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Introducere

Procesele biocatalitice stau la baza a numeroase tehnologii utilizate in prezent nu doar
in industria alimentara, ci si cea farmaceutica, cosmeticd sau chiar chimica determinand o
preocupare continud a cercetdtorilor din domeniu.

Biotehnologiile utilizate in industria alimentarad apeleaza frecvent la compusi biologic
activi ce catalizeaza fermentarea sau hidroliza unor substraturi prin a caror transformare se
obtin produsi de mare interes si utilitate. De cele mai multe ori, procesele tehnologice la care
se apeleaza sunt discontinui, iar biocatalizatorul — fie microorganism, celuld, enzima — este
greu de indepartat din mediul de reactie, nu mai poate fi reutilizat ca orice alt catalizator
clasic, complicad operatiile de purificare pentru obtinerea unui produs pur, asa cum impune
utilizarea sa ca aliment.

Aceste cateva aspecte explica cercetarile continui care se fac in domeniu, ce se refera
in esentd la imobilizarea diferitelor tipuri de biocatalizatori pe suporturi netoxice, conducand
la realizarea de noi formulari usor de recuperat din mediile in care lucreaza, capabile de a fi
reutilizate de un numar mare de ori in procese discontinui, sau de utilizare o duratd mai mare
de timp in procese continui.

O categorie importantd de produse de interes nu doar din punct de vedere alimentar ci
si prin beneficiile aduse sanatdtii sunt nutraceuticele — imbinare originala a doi termeni:
“nutritie” si “farmaceutic”. Solubilitatea si biodisponibilitatea adeseori reduse ale acestora
impun realizarea de formulari care sa le imbunatdteasca aceste caracteristici.

Pornind de la aceste premize, teza de doctorat isi propune sa aducd contributii
originale pe trei directii:

- obtinerea de particule pe baza de polizaharide ionice gelifiate ionotrop, contindnd
celule de drojdie de bere imobilizate, caracterizarea si testarea lor in procese de fermentare a
glucozei,

- obtinerea de particule pe bazd de gelan, reticulat ionic, continand o-amilaza
imobilizata, caracterizarea lor si testarea in procesul de hidrolizd a amidonului;

- realizarea unei noi formulari nutraceutice prin incapsularea curcuminei in particule
pe baza de polizaharide ionice cu caracter diferit, complexate polielectrolitic si prin gelifiere
ionotropd, caracterizarea lor si testarea din punct de vedere al capacitdtii de eliberare
controlatd/sustinutd a principiului activ.

Teza este structuratd in doud parti, prima constituind-o un studiu bibliografic extins
asupra problemelor abordate in cea de a doua parte a lucrdrii, care prezintd rezutale proprii
obtinute in urma cercetdrilor efectuate. Lucrarea se intinde pe 300 pagini, contine un numar
de 89 figuri, 44 tabele, 9 relatii de calcul, incheindu-se cu concluziile generale si cu lista
referintelor bibliografice.

Studiul bibliografic este prezentat pe parcursul a 4 capitole ce trateaza probleme
privind compusii biologic activi de interes pentru industria alimentara (cap. 1), polimerii
utilizati ca suport pentru imobilizarea acestora (cap. 2), tipurile de particule utilizabile pentru
incapsularea/includerea lor (cap. 3) si metodele generale de imobilizare a compusilor biologic
activi cu aplicatii In industria alimentara (cap. 4).

Capitolul 5 prezintd materialele, tehnicile de lucru si de caracterizare utilizate.

Capitolul 6 deschide seria celor 3 capitole care raporteaza rezultatele originale
obtinute in cadrul lucrdrii. Avand o extindere mai matre, el trateaza pe parcursul a 5
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subcapitole diferite tipuri de imobilizate pentru celule de drojdie de bere, obtinute utilizidnd
polizaharide ionice si diferiti agenti reticulanti de tipul cationilor metalici divalenti. Primele
trei subcapitole prezinta imobilizate pe bazi de gelan reticulat cu cationi de Ca®", Mg**, Zn*"
relevand caracteristicile morfologice, fizico-chimice si biochimice ale acestora. Urmatoarele
subcapitole discuta obtierea de particule pe baza de amestecuri de polizaharide (binar, ternar)
— gelan, carboximetil celuloza sare de sodiu, caregenan -, relevand ca si anterior proprietatile
imobilizatelor cu accent pe capacitatea de a cataliza fermentarea glucozei.

Capitolul 7 prezintd obtinerea prin procedeul amintit anterior si caracterizarea fizico-
chimica si din punct de vedere al actiunii biocatalitice, a unor particule pe baza de gelan
continand imobilizata a-amilaza.

Ultimul capitol (8) se referd la obtinerea unei noi formuldri nutraceutice continand
curcuminda, avand comun cu cele precedente suportul polimeric pentru imobilizare
(polizaharide ionice) si partial metode de obtinere care implicd insd nu doar gelifierea
ionotropa ci si complexarea polielectrolitica. Particulele obtinute sunt catracterizate
morfologic, fizico-chimic si din punct de vedere al capacitatii de includere dar indeosebi de
eliberare a curcuminei.

La finalul lucrarii sunt prezentate concluziile generale si lista bibliografica.

Rezultatele cercetarilor efectuate au fost valorificate prin elaborarea a 10 lucrari
stiintifice care se afla in urmatoarele stadii:

- 3 lucrari publicate (2 in reviste cu coeficient de impact)

- 2 lucrari acceptate pentru publicare (1 in revista cu coeficient de impact)

- 7 lucrari redactate, trimise la reviste cu coeficient de impact

- 13 comunicari la manifestari stiintifice interne (2) si internationale (11) intre care 7

comunicdri orale.

Obiective

Obiectivul principal al tezei de doctorat il constituie obtinerea unor sisteme
particulate cu caracter de hidrogel, pe baza de polizaharide reticulate ionic, destinate
imobilizarii de principii active cu potentiale aplicatii in industria alimentara.

Realizarea obiectivului principal a presupus indeplinirea mai multor obiective

asociate, precizate in cele ce urmeaza.

* Elaborarea unei metode de obtinere a unor particule pe bazd de gelan sau amestecuri ale
acestuia cu alte polizaharide, destinate includerii de principii active de interes pentru
industria alimetard, prin gelifiere ionotropa in prezenta unor cationi metalici divalenti.
* Caracterizarea fizico-chimicd a particulelor obtinute prin metode adecvate scopului
pentru care au fost preparate, respectiv obtinerea de bioreactoare pentru fermentarea
glucozei
* Obtinerea de sisteme particulate continand celule de drojdie imobilizate in matricea de
tip hidrogel si stabilirea parametrilor optimi de lucru pentru realizarea de sisteme stabile,
cu performante bune in fermentarea glucozei
* Caracterizarea sistemelor particulate continand celule de drojdie imobilizate in matricea
de hidrogel, din punct de vedere al stabilitatii structurale, al activitatii biocatalitice si al

.....
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* Obtinerea de sisteme particulate pe bazd de gelan, obtinute prin gelifiere ionotropd cu
cationi metalici divalenti, contindnd o-amilazd imobilizatd; caracterizarea lor fizico-
chimica si din punct de vedere al activitatii biologice n procesul de hidrolizd a amidonului
* Obtinerea si caracterizarea fizico-chimicd a unor sisteme particulate pe bazad de
complecsi polielectrolitici de naturd polizaharidicd continand curcumind imobilizata;
studiul procesului de eliberare in vitro a principiului activ.

Rezultate originale

Capitolul 5
MATERIALE, TEHNICI EXPERIMENTALE, METODE DE
CARACTERIZARE
5.1. Materiale

Materialele si reactivii utilizati pentru efectuarea studiilor au fost achizitionate de la
firme specializate in producerea lor si sunt de puritate analitica. In continuare sunt prezentate
selectiv cele mai importante materiale utilizate in studiul intreprins.

Pentru studiile efectuate s-a utilizat gelanul (Kelkogel), carboximetil celuloza
(CMCNa) (Sigma Aldrich si are un grad de substitutie de 75%), I-caragenanul, chitosanul
(este procurat de la Sigma Aldrich, are o masa moleculard medie si un grad de deacetilare de
75%), acetat de magneziu, acetatul de calciu, acetatul de zinc, clorura de calciu, sulfatul de
sodiu, drojdie comerciala de panificatie, de gen Saccharomyces cerevisiae, cu un continut de
70% apa, procuratd de la Pakmaya, curcumina pudrd, o-amilazd, amidonul solubil, a-D-
glucoza anhidra, albumina sericd bovina, tween 20.

5.2. Tehnici experimentale
5.2.1. Prepararea particulelor continind celule de drojdie imobilizate in matrici
polimere (polizaharide).

Fig.18. Prezentare schematica a procesului de obtinere a
particulelor din polizaharide continind celule de drojdie

m | imobilizate, prin gelifiere ionotropad, utilizand procedeul
Sor extruderii prin capilara.

Modul de lucru este urmatorul. 0.25 g polimer (amestec de polimeri) se dizolva in
25 ml apa bidistilata, sub agitare, la temperatura de 70-80°C. Intrucat solutia de polimer este
destul de fluida si nu formeazad particule stabile la picurarea in baia de reticulant ionic, se
procedeaza la prereticularea polimerului/amestecului de polimeri, anterior extruderii, prin
addugarea unui volum de solutie agent de reticulare (clorurd sau acetat al metalului divalent)
de diferite concentratii, cand se obtine un fluid vascos, posibil a fi extrudat. Solutia se raceste
la 30°-35°C, iar apoi se extrude in picdturi cu ajutorul unei seringi printr-un ac cu diametrul de
23 Gauge si lungimea de 30 mm, la presiune de apdsare constanta a pistonului seringii, in 125
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ml solutie de agent de reticulare de diferite concentratii. Particulele sferice se formeaza
instantaneu la contactul picaturilor cu solutia de acetat al metalului divalent din baia de
coagulare, fiind lasate pentru maturare in solutia de extrudere timp de 2 ore, dupa care sunt
spalate cu apa bidistilata pentru indepartarea excesului de agent de reticulare.

Particulele contindnd celule de drojdie imobilizata s-au obtinut similar, dupa
addugarea prealabila in solutia de polimeri ce urmeaza a fi extrusd, a unei suspensii de drojdie
(1.25 g drojdie continand 0.375 g celule, in 5 ml apd), la temperatura de 40°C, asigurand
astfel un raport masic drojdie/polimer de 5/1 (g/g). Particulele cu celule de drojdie sunt tinute
pentru maturare timp de 1 ord in solutia din baia de coagulare, dupa care sunt separate prin
filtrare, se spala pe filtru cu trei portii de cate 100 ml apa bidistilatd si se pastreaza in
recipienti inchisi, la o temperaturd cuprinsa intre 4-6°C, pana la caracterizarea si testarea lor
ulterioara.

Prepararea fiecdruia dintre imobilizatele de celule in diferite matrici de polizaharide
prezintd unele particularitdti si sunt prezentate In urmadtoarele capitole. S-au preparat
urmatoarele tipuri de particule:

-particule cu celule de drojdie imobilizate in matrice de gelan reticulate cu Ca*".

-particule cu celule de drojdie imobilizate in matrice de gelan reticulate cu Mg”".

-particule cu celule de drojdie imobilizate in matrice de gelan reticulate cu Zn*".

-particule cu celule de drojdie imobilizate in matrice de gelan In amestec cu carboximetil
celulozi (sare de sodiu), reticulate cu Mg*"

-particule cu celule de drojdie imobilizate in matrice de gelan in amestec cu carboximetil
celuloza (sare de sodiu) si caragenan reticulate cu diferiti cationiu divalenti.

5.2.2. Prepararea particulelor continind a-amilaza imobilizatd in matrice de

gelan.

2 mg alpha-amylase dissolved in 2
ml acelate bulfer sofution, pH 5.6

Figura 19. Prezentare schematica a
prepararii particulelor de gelan cu a-
amilaza imobilizata

Particulele de gelan cu a-amilaza imobilizata au fost obtinute prin reticulare ionica
cu acetat de magneziu, utilizdnd metoda extruderii. Schematic, procesul de obtinere este
prezentat in figura 19. S-a lucrat cu mai multe concentratii de a-amilaza pentru a determina
concentratia optima care poate fi imobilizatd in particule de gelan.

0.1 g gelan (1%) au fost dizolvate la temperatura de 80-90°C, sub agitare, in 10 ml
solutie tampon acetat care are un pH de 5.6. Solutia astfel obtinuta se riceste pand la
temperatura de 60°C cand se adaugd sub agitare cantitatea de a-amilazd dizolvata in 2 ml
solutie tampon acetat, pH 5.6. Baia de gelifiere ionotropa contine 10 ml solutie tampon acetat
si 10 ml solutie acetat de magneziu de concentratie 2%. Extruderea se efectueaza in picaturi
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cu ajutorul unei seringi, la temperatura de 60°C (la o temperaturd mai micd solutia de gelan
astfel obtinutd devine foarte vascoasa iar activitatea enzimaticd a o-amilazei scade). La
contactul cu solutia de reticulant, picaturile extruse se transforma instantaneu in particule
sferice, umflate. Particulele cu a-amilazd imobilizata obtinute se pastreaza la frigider la
temperatura de 4-6°C pana la efectuarea testelor ulterioare.

5.2.3. Prepararea particulelor continind cucrcumina imobilizata in matrici de
polizaharide

Au fost utilizate doua tehnici de realizare a sistemelor particulate polimer-curcumina,
ambele avand la baza realizarea de complecsi polielectrolitici intre polizaharide cu caracter
ionic diferit.

60 ml solutie de chitosan
de

acetat de magneziu d
Gelan s gelan/I-caragenan SRR,
(0,75% polimer) T
dizolvat in apa bidistilata la
70-80 ° C, sub agitator
Py

N /
,:'; “ . 1 b4
! T / o Figura 20. Prezentarea schematica a
e ] . procesului de obtinere a particulelor
e |1 cu curcumind prin metoda emulsiei si

a complexarii polielectrolitice.

Suspensie de
microparticule de
chitosan cu curcumina

e o= | 3&3@ Fig. 21. Prezentarea schematicd a

s t ser SRR procesului de obtinere a particulelor

de gelan ce contin microparticule de

o o chitosan cu curcumind imobilizata,

L i) mn ) | i reticulate  ionic cu acetat de
: ] ) ' magneziu, prin metoda extruderii.

v evaporarea |
aleoolului la I
4a'c

; \ / ‘ 1

4 /| Fittrare

Prima metodd se refera la realizarea particulelor pe bazd de gelan, respectiv
gelan/caragenan prin complexare polielectroliticd cu chitosan, fiind prezentata schematic in
figura 20.

O cantitate de 20 mg curcumind se dizolva in 10 ml ulei de masline sub agitare, la
60°C. Solutia de polimer (concentratie de 0.75% gelan sau gelan/i-caragenan) se prepara
separat prin dizolvarea a 1.5 g polimer in 20 ml apa distilata, sub agitare, la temperatura de
80-90°C. Solutia uleioasa de curcumina se emulsioneaza prin adaugare in picaturi in solutia
apoasa de polizaharida, dupa ce in aceasta din urma se adauga 1% Tween 20 (surfactant).
Emulsionarea are loc sub agitare energica (2000 rot/min), timp de 30 minute. Emulsia formata
se extrude apoi cu ajutorul unei seringi si a unui ac cu dimensiunea de 23 Gauge intr-o solutie
de 60 ml chitosan 1% (1% chitosan dizolvat in 1 % acid acetic) ce contine si 20 ml solutie de
acetat de magneziu 2%. Particulele se lasd in amestecul rezultat, la frigider, la temperatura de
4-6°C pentru 4-5 ore pentru stabilizare dupa care se filtreaza si se spala cu apa bidistilata
pentru indepartarea excesului de chitosan si acetat de magneziu. Uscarea particulelor se
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efectueaza la vid la temperatura de 30°C, dupa care acestea se pastreaza in recipiente inchise
pana la efectuarea caracterizarilor ulterioare.

A doua metoda utilizatd pentru imobilizarea curcuminei in particule de polizaharide
se bazeaza, de asemenea, pe formarea unui complex polielectrolitic fiind prezentatd schematic
in figura 21. Metoda presupune parcurgerea a doud etape pentru obtinerea particulelor.

Etapa 1. Prepararea microparticulelor de chitosan cu curcumind imobilizata.

In aceastd etapa 200 mg curcumind se dizolva in 20 ml alcool etilic absolut. Se
prepard separat o solutie de chitosan 0,05% in 0,06 M acid acetic (40 ml), in care se adauga o
solutie de Na,SO4 de concentratie 0,1% (16 ml). Amestecul este supus ultrasonarii (sonda de

ultrasunete tip Sonics and Materials, Vibra Cell) timp de 4 minute, cu addugarea in picaturi a
curcuminei dizolvata in alcool etilic.

Suspensia de particule de chitosan reticulat ionic astfel rezultata, este mentinuta la
40°C sub agitare pentru evaporarea alcoolului etilic, dupa care separarea microparticulelor se
efectueaza prin centrifugare. Final, microparticulele se spald de trei ori cu apa bidistilata si se
resuspendd in 100 ml apa bidistilatd. Suspensia rezultatd, dacd nu este folositd imediat se
pastreaza la T = 4-6°C pana la utilizarea in urmatoarea etapa.

Etapa II. Prepararea particulelor de hidrogel pe baza de gelan continand microparticule
de chitosan.

Gelanul se dizolva in 20 ml apa bidistilata 1la 80-90°C, pentru obtinerea unei solutii
de concentratie 2%. Cand se ajunge la temperatura 50°C se adaugd sub agitare puternica
(2000 rot/min), in picaturi, 20 de ml din suspesia de microparticule de chitosan cu curcumina,
preparatd in etapa I. Amestecul format se extrude cu ajutorul unei seringi printr-un ac cu
diametrul de 23 Gauge in 100 ml solutie acetat de magneziu de concentratie 2%. Se formeaza
simultan complexul polielectrolitic si aree loc si reticularea gelanului. Particulele de complex
formate se pastreaza in solutia de reticulare timp de 3 ore dupa care sunt separate prin filtrare.
Uscarea particulelor se face la temperatura camerei, la 25°C, dupa care acestea se pastreaza in
recipiente etanse, la rece, pana la efectuarea caracterizarilor.

5.3. Tehnici de caracterizare

5.3.1. Spectroscopia FTIR-ATR

5.3.2. Morfologia particulelor (microscopie electronica de baleiaj)

5.3.3. Stabilitatea structurala a particulelor continand drojdie

5.3.4. Stabilitatea in diferite medii a sistemelor particulate continand drojdie

5.3.5. Gradul de umflare

5.3.6. Viabilitatea celulard si concentratia celulelor de drojdie din medii apoase si din

particulele de imobilizat

5.3.7. Testarea activitatii fermentative a particulelor ce contin celule de drojdie.

5.3.8. Determinarea activitatii o-amilazei libere si imobilizate.

5.3.9. Determinarea constantei Michaelis-Menten si a vitezei maxime de hidroliza a-
amilaza liberd si imobilizata

5.3.10. Influenta pH-ului si a temperaturii asupra activitdtii enzimatice

5.3.11.Testarea activitatii enzimatice a particulelor continand enzima imobilizatd, in
mai multe cicluri hidrolitice

5.3.12.Cinetica eliberdrii curcuminei din particulele de imobilizat
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Capitolul 6
Obtinerea de sisteme particulate pe baza de polizaharide reticulate
ionic continind celule de drojdie imobilizate
Imobilizarea celulelor de drojdie este Inca mult exploratd in industria alimentara
pentru producerea vinului si a berii in procese fermentative continue. Sistemele particulate
sferice continand celule de drojdie de bere pot fi considerate adevarate bioreactoare de mici
dimensiuni, ceea ce a impus utilizarea acestui termen - pe care il vom folosi adeseori pe
parcursul lucrarii - in literatura de specialitate.
Rezultatele cercetdrilor noastre au fost au fost grupate in 5 subcapitole, functie de
natura ionului metalic utilizat ca reticulant sau de natura suportului (polizaharida simpla sau
amestecuri de polizaharide).

6.1. Particule pe baza de gelan reticulat cu clorura de calciu continind celule de
drojdie imobilizate

CaCl, a fost ales ca agent de reticulare in acest studiu deoarece ionii de calciu pot
avea un rol in protejarea celulelor de drojdie impotriva efectelor toxice produse de etanol la
fel ca si ionii de magneziu sau zinc. lonii de calciu, daca sunt suplimentati in concentratii
mari, pot inlocui magneziul intr-o serie de cdi biochimice ceea ce poate conduce la o crestere
celulara si pastrarea viabilitatii celulare.

Formarea retelei polimere care include in ochiurile sale celulele de drojdie, are la
bazi interactiile ionice realizate intre gruparile carboxilat ale gelanului si ionii de Ca*"

Ionul de calciu poate adera la membrana plasmatica celulard cand este incarcata
negativ, conferindu-i acesteia mai multa stabilitate la factorii de stres care pot interveni in
procesele fermentative [28, 31]. In acest mod, celulele de drojdie pot participa la ranforsarea
retelei, crescandu-i astfel stabilitatea mecanica.
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Fig. 32. Reprezentarea schematica a retelei de gelan reticulat ionic, continand celule de
drojdie in ochiurile sale.
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Tabel 10. Programul experimental si codul probelor *

Proba Concentratia Concentratia
Fari Cu celule | solutiei de CaCl, | solutiei de CaCl,

celule la pre-extrudere in baia de

(%, wiv)" coagulare

(%, wiv)"
PDI 0.1 2
P2 PD2 0.3 2
PD3 0.4 2
PD4 0.5 2
P5 PD5 0.3 3
P6 PD6 0.3 4

*25 mL solutie de gelan, ¢ =1 % (w/v)
*%1.25 mL solutie de clorura de calciu
*#%125 mL ml solutie de clorura de calciu

6.1.2. Stabilitatea particulelor si viabilitatea celulara

Valorile transmitantei supernatantului in care s-au pastrat particulele dupa extrudere
constitue o masura a stabilitattii structurale a acestora. S-a urmarit in studiul efectuat influenta
mai multor factori asupra stabilitatii particulelor cu si fard drojdie imobilizatd cum ar fi:
influenta concentratiei de clorura de calciu din baia de extrudere, influenta concentratiei din
preextrudat si influenta mediului alcoolic asupra stabilitatii particulelor si s-au obtinut
urmatoarele rezultate prezentate in tabelele 11, 12, 13 si 14.

Valorile mari ale transmitantei atestd faptul ca particulele sunt stabile. Stabilitatea
lor creste cu cresterea gradului de reticulare. Stabilitatea particulelor scade usor in timp. Se
observa ca pentru particulele care contin celule de drojdie imobilizate valorile transmitantei
sunt mai mari fatd de cele care nu contin celule de drojdie. Acest rezultat constituie i un
argument indirect ca celulele incluse in reteaua hidrogelului interactioneaza cu ionii de Ca*",
stabilizand structura particulei.

Tabel 11. Valorile transmitantei pentru doua medii in care au fost pastrate
particulele cu si fara drojdie dupa extrudere, la diferite durate.

Transmitanta (%)

Proba Ip sol}l‘gia o
din baia de In apa bidistilata
coagulare
12h [ 24h. | 12h. | 24h. | 36 h. | 48 h
P2 19561]952|99.1 | 983 | 97.5 | 95.9
P5 96.5 | 954 1994 | 98.5 | 97.9 | 96.1
P6 1965|956 | 99.8 |99.2 | 98.7 | 96.3
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Tabel 12. Influenta concentratiei solutiei de CaCl, utilizata la pre-extrudere si a duratei de

pastrare asupra stabilitatii particulelor si a viabilitatii celulare.

Concentratia celule410r
Transmitanta (%) (nr. celule/ml) x 107in Viabilitatea celulara, %
supernatant

Proba In solutia In solutia In solutia de

de CaCl, in apa de CaCl, in apa CaCl, din in apa

din baia de | bidistilata | din baia de | bidistilata baia de bidistilata

coagulare coagulare coagulare

12h | 24h | 12h | 24h | 12h | 24h | 12h | 24h | 12h | 24h | 12h | 24h
PDI 979 1959 1992 1983 |7.75| 9 3.5 4 100 | 97.3 | 100 | 94.1
PD2 9791 97 19941988 | 10 13 | 35 | 55 | 100 | 98.1 | 100 | 95.6
PD3 98.7 1934 | 987|974 |17.5]425|10.5|13.3| 100 | 98.8 | 97.7 | 96.7
PD4 93 915|976 | 97 30 | 45 13 1163|992 | 984 | 98.1 | 95.6

Tabel 13. Influenta concentratiei solutiei de CaCl, din baia de coagulare si a duratei de
pastrare asupra stabilitatii particulelor cu celule de drojdie si a viabilitatii celulare

Concentratia
. o celulelor (nr. - < o
Transmitanta (%) celule/ml) x 10° in Viabilitatea celulara, %
supernatant
in solutia in solutia In solutia
Proba i ’ ’
de CaCl, A 9 de CaCl, A . de CaCl, s 9
din baia In apa din baia In apa din baia In apa
bidistilata bidistilata bidistilata
de de de
coagulare coagulare coagulare
12h | 24h | 12h | 24h | 36h 24h 12h | 36h 24h 24h 36h
PD2 [96.8| 96 |99.3 983|978 35 33 | 15 97.9 97 95.2
PD5 | 97 [96.1 | 99.4 | 98.7 | 98.3 26.5 3.3 | 13.8 97.2 97 94.8
PD6 |97.5]196.2 994 |98.8 | 98.5 20 3 19.75 96.4 93.9 92.9
Tabelul 14. Influenta mediului alcoolic asupra stabilitétii in timp
a particulelor si viabilitatii celulelor de drojdie.
Concentratia celulelor
Transmitanta (%) de drojdie in supernatant | Viabilitatea celulara, %
Proba i
(nr. celule /ml x)
12h | 36h | 60h | 84h | 12h | 36h | 60h | 84h | 12h | 36h | 60 h | 84h
PD2 | 97.8 |196.6|958|94.7|163| 20 |258|383]98.5|964|97.2|96.8
PD5 | 984974968 |96.1 | 88 | 12 | 143213 (972| 96 | 95 | 944
PD6 | 987978973965 | 83 |10.5] 11 |18.8|97.1 |955|957]|93.8

Numadrul de celule care difuzeaza din particule este mic datorita faptului cd celulele

sunt bine prinse in reteaua polimerd. Viabilitatea celulard scade si ea in timp, dar valorile

raman ridicate (>90%). Concentratii mai mari de celule difuzate se constata dupa 24h in
solutia de coagulare, Tnainte de transferul in apd bidistilata. Particulele continand celule de
drojdie imobilizate sunt stabile in mediul alcoolic, ceea ce este o conditie importantd pentru
utilizarea lor in cicluri fermentative repetate.
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6.1.3. Gradul de umflare
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Figura 33. Variatia gradului de umflare in apa, in timp, pentru particule de gelan fara (a) si cu
(b) celule de drojdie imobilizate, obtinute in diferite conditii de extrudere

S-a considerat util determinarea gradului de umflare deoarece particulele au caracter
de hidrogel iar difuzia glucozei si a produsilor de fermentare este influentatd de capacitatea
particulelor de a se umfla in mediul apos.

Gradul maxim de umflare ca si viteza procesului (panta portiunii liniare a curbelor)
scad cu cresterea concentratiei reticulantului din baia de coagulare. Trebuie notat, de
asemenea, cd valorile maxime ale umflare pentru particulele contindnd celule de drojdie
imobilizate sunt mai coborate decat ale particulelor fard celule (fig. 33 b), pentru aceleasi
conditii de extrudere. Efectul este datorat, evident, interactiei suprafetei negative a celulelor
cu ionii de Ca®", ceea ce contribuie suplimentar la reticularea matricii, dupa cum s-a mai
discutat anterior.

6.1.4. Morfologia particulelor

Informatii importrante referitoare la morfologia particulelor, atat fara cat si cu celule
imobilizate, au fost aduse de analiza prin microscopie electronicd de baleiaj. Fotografiile au
fost realizate in sectiune, atat la probe umflate in apa cét si uscate, pentru mai multe particule,
dar pentru ilustrare au fost alese doar cele referitoare la particulele P2, respectiv PD2, fiind
prezentate in fig. 34. Se constatd ca particulele fara celule de drojdie (fig. 34, A) prezinta o
morfologie poroasa in stare umflatd, in timp ce particulele cu celule imobilizate (fig. 34 B)
prezintd o morfologie mai compacta, celulele fiind puternic ancorate in matricea polimera,
desigur datoritd si interactiilor de natura ionica stabilite cu agentul de reticulare; ele prezinta
tendinta de a forma aglomerate.

Morfologia acestor particule este si in accord cu comportarea lor la umflare,
care evidentiazd valori mai coborate ale gradului maxim de umflare pentru acest tip de
particule. Celulele de drojdie sunt relative uniform distribuite in matricea polimera, si se
poate constata cd aceasta le acopera cu un strat subtire (fig. 34 C). Toate rezultatele prezentate
anterior probeaza faptul cad particulele de gelan contin un mare numar de celule, matricea
polimera protejandu-le si fixdndu-le puternic, ceea ce permite sa anticipAm ca aceste
bioreactoare ar putea fi utilizate cu succes 1n cicluri repetate de fermentare.
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C-PD2 pacule cu celule imilizate, uscate

Fig. 34. Fotografii de microscopie electronica de baleiaj pentru particulele de tip P2 si PD2
umflate in apa (A) sau uscate (B).

6.1.5. Activitatea fermentativa a biorectoarelor
Activitatea fermentativd a microbioreactoarelor obtinute a fost testatd pentru a

determina daca microbioreactoarele pot fi utilizate In mai multe cicluri fermentative.

Au fost selectate pentru acest studiu doua tipuri de imobilizate, caracterizate de grade
de reticulare diferite, respectiv PD2 si PDS. Rezultatele obtinute sunt prezentate in fig. 35,
care ilustreaza variatia randamentului de transformare a glucozei in timp, pentru 5 cicluri
fermentative repetate, la cele doua tipuri de bioreactoare, comparativ cu fermentarea in
prezenta drojdiei libere.
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Fig. 35. Variatia in timp a randamentului de fermentare a glucozei pentru 5 cicluri, in
prezenta bioreactoarelor de tip PD2 (a) si PD5 (b) comparativ cu fermentarea in prezenta
drojdiei libere (curba 0 din diagrame).
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Se constatd cad dupa 255 minute (durata unui ciclu), randamentul de fermentare
obtinut cu ambele tipuri de imobilizate este superior celui obtinut in prezenta drojdiei libere.
Un randament superior se obtine cu particulele PD2 comparativ cu PDS5, pentru toate cele 5
cicluri fermentative (fig. 4 a). Aceastd comportare poate fi pusd pe seama gradului diferit de
reticulare al celor doud tipuri de particule. Intensitatea difuziei substratului (a solutiei de
glucozd) este determinata de densitatea retelei reticulate; difuzie mai intensa si mai rapida se
produce printr-un hidrogel cu grad mai redus de reticulare.

Constatarea cea mai importantd rezultatd in urma acestui studiu este aceea ca
particulele de imobilizat pot fi utilizate in cicluri repetate de fermentare, dupa separarea facila
prin filtrare si spalarea cu apa bidistilatd, in urma fiecarui ciclu realizat. Figura 36 prezinta
valoarea randamentelor maxime de fermentare obtinute dupa 10 cicluri fermentative.
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Fig. 36. Valoarea maxima a randamentului de fermentare a glucozei (dupa 155 min), pentru
10 cicluri repetate, la probele PD2 (a) si PD5 (b).

O observatie surprinzatoare este aceea ca randamentul obtinut cu bioreactoarele de
tip PD2 sunt mai mari pentru ciclurile 2 si 3, comparativ cu primul. Acelasi fenomen s-a
constatat si pentru ciclul 2 al probei PD5. Explicatia poate fi legata de faptul ca celulele
imobilizate in cele doua matrici suferda un proces de multiplicare dupa primul ciclu de
fermentare. Pentru proba PDS5 se poate aprecia ca randamentul de fermentare ramane practic
constant (cu exceptia discutatd anterior) pentru cele 10 cicluri probabil datoritd gradului mai
mare de reticulare ce conferd stabilitate mai mare particulelor; particulele PD2 prezinta insa
fluctuatii mai mari ale valorii randamentului de fermentare pe parcursul celor 10 cicluri.
Randamentele obtinute sunt superioare comparativ cu cel realizat in prezenta drojdiei libere.

Pentru a stabili daca particulele sunt stabile Tn mediul de fermentare dupa fiecare
ciclu de fermentare, a fost determinat, pe baza curbei de calibrare, numarul celulelor de
drojdie din mediul de reactie si cantitatea lor. Se constata din datele obtinute ca numarul de
celule care difuzeaza din particule (in fapt, cantitatea lor) este foarte mic in comparatie cu
cantitatea de celule care raman prinse In reteaua polimerad iar particulele sunt stabile dupa mai
multe cicluri de fermentare repetate.

6.1.6. Evaluarea viabilitatii celulare si a cantitatii de celule din particule dupa
fiecare ciclu de fermentare

Pastrarea viabilitatii celulare in timpul procesului de fermentare este o conditie
esentiala pentru ca particulele sa poata fi utilizate in mai multe cicluri fermentative. In tabelul
16 sunt prezentate valorile viabilitdtii celulare si a numarului/cantitatii de celule de drojdie
ramase 1n particule.
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Tabel 16. Viabilitatea celulara si cantitatea de celule/gram de particule
determinate dupd diferite cicluri de fermentare repetate, pentru proba PD2.

. Cantitatea
. Numarul
Numarul de celule o
) . de celule/g ) Viabilitatea
ciclului de ) din 3
particule x . celulara, %
fermentare 10° particule
(mg/g)
0 4.81 17.81 94.16
1 5.9 21.86 94.9
2 5.97 21.86 95.3
4 6.44 23.71 92.24
8 7.56 27.78 90.16
9 6.4 23.71 90.36
10 595 22.04 90.26

Viabilitatea celulara din particule tinde sa scada de la un ciclu la altul. Valorile mari
ale viabilitétii celulare demonstreaza ca matricea polimera protejeaza celulele de drojdie de
factorii care pot sd afecteze cresterea celulara. Existd o buna concordanta intre cantitatea de
celule din particule si evolutia randamentului in fermentare (fig. 37). Dupa ciclul 6 de
fermentare randamentul incepe sa scada, la fel ca si cantitatea de celule din particule.
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Fig. 37. Evolutia cantitatii de celule (mg)/g particule in functie de numarul ciclului de
fermentare pentru proba PD2 in corelare cu randamentul maxim obtinut dupa fiecare ciclu de
fermentare.

Rezultatele obtinute demonstreazd, de asemenea, cd gradul de reticulare al
particulelor este optim asigurand o porozitate adecvata, necesara pentru un schimb eficient de
nutrienti Intre mediul de fermentare si celulele din interiorul particlelor. Randamentele in
fermentare obtinute sunt optime, comparabile cu cele obtinute la fermentarea cu drojdia
libera, iar particulele pot fi cu usurintd recuperate din fermentator si reutilizate In mai multe
cicluri fermentative.

6.1.7. Productivitatea specifica si viteza de fermentare

Curbele cinetice de fermentare au o alura practic liniard, ceea ce permite cu usurintd
estimarea vitezei procesului, exprimata ca procent de glucoza transformata in unitatea de
timp. Pe baza lor se poate evalua, de asemenea, productivitatea specifica in etanol (g etanol/g
drojdie x h, din particulele de imobilizat).
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Tabel 17. Valorile vitezei de fermentare si ale productivitatii specifice
in etanol pentru imobilizatele PD2 and PD3, pentru cele 10 cicluri de fermentare.

) . . Viteza de fermentare (% lfroductivitatea specifica
Numarul ciclului | o1y005e transformata /min) | ™ ctanol (g etanol /h g
de fermentare drojdie)
PD2 PD3 PD2 PD3
1 0.24 0.27 0.6 0.6
2 0.31 0.27 0.97 0.8
3 0.29 0.22 1.07 0.6
4 0.2 0.2 0.6 0.6
5 0.22 0.2 0.6 0.6
6 0.27 0.2 0.83 0.6
7 0.24 0.2 0.6 0.6
8 0.22 0.16 0.6 0.6
9 0.18 0.16 0.6 0.5
10 0.2 0.2 0.6 0.6
Drojdie libera 0.07 0.6

Valorile acestor caracteristici sunt prezentate in tabelul 17. Este interesant faptul ca
valorile productivitatii specifice sunt practic aceleasi pentru cele mai multe dintre ciclurile de
fermentare, si sunt comparabile sau chiar superioare celei corespunzatoare fermentirii in
prezenta celulelor de drojdie libere.

6.2. Particule pe baza de gelan reticulat cu acetat de magneziu continand celule
de drojdie imobilizate

Cercetarea de fata are ca scop obtinerea de particule sferice cu caracter de hidrogel
continand celule de drojdie, pe baza de gelan reticulat ionic — gelifiere ionotropa -, printr-un
proces de extrudere, utilizand ca agent de reticulare acetatul de magneziu. Particulele obtinute
sunt caracterizate fizico-chimic s1 morfologic, din punct de vedere al stabilitdtii structurale, al
activitatii biocatalitice. Avantajele utilizarii magneziului pentru cresterea celulara si in
procese fermentative sunt multiple. Ionul de magneziu este un ionul metalic cel mai abundent
implicat intr-o gama largd de procese metabolice [29, 30]. El constitue cam 0.3% din Intreaga
cantitate de drojdie uscata si activeaza peste 300 de enzime [22, 33, 48].

Realizarea imobilizatelor de drojdie in matricea de gelan are la baza fixarea celulelor
de drojdie in ochiurile retelei formate prin reticularea polizaharidului, ca urmare a legarii
ionice a cationilor de magneziu la anionii carboxilat ai gelanului.

Majoritatea particulelor au fost obtinute prin extrudere in capilarad (ac de seringd) cu
diametrul interior de 600 microni si lungimea de 30 mm. Particulele ob{inute sunt sferice si au
dimensiuni cuprinse intre 2.5 si 3.7 mm in functie de valoarea parametrilor procesului si de
caracteristicile capilarei.

Cresterea concentratiei solutiei de polimer determind cresterea usoara a diametrului
sferelor (probele P1-P3). Efectul cel mai pronuntat il produce concentratia solutiei de
reticulant in preextrudat (probele P4 — P7; P11; P13), cand diametrul scade de la 3,3 la 2,5
mm.
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procesului de obtinere prin extrudere si diametrul lor mediu.

Tabelul 18. Tipuri de particule de gelan obtinute prin gelifiere ionotropa: parametrii

Proba | Caracteristicile | Concentratia Concentratia Concentratia solutiei | Diametrul
capilarei Solutiei de solutiei de de Mg(OCOCHj;), mediu al
(diametru x gelan Mg(OCOCH;),i | 1in baia de extrudere particulei
lungime) (g/100 ml ) n preextrudat (g/100 ml ) (mm)
(mm/mm) (g/100 ml)
Pl 0.6 x 30 0.8 0.4 2 2.5
P2 0.6 x 30 1.15 0.4 2 2.6
P3 0.6 x 30 1.3 0.4 2 3.0
P4 0.6 x 30 1 0.2 2 3.3
P5 0.6 x 30 1 0.4 2 2.8
P6 0.6 x 30 1 0.6 2 2.7
P7 0.6 x 30 1 0.8 2 2.5
P8 0.6 x 30 1 0.4 1 3.1
P9 0.6 x 30 1 0.4 3 2.6
P10 0.6 x 30 1 0.4 4 2.5
P11 0.8 x40 1 0.4 1 3.7
P12 0.8 x40 1 0.4 2 3.0
P13 0.8 x40 1 0.8 2 2.6

Cantitatea de reticulant din baia de extrudere contribuie la reticularea suplimentara a
gelanului din particuld, dar mai ales la suprafata acesteia, cdreia 1i conferd stabilitate
mecanicd; diametrul particulei scade cu cresterea concentratiei reticulantului in baia de
extrudere (probele P8, P5, P9, P10; P11-P12). Pentru caracterizarea ulterioara a particulelor,
au fost luate in considerare doar cele obtinute prin extrudere prin capilara cu caracteristicile
diametru/lungime = 0.6/30 (mm/mm).

6.2.1. Morfologia particulelor

S-a constatat o influentd evidentd a cantitatii de reticulant utilizat asupra morfologiei
particulelor. Pentru ilustrare (fig. 40) s-au retinut probele P9 si P10, care difera prin cantitatea
de reticulant utilizat in baia de coagulare. Este evident din analiza fotografiilor, indiferent de
rezolutie, cd proba P10 are o structurd mai compacta, determinatd de utilizarea unei cantitati
mai mari de reticulant. Figurile releva, de asemenea, prezenta matricii de gelan reticulat care
ancoreaza celulele de drojdie, cu caracter mai poros in cazul probei P9. Se observa ca celulele
se gasesc In numadr mare in particule si sunt bine ancorate in reteaua polimera.
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Fig. 40. Fotografii de microscopie electronica de baleiaj
ale particulelor P9 (a) si P10 (b) (trei rezolutii)

6.2.2. Stabilitatea in apa si viabilitatea celulara

Pentru a aprecia stabilitatea particulelor obtinute determinata de o structurare mai
mult sau mai putin puternicad a lor, s-a considerat utila si semnificativda, in primul rand
determinarea turbiditatii (transmitantei) mediilor apoase in care acestea sunt obtinute,
respectiv pastrate. Valorile transmitantei scad usor in timp atat in solutia de reticulare cat si in
apa bidistilata dar se se pastreaza ridicate ceea ce atestd faptul cd particulele sunt stabile in
timp atat in solutia de extrudere cat si in apa bidistilatd; cateva rezultate sunt prezentate in
tabelul 19.

Valorile cele mai mari ale transmitantei se inregistreaza la particulele mai reticulate,
respectiv cele cu o concentratie mai mare de reticulant fie in preextrudat (P2) fie in baia de
extrudere (P10). Valorile transmitantei sunt mai reduse la particulele cu drojdie incapsulata
(PiD) in comparatie cu cele inregistrate la particulele obtinute 1n aceleasi conditii fara drojdie,
dar totusi sunt destul de ridicate, ceea ce conduce la concluzia ca celule de drojdie au fost
imobilizate eficient in reteaua polimera (Tabelul 20).
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Tabel.19. Valorile transmitantei solutiei de extrudere, respectiv a apei bidistilate in care s-au
pastrat cateva dintre particulele obtinute

Proba | Concentratia Concentratia Concentratia
solutiei de solutiei de solutiei de Transmitanta T (%)
gelan Mg(OCOCH;),in | Mg(OCOCH;),in ~ -

(g/100 ml) preextrudat baia de extrudere | solutia de N s et e

( /100 ml) (/100 ml) extrudere in apa bidistilata

& & 12 24

30min. [ h. [ 3h | 12h. | h.
P4 1 0.2 2 99.6 98.8 198.5] 97.0 | 95.6
P5 1 0.4 2 99.8 99.0 [ 99.0 | 98.2 | 96.7
P9 1 0.4 3 99.2 99.1 199.1]99.0 | 97.9
P10 1 0.4 4 99.8 99.3 199.1] 99.0 | 98.2

Tabel 20. Valorile transmitantei solutiei de extrudere, respectiv a apei bidistilate in care s-au
pastrat citeva dintre particulele obtinutecontinind drojdie incapsulata, in corelare cu
concentratia celulelor 1n cele doud medii si cu viabilitatea celulara

Concentratia celulelor
Transmitanta, T% de drojdie/ml x 10* in Viabilitatea celulara, %
supernatant

In solutie In solutie In solutie

Proba de age;1t e st ax de age;lt in apa de age;lt in apa
de in apd bidistilata de bidistilata |  de bidistilata

reticulare reticulare reticulare

4h | 12h | 4h | 12h | 24h 12h 12h | 24h 12h 12h 24h
P4D [ 937 [86.5| 94 | 853|864 16.5 38 [ 58.5 96 95.73 | 94.15
P5D | 96.3 1948 96.8 90.2| 88 10.75 11 | 235 93 93.18 | 93.49
POD (9779649741964 ] 95 6.25 9.25118.5 92 89.19 | 88.24
P10D [ 99.8 | 98.8 1 98.3 1 96.7 | 95.5 2.50 6 |145 90 88.07 | 87.93

Desi numarul de celule care pardsesc matricea polimera scade cu cresterea gradului
de reticulare, numarul de celule moarte din totalul de celule libere creste usor (viabilitatea
celulard scade, atit in supernatantul de la extrudere cat si in apa distilata dar se pastreaza la
valori ridicate de peste 87%). Valorile mari ale transmitantei si numarul relativ mic de celule
care difuzeaza din supernatant ne determind sd afirmam ca particulele sunt stabile Tn medii
apoase si ar putea fi utilizate in procese fermentative repetate.

6.2.3. Stabilitatea in solutii alcoolice si viabilitatea celulara

.....

solutie alcoolica de 100g/1, aceastd proprietate fiind evaluata, ca si in cazul anterior, prin
monitorizarea transmitantei mediului alcoolic in care au fost suspendate sferele de gelan cu
drojdie Incapsulata, la diferite durate (intre 12 si 84 ore). Rezultatele obtinute sunt prezentate
in tabelul 21.

Se constatd ca matricea polimera protejeaza celulele de drojdie imobilizate de
metabolitii toxici din etanol si le pastreaza viabilitatea celulara mai mult timp, la valori
ridicate.
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Tabel 21. Valorile transmitantei solutiei alcoolice (100 g/l), in care au fost suspendate cateva
dintre particulele obtinute, continand drojdie incapsulata

Transmitanta in alcool | Concentratia celulelor

iabilitat lulara, 9
Proba T% de drojdie/ml x 10* Viabilitatea celulard, %

12h | 36h | 60h | 84h | 12h | 36h | 60h | 84h | 12h | 36h | 60 h | 84h
PSD 992|983 98 [97.6| 3 |35 |45 |55|100]| 93 90 88

POD 1994 (99.1 98397828 35| 4 |53|100| 93 |94.11|91.3
P1IOD |99.71994| 99 |98.1| 2 |25 |35| 4 |100| 91 |93.33|88.9

6.2.4. Caracteristicile de umflare in apa

Sferele de gelan obtinute prin gelifiere ionotropa prezintd un evident caracter de
hidrogel, astfel incat caracteristicile lor de umflare in apa sunt importante atat pentru
stabilitatea lor, cat si pentru utilizarea ulterioard in fermentare, unde se impune ca substratul
(glucoza) sa poata difuza la celulele de drojdie prinse in reteaua polimera. S-au utilizat pentru
aceasta determinare doar o parte din probe (P4, P5, P9, P10), respectiv cele mai stabile si cu
diferite concentratii fie in preextrudat, fie in baia de extrudere. Gradul de umflare a fost
determinat in doud variante: variatia in timp a gradului de umflare determinat prin uscarea
treptatd a particulelor la temperatura constanta, este reprezentata in fig. 41.
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Fig.41. Variatia in timp a gradului de umflare in conditiile uscarii unor particule pana la
greutate constantd. a — particule fara drojdie; b — particule cu drojdie.

Se constatd ca proba cea mai reticulata (P10) prezinta valorile cele mai coborate ale
gradului de umflare, efectul fiind determinat de gradul lor mai ridicat de reticulare. Evolutii
apropiate ale acestei proprietdti prezintd celelalte trei tipuri de particule (Fig.41 a). La un grad
de reticulare identic, particulele incarcate cu drojdie prezinta valori mai coborate ale gradului
de umflare, efect care sprijind, indirect, ipoteza ca intre grupele functionale ale polimerului si
cele ale proteinei din compozitia drojdiei se manifestd interactii puternice, la care se adauga
cele dintre ionii de Mg”" si celuld avand drept consecinta cresterea densititii retelei polimere
(Fig.41 b). Determinarea gradului de umflare prin suspendarea particulelor initial uscate
perfect, in apa distilatd si cantarirea lor dupa diferite perioade de timp, a condus la rezultate
diferite. Se constata ca procesul de pierdere, respectiv retinere de apa nu sunt reversibile.
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Figura 42. Variatia in timp a gradului de umflare In conditiile umflarii unor particule ce nu
contin drojdie (a) si la cele care contin celule de drojdie (b) pina la greutate constanta.
La un grad de reticulare identic, particulele incarcate cu drojdie prezinta valori mai
coborate ale gradului de umflare in comparatie cu cele care nu contin drojdie, prin posibila
participare a biocatalizatorului la reticularea polizharidului.

6.2.5. Stabilitatea mecanica a particulelor evaluata prin teste reologice

Pentru studiu au fost alese doud probe, care diferd prin gradul de reticulare conferit
de cantitatile diferite de reticulant utilizat, considerdnd ca ele pot oferi concluzii ce pot fi
generalizate apoi la celelalte probe. Acestea sunt P5 si P10, cu si fara drojdie (D).

Un prim set de teste l1-a constituit baleiajul de amplitudine, cu ajutorul caruia s-au
determinat limitele domeniului vascoelastic liniar ca fiind 0.1% pentru probele P5 si P5SD si
0.05% pentru probele P10 si P10D (figura 43).
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Fig.43. Rezultatele testului de baleiaj in amplitudine pentru probele P5 si P5D respectiv
pentru probele P10 si P10D

Al doilea set

frecventd, ale carui rezultate sunt prezentate in figura 44.
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Fig.44. Rezultatele testului de baleiaj n frecventd pentru probele P5 si P5D,
respectiv P10 si P10D

Se constati cd valorile modulului G pentru cele doud probe sunt apropiate,
semnificand faptul cd stabilitatea si rezistenta structurald ale probelor sunt apropiate, in
concordanta si cu valorile transmitantei solutiilor din supernatant. Proba cu un grad mai mare
de reticulare (concentratia in baia de extrudere de 4 % fata de 2% din cealalta proba) prezinta
o stabilitate usor superioard. Testele reologice au permis, totodata, evidentierea faptului ca
stabilitatea particulelor incarcate cu drojdie este mai ridicatd decat a celor neincarcate,
pastrandu-se totodata mai ridicatd la particulele mai reticulate. Si 1n acest caz existd o
corelatie rezultatele anterioare privind comportarea la umflare a particulelor este deplina,
intdrind concluzia cd insdsi drojdia contribuie la ranforsarea structurii retelei.

6.2.6. Testarea activitatii fermentative a imobilizatelor

Au fost realizate fermentari cu toate tipurile de imobilizate, constatandu-se obtinerea
de randamente ridicate, comparabile cu cele realizate cu drojdia libera. Dintre acestea au fost
selectate trei tipuri de particule (P5, P9, P10), utilizate intr-un numar mare de cicluri repetate.

In fig. 45 au fost reprezentate curbele primelor 4 cicluri de fermentare. Pentru
comparatie, pe fiecare figura este prezentata si curba de fermentare in prezenta drojdiei libere
(aceeasi cantitate cu cea incapsulatd in particulele de gelan) - PO.
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Fig.45. Curbe de fermentare realizate de particulele de tip P5, P9 si P10 in cicluri de
fermentare diferite: a - ciclul 1; b — ciclul 2; ¢ — ciclul 3; d — ciclul 4.

Se constata ca cele mai ridicate randamente in fermentare se ating cu particulele P5,
caracterizate de un grad mai redus de reticulare (cu exceptia ciclului 2, mai eficace pentru
proba 9). Explicatia constd in densitatea de reticulare mai micd a retelei de hidrogel, care
faciliteaza difuzia moleculelor voluminoase de substrat (glucoza) la celule de drojdie. In
sprijinul acestei explicatii vin si rezultatele fermentarii in prezenta probei P10, randamentele
fiind 1n acest caz cele mai coborate, evident datoritd gradului de reticulare cel mai ridicat al
acesteia, in corelare si cu curbele de umflare (fig. 41, 42).

Pentru studii mai aprofundate, a fost retinuta proba P5, figura 46 prezentand curbe de
fermentare pentru primele 5 cicluri, comparativ cu o cantitate de drojdie libera echivalenta
celei imobilizata in matricile sferice de gelan.
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Fig.46. Variatia in timp a randamentului de fermentare a glucozei in prezenta imobilizatului
P5, in 5 cicluri de fermentare succesive, comparativ cu drojdia libera.

Valorile ridicate ale randamentului atinse chiar dupa 5 cicluri, au determinat
utilizarea in continuare a imobilizatului pana la 20 de cicluri, intervalul de timp intre cicluri
fiind de 15 min. In figura 47 este ilustrat randamentul maxim de fermentare a glucozei,
selectiv, pentru cateva dintre cele 20 de cicluri. Trebuie precizat cd randamentul de
fermentare, indiferent de ciclul la care se face referire, este superior celui atins in prezenta
drojdiei libere, fapt confirmat si de alte rezultate raportate in literaturd [332].
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Fig. 47. Randamentul maxim de fermentare a glucozei in prezenta drojdiei libere (0),
respectiv a drojdiei imobilizate 1n particulele de tip P5D, pentru citeva dintre cele 20 de
cicluri de fermentare (interval de 15 min intre cicluri)

O crestere Tnsemnata randamentului se inregistreaza intre ciclurile 2-4. O explicatie
posibila ar fi faptul ca dupa primul ciclu se produce o umflare mai accentuata a particulelor,
care faciliteazd difuzia substratului la celulele imobilizate. Dupa ciclul 6 de fermentare,
valoarea randamentului maxim scade usor, pastrandu-se la valori relativ constante pana la
ciclul 20. Scaderea treptatd a randamentului in urmatoarele cicluri poate fi datoratd, in
principiu, reducerii numarului de celule de drojdie din matricea sferica de gelan.

Se constatd ca dupa fiecare ciclu de fermentare, din matricea de gelan difuzeaza o
cantitate de celule foarte redusd insi comparativ cu cea imobilizatd (6,323 x 107 2).
Rezultatele obtinute demonstreaza ca particulele testate in procese fermentative repetate sunt
stabile.

Trebuie remarcat si faptul ca numarul de cicluri de fermentare ce poate fi realizat cu
particulele de imobilizat scade pentru cele trei tipuri de particule in functie de gradul lor de
reticulare, de la 20 (proba P5) la 9 (proba P9), respectiv 6 (proba P10).

Rezultatele foarte bune obtinute cu particulele de tip P5, au incurajat incercarea de a
realiza un numar cat mai mare de cicluri de fermentare. S-au realizat astfel un numar de 40 de
cicluri (4 ore intervalul de timp dintre cicluri). In fig. 48 este prezentati doar valoarea
randamentului de fermentare atins dupd 255 minute, pentru cateva cicluri considerate aleator.
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Fig. 48. Valoarea randamentului de fermentare a glucozei atins dupa 255 minute, in
cazul utilizarii succesive a imobilizatului P5, comparativ cu drojdia libera

Se constatd ca in toate cazurile se obtin randamente superioare celui realizat in
prezenta unei cantitdti de drojdie libera, echivalenta cu cea din imobilizat.

Tabelul 23, prezintda numarul, cantitatea si viabilitatea celulelor de drojdie din
imobilizatele realizate in prezenta magneziului, dupa fiecare ciclu de fermentare, pe durata a
10 cicluri.
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Tabel 23. Numadrul, cantitatea si viabilitatea celulara a drojdiei de bere
din imobilizate de gelan reticulat cu ioni de Mg®" determinate
dupa fiecare din cele 10 cicluri de fermentare

Numarul Numarul de Cantitatea de D
. . Viabilitatea
ciclului de celule/g celule/g < o
fermentare particule x 10 8 | particule, mg celulard, %
0 6.36 23.56 94.98
1 7.04 26.08 93.72
2 6.09 22.56 93.91
3 6.45 23.9
4 7.22 26.75 94.23
5 6.65 24.64
6 6.14 22.75
7 7.35 27.23
8 7.06 26.89 88.94
9 6.29 23.3 91.66
10 7.08 26.23

Este evident din rezultatele prezentate rolul protector al matricii fatd de celulele de
drojdie imobilizate, ceea ce permite proliferarea lor in reteaua polimera, mentinindu-le ntr-un
numar ridicat ce favorizeazd obtinerea de randamente mari, permanent superioare celui
obtinut cu drojdia libera

6.3. Particule pe baza de gelan reticulat cu acetat de zinc continind celule de
drojdie imobilizate
Zincul este un element foarte important in procesele fermentative deoarece are rol de activator
enzimatic al alcool dehidrogenazei. Un mediu deficient in zinc poate duce la incetinirea sau la
o fermentare incompletd iar aceastd problemd a fost semnalatd in industria berii [51].
Prezentul subcapitol raporteaza rezultatele obtinute in realizarea particulelor de gelan cu
celule de drojdie imobilizate reticulate ionic, prin metoda extruderii, in prezenta ionilor de
Zn*". Particulele obtinute au fost caracterizate din punct de vedere morfologic, fizico-chimic
iar activitatea lor fermentativa a fost testatd si comparatd cu activitatea fermentativa a drojdiei
libere. Celulele de drojdie sunt prinse in ochiurile retelei formatd prin reticulare ionica.
Caracterul de metal tranzitional al zincului metal determina si reactii de complexare, ceea ce
conduce la formarea unei retele de gel mai puternice comparativ cu utilizarea altor metale
divalente din grupa a IIA principala.
Comparativ cu reticularea cu ioni de Ca", respectiv de Mg”", pentru ionii de Zn** s-a lucrat
cu concentratii de acetat cu un ordin de marime mai mic.
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Tabel 24. Programul experimental pentru obtinerea particulelor de
gelan reticulat cu Zn*" fari si cu celule de drojdie

Concentratia de
. Concentratia de acetat | acetat de zinc in
Concentratia de . * .
Proba gelan ("’A) ) de zinc in preextrudat baia de
(%) reticulare**
(Y0)
A2 0.02
A3 0.04
Ad 0.1 0.06 0.1
AS 0.08
L2 0.02
L3 0.04
T4 0.1 0.06 0.08
L5 0.08
N2 0.02
N3 0.04
N4 0.1 0.06 0.05
N5 0.08

*volumul solutiei:1.25 ml ; **volumul solutiei: 125 ml
Acelasi program experimental s-a utilizat pentru obtinerea particulelor cu celule de drojdie

imobilizate, codul probelor continand in plus litera D.

6.3.1. Stabilitatea particulelor si viabilitatea celulara

Stabilitatea 1n apa a particulelor cu si fard celule de drojdie imobilizata s-a evaluat ca
si in cazurile anterioare, prin determinarea turbiditatii (transmitantei) solutiei in care
particulele sunt suspendate diferite perioade de timp. In tabelul 25 si 26 sunt prezentate
rezultatele obtinute la determinarea transmitantei iar in tabelul 26 sunt prezentate si
concentratia de celule care difuzeaza din particule si viabilitatea celulara

Datoritd legdturilor coordinative foarte stabile create de ionul de zinc, particulele de
gelan cu si fara celule de drojdie imobilizate prezinta o stabilitate structurald ridicata, care
creste, in general, cu cresterea gradului de reticulare.

Concentratia de celule din baia de reticulare masuratd la diferite intervale de timp
este mai mare decét concentratia de celule de drojdie ce se gaseste la pastrarea particulelor in
apa bidistilata. O ipoteza ar fi aceea ca o parte din celulele de drojdie care nu au fost prinse in
retea (datoritd densitdtii mari a acestei) se regdsesc in solutia de extrudere.

Rezultatele arata ca particulele de gelan reticulate cu acetat de zinc ajuta la pastrarea
viabilitatii celulare in timp iar particulele cu celule de drojdie imobilizate ar putea fi utilizate
in procese fermentative in cicluri repetate de fermentare
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Tabel 25. Valorile transmitantei pentru particule fara celule de drojdie imobilizate,
determinate dupa diferite perioade de pastrare in medii apoase.

Transmitanta, T %
Proba In solutia din baia de In apa bidistilata
extrudere

12h 24h 12h 24 h 48 h
A2 99 98.8 99.4 99.2 99
A3 99.6 99.3 99.6 99.3 99.1
A4 99.4 99.2 99.7 99.4 99.1
A5 99.6 99.4 99.7 99.6 98.7
L2 99.2 98.6 99.4 99.1 98.5
L3 99.3 98.8 99.4 99.2 98.9
L4 99.4 99.1 99.6 99.3 99
L5 99.5 99.2 99.7 99.4 99.2
N2 99.1 98.2 99.2 98.9 97.1
N3 99.4 98.3 99.3 98.9 97.4
N4 99.5 98.4 99.9 99 97.7
N5 99.2 98.8 99.2 98.8 97.9

Tabel 26. Valorile transmitantei si a viabilitatii celulare la cateva probe
pastrate in diferite medii

Transmitanta, T% Concfiltrapa celulelor x Viabilitatea celulara, %
’ 10" in supernatant
in solutia A 9 in solutia A . in solutia de A 9
Proba de acet’at In apa de aceta,t de In apd acetai de In apa
. bidistilata . distilata . distilata
de zinc zinc zinc
12h | 24h | 12h | 24h | 12h [{24h |12h |24h |12h |24h |12h |24h
A2D | 989 | 98.1 | 989 | 97.9 7 10 275 55 100 | 95.24 | 84.62 88
A4D | 98.1 | 97.7 | 975 | 97.2 16 | 10.25 | 9.25 18 19696 | 9534 | 92.5 | 923
ASD | 98.8 | 979 | 989 | 97.5 2 10 2.75 5 98.88 | 97.56 | 91.66 | 86.95
L2D | 98.5 (979 |98.7| 97.4 | 725 | 11.25| 3.5 | 6.25 100 | 9574 | 87.5 | 89.2
L4D | 98.6 | 969 | 97.6 | 97.4 | 7.25 | 9.25 3 45 19354 925 | 92.3 | 85.71
L5D | 97.6 | 97.5 | 984 | 97.8 | 525 | 6.25 | 2.5 5 91.3 | 89.28 | 83.33 | 83.3
N2D | 984 | 97 |98.6 | 96.5 | 8.5 12.5 | 4.75 8 100 | 92.59 95 91.43
N4D | 974 | 97.1 | 982 | 96.8 | 7.5 | 9.25 3 5251 909 | 90.2 | 923 | 91.3
N5D | 982|979 | 99 | 97.5 5 6.25 | 25 | 475 | 909 | 89.2 | 83.33 | 82.6

6.3.2. Stabilitatea mecanica a particulelor
Pentru utilizarea particulelor in cicluri repetate de fermentare stabilitatea lor

structurald este foarte importantd, astfel incat evaluarea sa prin teste reologice devine
necesard, chiar daca este o metoda indirecta. Au fost alese pentru analizd 6 probe obtinute la
aceeasi concentratie de acetat de zinc in preextrudat (0.06%), aceeasi concentratie in polimer

(1%) dar cu concentratii diferite in baia de reticulare. Probele alese pentru testare au fost
particule cu si fara celule de drojdie imobilizate.

Un prim set de teste 1-a constituit baleiajul de amplitudine (cu ajutorul caruia s-au determinat

limitele domeniului vascoelastic liniar (figura 50).
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Fig.50: Baleiaj de amplitudine pentru probele A4 si A4D, L4 si L4D respectiv N4 si N4D
T=30 OC, deformatia y = 0.01+-100%, frecventa unghiulara constanta, o=10 rad/s

—a—  Loss Modulus

Al doilea set de teste, realizat pentru aceleasi probe, 1-a constituit baleiajul de
frecventd, ale carui rezultate sunt prezentate in Figura 51.
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Fig. 51. Baleiaj de frecventd (FS — frequency sweep) pentru probele Adsi A4D, L4 si L4D
respectiv N4 si N4D (T=30 °C, deformatia constanta in domeniul liniar vascoelastic,
frecventa unghiulard ®=0.1+100 rad/s)

Se constata in cazul probelor analizate ca stabilitatea lor mecanica creste cu cresterea
densitatii de reticulare. Valorile modulului G’ pentru probele analizate sunt apropiate
semnificand faptul cd stabilitatea si rezistenta structurala ale probelor (“rigiditatea”) sunt
apropiate, in concordanta si cu valorile transmitantei solutiilor de supernatant.

6.3.3. Gradul de umflare

Comportamentul in apa al particulelor sferice de gelan, cu si fara celule de drojdie, s-
a evaluat prin gradul de umflare (Q %).S-au utilizat pentru aceastd determinare doar o parte
din probe (A2, L2 si N2), respectiv cele mai stabile obtinute la diferite concentratii de acetat
de zinc in baia de extrudere, cea din preextrudat fiind aceeasi pentru toate probele analizate.
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Fig. 52. Variatia in timp a gradului de umflare pentru probele A2, L2 si N2.
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Rezultatele obtinute demonstreaza ca particulele au un puternic caracter de hidrogel,
ele putand absorbi cantitdti mari de apa. Gradul de umflare depinde de gradul de reticulare al
particulelor. Cu cat densitatea de reticulare este mai mare cu atat valoarea gradului de umflare
scade. Rezultatele obtinute sunt in concordanta cu rezultatele obtinute la testele reologice si la
testarea stabilitatii particulelor in medii apoase prin masurarea transmitantei.

6.3.4. Morfologia particulelor
In fig. 53 sunt prezentate fotografiile realizate prin microscopie electronica de baleiaj pentru
cele doua probe analizate (A2D, L2D).

A2D L2D

® (2)
Fig. 53. Fotografii de microscopie electronica de baleiaj pentru perticulele A2D si L2D. (3
grade de marire)

Fotografiile pun in evidentd faptul ca celulele de drojdie se gasesc in numar mare in
interiorul particulelor, fiind bine prinse In matricea polimerd in ambele tipuri de particule.
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Dimensiunea celulelor de drojdie este de 3-4 um. In cazul probei L2 se observi o structura

mai poroasd comparativ cu proba A2, tot datorita gradului mai redus de reticulare.

6.3.5. Activitatea fermentativa a particulelor ce contin celule de drojdie
S-a analizat cinetica procesului de fermentare in prezenta mai multor tipuri de

particule, monitorizand variatia in timp a eficientei de transformare a glucozei. Au fost
efectuate mai multe cicluri de fermentare pentru fiecare proba in parte, intervalul de timp
dintre cicluri fiind de 24 de ore. Pentru a optimiza procesul de fermentare din punct de vedere

al eficientei procesului, s-a studiat influenta mai multor factori:

sunt prezentate curbele de fermentare la probele mentionate anterior.

6.3.5.1. Influenta concentratiei de agent de reticulare din preextrudat.
Au fost selectate probe care difera prin concentratia de acetat de zinc adaugata
inainte de extrudere, restul parametrilor care pot influenta procesul de fermentare fiind
mentinuti constanti. Probele analizate au fost L2D, L4D si L5D. Concentratia de acetat de
zinc din solutia de fermentare a fost de 0.01%, pH-ul fiind ajustat la valoarea 6. In figura 54
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Fig.54: Variatia In timp a eficientei fermentdrii pentru probe la care difera
concentratia de acetat de zinc din preextrudat respectiv dupa diferite cicluri de

fermentare: (a) primul ciclu; (b) al doilea ciclu; (c) treilea ciclu.

Cu cresterea concentratiei de acetat de zinc din preextrudat creste gradul de reticulare
al particulelor. La particulele cu un grad de reticulare mai ridicat eficienta in fermentare
scade. Pentru toate probele analizate se constatd cd randamentul in fermentare scade de la un
ciclu la altul. Proba cu cel mai bun randament in fermentare este L2, deci cu un grad mic de

reticulare, consideratd ca fiind optima.

6.3.5.2. Influenta concentratiei de acetat de zinc din baia de extrudere

Probele selectate sunt A2D, L2D si N2D. PH-ul solutiei din baia de fermentare a fost
ajustat la valoarea pH = 5, cunoscut fiind faptul cd pH-ul optim de proliferare a celulelor de
drojdie este cuprins intre 4 si 6. In figura 56 sunt prezentate curbele de fermentare a celor trei
probe dupd primul ciclu de fermentare. Solutia de glucozd din fermentator a avut o
concentratie de 0.007 % acetat de zinc. Prin scaderea concentratiei de reticulant din baia de
extrudere eficienta fermentdrii creste. Efectul se datoreaza gradului mai mic de reticulare si

porozitatii mai mari a particulelor, avand ca efect intensificarea difuziei substratului (glucoza)

catre celulele de drojdie din matricea de gelan.
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Fig. 56: Variatia in timp a eficientei fermentarii glucozei pentru probe care difera prin
concentratia de reticulant din baia de extrudere

6.3.5.3.Influenta timpului de pastrare a particulelor in baia de extrudere

Pentru a determina timpul optim de pastrare al particulelor in baia de reticulare dupa
extrudere a fost selectatd proba L2D. Timpul stabilit pentru pastrarea particulelor in baia de
gelifiere este de 2 h, respectiv 12 h.
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Fig.57: Influenta timpului de pastrare al particulelor in solutia de extrudere pentru proba L2D
la pH 5 51 0,015% acetat de zinc in baia de fermentare: (a) dupd 2 ore de pastrare a
particulelor in solutia de extrudere, (b) dupa 12 h de pastrare a particulelor in solutia de
extrudere; respectiv la pH 6 si 0,01% acetat de zinc 1n baia de fermentare (c) dupa 2 ore de
pastrare a particulelor in solutia de extrudere si (d)dupa 12 ore de péstrare a particulelor in
solutia de extrudere.
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Pastrarea in solutia de extrudere a particulelor o perioadd mai lunga de timp
determina aparitia unui grad de reticulare mai mare, sub actiunea ionului Zn®". Eficienta
fermentarii creste atunci cand gradul de reticulare este mai mic deoarece nutrientii ce se
gasesc in baia de fermentare difuzeazd mai usor la celulele de drojdie ce se gasesc in
interiorul particulelor de gelan iar acestea pot prolifera. In ambele cazuri analizate se observa
ca eficienta fermentarii creste atunci cand particulele sunt pastrate in baia de reticulare timp
de 2 ore.

6.3.5.4. Influenta pH-ului din baia de fermentare

PH-ul mediului de fermentare nu este considerat de multi cercetitori un factor
esential de influenta 1n procesele fermentative. O serie de studii au relatat insa faptul ca pH-ul
mediului de fermentare joaca un rol important in asimilarea ionilor metalici de cétre celulele
de drojdie in timpul proceselor fermentative. De asemenea, unele cercetari afirma ca pH-ul
are un rol important in legarea cationilor metalici in locurile de absorbtie de pe peretele
celular al celulei.[57, 563]

S-a utilizat pentru aceasta determinare proba L2D care s-a dovedit cea mai eficace
din punct de vedere al randamentelor de fermentare iar pH-ul din baia de fermentare a fost
reglat la valorile 5, respectiv 6.
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Fig. 58. Randamentele obtinute la diferite cicluri de fermentare pentru proba L2D la (a) 6 si
(b) pH 5.

Scdzand valoarea pH-ului de la 6 la 5 observam ca eficienta in fermentare creste si
este comparabild cu eficienta pe care o obtinem la drojdia libera; de asemenea, numarul
ciclurilor de fermentare creste. Rezultatele obtinute ne determina sd afirmam ca celulele de
drojdie pot prolifera mai eficient in interiorul particulelor de gelan la valoarea 5 a pH -ului.

Rezultatele sunt in acord cu cercetarile amintrite anterior, care raporteaza un pH
optim al mediului de fermentare cuprins intre 4.5 si 5.

6.3.5.5.Influenta concentratiei de acetat de zinc din baia de fermentare

Pentru proba L2D a fost testatd activitatea fermentativa utilizand diferite concentratii
de acetat de zinc in baia de fermentare. Concentratia de glucoza dizolvata a fost de 8% si a
fost mentinutd constanta iar pH-ul in baia de fermentare a fost mentinut la valoarea pH = 5 in
toate cazurile analizate. Testarea activitatii fermentative pentru probele analizate a avut loc 1n
doud medii de fermentare diferite ce se diferentiaza prin cantitatea de acetat de zinc In care
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este dizolvatda glucoza (0.01%, respectiv 0.007%). PH-ul mediului de fermentare in toate
cazurile analizate a fost reglat la 5.

In figura 59 sunt prezentate diagramele obtinute dupi mai multe cicluri de
fermentare a particulelor in conditiile mai sus mentionate.
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Fig.59. Numarul de cicluri de fermentarer realizate cu proba L2D la pH 5 cu diferite

concentratii de acetat de zinc in baia de fermentare
(a) 0.015%, (b) 0.01% si (c) 0.007%.

Este evident ca eficienta fermentarii depinde de concentratia de acetat de zinc din
baia de fermentare. Cele mai multe cicluri de fermentare sunt obtinute in cazul utilizdrii unei
concentratii de 0,01 % acetat de zinc. Utilizarea unei concentratii mai mici de 0,07% duce la
realizarea unui numar mai mic de cicluri de fermentare. Aceasta comportare se datoreaza
faptului cd ionul de zinc este un factor de crestere pentru celulele de drojdie in anumite
concentratii. O concentratie mai micd In baia de fermentare poate determina o rata de
proliferare mai scdzuta a celulelor, iar In consecintd, randamentul in fermentare poate sa
scada.

Dupa fiecare ciclu de fermentare s-a stabilit cantitatea teoretica de celule de drojdie
care difuzeaza in supernatant. Aceasta determinare s-a efectuat pentru a stabili daca celulele
de gelan ce contin celule de drojdie sunt stabile in mediul de fermentare. Se considera ca din
particulele mai putin stabile pot difuza un numar mare de celule (tabel 27 din teza de
doctorat). Numarul de celule care difuzeaza din particule indiferent de proba analizata este
foarte mic ceea ce inseamna ca particulele sunt stabile in mediul de fermentare.

Faptul cd particulele cu celule de drojdie pot fi recuperate cu usurintd din fermentator
si pot fi reutilizate In mai multe cicluri fermentative aratd ca matricea de gelan protejeaza
celulele de drojdie de metabolitii toxici produsi de etanol, viabilitatea celularad se pastreaza iar
celulele de drojdie ar putea prolifera in interiorul particulelor de gelan.
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Trebuie mentionat faptul ca matricea polimera are un rol protector fatd de celulele
imobilizate, permitdnd proliferarea lor si mentinerea viabilitatii celulare la valori ridicate
(tabelul 28).

Tabelul 28 prezinta numadrul, cantitatea si viabilitatea celularda care au fost
determinate dupd dezintegrarea particulelor de imobilizat la terminarea fiecarui ciclul
fermentativ. Se explicd si in acest mod posibilitatea de reutilizare a imobilizatelor pe
parcursul mai multor cicluri de fermentare, cu randamente convenabile, superioare in
majoritatea cazurilor celui atins cu drojdia libera.

Tabel 28. Numarul, cantitatea si viabilitatea celulelor de drojdie de bere imobilizate in
matricea de gelan reticulat cu ioni de Zn>* dupa diferite cicluri fermentative (L2D)

Numérul Numairul de | Cantitatea o
ciclului de celule x de celule/g | Viabilitatea
fermentare 107g particule, | celulara, %

particule mg
0 4.84 17.93 95.43
1 4.94 18.3 91.48
2 6.75 25 92.69
3 8.08 29.94
4 7.44 27.57 92.82
5 6.6 24.45
6 6.62 24.53
7 7.93 29.38
8 5.51 20.41 91.9
9 6.36 23.56 88.79
10 6.32 23.45

6.3.6. Productivitatea specifica si viteza de fermentare

Productivitatea specificd in etanol obtinutd la fermentarea probelor cu celule de
drojdie imobilizate este comparabilda (la unele cicluri de fermentare chiar mai bund) cu
productivitatea specificd in etanol obtinuta la drojdia libera.

6.4. Particule pe baza de amestecuri de gelan si carboximetil celuloza reticulate

cu acetat de zinc, continind celule de drojdie imobilizate

Prezentul subcapitol raporteaza rezultatele obtinute utilizdnd amestecuri de gelan si
CMCNa ca suporturi pentru imobilizarea de celule de drojdie. Imobilizatele au fost realizate
prin gelifiere ionotropa in prezenta acetatului de magneziu, printr-un proces de extrudere prin
capilard a suspensiilor de drojdie in solutia de polimer.

Cele doua polizaharide cu care s-a lucrat sunt deci polianioni, care diferd prin masa
moleculard (mai redusa la CMCNa) si prin densitatea anionilor carboxilat de-a lungul lantului
polimeric: un anion la fiecare patru cicluri de glucoza din gelan (unitatea structurald) respectiv
0.75 anioni pe fiecare ciclu de glucozd din CMCNa. Rezulta cd CMCNa, desi se
caracterizeaza prin masd moleculard mai coboritd, poate genera retele mai dense decat
gelanul prin reticulare ionotropa cu cationi bivalenti.
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Utilizdnd 1nsd amestecuri ale celor doua polizaharide se formeazd o retea
interpenetratd/interconectatd, foarte stabild. Structura schematicd a unei astfel de retele este
prezentata in figura 60. Celulele de drojdie, cu sarcina electrica negativa in suprafata, pot lega
ionii de Mg®* consolidand astfel structura retelei polimere.

Carboxymethyl cellulose Gellan

Fig.60. Structura schematica a retelei ionice interpenetrate/interconectate dintre gelan si
CMCNa, formati prin reticulare ionica cu Mg”".

Tabel 30. Codificarea probelor obtinute si compozitia acestora*

Codificarea
probei Gelan CMCNa
Fara Cu (%) (%)
drojdie | drojdie
PO PDO 100 0
Pl PD1 80 20
P2 PD2 65 35
P3 PD3 50 50
P4 PD4 35 65

"Concentratia solutiei de Mg(OCOCHs), in preextrudat = 0.4%
Concentratia solutiei de Mg(OCOCH3); 1n baia de extrudere = 2%

In toate cazurile, particulele obtinute sunt sferice si au diametrul de aproximativ 2.5
mm in stare umflatd, asa cum se obtin din procesul de extrudere.

6.4.1. Evaluarea stabilitatii si a viabilitatii celulare

Evaluarea stabilitdtii particulelor in medii apoase s-a realizat prin masurarea
transmitantei. In tabelul 31 sunt prezentate rezultatele obtinute atat pentru probele cu drojdie
cat si pentru cele fard drojdie. Valoare usor mai coborata a transmitantei in apd distilata se
obtine in cazul particulelor constituite doar din gelan. Se poate deci afirma ca particulele de
hidrogel formate din amestecuri gelan/CMCNa sunt putin mai stabile comparativ cu
particulele de gelan obtinute in aceleasi conditii, evident datorita densitatii mai mari a retelei.

Totusi cu cresterea cantitatii de CMCNa se observd o usoara scadere a valorilor
transmitantei. Singura explicatie posibila este aceea ca datoritd dimensiunii mult mai mici a
macromoleculelor de CMCNa comparativ cu cele ale gelanului, cele situate pe suprafata
particulelor, nefiind legate in retea, se pot desprinde in numar tot mai mare odata cu cresterea
cantitatii acestui polimer In amestec. Si la particulele ce contin drojdie valorile transmitantei
scad putin cu cresterea continutului de CMCNa, dar se mentin totusi mai mari in comparatie
cu proba care contine doar gelan.
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Tabel 31. Valoarea transmitantei unor medii apoase in care au fost suspendate particulele cu
si fard drojdie incapsulata”

Transmitanta, T%

Proba in solutia de
extrudere
12h 24h 12h 24h 36h 48h
PO 99.8 99.0 99 98.2 96.7 96.7
P1 99.3 99.1 99.8 99.5 98.9 98.6
P2 99.3 98.8 99.5 99.4 98.8 98.5
P3 99 98.4 99.5 99.1 98.7 98.3
P4 98.4 98.2 99.3 98.7 98.3 98.1
POD 96.3 94.8 96.8 90.2 88 88
P1D 98.4 98 99.1 98.7 98.3 98
P2D 98.4 97.4 99.1 98.6 98.1 97.8
P3D 97.9 97.4 99.2 98.2 97.5 97
P4D 97.3 96.7 99 98.2 97.4 96.9

In cazul tuturor particulelor, cu si fira drojdie incapsulata, stabilitatea scade usor in

in api bidistilatia

timp, pastrandu-se totusi ridicatd (minimul Tnregistrat pentru transmitantd este de 96.7%).
Pentru utilizarea in cicluri fermentative repetate a particulelor ce contin celule de
drojdie eficienta biocataliticd depinde mult de viabilitate si de capacitatea de proliferare a
celulelor. Tabelul 32 prezintd rezultatele obtinute In urma determinarilor efectuate.
Tabel 32. Viabilitatea celulara concentratiade celule din mediile in care au fost pastrate
imobilizatele

Concentratia celulelor de drojdie

o < o
(numdr celule/ml x 10%) in supernatant Viabilitatea celulard, %

In solutie de In solutie de
Proba | acetat de in apa bidistilata acetat de in apa bidistilata
magneziu magneziu
29 2%
12h | 24h | 12h | 24h | 36h | 48h | 12h | 24h | 12h | 24h | 36h | 48h
POD 165 | 38 | 585 9% 9573 | 94.15

P1D 2.5 45 [ 1.5 125 [2.75] 45 ] 100 [ 94.74 [ 100 | 90.91 | 91.66 | 90

P2D | 2.75 6 2 3 [3.75) 5 100 96 | 88.89 | 92.31]93.75| 90.9
P3D | 7.25 9 275 7 [9.25( 12 | 100 | 94.73 1 100 [ 94.11 ] 94.87 [ 94.11
P4D | 7.75 | 9.5 [5.75] 8 9.5 [ 14 | 100 95 194.44 19333 95 |94.92

Cu cresterea concentratiei de CMCNa in amestecul de polimeri se observa o crestere
a concentratiei celulelor. Cu cat creste gradul de reticulare cu atat ochiurile retelei polimerice
sunt mai mici, reteaua este mai densd si nu mai permite includerea tuturor celulelor, o parte
dintre acestea rimanand, probabil, doar adsorbite in suprafati. In cazul probei POD se poate
observa faptul ca numarul de celule care difuzeaza din particule este mult mai mare in
comparatie cu numadrul de celule care difuzeaza din celelalte probe analizate.

Se observa ca viabilitatea celulara are valori ridicate pentru toate probele analizate
dupa diferite perioade de timp. Acestea atesta faptul ca matricea polimera protejeaza celulele
impotriva unor factori degradativi, astfel incat viabilitatea lor se pastreaza in timp.

Stabilitatea Tn medii alcoolice a fost evaluatd pentru a evidentia faptul ca matricea
polimera 1n care celulele de drojdie sunt imobilizate le protejeaza de metabolitii toxici care se
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gisesc in etanol. In tabelul 33 sunt prezentate valorile transmitantei si ale viabilitatii celulare
pentru probele P2D si P4D, comparativ cu proba POD.
Tabel 33. Valorile transmitantei si viabilitatii celulare in medii alcoolice

Concentratia celulelor
de drojdie
(numar celule x
10*/ml)

12h | 36h | 60h | 84h | 12h | 36h | 60h | 84h | 12h |36h | 60h | 84h
POD 99.2 1 98.3 | 98 97.6 |3 35 |45 |55 | 100 933 190 88

P2D 98.9 | 984 | 982|978 | 1.75 | 2.75 | 4 5 87.5 191.66 | 94.11 | 90.9
P4D 98.9 | 98.8 |98.6 {979 [ 3.75 |5 6 7.25193.75 19091 | 92.3 | 90.62

Transmitanta, T% Viabilitatea celulara, %

Proba

Se poate afirma pe baza rezultatelor obtinute, cd matricea polimerd alcatuitd din cele
doua polizaharide protejeaza celulele de drojdie imobilizate de metabolitii toxici din etanol,
iar particulele de pe baza de amestec gelan-CMCNa ofera o protectie imbunatititd celulelor de
drojdie imobilizate comparativ cu particulele doar de gelan.

6.4.2. Gradul de umflare in apa

Toate particulele obtinute manifesta un puternic caracter de hidrogel, astfel incat s-a
considerat utila si n acest caz evaluarea comportarii lor la umflare in apa, prin determinarea
variatiei gradului de umflare pe un interval de timp de 20 ore (fig. 61).
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Fig. 61. Cinetica procesului de umflare Fig. 62. Cinetica procesului de umflare in apd la
pentru particule fara drojdie. particulele ce contin celule de drojdie
imobilizate.

Pentru particulele care contin CMCNa se obtin valori mai mici ale gradului maxim
de umflare comparativ cu PO (care contine doar gelan), rezultat al densitatii mai mari de
reticulare, in concordanta cu valorile transmitantei discutate anterior. Gradul maxim de
umflare scade cu cresterea concentratiei de CMCNa 1n particule, deci cu cresterea gradului de
reticulare. Pentru particulele continand celule de drojdie imobilizate se constata ca gradul
maxim de umflare pentru toate probele analizate este mai mic comparativ cu cel caracteristic
celor fara drojdie (Fig. 62). Acest efect probeaza inca o data faptul ca celulele de drojdie, cu
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sarcini electrice negative pe suprafatd, participa practic la reticulare ranforsand structura si
ramanand astfel puternic ancorate in reteaua polimera.

6.4.3. Morfologia particulelor
Morfologia particulelor in stare de echilibru apa/gheata, ca si uscate a fost evidentiata

prin microscopie electronici de baleiaj a sectiunilor acestora. In figura 63 sunt prezentate
fotografii corespunzatoare particulelor fara celule de drojdie, realizate prin inghetarea acestora
st analiza lor prin tehnica “environemental”

-

a b c
Fig.63. Fotografii de microscope electronica de baleiaj pentru particule fara celule de drojdie
realizate 1n sectiune pe probe inghetate: PO (a), P2 (b), P4 (c) (grade diferite de marire).

Se constatd ca proba PO, prezintd o sectiune mai neuniformd si o porozitate mai
accentuatd. Cu cresterea concentratiei de CMCNa suprafata particulelor devine tot mai
uniforma iar porozitatea scade. In figura 64 sunt prezentate fotografii de microscopie
electronica de baleiaj in sectiune transversala pentru particule ce contin celule de drojdie.

ol AR | b s N\ .
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Fig.64. Microscopie electronica de baleiaj pentru particule cu celule de drojdie incapsulata,
realizate in sectiune in stare uscatd, metalizate: POD (a), P2D (b), P4D (c) (diferite grade de

marire)

Cu cresterea continutului de CMCNa, suprafata particulelor devine mai densa, gradul
de reticulare al particulelor creste iar porozitatea se diminueaza. Trebuie evidentiatd populatia

mare de celule din particulele de imobilizat, atestand faptul cd aceste particule pot constitui

microbioreactoare utilizabile in procese fermentative.

6.4.4. Evaluarea capacititii de fermentare a glucozei in prezenta imobilizatelor

obtinute in diferite conditii

Activitatea fermentativa a fost evaluata pentru toate particulele cu drojdie imobilizata

obtinute, la temperatura de 30°C si pH 5 (dovedit optim in testele anterioare). Dupa fiecare

ciclu de fermentare particulele au fost recuperate din fermentator prin filtrare, spalate cu apa

bidistilatd si pastrate la frigider la temperatura de 4-6°C pana la urmatorul ciclu fermentativ.
Fiecare ciclu de fermentare a durat 255 minute iar intervalul dintre cicluri a fost de 24 ore.
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Fig. 65. Evolutia in timp a randamentului n glucoza fermentata pentru 9 cicluri
succesive de fermentare, in prezenta particulelor de gelan si gelan/CMC ce contin celule de

drojdie. (Indicele numeric reprezinta numarul ciclului de fermentare)
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Pentru proba POD eficienta procesului este mai buna comparativ cu celelalte probe
analizate, incepand cu cel de al patrulea ciclu de fermentare. Explicatia poate fi corelatd cu
porozitatea mai mare a particulelor, respectiv densitatea de reticulare mai micd, ce faciliteaza
difuzia substratului la celulele de drojdie imobilizate.

Probele de gelan/CMCNa formeaza o retea interpenetratd mai densd si mai stabild
datorita gradului de reticulare mai mare, astfel incat din retea difuzeaza mai putine celule, cele
ramase in matrice determinind o eficienta mai ridicatd a fermentarii.

Eficienta fermentarii cu toate tipurile de biorecatoare analizate, in majoritatea ciclurilor
realizate este superioarda fatd de cea obtinutd la fermentare cu drojdie liberd. Particulele sunt
recuperate cu usurintd din fermentator si se pot utiliza in mai multe cicluri de fermentare repetate.

6.4.5. Productivitatea specifica si viteza de fermentare

Viteza procesului de fermentare si productivitatea specifica, calculate pe baza curbelor
cinetice, permit urmatoarele constatari. Vitezele se plaseaza in aceeasi ordine cu randamentul de
fermentare pentru toate probele analizate, exceptie facand proba POD pentru care viteza este
superioara incepand cu ciclul 4 de fermentare.

Valorile productivitatii specifice a bioreactoarelor comparativ cu drojdia libera, pentru
cateva cicluri de fermentare alese aleator, sunt prezentate in Tabelul 34.

Tabelul 34. Productivitatea bioreactoarelor pentru cele 5 tipuri de particule continand celule de
drojdie imobilizata, pentru cateva cicluri de fermentare (alegere aleatorie).

Numarul Productivitatea specifica (g etanol/h x g drojdie)
ciclurilor
de Drojdia POD P1D P2D P3D P4D
fermentare | liberd

1 0.70 0.63 0.60 0.60 0.60
11 0.60 0.80 0.80 0.60 0.60
111 1.83 0.60 0.60 0.80 0.60
I\ 0.57 1.30 0.60 0.80 0.60 0.60
\Y 1.73 0.60 0.60 0.60 0.60
VI 2.00 0.60 0.60 0.60 0.60
VII 0.60 0.60 0.80 0.60 0.60
VIII 1.00 0.60 0.60 0.60 0.60
IX 1.57 0.60 0.60 0.60 0.60

6.5.Particule pe baza de amestecuri de gelan, carboximetil celuloza si caragenan
reticulate cu acetat de zinc, continind celule de drojdie imobilizate
Cercetarea intreprinsd de noi are ca scop imobilizarea celulelor de drojdie in matrici
obtinute din amestecul a trei polizaharide: gelan, i-caragenan si CMCNa, prin metoda
gelifierii ionotrope, prin extrudere, utilizand ca agenti de reticulare acetatul de calciu, acetatul
de magneziu si acetatul de zinc. Pe baza informatiilor din literatura privind capacitatea diferita
de reticulare a unor cationi metalici divalenti, precum si influenta acestora asupra proliferarii
celulelor de drojdie, s-a studiat influenta a trei cationi metalici (Mg**, Ca®", Zn*") asupra
caracteristicile fizico-chimice ale particulelor cat, mai ales, asupra activitatii fermentative a
bioreactoarelor obtinute.
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Polizaharidele selectate pentru acest studiu au caracter de polianion, si in consecinta
capacitatea de gelifiere ionotropa, respectiv de formare a unor retele cu caracter de hidrogel,
datoritd caracterului lor puternic hidrofil. Structura schematica a unei astfel de retele
interconectate este prezentata in figura 67. Celulele de drojdie, cu sarcina electrica negativa in
suprafata se pot lega de ionii de Me”" consolidand astfel structura retelei polimere.

Legendi:

Caragenan
Gelan Celula de drojdie
Carboximetil celuloza

€00:Co0; osH

Figura 67. Reprezentare schematicd a matricei polimere
continand celule de drojdie imobilizate.

Pentru obtinerea particulelor de Gel\CMCNa\Car reticulate ionic cu Ac,Ca, Ac,Mg
si AcoZn au fost utilizate diferite rapoarte masice ale polimerilor, programul experimental
complet fiind prezentat in Tabelul 35.

Tabel 35. Programul experimental

Concentratia agentului de | Concentratia de agent de

Gel C CMCN reticulare din preextrudat, reticulare din baia de
Proba "/i (,Zr o, a M* extrudere, M**
AcMg | Ac,Ca | AcyZn AcMg | Ac,Ca | AcoZn
D1 40 30 30
D2 40 20 40
2.8x107 | 2.8x107 | 1.1x10° | 2.1x10" | 2.1x107" | 1.1x107
D3 20 40 40
D4 33 33 33

*Volumul de solutie de reticulant in preextrudat — 1.25 ml; **volumul de solutie de reticulant in baia
de gelifiere - 125 ml.

Particulele cu celule de drojdie imobilizate au acelasi raport masic intre polimeri si
au fost obtinute in aceleasi conditii. Pentru a le diferentia fatd de cele fara celule de drojdie au
fost codificate cu D1Y, D2Y, D3Y si D4Y. Toate particulele obtinute sunt sferice si au
diametrul mediu de 2-3 cm.

6.5.1. Caracterizarea particulelor prin spectroscopie FTIR-ATR
Spectroscopia FTIR a fost utilizatd pentru a stabili prezenta polizaharidelor ain
particulele obtinute. S-au inregistrat spectrele IR pentru cei trei polimeri (Gel, Car, CMCNa)
si spectrele pentru particulele obtinute, reticulate cu Ac,Ca si Ac,Zn.
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6.5.2. Stabilitatea in timp a particulelor fara celule de drojdie in diferite medii

(apoase)

Pentru ca particulele sd poata fi utilizate in procese fermentative repetate este
important ca stabilitatea lor sa fie testata in diferite medii apoase. In tabelul 36 sunt prezentate
rezultatele obtinute la masurarea transmitantei.

Se poate observa din tabel ca valorile transmitantei sunt apropiate indiferent de
perioada de pastrare a particulelor in diferite solutii apoase. Dupd 24 de ore de pastrare in
solutia de reticulare valorile transmitantei scad usor, cele mai mici observandu-se la
particulele reticulate cu (CH3COO),Zn. Pentru acestea, efectul poate fi datorat unei densitati
de reticulare usor inferioare celorlalte doud retele, ceea ce face ca macromolecule mai scurte
din straturile exterioare ale matricii sd se desprinda din retea mai usor, difuzand in mediul
inconjurator.

Pastrate in apa bidistilata, toate particulele manifesta o usoara scadere a transmitantei
in timp, evident mai mare dupa 36 ore. Surprinzator, particulele reticulate cu (CH3COO),Zn
se dovedesc acum mai stabile, probabil datoritd faptului ca dupa desprinderea unor lanturi
polimere din straturile exterioare in baia de coagulare, nu mai are loc acest proces, miezul
matricii fiind mai bine reticulat i deci mai stabil structural

Tabel 36. Valorile transmitantei pentru probele fara celule de drojdie determinata
dupa diferite perioade de pastrare in medii apoase.

Transmitanta, T %

Proba fobaia d
1 baia €e in api bidistilati
coagulare
12h 24 h. 12h 24h. 36h.

DIMg 99.60 98.70 99.00 98.50 97.10
D2Mg 99.60 98.50 99.10 98.50 97.80
D3Mg 99.60 99.10 98.90 98.00 95.50
D4Mg 99.40 99.20 99.20 98.50 95.30
DI1Ca 99.40 98.20 98.90 97.30 96.0
D2Ca 98.90 98.10 99.20 97.90 96.10
D3Ca 99.10 98.40 98.50 97.00 95.90
D4Ca 98.30 98.00 98.80 97.20 96.80
D1Zn 98.70 96.80 99.70 99.00 96.70
D2Zn 98.30 97.10 99.70 99.10 97.50
D3Zn 99.30 97.30 99.70 98.50 97.60
D4Zn 99.50 97.30 99.50 98.70 98.00

Cresterea cantitatii de caragenan In particule este posibil sd influenteze valorile
transmitantei obtinute deoarece poate determina cresterea porozititii acestora. In consecinta,
creste absorbtia de apa, ceea ce poate provoca tensiuni mai mari in reteaua polimera,
finalizate cu distrugerea sa partiala si desprinderea unor fragmente de macromolecule care
determind reducerea usoara a transmitantei.
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Se poate aprecia, in concluzie, ca valorile mari ale transmitantei atestd stabilitatea in
timp a particulelor fard celule de drojdie, in medii apoase, confirmand astfel rezultatele
anticipate pe baza studiilor anterioare raportate in subcapitolele 6.1-6.4.

6.5.3. Stabilitatea in timp a particulelor cu celule de drojdie imobilizate —
evaluarea concentratiei de celule difuzate si a viabilitatii celulare

Pentru a determina daca particulele cu celule de drojdie imobilizate sunt stabile in
medii apoase s-a determinat valoarea transmitantei, a concentratiei de celule/ml si viabilitatea
celulard in solutia din baia de reticulare sau in apd bidistilatd. Rezultatele obtinute sunt
prezentate in Tabelul 37.

O prima constatare este aceea cad valoarea transmitantei scade cu timpul de pastrare
in cele doud medii apoase, dar se pastreazd la valori destul de ridicate. Cea mai ridicata
stabilitate o au, in general, particulele reticulate cu Zn*",

Dupa 24 de ore de pastrare n apd bidistilata probele D3YZn si D4YZn au cele mai
mici valori ale transmitantei comparativ cu aceleasi probe reticulate cu (CH;COOQO),Mg sau
(CH3COO0),Ca, probabil tot datoritd porozitatii mai mari induse de caragenan; efectul este
acelasi la probele reticulate cu Ca si Mg, continand cantitati mai ridicate de caragenan.

Dacé transmitanta ar fi influentatd doar de cresterea porozitatii din particule, ar trebui
sa varieze 1n urmatoarea ordine:
T% : D2Y> T% D1Y>T% D4Y>T% D3Y

Pentru majoritatea probelor analizate, indiferent de agentul de reticulare utilizat,
valorile transmitantei variaza in aceasta ordine.

Tabel 37. Valoarea transmitantei si a viabilitétii celulare in diferite medii la cateva probe
analizate

Concentratia celulelor de

Viabilitat lulari, ¢
drojdie (nr. celule x 10%/ml) iabilitatea celulard, %

Transmitanta, T%

. . - < in bai .
Proba | [n baia de In apa In baia de In apa n d:la In apa
reticulare bidistilata reticulare bidistilata . bidistilata
reticulare
12h 24h 12h 24h 12h 24h 12h 24h 24h 12h 24h

D1YMg [ 96.60 | 93.20 | 99.10 | 98.30 | 6.75 | 8.50 | 2.75 | 5.25 94.44 95,45 | 93,62

D2YMg [ 96.00 | 94.00 | 98.80 | 98.30 | 14.75 |1 19.00 | 7.25 | 9.50 96.20 95.83 | 94.64

D3YMg | 95.90 | 94.30 | 98.20 | 96.90 | 10.00 | 14.70 | 9.75 | 14.50 96.72 96.67 | 96.59

D4YMg | 96.50 | 94.70 | 98.80 [ 97.50 [ 9.75 [ 13.00 | 5.25 [ 7.00 96.30 96.55 | 92.68

DIYCa | 98.20 | 96.50 | 99.30 | 98.50 | 13.00 | 17.25 | 4.25 | 7.50 95.34 95.45 | 95.24

D2YCa | 97.30 | 95.60 | 99.30 | 98.40 | 22.00 | 30.00 | 3.00 | 7.50 96.70 94.74 | 93.00

D3YCa | 93.50 | 92.00 | 98.70 | 96.80 | 40.00 | 50.00 | 25.00 | 33.75 95.24 94.33 | 93.10

D4YCa | 96.00 | 94.70 | 98.90 | 96.90 | 13.00 | 15.00 | 3.25 | 9.50 95.24 96.00 | 94.33

DI1YZn | 98.90 | 96.50 | 99.70 | 98.60 | 13.00 | 17.25 | 1.75 | 8.00 95.83 87.50 | 86.50

D2YZn | 98.50 | 98.40 | 99.50 | 99.00 | 22.00 | 30.00 | 3.00 | 5.75 95.23 92.30 | 88.46

D3YZn | 95.70 | 90.50 | 95.00 | 86.50 | 25.00 | 35.00 | 12.50 | 20.00 93.30 94.33 | 90.91

D4YZn | 98.60 | 98.50 [ 97.90 | 95.30 | 13.00 | 15.00 | 3.25 [ 11.70 92.30 92.85 | 92.16

Concentratia de celule de drojdie creste cu durata de pastrare a imobilizatului in
mediul lichid, si prezintd cele mai ridicate valori la probele care au cantitati mai mari de
caragenan 1n compozitie (D3Y, D4Y).
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Scopul determinarii viabilitatii celulare Tn mediile in care particulele au fost pastrare

a fost acela de a determina dacd matricea polimera poate pastra viabilitatea celulard o
perioada mai mare de timp. Valorile mari ale viabilitatii celulare, care variaza intre 86,5% si
96,59% atesta faptul ca matricea polimera poate pastra viabilitatea celulara la valori optime

in timp.

6.5.4.Capacitatea particulelor de a retine apa
Comportamentul in apa al particulelor sferice de gelan/i-caragenan/CMCNa cu si
fara celule de drojdie, s-a evaluat prin gradul de umflare (Q %). In figura 69 este prezentati

variatia in timp a gradului de umflare pentru toate probele obtinute.
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Fig.69. Variatia in timp a gradului de umflare pentru probele obtinute: (a) probe fara celule de
drojdie reticulate cu (CH3;COOQO),Mg, (b) probe cu celule de drojdie imobilizata reticulate cu
(CH3COO);Mg, (c) probe fara celule de drojdie reticulate cu (CH3COO),Ca, (d) probe cu
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celule de drojdie imobilizata reticulate cu (CH3COQO),Ca, (e) probe fara celule de drojdie
reticulate cu (CH3COO),Zn, (f) probe cu celule de drojdie imobilizata reticulate cu
(CH3COO),Zn.

O prima constatare este aceea cd variatia gradului de umflare in timp depinde de
cantitatea de caragenan din amestecul de polimeri. Astfel, In majoritatea cazurilor analizate,
cu cat aceasta creste, cu atat valoarea Q creste, efect evident datorat cresterii porozitatii
particulelor. Ordinea de variatie a Q, atat pentru particule cu si fard drojdie, indiferent de
agentul de reticulare utilizat este urmatoarea:

Qp3>Qp1>Qps+>Qn2

Valoarea gradului de umflare este determinatd si de gradul de reticulare al
particulelor, respectiv de numdarul de grupe anionice (carboxilat, sulfat) participante la
formarea legdturilor ionice cu metalul. Se explica astfel ca proba D2 prezinta, indiferent de
reticulantul folosit, cea mai mica valoare a Q: ea contine cantitatea maxima de CMCNa (care
creste densitatea de reticulare) si minima de caragenan (care creste porozitatea). Atat la
probele fara drojdie cét si la cele care contin celule de drojdie valoarea gradului de umflare
depinde si de tipul de agent de reticulare utilizat; considerand acest criteriu, gradul de umflare
variaza in ordinea:

Qme2+>Q2zn2+>Qcar+

Este cunoscut faptul ca cationii de Ca®" determina obtinerea de geluri mai puternice
decat cele obtinute cu Mg2+ [276]. Concentratia utilizatd pentru (CH3COO),Zn in baia de
reticulare a fost mult mai redusa (de ordinul 102 M) dar suficientd pentru a asigura un grad de
reticulare comparabil cu cel realizat de ceilalti cationi divalenti, datoritd implicarii ionului de
Zn*" si in reactii de complexare; cantititi mai mari din acest reticulant pot deveni toxice
pentru celule [32]. Pentru probele care contin celule de drojdie valoarea gradului de umflare
este mai micad comparativ cu particulele fara celule de drojdie.

6.5.5. Morfologia particulelor

A fost selectata pentru analizd prin microscopie electronicd de baleiaj proba D4Y
reticulatd cu cei trei cationi, deoarece polimerii constituenti participa in aceeasi proportie. In
figura 70 sunt prezentate fotografiile de microscopie electronica.

Fotografiile de microscopie electronicd de baleiaj evidentiazd faptul ca celulele se
afla in numar mare n particule si sunt bine prinse in reteaua polimera. Particulele prezinta o
porozitate adecvata care ar permite schimbul de nutrienti intre celule si mediul de fermentare.
Cationii metalici utilizati pot influenta gradul de reticulare al particulelor.

Morfologia indusa de Ca*" este mai densa ceea ce ar putea fi o consecint a unui grad
de reticulare mai mare. Particulele reticulate cu Mg®" prezinta o porozitate mai mare, reteaua
este mai putin densa determinata si de un grad de reticulare mai mic in comparatie cu proba
reticulati cu ioni de calciu. Particulele reticulate cu ioni de Zn>" prezinti o densitate
comparabili cu cele reticulate cu Ca®”, chiar dacd concentratia reticulantului este cu un ordin
de marime mai mic decat in celelalte doud cazuri; efectul a fost explicat anterior.

Morfologia particulelor este in concordanta cu rezultatele prezentate anterior.
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D4Y Mg D4Y Ca D4Y Zn

Fig. 70. Fotografii efectuate prin microscopie electronica de baleiaj pentru proba
DAY utilizand ca agenti de reticulare (CH;COO),Mg, (CH3C0OO0),Ca si (CH;COO),Zn.

6.5.6. Testarea activitatii fermentative a imobilizatelor
Testarea activitatii fermentative pentru toate probele a condus la randamente ridicate,
comparabile cu drojdia libera. Figura 71 prezinta variatia randamentelor de fermentare in timp
pentru cele 4 probe D1Y, D2Y, D3Y si D4Y reticulate cu acetat de magneziu.
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Fig.71. Variatia randamentului de fermentare a glucozei in timp pentru mai multe cicluri de

fermentare diferite (notate de la I la X) pentru probe reticulate cu (CH;COO),Mg : (a) D1Y,

(b) D2Y, (c) D3Y, (d) D4Y. Randamentele obtinute dupa fiecare ciclu de fermentare au fost
comparate cu randamentul obtinut la fermentarea drojdiei libere (notatia 0 in figuri).

Se constatd ca pentru toate cele 4 probe randamentele In fermentare sunt apropiate
intre ele si sunt mai mari decat cel obtinut la fermentarea drojdiei libere. Valorile cele mai
mari au fost obtinute cu probele D3Y si D4Y, care prezintd si valorile cele mai ridicate ale
gradului de umflare. Exista deci o legaturd directa intre capacitatea de umflare a particulelor
in medii apoase si capacitatea de fermentare. Se observa cd eficienta in fermentare scade in
timp de la un ciclu la altul dar are totusi o valoare superioara celei obtinute la fermentarea cu
drojdie libera. Pentru particulele D3Y si D4Y reticulate cu (CH3COO),Ca s-au putut realiza,
de asemenea, 10 cicluri de fermentare, valoarea randamentelor fiind ridicata, comparabild in
majoritatea cazurilor cu cele obtinute cu particulele reticulate cu Mg,

In schimb, pentru cele reticulate cu (CH;COO),Zn s-au putut realiza doar 4 cicluri de
fermentare pentru proba D3Y si 8 cicluri de fermentare pentru proba D4Y. Proba pentru care
s-au obtinut cele mai putine cicluri fermentative contine mai multe grupe functionale
reticulabile in comparatie cu proba D4Y, ceea ce conduce la o cerintd mai mare de ioni de
zinc pentru reticulare.
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Fig. 72. Comparatie intre valoarea maxima a randamentelor de fermentare a glucozei in
prezenta drojdiei libere (0), respectiv a drojdiei imobilizate in particule de tip D3Y si D4Y
reticulate cu diferiti ioni metalici: (a) proba D3Y reticulata cu (CH3COOQ),Ca (D3Y Ca) si

(CH3CO0),Mg (D3Y Mg), (b) proba D4Y reticulata cu (CH;COO),Ca (D4Y Ca),

(CH;CO0),Mg (D4Y Mg) si (CH;COO),Zn (D4Y Zn).

Obtinerea randamentelor in fermentare comparabile la fiecare ciclu de fermentare

pentru probele D3Y si D4Y reticulate cu Mg>™ si Ca*” poate fi un rezultat al schimbului
eficient de nutrienti intre mediul de fermentare si celulele imobilizate. Incepand cu ciclul 9 de
fermentare apare 1nsa o tendintd de scddere a randamentelor.

Pentru proba D4YZn, figura 72 b demonstreaza ca la primul ciclu de fermentare se

obtine un randament maxim care depdseste pe cel corespunzatoare probei D4YCa si este
aproape egal cu randamentul obtinut de proba D4YMg. Randamentul scade apoi Incepand cu

ciclul 2

pana la ciclul 8 dupd care fermentarea se opreste; exceptie face ciclul 4 unde se

inregistreaza, surpinzator, o crestere a acestuia comportament care se poate datora deficientei
A . +
in ioni de Zn*".

6.5.7. Evaluarea viabilitatii celulare si a cantitiatii de celule din particule dupa

altul dar

fiecare ciclu de fermentare
Tabel 38. Viabilitatea celulard si numarul de celule/gram de particule

Numarul de celule x 10/
Numarul umarutde celule X 1978 | Viabililitatea celulard, Ve %
< lului de particule
cie DAY | D4Y | D4y | D4y | D4y | Day
fermentare
Mg Ca Zn Mg Ca Zn
0* 465 514 | 441 9593 | 9651 | 97.08
I 523 5901 547 | 9592 | 9454 | 9648
VI 781 874 | 944 95 947 | 92.15
VIII 735 755 88 9432 | 94.05 | 91.98
X 821 6.91 754 | 9295 | 88.61 | 87.79

Viabilitatea celulara la particulele analizate scade usor de la un ciclu de fermentare la
se pastreaza la valori ridicate ceea ce indica faptul cd matricea polimera protejeaza
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destul de eficient celulele. Figura 74. prezintad evolutia cantitatii de celule/g particule functie
de numarul ciclului de fermentare pentru proba D4Y comparativ cu randamentul maxim
obtinut dupa fiecare ciclu de fermentare.
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Figura 74. Evolutia in timp a cantitatii de celule din particule functie de numarul de cicluri de
fermentare pentru proba D4Y reticulata cu: (a) (CH3COO),Mg, (b) (CH3COO),Ca si (¢)
(CH3CO0),Zn

Pentru particulele D4YMg cantitatea de celulele de drojdie creste constant de la un
ciclu de fermentare la altul pana dupa ciclul 8. O scadere apare dupa ciclul 8 de fermentare,
urmatd apoi de o usoard tendintd de crestere. Valoarea maxima a randamentului in fermentare
urmeaza practic aceeasi evolutie pana la ciclul 8 (cand se inregistreaza un maxim), in perfecta
concordanta cu evolutia cantitatii de celule din particule.

O foarte bund concordanta intre cele doud marimi analizate este evidentiatd in cazul
D4YCa. Cantitatea de celule de drojdie creste pana la ciclul 6, dupa ciclul 7 avand tendinta sa
scada. Similar variazd randamentul maxim de fermentare.

Ionii de zinc pot avea doua efecte contrare: pe de o parte conduc la cresterea
numarului de celule de drojdie in interiorul matricei polimere deoarece zincul are rol de
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activator enzimatic (efect ce se constatd si in cazul nostru), pe de altd parte complexeaza atit
cu grupele functionale din amestecul de polimeri cat si cu proteinele care apartin
membranelor celulare. Se formeaza astfel legaturi coordinative foarte puternice iar
productivitatea in etanol scade datoritd aglomeratelor celulare formate in timp si a limitarii
difuziei nutrientilor. Prin studiul nostru am dorit sa stabilim daca celulele sunt bine prinse in
reteaua polimera si nu difuzeazd in numar mare in mediul de fermentare chiar si dupd mai
multe cicluri de fermentare.

Tabelul 39. Cantitatea de celule de drojdie difuzate din particule dupa fiecare ciclu de

fermentare
< Numarul total | Cantitatea totala
Numarul .
de celule din de celule de
total de . T
Proba L mediul de drojdie care
cicluri de . o 1.
fermentare/ml difuzeaza din
fermentare )
x 104 particule, mg
D3Y Mg 10 167.25 2.9052
D4Y Mg 10 128 2.4613
D3Y Ca 10 169.5 3.496
D4Y Ca 10 139.25 2.85076
D3Y Zn 4 41.75 1.18312
D4Y Zn 8 56 1.24564

Rezultatele din tabelul 37 demonstreaza ca din particulele testate in procesul de

fermentare sunt stabile iar din particule difuzeaza un numar mic de celule, mult inferior celui
ramas in particule. Faptul ca particulele cu celule de drojdie pot fi recuperate cu usurintd din
fermentator si pot fi reutilizate Tn mai multe cicluri fermentative aratd ca matricea polimera in
care celulele de drojdie sunt imobilizate le protejeaza de metabolitii toxici produsi de etanol,
viabilitatea celulara se pastreaza iar celulele de drojdie pot prolifera in interiorul particulelor

obtinute.

6.5.8. Productivitatea specifica si viteza de fermentare

Tabel 40. Productivitatea specifica si viteza procesului de fermentare

Viteza de fermentare, % conversie Productivitatea specifica (g etanol /hx g
Numarul glucozd/min celule de drojdie)
ciclului de
fermentare | p3y ];.4 D3Y | D4Y | D3Y | D4Y | D3Y | D4Y | D3Y | D4Y | D3Y | D4Y
Mg Mg Ca Ca Zn Zn Mg | Mg Ca Ca Zn Zn
I 027 1022 ] 024 | 0.2 0.2 02 107910791079 1079 | 0.59 | 0.79
11 027 {024 | 02 | 027 | 0.2 02 | 0.7 0.79 | 0.59 | 0.79 | 0.59 | 0.59
11 02 |02 ] 02 |022]016] 02 |0.79]077 |076 | 079 | 04 | 0.59
v 02 1027] 02 | 027 | 0.2 02 10791079076 | 079 | 04 | 0.79
\Y 02 10271022 | 0.22 02 10791079 ] 0.79 | 0.79 0.59
VI 02 | 02 | 02 | 0.27 0.2 1059 ] 079 | 0.59 | 0.62 0.59
VII 0.27 [ 024 | 0.2 0.2 02 1079 ] 072 ] 0.59 | 0.59 0.59
VIII 02 1024] 0.2 0.2 0.13 1 0.59 | 0.82 | 0.59 | 0.79 0.4
IX 029 | 02 | 0.2 | 0.22 098 | 0.79 | 0.79 | 0.79
X 02 | 02 ] 022 ] 0.27 0.59 | 0.63 | 0.79 | 0.79
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Viteza de fermentare pentru drojdia libera este de 0.067 % conversie glucoza/ min iar
productivitatea specifica pentru drojdia libera este de 0.51 g etanol/g glucoza x g drojdie. Se
constatd ca viteza procesului se plaseazd in aceeasi ordine cu valorile randamentului de
fermentare, pentru toate probele analizate. Viteza de fermentare pentru majoritatea ciclurilor
fermentative efectuate este superioara celei obtinute la fermentarea cu drojdie libere.

Pentru majoritatea probelor productivitatea specifica in etanol este mai mare decat
productivitatea specifica a drojdiei libere. Cele mai bune productivitati au fost obtinute cu
proba D4Y reticulata cu acetat de magneziu.

Capitolul 7
Imobilizarea a-amilazei in particule de gelan reticulat ionic.

Rezultatele raportate in acest capitol se referd la imobilizarea prin includere a a-
amilazei intr-o matrice sfericd de gelan, reticulat ionic cu Mg®', utilizind ca tehnica
extruderea prin capilard a solutiei de polizaharid contindnd enzima.

Obtinerea particulelor de gelan reticulat ionic are la baza reactia de schimb ionic
dintre gelan (sare de sodiu) si acetatul de magneziu, prezentata in subcapitolul 5.2.
Tabel 41. Planul experimental de obtinere a imobilizatelor de de a-amilaza *

Proba Concentratia solutei Eficienta in
de a-amilaza (mg/ml)| imobilizare, E; %
P1 1 61.9
P2 2 68.27
P3 3 74.63
P4 4 65.5

* -concentratia solutiei de gelan: 1%

- concentratia solutiei de acetat de magneziu in baia de gelifiere: 2 %
- pH-ul solutiei tampon acetat utilizata: 5.6.

- temperatura de imobilizare: 60°C.

Particulele obtinute sunt sferice si au diametrul mediu de 2.5 mm.

Eficienta In imobilizare a enzimei s-a determinat pe baza cantitatii de enzime din
supernatant. Cantitatea de proteine din supernatant s-a determinat utilizind metoda Lowry.
Eficienta maxima in imobilizare a fost obtinuta utilizand o concentratie de 3 mg/ml enzime si
a fost de 74, 63%.

Structura schematizatd a particulelor obtinute este prezentata in figura 77.

Fig.77. Structura schematizatd a a-amilazei imobilizate 1n particule de gelan reticulat ionic
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7.1. Morfologia particulelor cu a-amilaza imobilizata
In particulele analizate prin microscopie electronica de baleiaj a fost imobilizata
aceeasi cantitate de o-amilaza iar probele diferd prin concentratia de agent de reticulare
utilizatd in baia de gelifiere, respectiv 1% si 2 % acetat de magneziu. Probele au fost uscate
iar fotografiile de microscopie electronica de baleiaj au fost realizate 1n sectiune.

"

B —

Fig. 78. Fotografii de microscopie electronica de baleiaj pentru particule contindnd o.- amilaza

imobilizata, reticulate cu (a) 1% , respectiv (b) 2% acetat de magneziu 1n baia de reticulare.
Morfologia particulelor in sectiune este asemdnatoare, relevand formatiuni fibrilare,
evident datorate gelanului. Cresterea cantitatii de agent de reticulare are ca efect, previzibil,
cresterea gradului de reticulare, probata in fotografii de cresterea densitétii matricii polimere
(fig. 78, b). Rezultatul este in deplina concordantd cu modul de variatie a gradului de umflare.

7.2.Capacitatea de umflare in mediu apos

Sferele de gelan obtinute prin gelifiere ionotropd prezintd un evident caracter de
hidrogel, astfel incat caracteristicile lor de umflare in apa sunt importante atit pentru
stabilitatea lor, cét si pentru utilizarea ulterioara in procese hidrolitice repetate. O matrice de
tip hidrogel permite, a priori, difuzia substratului in interiorul particulei pentru contactul cu
enzima, dar si difuzia produsilor de hidroliza in afara matricei polimerice. In figura 79 este
prezentatd variatia gradului de umflare pentru proba P3 obtinutd cu concentratii diferite in
baia de gelifiere.
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Fig. 79. Variatia gradului de umflare in timp pentru trei tipuri de particule cu o-
amilazd imobilizata, obtinute cu diferite concentratii de acetat de magneziu in baia de
reticulare (concentratii de 1%, 2% si 3% acetat de magneziu)

Se constatd ca proba cea mai reticulata (3 % acetat de magneziu) prezinta valorile
cele mai coborate ale gradului de umflare, efectul fiind determinat de gradul lor mai ridicat de
reticulare. Gradul de umflare din particule creste cu scaderea gradului de reticulare.

7.3. Caracterizarea enzimei libere
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Fig. 80. Variatia in timp a vitezei de hidroliza a amidonului (a) si a activitatii enzimatice
a a-amilazei libere

Testele pe enzima libera au fost efectuate pentru a determina activitatea enzimatica in
functie de concentratia de amidon. In figura 80 sunt prezentate variatia vitezei de hidrolizi a
amidonului si a activitatii enzimatice a a-amilazei.

Se poate constata din figura 80 (a) cd viteza de transformare a amidonului in zaharuri
scade in timp dupa, iar 10 minute rdmane aproape constantd. Din acest motiv timpul necesar
pentru fiecare ciclu de hidrolizd a fost stabilit ca fiind de 10 minute. Din figura 80(b) se
constatd ca activitatea enzimaticd scade cu cresterea concentratiei de amidon in mediul de
hidroliza.
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7.2.Determinarea constantei Michaelis-Menten si a vitezei maxime de
hidroliza
In fig. 81 este prezentata cinetica Michaelis Menten pentru a-amilaza liberd si pentru
a-amilaza imobilizatd in particule de gelan reticulate ionic iar valorile constantei Km si
vitezei maxime V. atat pentru enzima libera cat si imobilizatd sunt redate in tabelul 4.

@ o-amilaza libera M g-amilaza imobilizata

— N
—_ W [\S] W
)

=g
(9]

o

30

Viteza, mg amidon transformat/min

10 .. 20
Concentratia de amidon, mg/ml

Figura 81. Cinetica Michaelis-Menten pentru enzima libera si enzima imobilizata in
particule de gelan reticulate cu acetat de magneziu
Tabel 42. Valorile constantei Km si vitezei maxime Vmax pentru enzima libera si

imobilizata.
Proba Temperatura, T°C PH Km, mg/ml Vmaxj me
glucozad/min
“‘ﬁ]‘;lrl;za 1.003 2.02
Al 60 5.6
o-Amtaza 2.45 1.57
imobilizata

Valoarea constantei Km arata afinitatea enzimei pentru substrat. O valoare mare a
constantei Km sugereazi o afinitate mai micd a enzimei pentru substrat. in general, valoarea
vitezel maxime este mai mare pentru enzima libera fatd de cea imobilizatd, iar constanta Km
este mai mici la enzima libera fatd de cea imobilizata. In cazul enzimei imobilizate se observa
o scadere a afinitdtii pentru substrat (amidon) ce poate fi cauzatd de schimbarile structurale
ale enzimei care au loc 1n timpul imobilizarii, aparitia unor fenomene de impiedicare sterica
datorate suportului utilizat si a efectelor provocate de o difuzie mai lenta.

7.2.Influenta pH-ului si a temperaturii asupra activitatii enzimei libere si
imobilizate
Determinarile s-au efectuat in scopul stabilirii valorii optime a celor doi parametri,
care asigurd o activitate enzimaticd maxima. Cantitatea de a-amilaza liberd a fost aceeasi cu
cea imobilizatd in particule in toate determindrile efectuate. In figura 82 este prezentati
influenta pH-ului si a temperaturii asupra activitatii enzimatice.
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Fig. 82. Influenta pH-ului (a) si a temperaturii (b) asupra activitatii enzimatice pentru enzima
libera si imobilizata
Determindrile s-au efectuat atdt pentru enzima libera cat si pentru cea imobilizata.
Enzima libera are o activitate enzimatica mai ridicata decat cea libera, dupa cum s-a constatat
si din evaluarea constantei Km, dar in ambele cazuri se observa ca valoarea maxima activitatii
enzimatice a fost atinsa la pH 5,6 (fig. 82). In cazul ambelor forme de prezentare ale enzimei
insd, optimul de activitate este atins la temperatura de 60°C.
7.2.Testarea activititii enzimatice a enzimei imobilizate in mai multe cicluri
hidrolitice
Particulele cu a-amilaza imobilizatd au fost testate In mai multe cicluri de hidroliza
repetate pentru a verifica daca imobilizatele de acest tip pot fi reutilizate, fard o pierdere
esentiala a activitdtii. Proba selectatd pentru testarea activitdtii enzimatice Tn mai multe cicluri
hidrolitice a fost P3. In figura 83 sunt prezentate rezultatele obtinute in urma hidrolizei
repetate cu acest imobilizat.
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Fig. 83. Testarea activitatii enzimatice in cicluri hidrolitice repetate pentru particule cu a-
amilazd imobilizata (3 mg/ml), utilizand ca substrat amidonul la (a) pH 5.6 si (b) pH 5.2 si pH
5.6.

In figura 83(a) sunt prezentate rezultatele obtinute in urma testirii activititii
enzimatice a particulelor cu enzima imobilizata, in mai multe cicluri hidrolitice. Se constata
ca a-amilaza imobilizatd In particule isi pastreazd activitatea enzimatica dupd mai multe
cicluri hidrolitice, aceasta nesuferind o diminuare importantd pana la ciclul 11, dupa care
incepe sa scada.
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Pentru a stabili daca activitatea enzimei nu poate fi adusd in apropierea valorii
initiale, s-a realizat un test constand 1n tratarea imobilizatului cu o solutie mai acidd decét cea
la care se manifestd activitate maxima. Rezultatele obtinute sunt prezentate in figura 83 (b).
Se poate observa ca activitatea enzimatica creste dupa fiecare ciclu de hidroliza catalizat de
particulele ce au fost pastrate in solutia tampon acetat cu un pH de 5,2.

Capitolul 8

Imobilizarea curcuminei in particule pe baza de polizaharide complexate

polielectrolitic si reticulate ionic cu acetat de magneziu

Cercetarile raportate Tn acest capitol au ca scop realizarea unor noi formulari prin
imobilizarea curcuminei in particule de polizaharide pentru a-i creste solubilitatea si
biodisponibilitatea.

Imobilizarea curcuminei a fost realizatd in doud tipuri de particule pe baza de
complecsi polielectrolitici intre polizaharide cu caracter ionic diferit. S-a evaluat capacitatea
particulelor de a se umfla in medii diferite si caracteristicile lor morfologice. Cinetica de
eliberare a curcuminei a fost studiatd in doud medii de pH diferit, simuland mediile
fiziologice: solutie tampon fosfat la pH 7,4 si o solutie ce simuleaza fluidul gastric la pH 2.

Primul tip de particule, pe baza de gelan, respectiv amestec de gelan cu caragenan, au
fost obtinute in doua etape conform procedeului descris in capitolul 5.

Schematic, structura particulelor este prezentata in fig. 84

Fig.84. Structura particulelor de polizaharide cu curcumind imobilizatd obtinute prin
metoda emulsionarii si a complexarii polielectrolitice

Al doilea tip de imobilizat este constituit din microparticule de chitosan in care a fost
inclusd curcumina dizolvata in etanol (procedeu descris in capitolul 5).

Particulele formate sunt sferice, stabile si au diametrul mediu de 3 mm céand sunt
umflate, respectiv 0,5 mm cand sunt uscate. Schematic, aceste particule sunt prezentate in fig.
85.

62



Fig.85. Prezentarea schematica a particulelor de gelan ce contin microparticule de

Tabel 43. Programul experimental pentru obtinerea particulelor si eficienta de
imobilizare pentru fiecare tip de particule.

chitosan cu curcumind imobilizata.

Concentratia

i- . solutiei de | Eficacitatea

Proba Gﬁ}an Caragenan Chl:/o san acetat de imobilizarii
(%) (%) () magneziu (%)

(%)

P1* 100 0 - 2 70.0
p2* 70 30 - 2 67.42
P3** 1 82.94
P4 89 - 11 2 87.0
P5** 3 87.16

*Extruderea emulsiei de polimer care contine curcumina a fost realizatd intr-un amestec compus din
60 ml solutie 1% chitosan si 20 ml solutie acetat de magneziu de concentratie 2 %.

**Particulele au In compozitie 89% gelan si 11% chitosan; volumul solutiei de acetat de magneziu :
100 ml

(b)
Fig. 86. Particule cu curcumina imobilizata: (a) proba P3 cu particule umflate, (b) proba P3
particule uscate si (c) proba P1 particule uscate.

(©)

8.1. Morfologia particulelor
Pentru evaluarea morfologiei particulelor s-a procedat la analiza sectiunilor acestora
prin microscopie electronica de baleiaj. Probele alese pentru aceastd analiza au fost P1, P2 si
P3, fotografiile obtinute fiind prezentate in fig. 87
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Fig.87. Fotografii obtinute prin microscopie electronicd de baleiaj In sectiune, pentru particule
continand curcumind imobilizata.

Particulele P1 si P2 prezintd o morfologie poroasd, mult accentuata la proba P2, care
contine si i-caragenan. Pentru proba P3 se observa cd microparticulele de chitosan ce contin
curcumind, in numar mare, sunt bine prinse in reteaua polimera a matricii de gelan. Diametrul
lor este de aproximativ 2-3 pum.

8.2.Capacitatea de umflare
Capacitatea particulelor de a se umfla in medii diferite a fost evaluata prin masurarea
gradului de umflare. Acesta a fost determinat gravimetric pentru probele P3, P4 si PS5 in
solutie tampon fosfat pH = 7.4 precum si 1n solutie ce simuleaza fluidul gastric intestinal la
pH 2. Probele difera prin cantitatea de agent de reticulare din baia de gelifiere.
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Fig.88. Variatia in timp a gradului de umflare pentru probele P3, P4 si P5. (a) solutie tampon
fosfat pH = 7,4 ; (b) solutie care simuleaza lichidul gastric pH = 2.

O prima constatare este faptul ca valoarea gradului de umflare este mai ridicata in
mediu usor bazic (fig. 88 a). Explicatia este legatd de faptul ca particulele prezinta gelan in
stratul exterior, pH-ul bazic avand ca efect formarea de anioni carboxilat din grupele acide
care nu au participat la reticularea cu ionii de Mg”". Apar astfel respingeri electrostatice intre
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macromoleculele de polizaharid, care determina relaxarea retelei si faciliteazd patrunderea
unor cantitati mai mari de apa. Concluzii similare sunt raportate in literatura [555].

La pH = 2, gradul de umflare mai mic poate fi explicat ca fiind o consecintd a
formarii legaturilor de hidrogen intre grupele carboxilice si grupdrile —OH din polizaharide,
efect raportat anterior si de catre alti cercetatori [444, 555].

Indiferent de mediul de umflare folosit, gradul de umflare creste cu reducerea
gradului de reticulare, respectiv a cantitatii de reticulant ionic folosit.

8.3. Cinetica de eliberare a curcuminei din particule

Cinetica de eliberare a curcuminei a fost studiata, de asemenea, in doud medii diferite
de pH: solutie tampon fosfat pH = 7,4 si solutie care simuleaza fluidul gastric la pH = 2, la
temperatura fiziologicd (T=37°C), pani la echilibru. In figura 89 sunt prezentate curbele de
eliberare pentru probele analizate.
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Fig.89. Cinetica eliberarii curcuminei din diferite particule: (a) P3, P4, P5 in solutie tampon

fosfat pH=7.4; (b) P3, P4, P5 in solutie pH=2; (c) P1, P2 in solutie tampon fosfat pH= 7.4, (c)
P1, P2 in solutie pH 2.
Cantitatea maxima de curcumind eliberatd indiferent de proba (respectiv eficienta de
eliberare — tabel 44) este mai mare in solutia tampon fosfat la pH = 7.4 decét in cea care
simuleaza fluidul gastric la (pH= 2).
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Tabel 44. Eficienta de eliberare a curcuminei
in medii cu pH diferit

Eficienta de eliberare a
Proba curcuminei :/loin particule,

pH 7.4 pH 2
P1 68 60.47
P2 73.96 69.75
P3 83.81 64.72
P4 69.17 61.41
P5 58.62 55.32

Eficienta de eliberare creste cu scaderea gradului de reticulare la particulele de gelan
ce contin microparticule de chitosan cu curcumind imobilizata indiferent de pH-ul mediului in
care a avut loc eliberarea.

Comparand probele P1 si P2, se constata cresterea cantitatii de curcumina eliberata
atunci cand In compozitia amestecului de polimeri este si o cantitate de i-caragenan, in
concluzie creste cu cresterea porozitatii din particule.

Eficienta de eliberare mai ridicatd in mediu bazic, pentru toate probele analizate,
este, de asemenea, consecinta unei umfldri mai intense a matricii care permite cresterea
ochiurilor retelei si, deci, difuzia facilitatd a principiului activ.

In cazul P3, P4, P5 eliberarea curcuminei se efectueazi cu o vitezd mai mare pana la
720 min dupa care cantitatea de curcumina eliberatd in timp Incepe sa scada pana la un punct
de echilibru la aproximativ 5000 min cand cantitatea de curcumina eliberatd ramane constanta
atat la pH =7.4 cat si la pH= 2.

In cazul particulelor P1 si P2 la pH =7.4 cantitatea de curcumina eliberati creste
constant pana la 1440 minute dupa care particulele nu mai elibereaza. La pH =2 particulele
elibereaza curcumina pana la 420 minute dupa care cantitatea de curcumina raméne constanta.

Este important de subliniat faptul cd cea mai mare parte din curcumina imobilizata in
particule este eliberatd in primele 12-15 ore, timp apropiat de cel de stationare a alimentelor in
tractul digestiv, ceea ce permite acumularea treptatd a, practic, intregii cantitdti de compus
biologic activ In organism.

CONCLUZII GENERALE

Cercetarile efectuate 1n cadrul lucrdrii de doctorat au abordat un domeniu foarte actual
si de mare interes pentru aplicatii in industria alimentard, ce pot fi extinse si la alte industrii
care apeleazd la biotehnologii.

Scopul lucrdrii I-a constituit obtinerea unor noi sisteme formate din compusi biologic
activi de interes pentru aplicatii in industria alimentara, imobilizati in matrici sferice cu
caracter de hidrogel pe baza de polizaharide reticulate ionic.

S-au conturat trei directii de cercetare, determinate de natura compusului biologic
activ imobilizat:

- obtinerea de bioreactoare pentru fermentarea glucozei

- obtinerea de bioreactoare pentru hidroliza amidonului

- obtinerea de nutraceutice.
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La finalul fiecarui capitol care raporteaza rezultatele cercetarilor obtinute in cadrul
celor trei directii au fost prezentate concluziile rezultate Tn urma studiului. Acestea au permis
stabilirea concluziilor generale ce vor fi prezentate in cele ce urmeaza.

1. Polizaharidele ionice constituie candidati ideali pentru obtinerea de imobilizate ale
celulelor de drojdie de bere, a-amilazei si curcuminei, sub forma de particule cu caracter de
hidrogel, printr-un procedeu simplu de gelifiere ionotropa cu ioni metalici divalenti, utilizand
tehnica extruderii prin capilara.

2. Gelanul - folosit ca materie primd de baza pentru obtinerea imobilizatelor in toate
cercetdrile intreprinse in cadrul tezei -, folosit singur constituie o matrice convenabila, usor de
reticulat cu ioni de Ca®*, Mg®", Zn*" conducénd la particule stabile in medii apoase sau
alcoolice, astfel incat pot fi utilizate intr-un numar ridicat de cicluri de fermentare.

3. Stabilitatea particulelor de gelan gelifiat ionotrop depinde de natura reticulantului,
cantitatea de agent de reticulare din solutia de prereticulare precum si din baia de gelifiere
(coagulare).

4. Tonul Mg*" din acetatul de magneziu furnizeaza structuri mai stabile din punct de
vedere mecanic in conditiile pastrarii unei viabilititti celulare ridicate. Tonul de Zn®" permite
obtinerea de performante in reticulare comparabile cu ionii Ca®" si Mg®", in conditiile
utilizarii unor cantitati cu un ordin de marime mai coborate ca acestia, determinatd de
capacitatea sa de a participa la reticulare si prin legaturi coordinative cu polizaharidul.

5. Stabilitatea structurald a particulelor, caracteristicile lor morfologice, caracteristicle
de umflare in medii apoase si in final si performantele in procese de fermentare sunt
influentate de cantitatea de agent de reticulare utilizat atat in faza de pre-reticulare cat mai
ales in cea de gelifiere ionotropa. Cantitati mai mari de agent de reticulare maresc stabilitatea
structurala, reduc gradul de umflare in apa prin cresterea densitatatii de reticulare, reduc usor
randamentul in fermentare al imobilizatelor deoarece determind o difuzie mai lenta a
substratului catre celulele imobilizate.

6. Particulele suport, fard principiul activ imobilizat, prezinta o structura mai poroasa,
care devine mai densa in prezenta celulelor de drijdie, capabile de a participa ele insele la
legaturi ionice cu matricea si determinand astfel o reticulare mai avansata. Aceste legaturi pot
explica, de asemenea, ancorarea puternicd a celulelor de drojdie in matricea polimera
responsabila de faptul ca doar o mica parte din acestea difuzeaza in mediul in care sunt
suspendate particulele.

7. Stabilitatea imobilizatelor este ridicatd, indiferent de agentul de reticulare utilizat,
fapt atestat de valoarea ridicatd a transmitantei mediilor apose in care sunt suspendate, precum
st de testele reologice efectuate. Aceasta proprietate se pastreaza la valori practic nemodificate
in timp.

8. Bioreactoarele pe baza de gelan reticulat cu cele trei tipuri de cationi metalici
manifestd o capacitate ridicatd de fermentare a glucozei, superioard chiar utilizarii drojdiei
libere.

9. Gelanul poate fi utilizat in amestec cu carboximetil celuloza pentru formarea de
particule prin acelasi procedeu, rezultdnd structuri interconectate/interpenetrate stabile.
Prezenta unui numar mai ridicat de grupe reticulabile in carboximetil celuloza constituie un
avantaj, deoarece permite substituirea unei cantitati ridicate de gelan cu un derivat celulozic
mai ieftin.
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10. Raportul de combinare a gelanului cu carboximetil celuloza constituie un factor ce
influenteazd densitatea de reticulare a matricei, si de aici caracteristicile morfologice,
stabilitatea, comportamentul la umflare in medii apoase, capacitatea de fermentare a
imobilizatelor.

11. Amestecuri din trei polizaharide — gelan, carboximetil celuloza sare de sodiu si
caragenan -, in diferite proportii pot fi reticulate cu cei trei cationi metalici, caracteristicile lor
morfologice, structurale si fizico-chimice fiind influentate de raportul polimerilor si de natura
ionului reticulant. Matricile rezultate prezintda o structurda complexa, fiind de tip
interconectat/interpenetrat.

12. Prezenta caragenanului in compozitia particulelor are ca efect cresterea porozitatii
acestora cu efecte benefice asupra capacitatii de difuzie a substratului in miezul matricei, ce
determina final capacitatea de fermentare produsa de acestea.

13. Utilizarea Mg>" si a Zn®" ca agenti de reticulare este avantajoasd nu numai prin
caracteristicile pe care le imprima particulelor, ci si din punct de vedere al beneficiilor aduse
de acesti ioni asupra celulelor de drojdie de bere imobilizate: cresterea viabilitdtii si a
capacitatii de proliferare.

14. Metabolitii din mediul de fermentare, cu caracter toxic, nu au un efect pronuntat
asupra celulelor de drojdie incluse in matricea polimerd; indiferent de compozitia sa, aceasta
pastreaza viabilitatea celulara la valori optime in timp.

15. pH-ul mediului de fermentare si durata de pastrare a imobilizatelor in baia de
reticulare influenteaza activitatea bioreactoarelor, indiferent de compozitia lor; valoarea
optima a pH-ului in solutia de glucoza supusa fermentarii este 5, In concordanta cu rezultate
stabilite in alte cercetari, iar timpul optim de pastrare in baia de reticulare este de 2 ore.

16. Toate imobilizatele pastreaza stabilitate structurald/mecanicd ridicatd in solutii
apoase de alcool etilic, caracteristica importanta pentru posibilitatea reutilizarii lor in cicluri
repetate de fermentare.

17. Fermentarea se produce dominant in particulele purtatoare de celule de drojdie de
bere, si nu in mediul lichid din baia de fermentare, in care se gaseste un numar foarte redus de
celule de drojdie libere.

18. Celulele de drojdie de bere prolifereaza in matricea polimera, indiferent de natura
sa. In matricea polimerd se gadsesc in cea mai mare proportie celule vii, dovada fiind
viabilitatea celulara care se pastreaza la valori foarte ridicate, de minim 82 %, chiar dupad un
numar mare de cicluri de fermentare.

19. Biorectoarele obtinute pot fi recuperate cu usurintd din mediul de fermentare si
reutilizate in alt ciclu fermentativ dupa o durata scurtd de pastrare in apa distilata. In functie
de natura reticulantului s1 a matricel polimere, se poate ajunge pand la 40 de cicluri
fermentative, cu randamente permanent superioare celui atins cu celule de drojdie libere.

20. Particulele cu drojdie de bere imobilizata in matrici polizaharidice (simple sau in
amestec) reticulate ionic pot reprezenta o noud abordare in producerea alcoolului etilic de uz
alimentar sau pentru carburanti (biodiesel) datoritd avantajelor pe care le manifesta: usurinta
in obtinere, folosirea pentru generarea matricii a unor polizaharide ieftine, din surse
regenarabile, utilizarea de agenti de reticulare ieftini, consum redus de biocatalizator (drojdie
recuperare facild din mediul de fermentare, potentiala rezolvare a deficitului de ioni metalici
importanti pentru proliferarea si viabilitatea celulelor de drojdie — problemd cu care se
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confruntd producatorii din industria bauturilor alcoolice -, posibilitatea trecerii la procese de
fermentare continui cu avantajele binecunoscute. O potentiala utilizare o poate constitui
sampanizarea vinurilor, industrie in care in prezent se utilizeazd imobilizate pe baza de
alginat, mai putin stabile structural.

21. Gelanul constituie o matrice adecvata pentru imobilizarea a-amilazei, in scopul
obtinerii de particule prin gelifiere ionotropa cu ioni de Mg”", potential utilizabile in procese
repetate de hidrolizd a amidonului.

22. Morfologia si proprietdtile de umflare in medii apoase ale particulelor sunt si in
acest caz influentate de cantitatea de reticulant. Particulele prezinta in structurd o morfologie
fibrilara, tot mai densa cu cresterea cantitatii de reticulant, cu capacitate de umflare in apa ce
diminuiaza cu acest parametru.

23. Particulele de imobilizat manifesta o activitate biocataliticd maxima la temperatura
de 60°C si pH= 5,6, la fel ca si enzima liberd, ceea ce atestd faptul cd prin imobilizarea
enzima nu este denaturata.

24. Valoarea mai ridicatd a constantei Michaelis-Menten pentru enzima imobilizata
atestd, dupd cum era de asteptat, o afinitate usor mai redusd a acesteia pentru substrat
(amidon), determinata si de gradele mai mici de libertate ale enzimei, si de factori sterici.

25. Imobilizatele de a-amilazd imobilizatd pot fi usor recuperate din mediul de
hidroliza, avand capacitatea de reutilizare pana la 11 cicluri hidrolitice repetate fara scaderea
activitatii enzimatice; activitatea enzimaticd se reduce apoi treptat pana la cel de al 19-lea
ciclu.

26. Activitatea enzimaticd a imobilizatelor poate fi readusd aproape de valoarea
initiald prin regenerare intr-un mediu mai acid.

27. Imobilizatele de a-amilaza in matrici reticulate ionic pe bazd de gelan deschid
perspectiva utilizarii in procese hidrolitice continui, cu toate avantajele ce decurg din acestea.

28. Polizaharidele ionice constituie candidati importanti la realizarea de matrici pentru
imobilizarea curcuminei, conducand la noi formulari nutraceutice.

29. Complexarea polielectroliticd a unor perechi de polizaharide cu caracter ionic
diferit — gelan si chitosan — completatd de gelifierea ionotropa cu ioni metalici divalenti,
realizata prin doud tehnici diferite, permite obtinerea de particule capabild sd incorporeze
curcumina.

30. Particulele de imobilizat prezintd morfologii diferite functie de modul de obtinere:
fie de tip “miez-manta” cand miezul este format din gelan gelifiat ionotrop, continand
curcumind, complexat ulterior polielectrolitic cu chitosan, fie de tip microparticule de
chitosan contindnd curcumind, dispersate intr-o matrice de gelan gelifiat ionotrop cu care
formeaza complexul polielectrolitic.

30. Eficienta de imobilizare a curcuminei creste daca aceasta este dizolvata initial in
alcool etilic ce este ulterior indepartat prin evaporare; cresterea gradului de reticulare a
matricii determind cresterea cantitatii de curcumind incapsulata.

31. Caracteristicile de umflare in apd si catntitatea de curcumina eliberata in medii de
pH diferit se imbunatatesc prin reducerea gradului de reticulare a matricii de gelan.

32. Utilizarea caragenanului In amestec cu gelanul determind o morfologie diferita,
caracterizata prin porozitate accentuatd, ceea ce are ca efect intensificarea difuziei curcuminei
in procesul de eliberare.
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33. Profilul de eliberare a curcuminei este specific celor doua tipuri de imobilizate
obtinute, atat in mediu acid simuland pH-ul gastric (acid) cat si cel intestinal (bazic), procesul
decurgand cu eficientd mai ridicata in cel din urma.
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