativ 95% din randamentul teoretic calculat (tabelui 4.2.).

Urmérind figura 4.1. se observéa ca cel mai mic randament in alcool absolut cu valoarea de 58,65 L alcool

absolut/100 kg zaharoza, s-a obtinut atunci cand la fermentare a fost folositd drojdie uscata tip Pakmaya, acest
randament reprezentand 86,58% din randamentul teoretic calculat.
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Figura 4.1, Randamentul de fabricatie la obtinerea Figura 4.2. Randamentul de fabricafie la obfinerea
alcoolului efilic folosind melasa din sfecia de zaharin alcoolului etilic folosind melasa din trestie de zahar In
functie de tulpina de drojdie utilizats functie de tulpina de dmjdie utilizats

4.1.4. In cazul utilizdri melasei din trestia de zahar

In tabelul 4.3. si tabelul 4.4. sunt ilustrate datele obtinute (consumuri specifice, randament in alcool) in cazul
folosirii melasei din trestia de zahar.
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Tabelul 4.3. Consumu! specific in cazul melasei din trestie de zahar

Safdistii C-70 3,189:0,04' 1,59430 06

-

2 EtanolRed™  3,20230,03 1,60110,04
3 Fali” 3,202+0,06 1,60110,03
4 Trockenhefe  3,207+0,03 1,6031+0,03
S Pakmaya 3,238+0,04 1.61910,05

* deviatia standand
Diferenfele observate in functie de originea materiei prime, melasa, nu sunt foarte mari.

Tabelul 4.4, Randamentul In alcool pentru toate tulpinile de drojdie folosite ia fermentatie in cazui melasei din
trestie de zahdr

1~ Safdisti C-70  92,5740,15 Excelenta
2 EtanolRed™ 82,20+009 Foarte buna
3 Fali® 92,20+0,15 Buna

4 Trockenhefe 92 08+0,16 Foarte buna
5 Pakmaya 91,10+0,10 Buna

? deviatia standard

Pentru primele patru drojdii folosite randamentul in alcool variaza in limite foarte restranse de la 62,38-62,71 L
alcool/100 kg zaharoza (figura 4.2.).

Similar, si in aceastd siuatie folosirea drojdie uscate Pakmaya a condus la obtinerea unui randament redug
comparativ cu celelalte tulpini de drojdii utilzate, desi ca valoare acest randament de 61,76 L alcool/100 kg
zaharoza a fost mai mare decat randamentul obtinut cu aceiasi drojdie dar folosind melasa din sfecla de zahar
(58,65 L akcool/100 kg zaharoza).

Referitor ia caltates organoleptx:a a productiei obtinute in ambele cazuri atat pentru etanolul obtinut din melasa
din sfecld de zahdr cit §i pentru etanolul obtinut din melasa din trestie de zahdr, in cazul utilizérii drojdiei
Safdistii C-70 etanoiul a prezentat caracteristici organoleptice excelente.

Ctanclul obtinut prin utilizarea drojdiilor Etanol Red™ si Trockenhefe a prezentat caracteristici organoleptice
foarte bune iar akoolul etilic obtinut din Fali® i Pakmaya a awut prezentat caracteristici organoleptice bune.

Concluzii partiale

1. Prin analiza influentei diferitelor preparate uscate din drojdii active asupra randamentului de
oblinere a aicoolului etilic s-a observat cé in cazul melasei din sfecla de zahar, cel mai mare
randament practic a fost obtinut atunci cand la fermentare s-a utilizet drojdie uscaté activa Safdistii
C-70, randament care reprezinta aproximativ 95% din randamentul tecretic calculat.

2. De asemenea, cef mai mic randament in alicool absolut cu valoare de 58,65 L a.a./100 kg
zaharozd, s-a obfinut atunci cand la fermentare a fost folositd drojdie uscata tip Pakmaya, acest
randament reprezentand 8€,58% din randamentul teoretic calculat.

3 in cazul utilizAri melasei din trestie de zahdr, folosirea drojdiei uscate Pakmaya a condus la
obtinerea unui randament redus Tn etanol, comparativ cu celelalte drojdii utilizate, desi ca valoare
acest randament de 61,76 L a.a/100 kg zaharoza a fost mai mare decat randamentul obtinut prin
fermentare cu aceiasi drojdie dar folosind melasa din sfecla de zahar 58,65 L a.a /100 kg zaharoz4.

4. Dfferentele observate intre randamentele de obtinere a akcoolului etilic in functie de tipui materiei
prime (melasa din sfecld de zahar sau trestie de zahér), nu sunt foarte mari ele fiind rieglijabile.

4.2. Studiul influentel drojdis! utilizate la fermentare asupra compozifiel pldmeziior fermentate

Deoarece nu s-au observat diferente remarcabiie in compozifia plamezilor fermentate in functie de natura
relase tizate ca materie primd, datele obtinute sunt redate intr-un singur tzbel (tabelu! 4.5.), ele reprezentand
/=in ~eg pentru fiecare component in parte.
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Cramatogramele aferente obtinute la dozarea compugilor primari §i secundari de fermentatie sunt prezentate in
Anexa 1.

Tabelul 4.5. Compozitia pldmezilar fermentate

1 Safdistit C-70 10,2 1,28 57,62 98,46 12043 80,85 368 64
2 Etanol Red™ 9,8 1,34 86,32 103,56 129861 92,51 413,24
3 Failt 9,2 1,44 96,21 120,15 1452 110,22 473,14
4 Trockenhefe 9.6 1,45 89,56 110,32 133,41 99,62 43455
5 Pakmaya 9.3 1,49 1152 129,14 166,2 130,22 542,19

In ceea ce priveste valoarea concentratiei akooliice, drojdia Safdistil C-70 a condus ia obtinerea uneitoncentraji
alcoolice superioare gi anume 10,2% vol. (figura 4.3).

Urmarind datele din figura 4.4, se observa ci in cazul plamezii fermentate cu drojdie Pakmaya se obtine
cantitatea cea mai mare de akool metilic de 1,49 mg/100 mL a.a. aceastd valoare find cu 16,4% mai mare
decét cantitatea de alcool metilic obtinuta in cazul plamezii fermentate cu drojdie Safdistii C-70.

Alcoolul metilic se formeaza in plamada supusa fierberii, mai ales cand aceasta este bogata in pectina (sfecla
de zahdr) si mai puin la prelucrarea materilor prime cerealiere.

Cu cét temperatura la fierbere a pldmezi bogate in pectind este mai mare, cu atat se formeaza o cantitate mai
mare de akcool metilic. X

Alcoolul metilic peate s se formeze i la fementarea plamezii, dacé in pldmada existd microorganisme cu
activitate pectolitica,
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Figura 4.3. Concentratia aicoolic a plamezii Figura 4.4. Concentrafia In aicoo! metilic a pidmezi
fermentate in funclie de drojdia utiizatd fermentate In functie drojdia utilizaté

Se mai observs ins# c& pldmada fermentats cu drojdia Etanol Red™ prezinta un continut mai ridicat in metanol
decat plémada fermentati cu drojdie Safdistii C-70 desi aceasta din urmd a prezentat o concentrate alcoolica
mai ridicata.

La fermentatia alcoolicd, drojdia produce $i acizi organici (citric, succinic, lactic, malic, 2-hidroxigiutare, acetic si
alli acizi grasi). Productia de acizi organici este cu atdt mai mare cu cat deficienta substratului / anumite
vitamine (de ex: tiamina) este mai mare. )

Acizii organici sunt sintetizai in principal de drojdiile care folosesc gruparea NH; din aminoacizi gi sunt eliberati
in plémada desi unii acizi organici mai provin i prin hidroliza lipidelor existente in plamada.

Aga cum se observa in tabelul 4.5. continutul in acizi organici a plamezii fermentate a variat intre 57 62 §i 115,2
mg/100 mL a.a., valoarea maxima find inregistrata in cazul fermentarii plamezii cu drojdie uscatd Pakmaya.
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Biosinteza esterilor implicd reactia dintre un alcool §i un acid. Atdt acizii cat si alcoolii sunt produsi ai
metabelismuiul drojdilor. Productia de esteri este stimulatd de acidul pantotenic. Biosinteza esteriar @in celula
de drojdie are loc prin alcooliza compusilor acii CoA. Akeoolii implicati sunt alcoolul etific $i akcoolii weiului de
fuzel. In ceea ce priveste concentratia in esteri a plimezii fermentate valoarea cea mai mare a foxt obtinuta
atunci cénd la fermentare s-a utiizat drojdie Pakmaya §i Fali valorile fiind de 129,14 mg/100 mL a.a. § respectiv
de 120,15 mg/100 mL a.a, (figura 4.5.).
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Flgura 4.5, Concentrafia In esteri a pldmezii Figura 4.6. Cantitatea de alcooli superion dn pimezile
fermeniate in functie de drojdia utilizatd fermentate in functie de drojdia utikzatd

Enzimele care catalizeaza sinteza esterilor necesita CoA, in cantitate mare formandu-se efilacetatu, decarece
atst akcooll etilic cat si acetit CoA vor conduce la marirea productiei de esteri din pldmada &rmentata.
Formarea esterilor este dependenta gi de: aportul de oxigen necesar drojdiilor, care afecteaza sinkeza acizilor
grasi, respiratia i fermentatia. avand in vedere ca drojdiile au un rol important in structura membrmanei. Acizii
grasi nesaturati pot proveni din pldmada sau pot fi sintetzati de drojdie din acizi gragi saturati. Productia de
esteri este micsoraté prin scéderea concentratiei plamezii dukci, cresterea gradului de aerare 8 plamezii,
folosirea unei temperaturi mai mari la fermentare.Cele mai reduse valori ale continutului in esteri au fost obtinute
in cazul plémezii fermentate cu drojdie Safdistil C-70.

in figura 4.6, sunt prezentate valorile cantitidtii de aicooli superiori in plamezile fermentate cu cede 5 drojdii
iiizate pentru fermentarea plémezilor. $iin acest caz, valorile cele mai mari ale cantiatii de alcooli saperiori au
fost obtinute in cazul plémezilor fermentate cu Pakmaya si Fali valorile find de 145,20 mg/100 mL a.a. §i
respectiv de 166,20 mg/100 mL a.a. In cazut utilizérii la fermentare a drojdiifor Trockenhefe si Etand Red s-au
obtinut valori medii de 133,41 mg/100 mL a.a. si respectiv de 129,60 mg/100 mL a.a. Valarea ceamai redusa
in akeooli superiori a fost oblinutd in cazul pldmezii fermentate cu drojdie Safdistii C-70 de 120,43 mg/100 mL
a.a.

Alcoolii superiori alcatuiesc asa-numitul ulei de fuzel. Sursele de alcooli superiori sunt reprezentate de:
aminoacizii prezenfi in plamada dulce supusd fermentdrii, care sunt transformati de drojdii prir. reactii de
dezaminare, decarboxilare si reducere; produsgi intermediari, cum ar fi hidroxi $i ceto-acizii; glucide, pe calea
acetolactatului, Factorii care afecleazd formarea alcoolilor superiori se referd la: cresterea temperaturii de
fermentae; agitarea pldmezii in timpul fermentdrii; aerarea excesivd a plamezii, concentrafia prea mare a
plérnezii dulci, compozitia materiei prime folosite la obfinerea pldmezii. Principala sursa de alcooli superiori o
reprezintd eminoacizii. Astfel, din valind, pe calea a-oxovaleratului, se formeaza izobutanol, iar din keucin3, pe
calea c-oaizocaproatulli, se formeaza alcoolzoamilic. Din zoleucind, pe calea a-oxo--metil-valeratuiui, se
fomeaz3 aicoolizoamilic. Din tfreonind, pe calea a-oxobutiratului, se formeaza alcoo! izopropiic §i respectiv, pe
cakea a-oxovaleratului, se formeaza alcool n-butitic.

In figura 4.7. este prezentat confinutul in aldehide obtinute in pldmezile fermentate in funclie drojdia utiizata la
fermentatia alcooiicd a plamezii. Astfel, continutui in aldehide a fost cuprins in intervaiul 80,85 mg/t30 mL a a.
atunci cand pentru fermentare s-a utilizat drojdie tip Safdistil C-70 si 130,22 rg/100 mL a.a. in cazud utdizarii la
fermentare a drojdiei Pakmaya. In aicoolul brut, se evidentiaza prezenta formakiehidei, acetaidehidei aldehidei
propionice. autirice, crotonice si acroieinei.

Cintre zidehidele mentionate, acetaldehida apare ca un produs intermediar ai fermentatiei alcoolice, brmarea ei
fiind posibid si prin oxidarea alcoolului cu oxigen. Fermentatia pldmezii cu aerare putemicd duce s cresterea
nivelului d= acetaldehida, cregtere care esie favorizatd si de mériea temperaturii de fermentatie. Aldehida
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acetica se acumuleaza in ceiule

§i apoi eliberatd in medu in primele zile de fermentare cand celukle suni in

faza activa de cregtere, ulterior cantitatea de acetaldehida find redusa de celule in timpul fermentaiei active.
Importanta acetaldehidei deriva din rolul siu de precursor al etanolului. Valorile

pragui de sensibiliate al acestui compus variaza in limttele 1

intdinite in literaturd pentruy

0 - 20 mg/L (Briggs si colab., 2004) au aroma de
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Figura 4.7. Continutul fn aldehide a pldmezii
fermentate In funcfie de drojdia utilizatd

Figura 4.8. Continutul total in substanfe wiatie non
alcool a pidmezii fermentate In functie drojda utiizaty

Legat de continutul total in substante volatile, cea mai mici valoare s-a obtinut atunci cand pentru fermentare s-
a utilizat drojdie tip Safdistil C-70 in valoare de 358,64 mg/100 mL a.a., 413,24 mg/100 mL a.a. la drodia Etano)
Red™, 434,25 mg100 mL aa. fa drojdia Trockenhefe, 473,14 mg/100 mL a.a. la drojdia Fal si 542,19 mg/100
mL a.a. in cazul drojdiei Pakmaya (figura 48).

Concluzil partiale

1. Studiind influenja diferitelor preparate uscate din drojdii active asupra compozitiei pldmezior
fermentate s-a constatat ca plamada fermentats cu drojdia Safdistil C-70 a prezentat o concentratie
alcoolica mai mare de 10,2% volak.

2. Analizand caltatea plamezior fermentate si in special canttatea de aicoo! metilic formatd s-a
constatat cd plémada fermentata cu drojdia Safdistil C-70 contine mai putin aicool medlic, numai
1,28 mg/100 mL a.a. siimplicit mai putine substante volatite totale 358,64 mg/100 mL a.a.

3. Continutul in acizi organici a plAmezii fermentate a variat intre 57,62 i 115,2 mg/108 mL a.a.,
valoarea maxima fiind inregistrata in cazul fermentarii plémezii cu drojdie uscatd Pakmaya.

4. in ceea ce priveste concentrafia in esteri a plamezii fermentate valoarea cea mai mare a fost
obtinutd atunci cand la fermentare s-a utilizat drojdie Pakmaya si Fali valorile find de 129,14
mg/100 mL a.z. si respectiv de 120,15 mg/100 mL a.a. ’

5. Valorile cele mai mari ale cantitati de alcooli superion au fost obfinute in cazul plamezior
fementate cu Pakmaya i Fali valorie find de 14520 mg/100 mL a.a. §i respectiv de 166,20
mg/100 mL a.a.

6. Continutul in aldehide a fost cuprins in intervalul 80,85 mg/100 mL a.a. atunci cand pentru
fermentare s-a utilizat drojdie tip Safdistl G-70 §i 130,22 mgM00 mL a.a. in cazul utizini la
fementare a drojdiei Pakmaya.

7. Cea mai mica valoare a continutuiui tofal in substanfe volatile, s-a obfinut atunci cind pentru
fermentare s-a utilizat drojdiegg Safdistit C-70 in valoare de 358,64 mg/100 mL a.a., 413,24 mg/100
mt a.a. la drojdia Etanol Red™, 434,25 mg/100 mL a.a. ia drojdia Trockenhefe, 473,14 mg/100 mL
a.a. la drojdia Fali® §i 542,19 mg/100 mL a.a. in cazul drojdiei Pakmaya.

4.3. Comportamentu! drojdilior in conditii aerobe de cultivare in laborator
Multiplicarea §i stabilitatea celulelor de drojdii a fost cuantificata prin:
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-» Studiul dinamicii de muitiplicare a drojdiilor in cond#ii asincrone;

-» Parametrii cinetici de multiplicare: numarul de generatii, viteza de multiplicare, timpul de dublare a

biomasei;

<> Biomasa substantd uscatd, g substanti uscat&/100 mL mediu fermentativ;

=» Gradul de autoliza a celulelor, %Na/Nt
in cadrul laboratorului propriu ai fabricii s-a studiat cinetica de multiplicare a drojdilor. Numérarea celulelor de
drojdie, s-a realizat cu ajutorut unei camere Thoma iar viabiltatea drojdiiior prin colorare cu albastru de metilen.
Codfficarea celor 5 preparate uscate din drojdii active utilizate in studiu este prezentat in tabelui 4.6.
In figura 4.9. este prezentata curba de multiplicare a drojdiilor. Durata de monitorizare a multiplicarii drojdidor a
fost de 48 de ore. Curba tipicé de dezwoltare (fig. 4.9) comportd urmétoarele faze: faza de latentd, faza de
pornire a cresterii, faza de crestere exponentiaid, faza de incetinire a cresterii si faza stationara.
Celulele care au fost inoculate se aflau in faza activé de crestere motiv pentru care adaptarea constand in faza
de latentd a fost relativ redusd. Celulele au inceput s se multiplice cu viteza din ce in ce mai mare atngand o
valoare maximé a vitezei de multiplicare p.. pentru condtiile specifice in care se desfasoara procesul.

" Tabelul 4.6. Codificarea tipunilor de drojdie utilizate la fermentatie

1 Safdistil C-70 D1
2 Ethanol Red™ D2
3 Falll D3
4 Trockenhefe D4
E) Pakmaya D5

1og(N/ND}, UFC/mL

N/
! &

<4

[ 12 . 36 48
Durata de fermentare, b

Figura 4.8, Dinamica multiplic8ni drojdiitor prin cultivare submers&

Din punct de vedere matematic faza exponentiala de crestere poate fi descrisé prin dous metode: o metoda ce
ia in calcul cantitatea de biomasd $i o a doua metoda ce {ine cont de numarul de celule (Waites §i coiab., 2001).

Cunoscand numérul de celule ia inceputul fazei exponen;»ale (No) §i cel de la finalul acesteia (N,) se poate
calcuta numdrul de generatii (n) conform relafiei 4.1.. N =N, - 2" 4.1}
Din ecuatia 4.1. se poate caicula numarul de diviziuni aphcand fogaritmul naturai:
= .
- log N —log N, “2)
log2

Cunoscénd perioada de timp corespunzétoare fazei exponentiale de crestere (t) si numarul de generatii (n) se
poate calcuia timpul de dublare a populafiei (conform ecuatiei 4.3
t t-In2
[ m D (4.3)
£ n InN-In¥,

in timpu! fazei exponentlale de crestere existd o Jegdtura directd intre numarul de celule si concentratia de
biomasa. Aceasta din urma cregte dupa o ecuatie exponenpala de tip (4.4):

X=Xy e (4.4)
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Considerand t = {; cand x = 2 X, ecuatia 4.4 devine 4.5

2x, = x, - " (4.5)
Din ecuatia 4.5 se poate stabili corelatia dintre tmpul de dublare t; §i viteza specifica de crestere a celuielor p
(4.6):
, =22 0693 @8)
H H
in faza exponentiala de crestere H = Hmax UNdE: pimg, - Viteza maxima de cregtere a celulelor de drojdie, h™'

Pe baza acestor calcule au fost ob{inute valorile din tabelul 4.7. corespunzatoare celor cinci drojdii testate la
nivel de laborator.

Tabelul 4.7. Parametn cinetici de multiplicare pentru tulpinile de drojdie studiate

)

b3 ' 668 055 1.79
D4 5.68 0.47 211
D5 6.03 0.50 198

Se observa cd numarul maxim de generatii este comparabil pentru drojdiile D1 (Satdistit C-70) si D2 (Ethanol
Red™) si mai redus pentru drojdile D3 (Fali®), D4 (Trockenhefe) si D5 (Pakmaya). O explicatie ar fi ca
adaptarea celulelor apartindnd drojdiei D4 (Trockenhefe) a fost mai lunga fapt sustinut §i de numarui de celule
inregistrat in primele 24h la jumatate fats de celelalte variante analizate.

Numérul de generatil calculat pentru drojdille utilizate in experiment prezinta valori cuprinse intre 5,68 in cazul
drojdiei D4 (Trockenhefe) $i 8,17 in cazul drojdiei D2 (Ethanol Red™) (fig. 4.10).
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Figura 4.10. Numarul de generafii determinat peniru Figura 4.11. Viteza de multiplicare a drojdiilor studiate
drojdiile studiate

Valoarea maxim4 a vitezei specifice de multiplicare p este atinsa in primele 24 h pentru variantele D1 (Safdistil
C-70), D2 (Ethano! RedT“) in timp ce drojdile D3 (Fah“), D4 (Trockenhefe) si D5 (Pakmaya) necesita
aproximativ 36 h, probabil datorité faptului cé aceste celule necesitd un timp mai lung de separare, mobilizare gi
sintez& a compusilor necesari adaptarii la mediul proaspat in care patrund.

Cea mai mare vitezd de multiplicare, a prezentat-o drojdia D2 (Ethanol Red™) iar cea mai micd vitezéd de
multiplicare s-a obtinut in cazul drojdiei D4 (Trockenhefe) (fig. 4.1 1).

Evolufia timpului de dublarea a biomasei se coreleaza perfect cu rezutatele obtinute anterior, ceea ce exprima
fideltate acestora (fig. 4.12). Astfel, se observ c3 valorile cele mai bune ale parametrilor cinetici de multiplicare
sunt cele obtinute pentru drojdia D2 (Ethano! Red™) urmata de D4 (Safdistil C-70). Pentru tuipina de drojdie D2
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{Ethano! Red™), numarul de generali a fost 9,17 (UFC/mL), viteza specilica de cregters 0,76 (n) iar trmpul de
dublare a biomasei 1,307203 (h).
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Figura 4.12. Timpul de generafie determinat pentru drojdille studiate

Parametrii cinetici de multiplicare a drojdillor cu valorile cele mai mici au fost obfinute In cazul drojdiei D4
(Trockenhefe) iar valorile cele mai bune pentru parametrii cinetici au fost obtinute in cazul drojdiilor D2 (Ethanol
Red™) gi D1 (Safdistil C-70). Prin studiul stabilitatii metabofice a drojdiilor (figura 4.13.) se observd ca cel mai
redus grad de autoliza cu o valoare de 70,37%, dupé 48 de ore de la inceputut fermentatiei aicoolice se obtine la
drojdia D2 (Ethanol Red™), urmata de drojdia D1 (Safdistil C-70), diferentele dintre cele doud drojdit fiind foarte
mici.

Rezuliatele obtinute Ia evaluarea randamentului de biomasa substanta uscatd (g biomasa substanta uscata/100
mL mediu), dupd 60 de ore de cultivare canfima rezultatele obfinute anterior, §i anume ca cel mai bun
randament de inmultire al drojdillor 1 au drojdiile D1 (Safdistil C-70) §i D2 (Ethanol Red™) (figura 4.14.).
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Figura 4.13, Stabilitatea metabolicd a drojdiilor Figura 4.14. Cantitatea de biomasa substan{3 uscatd

obtinutd pentru tulpinile de drojdie uidizate

Concluzi! partiale

1. Prin determinarea parametrilor cinetici de inmuttire a drojdillor studiate s-a observat cé cei mai buni
parametri cinetici de fermentare sunt cei obtinuli pentru drojdia D2 (Ethanol Red™) urmata de drojdia D1
(Safdistil C-70), diferentele dintre cele doua drojdii fiind foarte mici.
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2. Cel mai redus grad de autolizé cu o valoare de 70,37%, dupd 48 de ore de fa incepuhy tamentatiei
alcoolice se obtne la drojdia D2 (Ethanol Red™), umats de drojdia D1 (Safdisti C-70), #ferentele
dintre cele doua drojdii find foarte mici.

3. Rezultatele obtinute la evaluarea randamentuiui de biomasa substan{a uscatd (g blomash substanta
uscati/100 mL mediu), dupa 60 de ore de cultivare confirma rezultatele obtinute anterior, cel mai bun
randament de inmulre al drojdiilor avandu-i drojdiite D1 (Safdistif C-70) $i D2 (Ethanol Red ™)

4. Drojdia utifizaté in procesul de fermentare, la obtinerea alcoolulut efilic din melasa influeripaza direct
atat randamentul de obtinere a alkcoolului etitic cét si calitatea alcoolului etilic obfinut.

4.4. Studlul factorilor care influenteaz cinetica de fermentatie alcoolic in conditii de laborakr
Cinetica fermentatiei etanolice este direct colerata de efectul mai mulor factori,

In condilii de laborator, in cazul tulpinii de drojdie D1 (Safdisti C-70) s-a studiat efectul mai mior factori
precum: - cantitatea inftiald de inocul, > concentratia in glucide a mediului de fermentatie; > temperatura de
fermentatie; > pH-ul mediului de fementatie; - cantitatea de etanol; - agitarea mediulul de xulturd; >
adaosul de nutrienti.

4.4.1. Efectul mdrimii inoculului asupra cineticii de fermentatie alcoolic

Fermentatia alcoolica §i implicit acumularea de alcool etific are loc cu atat mai repede cu cat numind de celuje
viabile din mediul fermentativ este mai mare (fig. 4.15.).
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Figura 4.15. Efectul concentratiei de celule din mediul  Figura 4.16. Efectul concenirafiei de zah#& din melasd
fermentaliv asupra acumuldnii alcoolului elilic asupra cineticii de fermentatie akouica

La un numar mai mic de celule viabile initiale in mediui de cultura, cregte durata fazei lag §i sumularea
etanolului este Intarziata.

Aga cum se poate observa in figura 4.15. pentru un numar niial de celule de 110° UFC/mL valoae fazei lag
poate ajunge pani la 4 ore.

De aceea in proacticd se recomandé utilizarea unui numér suficent de mare de celule in medits ®rmentativ
pentru scurtarea fazei de latenta a celulelor de drojdie.

4.4.2 Efectul concentratiel in glucide asupra cineticii de fermentatie aicoolicd

Evoluia cantitatii de etanol obtinuté prin fermentarea melasei cu concentratii diferite de zahar 50 g&, 100 g/L,
150 g/L, 200 g/l si 250 g/ este prezentatd in figura 4.16. Analizand aceastd figurd este evident faptul ca o
concentratie in glucide de aproximativ 200 g/L a substratului fermentescibil favorizeaza pozitiv profixerea de
etanol.

Dupa 60 de ore de fermentare in pldmada cu concentratia in glucide de aproximativ 200 g/ s obtine o
concentratie in etanol de 85,3 g/L. Cum era i firesc cea mai mica concentratie in etanol s-a obied in cazul
plamezii cu concentratia in glucide 50 g/L. de aproximativ 22,2 giL. La o concentratie foarte mica a substratuluj
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(sub 3 gi) drojdia moare prin inanitie, iar productivitatea in etanol scade (Holzberg i colab., 1963; Holeberg si
Margalith, 1981). La concentratii mai mari se atinge limita de saturatie, astfel incat viteza specificé de producere
a etanolului de citre celuleie de drojdie atinge o valoare maximé la o concentratie a glucidelor de 200 gA.. Peste
aceasta valoare, inhibilia catabolica a enzimelor drojdiior pe calea metabolica fermentativa conduce la scaderea
vitezei de conversie a glucidelor in etanol (Ergun si colab., 2000).

in cazul concentratiei substratuiui de 250 g/l glucide se observd o scidere a concentratiei in aicool etilic,
valoarea maxima obtinuté dupa 60 de ore de fermentare fiind de 80 9 g

Un efect secundar important al prezentei giucideior este represia caii metabolice oxidative (efectul Crabtree).

La concentratii in reduse de glucide (in functie de tulpina de drojdie), producerea de enzime oxidative este
inhibatd, for{and astfel metabolismul fermentativ. Aceasta represie catabolica nu se intélneste ia toate drojdile gi
€a este o proprietate dorita la selectarea tulpinilor industriale pentru obtnerea de bioetanol.

Drojdiite se dezvoitd in conditii bune, atunci cand mediul in care se afld are o presiune osmotica cat mai
apropiatd de aceea din interiorul celulei (izotonie), Schimbarile brugte ale presiunii osmotice a mediului pot
provoca dereglarea functilor compensatoare de adaptare ale membranei citoplasmatice §i chiar lezdri ale
peretelui celular, ce pot duce la moartea fiziologica a celulei,

in medii cu presiune osmotica ridicatd, bogate in glucide sau sdrur (medii hipertonice), ceiuele sunt fortate sa
realizeze In interiorul lor o contrapresiune osmotica echivalentd, ldsand sa treacd in medu o proportie
corespunzitoare de apa (Siqueirra si colab., 2008).

Cand celulele se gasesc in medii cu presiune osmotica inferioars celei a confinutului vacuolelor, in apa de
exemplu, dn aceeasi necestate a realizarii unei contrapresiuni osmotice echivalente, acceptd patrunderea de
apé din mediul extern. Drept urmare, turgescenta celuleior creste pana cand presiunea intracelulara depdseste
rezistenta peretelui, care plesneste. Fenomenul de turgescentd duce astfel la distrugerea cekdelor. Prin
deshidratarea drojdiilor, in celule se mareste concentratia in substante §i creste presiunea osmoticé, ce exercita
influenté asupra proceselor biochimice ale celulei $i la un anumit nivel incepe gocul osmotic {Thatipamala et al.,
1992).

4.4.3. Efectul etanolului asupra cineticii de fer tie alcoolicd

Se cunoaste faptul c& etanolul este toxic pentru drojdii, de aceea toleran{a mare la etanol este o caracteristica
dorité la selectarea tuipinilor industriaie (Freitas §i colab., 1998). Adaosul de etanol afecteaza direct viteza de
multiplicare a drojdiilor (fig. 4.17). Un adaos de 6% v/v in mediul de culturd va induce o scadere a viezei de
multiplicare cu 16%, in timp ce un adaos de 12 % viv etanol va reduce viteza de multipticare cu 85%. Efeciul
nhibitor al etanolului este in general neglijabi ia concentratii in etanol mai mici de 20 g/L., dar pentru majoritatea
tulpinilor de drojdie, producerea de etanol §i cresterea celulara se opresc complet la aproximativ 150 g etanolL
(AKdiguier si cofab., 2004, Banat §i colab., 2008).

Inhibitia prin etano! este corelat3 direct cu inhibarea §i denaturarea enzimelor glicolitice importante, precum sicu
modfificarea membranei celulare (Ameborg si colab, 1995, Abdel-Fattah i colab., 2000).
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Figura 4.17. Efectul prezentei aicoolului etilic asupra Flgura 4.18. Efectul agitdni asupra cineticii de
vitezei relative de multiplicare a celulelor de drojdie fermentatie aicoolicX
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4.4.4. Efectul agitdrii mediului de cultura asupra cineticii de fermentatie alcoolicd

in acest experiment, mediul de culturg este agttat folosind urmétoarele viteze de rotaiic 0 rpm, 50 rpm, 100 rpm,
150 rpm si 200 rpm. In figura 4.18. se poate observa ca in cazul in care nu se agitd mediul de cultura cat si a
unei agitari ugoare de aproximativ 50 rpm fermentatia alcoolics este eficienta.

Aceasta probabil se datoreazd volumuiui relativ redus care fermenteaza $i se omogenizeaza, a formarii
dioxidului de carbon cat si datorita concentratiei relativ ridicate de giucide de aproximativ 200 g/l care este

adecvata pentru reprimarea consumului aerobic de glucide la drojdii (conform efectului Crabtree)
4.4.5. Efectul pH-ului asupra cineticii de fermentafie alc oolics

Vileza de fermentatie este sensibila la modificari ale valorii pH-ului, dar majorttatea drojdifor de fermentatie
prezintd un pH optim intre 4,0 §i 6,0 (Lawrence ‘si colab., 2004). In pius, majoritatea drojdiitor pot tolera
expunerea la solutii acide la pH = 2,0 fara distrugerea for.

Pentru evaluarea efectului pH-ului asupra cineticii de fermentatie, in conditii de laborator melasa a fost adusé la
un pH diferit avand valori de 3,5; 4,0: 4 5; 5,0; 5,5, 6.0 5i 6,5 prin adaos de acid suffuric H,S0,. In rest, conditile
de fermentare au fost: concentratia in glucide = 200 g/, T = 30-32°, fara agitare.

Pastrarea mediul de fermentatie la un pH acid va impiedica dezvoltarea altor microorganisme care ar putea
compromfte fermentatia alcoolica.

Din figura 4.19, se poate observa cé in urma fermentatiei, compusii volatili se gésesc in cantitati mai mari atunci

cand mediul de fermentatie prezintd valori de pH in intervaiul 5565 fata de situatia in care mediul de
fermentatie are pH in intervalul 3,54,0.

Total compusi volatii, g/L
£tanol, g/L

Figura 4.18. Efectul pH-ului asupra compusilor volatili Figura 4.20. Efectul pH-ului asupra cantitdfii de etanol
din pldmada fermentats formate in urma procesului fermentativ

Un pH ugor acid favorizeaza activitatea metabolica a drojdiitor $i formarea alcoolului etilic.

Evaluand cantitatea de alcool etilic formats se observi ca la pH-ul 4,5-5,0 se formeaz4 cantitatea cea mai mare
de etanol dupa 60 de ore de fermentare in cazul folosirii drojdiei D1 de aproximativ 79,35 gA (fig. 4.20).

Drojdiile se dezvolté in limite largi de pH, pentru ci au capacitatea sd se adapteze la unele modificari ale
mediului de cultivare, Astfel, dack pH-ul mediului este mai acid decat valoares optima pentru cregtere, in celula
devin active enzimele decarboxilaze, cand pH-ul este mai bazic, decat valcarea optma, devin active
dezaminazele.

In aceste condlii, produsele rezultate din aminoacizi sub acliunea catalitica a acestor sisteme enzimatice tind s&
realizeze neutralizarea $i reprezints sisteme tampon al efectului nociv al pH-ului. Dupé epuizarea stocuiui de
amnoacizi, actiunea pH-ului duce la moartea celulelor, ca rezutat al unui dezechilibru, prin modificarea
schimburilor osmotice intre celuls si mediu. Efectul pH-ului mediului nutritiv asupra multiplicarii drojdillor trebuie
valorificat in practica. La un pH = 7.5 intensitates de respiratie $i randamentul de crestere este cu 60+100 % mai
mare decat la pH = 4,0 in diverse medii nutritive cu giucozd ta 30°C. La scaderea pH-ului in mediuf nutritiv se
stimuleaza patrunderea protonilor in celule. La un PH = 3,5 $i cantitati suficiente de saruri de potasiu in mediu
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Wiy cregte pA-ul intracelular, ajungand la valorile de 7,5. Variatia pH-ului intracelular are o importanta
Oeosebda la reglarea glicolizei gia respiratiei celulelor de drojdie (Karelina i colab., 2007).

Valoarea optima a pH-ului ia cultivarea drojdiei Saccharomyces cerevisiae oscileazs intre 4,5+5.8, desi drojdiile
sunt muit maj active intr-un mediu care are o vaioare a pH-ului de 7+7.5. Celulele de drojdii in acest domeniu se
gasesc in stare fiziologica buna §$i se inmultesc rapid. De nivelul de PH n timpul cultivérii droditor, depinde
randamentul i calitatea produselor finite. in practici, dezvolarea drojdiilor se realizeaza in mediu acid,
concentratia mai mare in ionide hidrogen find un mifloc de combatere a microorganismelor de contaminare.

Bomeniul de pH in care drojdia se poate multiplica §i dezvolta este influenfat de compozitia mediului si de
contnutul in alcool al acestuia. Intr-un mediu de fermentare cu 4.5 % alcool, drojdile pot sa-gi desfasoare
activitatea pana ia pH = 1,8. La un continut de 5,5+6 % alcool, valoarea minimaé a pH-ului acceptat de drojdii
este de 2,3, iar la un continut de 8,5+12 5 % alcool, limita inferioara a pH-ului la care drojdia poate actiona este

pH {medii putemic acide sau putemic alcaline) provoaca denaturarea ireversibila a enzimelor. Sunt date care
arata cd marirea pH-ului provoaca cresterea activitatii enzimelor, care participa la formarea poliglucidelor,
solubile in acizi.

4.4.6. Efectul temperaturii asupra cineticii de fermentatie alcoolicd

Tolerania temperaturilor inalte este o caracteristicd doritd pentru selectarea drojdiitor de fermentatie si de
obtinere a bioetanolului, majoritatea avand o temperatura optima de muttiplicare de 30...35 °C (Abdel-Fattah §i
colab., 2000, Araque §i colab., 2008).

Temperatura este, din punct de vedere al procesului de biosinteza desfasurat la scard industriala, unui dintre
parametrii fizici cei mai importanti, implicat profund, prin efectele safe, in optimizarea procesului,

Variafile temperaturii au efect asupra randamentului de transformare a substratului in produsul dorit, asupra
cerinfelor nutritive ale drojdiei, compozifiei biomasei obfinute si vitezei de crestere (Suutari si colab., 1990).
Drojdia Saccharomyces cerevisiae apartine grupului mezofil, temperatura optim# oscileaza intre 26 °C §i 36°C.
maxime de aicoo! etilic este 30°C. Temperatura optima de fermentare la concentratii mici de alcool este adesea

ceva mai mare (pana la 38°C), dar toleranta la alcool este Tmbunatatits la temperaturi reduse (Aldiguier si colab.,
2004),

Etanod gfL
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Figura 4.21. Efectul temperaturii de fermentare asupra cinelicii de fermentatie

Expunerea la temperaturi peste valoarea optima are ca rezultat degradarea excesivé a enzimelor $i pierderea
viabitétii drojdiei. Metabolismut drojdiilor elibereaza pentry fiecare kg de substrat consumat o cantitate de
energie de 49 kJ.

Deplasarea cu citeva grade in Jurul temperaturii optime de crestere influenteaza nu numai randamentu! in
brorr}as_a obtingté §i viteza de crestere, dar §i compozifia biochimica a celulei de drojdie. Datele din literaturé_
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Temperatura procesului de cultivare conditioneazd continutul in lipide din compozitia membranelor celulare.
Astfel, membrana drojdiilor psihrofile contine In cantitati mai man acizi gragi polinesaturafi, cele termofile, acizi
gragi mononesaturaii, iar cele mezofile acizi mono- si polinesaturati (Jamai si colab., 2003).

in conditii de conservare, celuleie de drojdie pot suporta temperaturi foarte scizute, pand aproape de zero
absoiut. Ele supravietuiesc mai ugor la rece intr-un mediu uscat, decat intr-unul umed. S-a observat ca prin
scéderea temperaturii sub {imita inferioarad de 0° C se constata o reducere a vitezei de metabolism. Astfel, prin
scaderea cu 10°C sub temperatura mnima are bc o scadere cu 50% a vitezei de metabolizare a substantelor
nutritive. Aceastd scadere de activitate se explicd prin faptul cé, prin scaderea temperaturii are loc o pliere a
lanturilor proteice si mascarea centrilor activi ai enzimelor incét acestea nu mai fac legétura cu substratul gi ru
mai indepinesc functia de biocataizatori (Torija §i colab., 2003).

La temperaturi scazute, se produc pierderi de apa intracelulara, drojdiile trec in stare latentd de viata, cand
metabolismul se desfasoard foarte lent §i pot rémane viabile timp indelungat. Prin congelare, drojdiile se pot
pastra timp nefimitat, deoarece cantitatea de apa liberd in exteriorul si interiorul celulei se reduce, trecand in
stare solida gi‘numai o parte manand disponibild pentru a fi folosita de celule, incat activitatea celulei este
oprita.

S-a evidentiat faptul ¢4 o congelare a drojdiei Saccharomyces cerevisiae suspendata in ap3 la -30°C sau -50°C
a distrus 48+84 % din celule. Dezghetarile §i inghetfdrile repetate provoaca insd moartea celulejor de drojdie.
Scaderea temperaturii de cultivare de fa 30°C la 15°C contribuie la marirea continutului de lipide, la 30°C el este
de 12 %, iar la 15°C este de 14,5 %.

La Saccharomyces cerevisiae, prin scilerea temperaturii de cregtere mai jos de optim, se maregte cantiatea de
profeine i acizi ribonucleici, iar cantitatea totald de glucide ale celulei scade, in principal, prin scdderea
continutului de trehaloza (Tonija $i calab., 2003).

n domeniul de temperaturd supraoptimald, cresterea este concuratd de moartea microorganismelor. Moartea
celulelor de drojdie ia temperaturi supramaximale este cauzata de denaturarea termicé a proteinelor i enzimelor
celulare, incat activitatea de metabolism este oprit3 si se produce moartea fiziologica a celulei fara sa aiba joc
distrugerea fizicé (Banat §i colab., 1998, Rajoka §i solab., 2005). Liza drojdilor este o functie putemic
dependenta de temperatura, find caracterizaté prin valori ale energiei de activare de 70+90 kcal/mol.

4.4.7. Efectul adaosului de nutrienti asupra cineticii de fermentatie aicoolicd

La obfinerea inoculului de drojdie, pentru obtinerea unui randament mare in celule se utilizeaza cresterea
semiaeroba sau aerobd, cu o cantitate mult mai mare de nutrienti suplimentari. Pot fi addugate suplimente
complexe, ca de exemplu extract de porumb, extract de drojdie, extract de malf, hidrolizat cazeinic sau diferite
alte preparate (Nahvi gi colab., 2002).

Peritru evaluarea efectului adaosului de nutrienti asupra cineticii de fermentatie, proba martor a fost considerata
proba cu ingrédgamant N.P.K.

in figura 4.22 se observa cé adaosul de sulfat de amoniu, gi adaosul de ingragaméant complex N.P.K, cumulat cu
preparatele ProtectVit BM1 si BMG influenteaza pozitiv atat muttiplicarea drojdiilor cat i randamentul in akcool
etilic (fig. 4.23.)..
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Figura 4.22. Efectul adaosuiui de nutrienfi asupra Figura 4.23. Efectul adaosuiui de nutrienfi asupra
vitezei de multiplicare a celulelor de drojdie cantitatii de etanol formatd
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In substratul fermentescibii, pentru producerea de etanol pldmada de fermentare trebuie sa asigure si o serie de .
nutrienti secundari, necesari pentru multiplicarea simentinerea activitatii celulare (Matherbe $icolab., 2004).

In practica multiplicarea drojdiilor §i eficienta fermentatiei alcoolice sunt mult imbundtatite prin utilizarea
recirculéni unei porfiuni din borhotul rezutiat de la distilare.

Borhotu contine nutrienti solubili concentraii de la fermentarea anterioard, si suc celular rezuitat din autoliza
celulelor de drojdie. Borhotul are, de asemenea, o capacitate tampon excelenta §ireduce necesarui de acizi
pentry ajustarea pH-ului

4.4.8. Efectul adaosului de subprodusi de fermentafie asupra cineticii de fermentafie alcoolicd

Multplicarea drojdiei $i producerea etanolului pot fi inhibate de aparitia subprodusilor de fermentatie. Cei mai
importanti subprodusi de fermentatie care au efect inhibitor atat asupra muttiplicarii drojdiei, cat gi asupra cineticii
de fermentatie alcoolica sunt acidu acetic §i acidul lactic (Thomas i colab., 2002).

Acidul lactic $i intr-o mai micd masurd, acidul acetic sunt partial indepériati la distdare, astfel incat subprodusii
de fermentatie nu impun in mod normal o timita asupra recirculrii, In figura 4.24. este prezentat efectul acidului
lactic asupra randamentului in etanol, atunci cand mediul de fermentatie contine cantitati variabile de acid lactic
dupd cum urmeazd 3 g/L, 8 g/L, 9 g/L acid lactic. in figura 4.24 se obiserva ca un adaos de 3 g/ de acid tactic
in mediul de fermentatie va induce o scidere cu aproximativ 8% a cantititii de etanol fat3 de proba martor iar un
adaos de 6 g/L de acid lactic in medul de fermentatie va induce o scidere cu aproximaiv 44% a cantitétii de
etanol fata de proba martor,

120 o o 0
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Figura 4.24. Efectul adaosului de acid factic asupra Figura 4.25. Efectul adaosului de acid acetic asupra
cantitdfii de etanol cantitatii de elanol

In cazul adaosului de 9 g/l acid lactic in mediui de fermentatie, in tinal etanolul format a inregistrat o scadere de
64% fatd de proba martor. Din lteratura de specialitate se cunoaste ca efectul acidului acetic este mai
pronuniat. De aceea in mediul de fermentatie s-au addugat concentratii mai reduse de acid acetic §i anume 0,3
g/L, 0,6 g/L, 0,9 g/ acid acetic (fig. 4.25.). La un adaos de acid acetic in concentratie de 0,3 g/L s-a observat o
scadere cu 24% a cantiatii de etanol obtinute. La un adaos de 0,9 g/L sciderea este de 84%.

Thomas i colab., 2002 a demonstrat ci drojdia Saccharomyces cerevisiae tolereaza concentratii destul de
ridicate ale acizilor tactic sau acid acetic, atunci cand pH-ul initial al mediului a crescut dupé adaosul de acid.

Alti autori au demonstrat c& drojdia Saccharomyces cerevisiae poate tolera concentratii relativ mari de acid lactic
sau acid acetic acizi in medii a caror pH a fost corectat (Palmqyvist si colab., 1999, Taherzadeh si colab., 1997).
Cand sunt expuse la un stres special, celule de drojdie de mute ori raspund adaptativ printr-o rezistenta
tranzitorie la acelasi stres sau un stres difertt, cu un fenomen cunoscut sub numele de eco-protectie (Carmelo si
colab., 1998). Comportamentul diferit al drojdiei la stresul indus de cei doi aiczi ad3ugali se datoreaza
constantelor diferite de disociere ale celor doi acizi. Acidul acetic (pKa 4.74) are o valoare a constantei de
disociere mai mare decat pKa de acid lactic {pKa 3.86)
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4.4.9. Analiza statisticd a datelor

Conditile pentru optimizarea obtinerii de etanol prin fermentarea melasei inoculats cu drojdii §i smdsurarea
parametrilor cu efecte directe asupra acumulérii de etanol au fost prelucrate statistic prin analiza factoriala
utilizand metoda suprafetei de raspuns (Box et al., 1978; Mubeccel $i Mutiu, 2000; Hamsaveni si coiab., 2001;
Phisalaphong si colab., 2006; Cheng si colab., 2010). Rezultatele obtinute 5i detaliate anterior au evidentiat
faptul ca cele mai relevante variabile cu efect direct asupra obtinerii etanolului au fost temperatura (X, §i pH-ul
(X). Astel, a fost utiiizat un model factorial pentru a investiga efectul smultan al celor 2 fackmi asupra
raspunsului i anume asupra cantitatii de alcoolului etilic format (Y). Matricea valorilor studiate este redaté in

fabelul 4.8. Ecuatia care descrie modelul patratic este: ¥ ~a+b- X, +c- X, +d- X7 +eX2 + [ X,- X,

Semnfficatia fiecérui coefficient determinat prin regresie nelinears a fost anaiizatd cu ANOVA. Pentns estimarea
coefcientilor s-a utilizat programul statistic STATISTICA 8.

Modelul suprafetei de raspuns a utilizat tipul compozifie centrald de modelare (Central Composie Design),
utilizand 2 factori, 2 niveluri (+1, -1), 1 punct central (modei experimental factorial 2° + 1 punct centralj, 1 bloc (o
singura serie de experimerite). Modelul experimental a continut 9 experimente conform tabeluiui 4.8.

R? = 0,99346; R? ajustat = 0,99345; MS Rezidual = 2,707315
Modelul corespunde unei ecuatji patratice. In uma rulrii progarmubui statistic ecuatia modelului patratic devine:
Y =~1131139+11,7538- X, +13,2417- X, - 0,2142. Xf -1,7167- Xz2 +0,0825- X, - X,
Tabelul 4.8. Matricea valorilor

1 20 4 68.5
2 20 5 66.3
3 20 [ 64.2
4 30 4 822
5 30 5 81.2
6 30 6 78.8
7 40 4 513
8 40 5 553
9 40 (] 50.3

Graficul suprafata de réspuns tridmensional obtinut este o reprezentare grafics pentru studiul interaciunii dintre
cei doi factori selectati pentru determinarea concentratiei optime in vederea atingerii concentratiei maxime de
etanol.
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Figura 4.26. Suprafaja de rdspuns ce descrie vanaltia Figura 4.27, Diagrama de contur privind efectul
confinutului In etanol in functie de temperaturd gi pH temperaturii $f pH-ului asupra continutului In etanof cat
pe baza modelului adoptat §i efectul corelativ al celor doi parameti

Pe intervalui de pH cuprins intre 3.8 §i 6,2 un factor important este temperatura a carui maxim esw situat in

intervalul 26 §i 30 °C, cu un optim pentru temperatura de 28 °C, temperaturd caracteristics dezvoltari drojdiilor.
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4. Productivitatea maxima de obtinere a etanolului a fost de 2,33 g/Lh atunci cand s-a utilizat drojdia
D1, dupa 36 de ore de fermentare, urmata de D2 (2,1 g/Lh), D4 (1,8 gl h), DS (1,56 g/Lh) si D3
(1,46 g/Lh).

§. O prekingre treptatd suplimentard a timpului de fermentare induce o scédere a productivitatii in
etanol.

6. Valoarea raportului dintre etanolul format §i cantitatea infiala de glucide (Y1) in functie de timp si de
tulpina de drojdie utilizaté pentru fermentare a fost cuprins in intervalul 4,92% - 72,60%.

7. Valorile medii ale randamentului in etanol raportat la cantitatea initialad de glucide (Y1) au fost
maxime in cazul tupinilor de drojdie D1 si D2 (21,93% si 15,03%) si respectiv 4,92%, 6,35% $i
5,81% pentru D3, D4 i D5,

8. Valorile medii ale randamentului in etanol obtinut practic raportat la randamentul teoretic (Y,) dupa
80 de ore de fermentare s-au situat in intervalul 83,62 — 83,83%.

9. Pentru stabilirea duratei optime a procesuiui de fermentare trebuie sa fie luate in considerare toate
aspeclele atat din punct de vedere tehnic cét i economic.

4.6. Studiul §i optimizarea fermentatiei alcoolice la nivel Industrial ia S.C. Euroavipo S.A., Plolegti,
Romania

Faza {. Multiplicarea drojdiel. In fabrica multiplicare drojdiei se realizeaza in vasul de drojdie (fig. 4.40.). Vasul
de drojdie este din ofel nox de capacitate 25.000 L prevazut cu: serpentind de racire pentru asigurarea unei
temperaturi optime de multiplicare, sistem de recirculare a plamezii pentru realizarea unei omogenizéri
corespunzatoare §i sistem de aerare. Melasa diluata la aproximativ 12 °Bx ceea ce corespunde cam la 8 %
zahdr se aduce cu acid sulfuric la un pH de 4,5, Se adaugd sarurile nutritive, drojdia uscati in cantitate
corespunzétoare care sa asigure o concentratie de aproximativd de minim 10° celule/mL. Se asigura o aerare
moderatéd de aproximativ 2 L aer/L plamada si minut necesara multiplicarii drojdiifor, o temperatura de 30 - 32 °C
timp de 12 ore.

Figura 4.40. Vasul de drojdie utilizat pentru multiplicarea drojdiel
Dupa aceastd perioadd de tmp, concentratia pldmezii ajunge la 6-7 °Bx, se preiau 90% din plimada si se
transferd in linul de fermentare unde se continua etapa de multiplicare a drojdiilor cat si prefermentarea.Peste
cele 10% de pldmada rdmase in vasul de drojdie se aduce altd melasa diluata la aproximativ 12 °Bxcu pH = 4,5
§i se continud multimplicarea n faza |.

Faza |l. Prefermentarea. Prefermentarea se realizeazd in vasele de fermentare (fig. 4.41). Vasele de
fermentarea numite §i linuri sunt din ofel inox de capacitate 400 m®. Sunt prevdzute cu: sistem de recirculare a
plémezii pentru realizarea unei omogenizari corespunzatoare pe acest circuit fiind interpus un schimbator de
caldura (in contracurent circuld apa de récire dedurizata), agitator si sistem de aerare (fig. 4.42.).

Cele 80% din plamada din vasul de drojdie care se tranfera in linul de fermentare sunt completate cu melasa
diluata la 22-23 °Bx $i pH = 4,5 astfel incat plamada din lin s& ajungé la aproximativ 9 *Bx. Se adaugd sarurile
nutritive in cantitatea calculatd corespunzitor pentru melasa nou adaugatd §i se continud aerarea.
Prefrementarea dureaza aproximativ 24 de ore si se desfagoara la o temperatura de 30 ... 32°C.
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Figura 4.41. Linun pentry fermentare Flgura 4.42, Sistem de ricire pendw Bnuri

Faza lll. Fermentarea. Cand pldmada de prefermentare a ajuns la aproximativ 40% din capacitaes vasului se
opregte aerarea si se continud alimentarea cu melasa pand la 80% din capacitatea vasului de fermentare,
aceasta constiuind faza de fermentare. Fermentarea pldmezilor dureazd aproximativ 48 de e, procesul
deruldndu-se ka temperatura de 30 .. 32 °C. in timpul procesului de fermentare, n plamati pot apare
contaminari cu bacterii acetice sau bacterii lactice. Sursa de contaminare poate fi materia prima cetaminati cu
bacterii Jactice sau acetice sau lipsa de igiend din fabrica. In cazui aparitiei contamindrii in linurile defermentare,
se apeleaza la administrarea de antibiotice (exemplu Penicilina G potasium), in doza de 0,5-1,5 o, In acelagi
timp se incepe igienizarea prin curatarea, spalarea si dezinfectarea trasesior, a vaselor sau a sdhinbatoarelor
de céldura responsabile de aparitia contaminirii respective.

De asemenea, melasa contine substante coloidale de naturd proteica, pecticd, melanoidinica, @at si unele
produse de metabotism ale microorganismelor de contaminare, care produc o spuma abundents in finul de
fermentare. In aceasta situatie, pentru gestionarea acestui aspect, se apeleazd la adaosul de acizi grasi rezultati
in urma procesului tehnologic de rafinare a uleturilor, in doza de ~0,05 - 0,2 kg/m° de plamada.

Concluzii partiate

1. La nivel industrial procesul de fermentatie are loc in ummatoarele etape: faza de multiplicare a
drojdiei (temperatura de 30 - 32 °C timp de 12 ore); faza de prefermentare (temperatum de 30 - 32
°C timp de 24 ore) sifaza de fermentare (temperatura de 30 - 32 °C timp de 48 ore).

2. in timpul fermentérii in plamadé pot apare contamindri cu baclerii acetice sau bacterii lactice
provenite de la materia prima sau datorit3 lipsei de igiena din fabrica.

3. n cazul aparitiei contamindrii in linurile de fermentare, se apeleazd la administrarea 1 antibiotice
(exemplu Penicilina G potasium), in doza de 0,5-1,5 g/m®.

4. Melasa materie prima contine substante coloidale de natura proteica, pecticé, melanciinica, cat si
unele produse de metabolism ale microorganismelor de contaminare, care prodse o spuma
abundentd In linul de fermentare, in aceasts stuatie apeléndu-se la adaosu) de acizi gasi rezultati
in urma procesului tehnologic de rafinare a uleiurdor, in doza de ~0,05 - 0,2 kg/m® plarrads.

4.7. Influenta utililajelor asupra randamentului in alcooi §icaltafll acestula

In vederea realizarii acestui studiu s-au utilizat cele frei instalatii de distilare-rafinare descrise in cadul capitolului
materiale i metode de analizé ls subpunctul 3.3.3. Cele trei instalatii au fost codificate dupd cum umeaza:

Tabelul 4.10. Codificarea instalatilor de distilare rafinare

Instalatie clasica cu functionare dcontiné care are o capacitate de productie de 5000 It

a.a./24h. ]
instalatie cu functionare confinua, care are o capacitate ce productie de 8000 Iitri a.a./24 h.
Instalatie cu functionare continua ci o capacitate de productie de 30000 Itri a.a /24 h.

S peTe

win

42



Rezumatul tezei de doctorat
4.7.1.Studiul calititii alcoolului etilic rafinat

In tabelul 4.11 sunt prezentate valorile unor compusi prezenti in etanol in functie de tipul de instabile utilizat in
procesul de distilare-rafinare.

Tabeiul nr 4.11. Tabel comparativ privind prezenfa unor grupe de compugi in alcoolul etific aliment:abtinut pe
cele trei tipuri de instalatie gi limitele standard admise

0914

0812 GA-0.7

1 Aciitate totald, mg acid acetic/100 mi a.a. 1.5

2 Aldehide, mg alehida acetica/100 mL a.a. 0,5 0,10-0,30 0,08-0,15 <001
3__Alcooli superiori, mg alcool zoamilic/100 mL a.a. 05 01504 0,09-0,18 <0,01
4 Esteri, mg acetat de etii/100 mL a.a. 13 0,305 0,07-0,20 <001
5  Metanol, mg alcool metilic/100 mL a.a. 30,0 10,85-18,2 1,30-6,65 <001

Bin analiza datelor prezentate conform tabelul 4.11. se constata faptul ca alcoolul efilic alimeniar abtinut prin
utilizarea instalatiei nr.1 - Instalatia discontinua, prezinta valori maxime ale parametrilor analizali, spropiate de
limitele standard admise, f4rd ins& a le depasi. In cazul utilizarii celorlalte 2 tipuri de instalatii s-a comstatat faptul
ca alcoolul etilic alimentar obfinut are parametri calitativ superiori celui obfnut la instalatia nv. 3. In cazui
instalatiei nr. 3 alcoolul obfinut are o calitate foarte buna, anumite grupe de compusi chimici precuor aldehidele,
alcoolil superiori, esterii $i metanolul apropiindu-se de valoarea zero.

4.7.2.  Studiul calitatii alcoolului etilic obtinut prin rerafinarea alcoolului tehnic

Datele prezentate in tabelul 4.12., evidentiaza faptul ca prin rerafinarea alcoolului tehnic, se obtine alcool etilic
alimentar cu caracteristici conforme cu normele in vigoare, sub limitele maxime admise de stard®d, in cazui
tuturor tipurilor de instalatii folosite.

Tabelul 4.12. Caracterisiicile chimice ale alcoolului etilic alimentar obfinut din alcoolul ietmic prin
rerafinare pe cele 3 instalafii, comparativ cu limitele standard admise

Acitate tofald, mg acid acetici100 mLaa. 1,5 110 = 08 080

1

2 Aldehide, mg aldehida aceticd/100 mL a.a. 05 0,42 0,34 <o
3 glgooh superiori, mg alcool zoamilic/100 mL 05 0.38 0.25 0.0%
4 Esteri, mg acetat de eti/100 mL a.a. 13 0,86 0.62 <Qm
5 Metanol, mg alcool metilic/100 mL a.a. 30,0 1,80 0,60 <o

Daca la instalatia nr.1 continutul in compusi analizati este mai mic decét valorile standard obligatorieu 20-40%,
se observd cé in cazul utilizérii instalatiei 2 valorile acestor compusi sunt cu 40-60% mai redusi decat valorile
standard obligatorii.

Valorile aciditatii totale a cérei valori maxime admisibie sunt de 1,5 mg acid acetic/100 mL a.a. se giserva ca in
cazul utiizdrii instalatiei nr. 1, acidiatea totald este de 1,10 mg acid acetic/100 mL aa., In caul utitizarii
instalatiei nr. 2 aceasta scade la valoarea de 0,83 mg acid acetic/100 mL a.a., iar in cazu! folosiri #stalatiei nr.
3, valoarea aciditdtii totale scade la 0,60 mg acid acetic/100 mL a.a. Continutul in aldehide exmimat in mg
aldehidd aceticd/100 mL a.a. prezinta valori de la 0,42 mg alkehidd acetica/100 mi a.a. in caul utilzarii
instalatiei nr. 1 1a 0,34 mg aldehida acetica/100 mL a.a. in cazul instalatiei nr. 2 si chiar la valori maiwici de 0,01
mg akdehida aceticd/100 mL a.a. in cazul utitizarii instalatiei nr, 3.

Continutul in metanol este de asemenea redus §i variaza intre 1,80 mg aicool metilic/100 mL aa. in cazul
utilizarii pentru procesul de distilare rafinare instalatia nr. 1 la valori de 0,60 mg aicool metiic/100 mL2.a. si chiar
respectiv mai mici de 0,01 mg aidehida aceticd/100 mL a.a. in cazul utifizérii instalatiei nr. 2 $i 3.

in cazul instalatia nr. 3 se constata faptul ca valorile compugilor chimici sunt foarte apropiate de cele ale
alcoalului etilic alimentar obiinut prin procesul de rafinare {fig. 4.43)
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Figura 4.43, Parametri de calitate ai alcoolului etilic obtinut In cele trei i
4.7 3.Performanteie instalatlilor de distilare rafinare experimentate
in urma procesului de rafinare a alcoclului brut rezulta alcoof etific rafinat $i un subprodus numit alcool tehnic.

in compoziia alcoolului tehnic, pe fanga impuritdtile din alcool brut, se mai regiseste o cantitate de alcool etilic,
care nu mai poate fi separati pe instalatie.

Pentru recuperarea unei par{i importante din acest alcool efilic, alcooluf tehnic este supus unei noi operatii de
rafinare, operatie numité rerafinare a alcoolului tehnic.

Procentul ridicat de aicool etilic rafinat obtinut este un criteriu de performanta al instalatiei (tabeiul 4.13.).
% alcool etllic rafinat = (alcool etilic rafinat/{alcool etilic rafinat + alcool tehnic))x100

Prin utilizarea pentru procesul de distilare-rafinare a instalatiei nr. 1 se obtine un procent de 86% alcool etitic
rafinat i 14% alcool tehnic conform tabeluiui 4.13.

Prin rerafinarea alcoolului tehnic cu aceiast instalatie, procentul de etanol rafinat va creste la 92,8% iar procentul
de alcool tehnic va scade la 7,2%.

talatii de distilare

Tabelul 4.13. Procentul de alcoo! etilic rafinat obfinut In urma procesului de rafinare a alcoolului brut yide
rerafinare a alcoolului tehnic

(S LM

1.4

Instalatia i i nstaiati "

coloang

Instaliicdiscontinga  Instaiatie continvacud  Instalatie contirua (u 5

QL d Istaiptie cantitua tu S
colpam

coleane coloare

® Aot etifi dupe reratinare. ®8odottebnie dups remtinare

# Aleoci eblic dupa rafnare & Aleool tennjc dups afinave

Figura 4.44. Procentul de alcool etilic i
tehnic obtinut In urma rafindni alcoolului brut

Figura 4.45 Procentul de alcool etiic §i tehnic
obtinut In urma rerafindrii alcoolului tehnic
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Daca se utilizeaza instalatia de distilare rafinare nr. 2 se obtine 92,2% aicoo! etilic rafinat, procent apropiat ca
valoare de valoarea obtinutd cu ajutorul instalatiei nr. 1 dupé rerafinarea alcoolului tehnic. Similar, valoarea
elcoolului tehnic de 7,8% este apropiata de valoarea alcoolului tehnic cbtinut dupd rerafinare cu instalatia nr. 1
de 7,2%. In figura 4.44 se observa cé in cazul utilizarii instalatiei nr. 3 se obtine un procent ridicat de alcool etilic,
de 96%, dupa rafinarea alcoolului brut, iar daca se continua cu rerafinarea alcoolului tehnic, cantitatea de akoof
etilic rezultaia ajunge pana la 98 6% (figura 4.45).

4.7.4 Evaluarea consumul de energle termicéd

La fabricarea akooluiui etilic rafinat existd o preocupare pemmanentd pentru reducerea consumului de abur,
intucat costul acestuia are o pondere insemnata din preful de cost al alcooluiui produs finit. Consumul de abur
este cu aiat mai redus cu cat instalatia respectivé are un grad mai mare de recuperare a energiei termice. ta
fabricarea alcoolslul dn melfasa se consuma abur in urmatoarele faze tehnologice: la descarcarea melasei din
cisternele auto gi la depozitare, pentru scaderea vascoztatii; sterilizarea linurilor i a conductelor tehnologice in
instalatiile de distilare-rafinare

Consumul de abur in cazul instalatiei nr. 3 este cu 42% mai mic decét In cazul instalatiei nr. 1 i cu 25% mai
mic decat in cazul instalatiei nr.2. Din tabelul 4.14 se observa ci instalatia nr. 3 instalatia continua cu 5 coloane
este cea mai performanta din acest punct de vedere, costul aburuiui pe hectolitru de alcool pur fiind cel mai
redus si anume de 15,37 lei/100 L aa cu 11,01 lei100 L aa mai putin decat in cazul utiiizérii instalatiei nr. 1 gi cu
5,23 [ei’100 L aa mai putin decat in cazul utilizari instalatiei nr, 2.

Tabelul 4.14. Date privind consumul de energie termicd pe fiecare fip de instalafie

1 2,08 3000 1442 26,38
2 3,33 3750 1126 2060
3 12,5 10500 840 15,37

* Costul unui kifogram de abur = 08,0183 lei; * Consum specific abur = consum .abur [kg/h] / capacitatea instalajiei {hiaa/h)

* Costut aburuhii = consum specific de abur X 0,0183
4.7.5.Productivitatea instalagiilor
in preful de cost al alcoolului etiic rafinat ponderea cea mai mare o prezinta preful materiei prime utilizate in
procesul de productie. Din acest motiv, o preocupare permanenta intr-o fabrica de obtinere a alkccolulii o
constituie evitarea pierderilor tehnologice, respectarea condifilor de igiend, optimizarea procesului de
fermentare sau altfel spus, conducerea corectd a procesului tehnologic, luciu care se materializeaza printr-un
consum specific de melasa cat mai scizut si un randament in alcool catmaimare.

Tabetu! 4.15. Randamentul In aicool efilic absolut pe cele 3 instalai, In furiclie de consumul specific de melasd

"3415 1708 58,58 8594

1 Slaba

2 3341 1671 §9,86 8782 Buna

3 320,2 160,1 62,46 91,63 Foarte buna
i teoretic 1a prel melasei pentru obfinerea de alcool etilic este de 67,74 It alcoal absolut fa 100 kg zaharoza.

Valoarea consumului specific de melasa tip 50% a scizut de la 341,5 kg melasa tip 50%/hL a.a. ia 334,1 kg
melasa tip 50%/ML a.a. §i respectiv 320,2 kg melasa tip 50%/ML a.a. atunci cand se foloseste instalatia nr. 1,
instalatia nr. 2 i respectiv instalatia nr. 3. Similar, consumul specific de zaharoza scade de la valoarea 1708 kg
zaharoza/hL a.a. 'n cazul utilizarii instalatiei nr. 1 la valoarea de 167,1 kg zaharozd/hL a.a. atunci cand se
utilizeazd instalatia nr. 2 si chiar la valoarea de 160,1 kg zaharozdhL a.a. cand se utilizeazé pentru distilare
rafinare instalatia nr. 3 .

Analizand datele din tabelul 4.15 se observa ca cel mai bun randament in aicool se obfine in cazul instalatiei nr.
3, instalatie performantd din punct de vedere constructiv lucru datorat si indeplinirii condiilor prevézute mai sus.
Raportarea la % dintre randamentul practic si randamentul feoretic a fost de 81,63 % in cazul utilizarii instalatiei
nr. 3, 87,82 % atunci and s-a utilizat instalatie nr. 2 §i de 85,94 % in cazul utilizérii instalatieinr. 1.

4.7.6.Efectele economice

in tabelul 4.16 sunt prezentate date referitoare la beneficiile obtinute din vanzarea alcoolului etilic rafinat obtinut
prin utilizarea celor 3 instalatii. Astfel costul de productie pentru obtinerea aicoolului etiic rafinat scade de la
valoarea de 2,530 lei / L aa in cazul utilzérii instalatiei nr. 1 la 2,439 §i respectiv 2,365 lei / L aa daca se
utilizeaza instalatia nr. 2 gi respectiv instalatia nr. 3.
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Pe instiatia nr 3 beneficiul obtinut este de 30 de ori mai mare decat cel de pe instalatia nr1 si de 5,7 orimai mare
decat cel de pe instalatia nr 2.

Tabelul nr. 4.16. Date refentoare la beneficiile oblinute din vanzarea alcoolului etilic rafinat obtinutcu cele 3
instalatii

2,530 2616 0,086 12900 154800

2 8000 2,439 2,724 0,285 68400 820800
3 30000 2,365 2,800 0,435 391500 4698000

Analizénd datele din tabelul 4.16, se observa ci beneficile obtinute prin vanzarea alcoolului efilic sunt
superioare pe instalatia nr. 3, instalatie cu care se pot obfine costuri de productie mai mici iar caitaea foarte
bund a acestui alcool pemite obtinerea unui pret maimare la comercializare.

4.7.7. Ponderea cheituielllor pe categorii de elemente din costul de productle

Pentru stabilrea ponderii cheltuielilor pe categorii de elemente s-a realizat cakulatia completad a costului de
productie a alcoolului etilic absolut pe cele trei tipuri de instalatii de distlare rafinare utilizate. Din analiza datelor
din tabelul 4.17 rezulta faptul c& ponderea cea mai mare a chehuielilor o reprezinta chettuiala cu materiie prime
si materialele (50,9-54,0%). Pe locul al doilea se plaseazd cheftuielile indirecte §i anume cheltuielle cu apa
curentd, energia electrica si energia termica.

Fata de ponderea mportanté a celor doua categorii de cheltuieli se constata faptul ca pentru cheltuiefie salariale
nu se depageste procentut de 6,1% (In cazul utilizérii instalatiei nr. 3, situatie ce indica gradul foarie ridicat de
mecanizare §i automatizare a procesului de productie.

Tabelul nr. 4.17. Ponderea cheltuielilor pe categorii de elemente, %

1 Materii prime si materiale 54 51,7 50,6

2 Cheltuieli saiariale 6,1 3.2 1,8

3 Amortizare 1.3 4.9 8,8
Cheltuieli indirecte (apa,

4 energie electrica, te(rmicé) 342 290 25

5 Cheltuieli generale 44 11,2 13,6

6 Total 100 100 100

Concluzli partiale

1. Comparénd calitatea alcoolului etilic obtinut cu cele 3 instalatii prin dozarea compusilor volatili se constatd ca
prin utilizatea instalatiei continue cu 5 coloane caltatea alcoolului etilic este foarte buna, compusii volatili
inregistrand valori extrem de mici.

2. in urma rerafinérii alcoolului tehnic obtinut la cele 3 instalatii se observa ca alcoolul rerafinat obfinut de la

nstalatia continud cu 5 coloane prezintd caracteristici de calitate supericare celorlatte probe rerafinate cu
celelalte doud echipamente.

3. Procentul de alcool tehnic rezultat in urma rerafinarii a fost mai mic in cazul instalatiei continue cu 5 coioane
de numai 1.4% comparativ cu 3,8% Tn cazul instalatiei continue cu 4 coloane §i de 7,2% in cazil instalatie
discontinue de distilare.

4. Consumul de abur a fost cel mai redus in cazul instalatiei continue cu 5 coloane, costul aburului pe hectolitru
de alcool pur fiind de 15,37 le¥100 L aa.

5. Consumurile specifice de melasa, respectiv zaharoza au prezentat valorile cele mai mici in cazut instalatiei
continue cu 5 coloane.

§. Prin utilizarea instalatiei continue cu 5 coloane randamentul practic de obtinere a etanolului a fost de 62,46%,
ceea ce reprezinta de fapt 92,2% din randamentu! teoretic.

7 Beneficille obtinute prin vanzarea alcoolului efilic sunt superioare in cazul instalatiei de distilare rafinare
continue cu 5 coloane, instalatie la care se pot obtine costuri de productie mai mici iar calttatea foarte buna a
acestui alcool permite obtinerea unui pret mai mare la comercializare.
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17.

18.

. Fatd de ponderea importanta a celor doud categorii de cheltuieli (cu materii prime si auxiliare s:cu apa,

energie electricd $i energie termica) se constata faptul cd pentru cheltuielile salariale nu se depageste
procentul de 6,1%, situatie ce indicd gradul foarte ridicat de mecanizare si automatizare a pramsului de
productie.

CAPITOLUL 5. Concluzii finale
Prin analiza influentei difertelor preparate uscate din drojdii active asupra randamentului de aitinere a
akcoolului etitic s-a observat ca in cazul melasei din sfecla de zahér, cel mai mare randament practic a fost
obtinut atunci cand la fermentare s-a utilizat drojdie uscaté activa Safdistil C-70, randament caremprezints
aproximativ 85% din randamentui teoretic calculat, iar cel mai mic randament cu valoarea de 38,65 mL
alcool absolut/100 mg zaharozd, s-a obtinut atunci cand la fermentare a fost folositd droilie uscats tip
Pakmaya, acest randament reprezentand 86,58% din randamentui tecretic calculat.
In cazul utilizérii melasei din trestie de zahar, folosirea drojdie uscate Pakmaya a condus la obtrerea unui
randament redus in etanol, comparativ cu celelalte tipuri de drojdie, desi ca valoare acest rantimnent de
61,76 mL aicool/100 mg zaharoza a fost mai mare decat randamentul obtinut prin fermentare s aceiagi
drojdie dar folosind melasa din sfecla de zahdr (58,65 ml alcool/100 mg zaharoza).
Dierentele observate intre randamentele de obtinere a alcoolului etilic in functie de originea masigi prime,
melasa din sfectd sua trastie de zahdr, sunt nesemn#icative.
Studiind influenta diferitelor preparate uscate din drojdii active asupra fermentarii pldmezilor din medasa s-a
constatat c& pldmada fermentatd cu drojdia Safdisti C-70, a avut concentratia alcoolica cea maimare de
10,2% vol.alc.
Analizand calitatea plamezilor fermentate §i in special cantitatea de alcool metilic formata s-a canstatat ca
pldmada fermentaté cu drojdia Safdistii C-70 contine mai putin alcool metilic, numai 1,28 mg/100mL alcool
pur si implicit mai putine substante volatile totale 358,64 mg/100 mL alcool pur.
Prin determinarea parametrilor cinetici de inmuftire a drojdillor studiate s-a observat ¢a ceimai buni
parametri cinetici de fermentare sunt cei obtinuti pentru drojdia D2 (Ethanol Red™) urmatd de tivjdia D1
{Safdisti C-70), diferentele dintre cele doud drojdii fiind foarte mici.
Rezultatele obtinute ia evaluarea randamentului de biomasa (g biomasa substantd uscati/100 ril mediu),
dupa 60 de ore de cultivare confirmé rezultatele obtinute anterior, cel mai bun randament de wmultire al
drojdiilor avandu-i drojdite D1 giD2.
Cel mai redus grad de autolizd cu o valoare de 70,37%, dupd 48 de ore de & inceputul famentatiei
alcoolice se obtine la drojdia D2 (Ethanol Red™), urmata de drojdia D1 (Safdistil C-70), diferertisle dintre
cele doud drojdii fiind foarte mici. |
Tipul de drojdie utilizat in procesul de fermentare, la obtinerea alcoolului etiic din melasa influentesezd direct
atat randamentul de obtinere a alcoolului etilic cat si caltatea alcoolului etitic obtinut.

. La un numar mai mic de celule viabile intiale in mediul de culturd, creste durata fazei lag §i ammularea

etanolului este intarziatd. Dintre cele trei concentratii inffale de celule viabile a fost selectatd csade 110°
UFC/mL. -

. La o concentratie foarte micd a substratului in zaharuri (sub 3 g/L) drojdia mosre prin Funifie, iar

productivitatea in etanol scade. in schimb la concentratii mai mari se atinge limita de saturatie, astfel incat
viteza specificd de producere a etanolului de catre celule atinge o valoare maxima la o conmmtratie a
glucidelor de 200 g/i.. Peste aceasta valoare, inhibitia catabolica a enzimelor drojdior pe calea metabolic
fermentativa conduce la sciderea vitezei de conversie.

. Fermentalia alcoolic3 este favorizatd in cazul in care nu se agitd mediul de culturd cat si atunci cam mediul

se agita usor la aproximativ 50 rpm.

. Compusgii volatili (non alcool) rezuMtati in urma fementatiei alcoolice se gasesc in cantitati mai marifa un pH

neutru fald de un pH acid. Un pH usor acid favorizeaza activitatea metabolicd a drojdillor §iformarea
alcoolului etilic.

. Evaludnd cantitatea de alcool etilic formata, se cbserva ci la pH-ul 4,5-5,0 se formeaz3 cantitates cea mai

mare de etanol dupd 60 de ore de fermentare in cazul folosirii drojdiei D1.

. Temperatura optimé de fermentare care conduce la obtinerea unei cantitai maxime de alcool sfilic este

30°C.

. Adaosul de sulfat de amoniu, $i adaosul de ingrasdmant complex N.P.K. cumulat cu preparatele FrotectVit

BM1 5i BMG influenteaza poziiv atat multiplicarea drojdifor cat si randamentul in alcool etilic.

Prezenta in cantitate de 3 g/L acid lactic in mediul de fermentatie induce o scadere cu aproxirativ 8% a
cantitdtii de etanol fatd de proba martor iar prezenta in cantitate de 9 g/l acid lactic in mediul de
fermentatie, continutul in etanol format a inregistrat o scidere de 64% fald de proba martor.

Prezen{a de acid acetic in concentratie de 0.3 g/L in mediul de fermentatie a indus o scadere oz 24% a
cantitalii de etanol obtinute, iar la 0,9 g/L acid acetic sciderea este de 84%.
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18. Comportamentul difertt al drojdiei ia stresul indus de cei doi acizi este cauzat de constantele dierite de
disociere. Acidul acetic (pKa 4.74) are o valoare a constantei de disociere mai mare decét pKa de ackt
lactic (pKa 3,86).

20. Dupé 48 de ore de fermentalie se observa atét formarea alcoolului etilic cat $i consumul zabaruui din
mediul de fermentatie, iar aceasta prezintd o evolufie care poate fi descrisd de ecuatiile polinomiale de
ordinut 3, care prezinta coeficienti de corelatie foarte buni.

21. Productivitatea maximé de obtinere a etanolului a fost de 2,33 g/Lh atunci cand  s-a utilizat drojdia D1,
dupé 36 de ore de fermentare, urmata de D2 (2,1 g/Lh), D4 (1,8 g/Lh), D5 (1,56 g/L h) 5iD3 (146 g/L h).

22, Prelungirea suplimentara a timpului de fermentare induce o scédere a productivitatii in etanot.

23. Pentru stabilirea duratel optime a procesului de fermentare trebuie sé fie luate in considerare toate
aspectele atat din punct de vedere tehnic cat §i economic.

24. La nivel industrial procesul de fermentatie are loc in trei etape distincte $i anume: faza de mMultiplicare a
crojdiei (femperatura de 30 - 32 °C timp de 12 ore); faza de prefermentare (temperatura de 30 - 32 °C timp
de: 24 ore) si faza de fermentare (temperatura de 30 - 32 °C timp de 48 ore).

25. In timpul fermentarii in plamada pot apare contaminari cu bacterii acetice sau bacterii factice provenite de la
materia primé sau cauzatd de lipsa de igiena din fabrica.

26. In cazul aparitiei contamindrii in linurite de fermentare. se apeleaza la administrarea de antbiotice {exempiu
Penicilina G potasium}, in doza de 0.5-1.5 gin®

27. Melasa materie primé@ contine substante colodale de naturd proteica, pecticd, melanoidinica, cat si unele
produse de metabolism ale microorganismelor de contaminare, care produc o spuma abundentd in linul de
fermentare, in aceastad skuatie apelandu-se la adaosul de acizi grasi rezultati in umma procesului fehnologic
de rafinare a uleiurior, in doza de ~0,05 - 0,2 kg/m® plamada.

28. Comparand calitatea atcoolului etilic obtinut cu cele 3 instalatii prin dozarea compusilor volatili se constats
cd prin utilizatea instalatiei continue cu 5 coloane calitatea alcooluiui etilic este foarte buna, compusgii volatili
inregistrand valori extrem de mici.

29. In urma rerafindrii alcoolului tehnic oblinut la cele 3 instalatii se observa ci akcoolul rerafinat obtinut de la
instalatia continud cu 5 coloane prezintd caracteristici de calate superioare celorlalte probe rerafinate cu
celelalte doud echipamente.

30. Procentul de akcool tehnic rezultat in urma rerafindrii a fost mai mic In cazul instalatiei continue cu 5§
coloane de numai 1,4% comparativ cu 3 8% in cazul instalatiei continue cu 4 coloane gi de 7,2% in cazul
instalatiei discontinue de distilare,

31. Consumul de abur a fost cel mai redus Tn cazul instalafiei continue cu 5 coloane, castu! aburului pe
hectolitru de alcool pur fiind de 15,37 lei/100 L aa.

32. Consumurile specifice de melasa, respectiv zaharoza au prezentat valorile cele mai mici in cazul nstalatiei
continue cu 5 coloane.

33. Prin utilizarea instalatiei continue cu 5 coloane randamentul practic de obinere a etanolului a fost de
62,46%, ceea ce reprezinté de fapt 92,2% din randamentul teoretic.

34. Beneficiile obtinute prin vanzarea alcoolului etilic sunt superioare in cazul instalatiei de distilare rafinare
continue cu 5 coloane, instalatie pe care se pot obtine costuri de productie mai mici, iar calitatea foaite
buna a acestui alcool permite obtinerea unui pret mai mare la comercializare.

6.Contributii i perspective de continuare a cercetérilor

Producerea alcooluiui etilic alimentar este un domeniu de activitate cu o vechime considerabild, In permanenta

specialigtii s-au straduit s& aduca contributii noi la imbunatatirea calititii bioetanolului §i la sciderea costurior de

productie.

Astfel, avand in vedere aceste doud obiective, pe parcursul studiului s-au realizat studii asupra modului de

transformare a glucozei in bioetanol in functie de condiiile de femperatura, a valorilor de pH, asigurarea

medilui de fermentare, tulpinii de drojdie utilizate, calitatea nutrientilor folositi i cel mai important, moniiorizarea

procesuiui tehnologic pe o instalatie automatizaté, controlaté pe calculator, cu o productie zilnica de 30000 iitri

alcool etilic alimentar.

Originaltatea cercetarilor efectuate, in conformitate cu obiectivele stinfifice ale tezei de doctorat, se

concretizeaza printr-o serie de elemente de noutate, care sporesc valoarea stiintifica a studiiior realizate.

In baza rezultatelor experimentale originale obtinute in teza se pot evidentia drept contributii stiintifice si practice

urmétoarele:

= S-a studiat influenta a cinci tuipini de drojdie asupra randamentului de obtinere a alcoolului etilic din metasa

céat si asupra compozitiei plameziior fermentate.

> A fost evaluat comportamentul celor cinci tulpini de drojdii in conditii aerobe de cuitivare.

= S-au studiat factorii care influenfeazé cinetica de fermentatie akcoolic in condilii de laborator i la nivel

industriat la S.C. Euroavipo S.A., Ploiesti, Romania, in conditite in care fermentarea s-a efectuat in recipiente de
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400 m”, avandu-se in vedere asigurarea unei corecte demarari si ulterior a unei corecte desfasurari a
fermentatiei alcoolice, asigurand in acelasi timp si ceilalti factori de mediu la parametri optimi.

2 S-a elaborat §i verificat un model matematic patratic care descrie formarea etanolului sub efectul corelat al
tfactorilor temperatura §i pH.

2 Au fost determinati parametri cinetici de fermentare pentru toate cele cinci tulpini de drojdii utiizate la
fermentare.

< S-a studiat influenta utililajelor de distilare-rafinare asupra randamentului Tn alcool si calitatii acestuia. S-a
nsistat mult pe monitorizarea procesului de distilare-rafinare pentru a gasi formula cea mai buna de separare a
compusilor volatili nonalkcool de alcoolul etilic, In asa fel incat calitatea bioetanoiuiui sa fie foarte buna, iar
procentul de alcool tehnic rezultat sa fie cat maimic.

In acest fel s-au relevat randamente practice de obtinere a alcoolului etilic foarte bune, lucru care se reflecta intr-
o eficientd economicé ridicata,

Toate acestea au fost posibile datoritd existentei unei instalati modeme, automatizatd in proporiie de 90%,
datoritd dotarii corespunzétoare a laboratorului fabricii §i nu in ultimul rénd a calfficarii superioare a personalului.

Pe parcursul elabordrii tezei de doctorat rezuitatele obfinute au fost comunicate la diverse manifestan stiintitice
si publicate.

Originalilatea studilor reaiizate constd in evaluarea i monitorizarea tuturor factorilor care influenteaza direct
randamentul in bioetanol si calitatea bicetanolului obtinut din melasa.

Rezultatele cercetdrilor experimentaie obtinute pot constitui o bazé de date stiintifice, care pot fi punctul de
plecare in vederea continudrii cercetdrior cu privire la imbunétatirea randamentului In alcool §i a calitatii
alcoohsiui etilic rafinat obtinut din melasd

Dar, dupd cum se stie, orice lucrare nu poate oferi totul, aceasta fiind doar o secvetd a unui studiu care poate
continua.

7. Concretizarea rezuitatelor obtinute in urma cercetariior pe tematica tezel de doctorat

Articole/studii publicate in reviste din {ard recunoscute de CNCSIS

{1]Patrascu E., Rapeanu G., Bonciu C., Hopulele T., 2010, Comparative study of the multiplication and
fermentation yields by ussing different Saccharomyces yeast strains to ethanol production, Joumal of
Agroalimentary Processes and Technologies, 15(3), 289-293.

[2] Patrascu E., Rapeanu G., Bonciu C., Hopulele T., 2009, Bioethano! production from molasses by different
strains of Saccharomyces cerevisiae, The Annals of the University Dunarea de Jos of Galati, Fascicle VI -
Food Technoiogy, ISSN 1843 - 5157, New Series, Year 1if (XXXIN), 2008, p 5057, Anale 2009'\vol 2\Full paper
EPatrascy.pdf

[3] Patrascu E., Rapeanu G., Bonciu C, Vicol C., Bahrim G., 2008, investigation of yeast performances in the
fermentation of beet and cane molasses to ethanol production, Ovidius University Annals of Chemistry,
Volume 20, Number 2, pp.199-204.

Articole publicate in reviste indexate in baze de date interationale BDI

[4] Patrascu E., Rapeanu G., Hopulele T., 2009, Current approaches fo efficient biotechnological production of
ethanol, Innovative Romanian Food Biotechnology, 1, 1-11,

Participari la manifestiri gtiintifice internationale

{51 Pétragcu E., Rapeanu G., Bulancea M, Vico! C, Bahrim G., 2009, investigation of yeast performances during

the fermentation of beet molasses, Intemational Conference CHIMIA 2009 “New trends in applied chemistry”,

May 13-16, Constanta, Romania.

[6]. Patrascu E., Rapeanu G., Bonciu C., Hopuiele T., 2008, Bioethanol production from molasses by different

strains of Saccharomyces cerevisiae, Intemational Symposium Euro — aliment 2008, Challenges for Food

Science and Food industry in the Recession Era, 9-10 octombrie 2009, Galati, Romania.
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