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IMBUNATATIREA CAPACITATII DE FERMENTARE A MALTOZEI
Sl 'MALTOTRIOZEI LA FERMENTAREA BERI
FOLOSIND CELULE DE DROJDIE IMOBILIZATE

Rezumat
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Drojdia Saccharomyces cerevisiae metabolizeaza spectrul de zaharuri intr-o succesiune bine stabilita.
Regula este cunoscutd sub numele de efect prin catabolit, deoarece prezenta glucozei inhiba asimilarea
s! metabolismul celoralte zaharuri cum ar fi maltoza si glucoza.

Folosirea unui sistem de celule imobilizate este o tehnicd usoard de a reduce inhibarea pe care o

induce prezenta glucozei.

Summary

The yeast Saccharomyces cerevisiae metabolizes the wort sugar spectrum in a certain order. The
regulation is known as glucose control, i.e. the presence of glucose inhibits the uptake and metabolism
of others sugars such as maltose and maltotriose.
The use of an immobilized cell system is an easy technique to reduce the glucose inhibition.

Introducere

Din totalul zaharurilor asimilabile de
tire drOJdle din mustul de bere: fructoza,
Z wcoza, maltoza si maltotrioza, maltoza
~sorezintd 50-70%. Asimilarea maltozei si
z maltotriozei este inhibata de concentratii
~ari de glucoza. Numai cand 60% din
ciucoza mustului a fost asimilatd de
crojdie, va incepe si asimilarea maltozei.
Cand se lucreazad cu musturi concentrate
‘'n carbohidrati (tehnologia high gravity),
represia produsa de glucoza este chiar mai
accentuatd. latd motivul pentru care
demararea tarzie a fermentatiei reprezinta
0 problema in cazul fermentarii musturilor
concentrate. Drojdia  Saccharomyces
cerevisiae metabolizeaza spectrul de
zaharuri intr-o succesiune bine stabilita.
Prezenta glucozei inhibd metabolizarea
celorlalte zaharuri, cum ar fi: maltoza,
maltotrioza.

in ultima decad&, multe cercetari au
avut ca subiect tehnologia imobilizarii
celulelor. Cateva sisteme au fost deja
implementate la scara industriala si au fost

testate cateva prototipuri de matrici de
fixare $i reactoare. .Tehnologia de
imobilizare a celulelor a fost folosita pentru
producerea berilor fara alcool sau cu
continut redus de alcool gi pentru
maturarea berii. Schott Engineering
(Germania) si Alfa Laval (Belgia) au creat
un sistem de maturare pe baza imobilizarii
celulelor de drojdie pe perle din sticla
poroasd. Meura Delta (Belgia) au creat un
sistem continuu cu celule imobilizate care
poate fi utilizat pentru fermentatia primara
sifsau  fermentatia secundara. Kirin
Brewery (Japonia) au creat, la randul lor,
un sistem continuu, in doua etape, din care
faza finala a fermentatiei este realizata de
celule de drojdie imobilizate.

Cele mai multe aplicatii la scara
industriala sunt concentrate  asupra
maturadrii  berii. Sunt necesare totusi
cercetdri pentru a optimiza fermentatia
primara cu celule de drojdie imobilizate si
pentru a intelege pe deplin dinamica
comportamentului celulelor imobilizate pe
diferite tipuri de matrici.
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Utilizarea sistemelor cu celule
imobilizate este o tehnicad care reduce
efectul inhibarii produs de glucoza.
Limitarite difuzionale sunt in general
recunoscute ca serioase dezavantaje din
moment ce acestea impiedica asimilarea
substratului, iar pe de alta parte, sunt
benefice deoarece, odatda consumatd
glucoza, este favorizatda asimilarea
maltozei si a maltotriozei. Intr-un sistem cu
celule de drojdie imobilizate, asimilarea
secventiala a zaharurilor fermentescibile
poate fi separatd in spatiu. Prin studiul
asimilarii maltozei intr-un sistem cu celule
imobilizate s-a  observat  utilizarea
simultana a glucozei si a maltozei. Ca
sistem model s-a folosit imobilizarea pe gel

de alginat pentru a studia asimilarea
glucozei, maltozei si maltotriozei intr-un
sistem imobilizat. Dificultatea masuratorilor
in situ pentru studierea comportamentului
celuielor imobilizate consta in necesitatea
prelevarii unor date asupra evolutiei
concentratiilor in interiorul sistemului de
celule imobilizate, care pot fi foarte diferite
de cele din masa de solutie. Pentru a
obtine o imagine clara despre sistemele de
celule imobilizate este necesarda o
informare detaliata in situ. Prin urmare s-a
creat un reactor membrana gel pentru ‘a
studia consumarea =zaharului de catre
celulele de drojdie imobilizate n
membrana de alginat de calciu.
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Fig. 1. Sectiune transversala prin reactorul gel - membrana

Materiale si metode
Saccharomyces cerevisiae a fost
imobilizata in alginat de calciu. S-a folosit
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un mediu sintetic de fermentare si s-a
determinat concentratia de glucoza si




maltozd. S-a construit un reactor descrie evolutia concentratiei de glucoza si

membrana gel care contine o membrana maltoza intr-o particuld imobilizatd de
gel plana. S-a construit un model forma sfericd. S-a presupus ca biomasa
matematic bazat pe bilantul masic si s-a este distribuitda omogen si ca sunt
integrat folosind metoda Runge-Kutta si s- neglijabile limitele de transfer de masa
a folosit pentru a estima parametrii cinetici catre exterior. Represia pe care o exercita
intrinseci. Figura 1 ilustreazd sectiunea glucoza si maltoza asupra asimilarii
transversala printr-un reactor membrana maltozei §i maltotriozei poate fi exprimata
gel. prin urmatoarele expresii cinetice pentru
Modelul matematic ratele specifice de crestere. (Gee si
3.1 Modelul stabil de stare Ramirez, 1994).

Modelul stabil de stare a fost derivat
pornind de la bilantul masic pentru a

_ Hmax,GCG
HG Km,G*CG
' _HmaxMCM  KG
M KmM*OMKG*Ca
u ___Hmax,MtCMt KG KM
ME™ kMt + CMt KG *+ CG KM+ CM
unde Hmax, reprezinta rata specifica inhibare a glucozei; Ku reprezinta
maxima de-crestere pentru glucoza (i = constanta de inhibare a maltozei; Kmna,
G), maltoza (i = M) si maltotrioza (i = Mt), Kmm $i Kmm reprezintd constantele Monod
Cs, Cm s Cwm sunt pentru glucoza, maltoza si maltotrioza.
concentratile in glucozd, maltoza si Bilantul masic pentru glucoza, maltoza si
maltotrioza;, Kg reprezinta constanta de maltotrioza poate fi exprimat astfel:
2
d°cg, 29ca|_Ka* _,
DGe 5 T dar |~ =
dr rodr YXG
2
d“cm, 2dom| X
DMe 2 = d - =0
dr roar YXM
2
d“cmt, 29cmt|_ X _,
DMte 2 = d - -
dr roar Y XMt
unde Dge, Dme Si Dme reprezintd biomasd; Yxa, Yxu §i Yxm reprezinta
coeficientii de difuzie efectiva in matricea de cresterile in biomasa datorate glucozei,
imobilizare pentru glucoza, maltozd si maltozei i maltotriozei, iar r este

maltotriozd; X este concentratia in



coordonata radiala. Conditiile limitd pentru geometria sferica sunt:
d d d
0: -G .0, —M_o “CMt_g

in centrul perlei: r =

dr dr
la suprafata perlei: r =R G =CGb'CM = CMb’ CMt = CMtb

unde Cab, Cwmp §$i Cwmw sunt centru ale glucozei, maltozei si maltotriozei
concentratile de glucoza, maltoza si s-a folosit o metoda mai rapida.
maltotrioza din masa. Acest set de ecuatii Factorii de eficientd interna pentru
diferentiale ordinare impreuna cu conditiile glucoza (ng), maltozad (num) $i maltotrioza
limita impuse a fost rezolvat folosind (nmt) pentru-geometria sferica sunt definite
metoda Runge-Kutta de ordinul patru. astfel:
Pentru ca nu se cunosc concentratiile la
2
_3(1+Be)dc*M - 5> _ R XMmax,G
nG - 2 dr* 'r - P G -
e DGe YXGKm,G
2
: _3ft+pyli+a)dery e 2 __R XtmaxM
Mo, ® M DMe YXMKmM
2
a _3(1+BMtX1+a)(1+6)dC*Mt ]r‘—l o R XMHmax,Mt
Mt = = =
t o dr* ? Mt Dite Y XMtKm Mt

unde =Cey , =CNV =CMV
Ba Km,G Pm KmM Pt Km,Mt

o =CG7 s =CMy ;

KG KM

Dg, Om si Ow sunt modulii Thiele pentru glucoza, maltoza si maltotrioza; C’ = C/Cyp
concentratia adimensionala i r = r/R este coordonata radiald adimensionala.

3.2 Modelul dinamic asimilarea glucozei si maltozei in reactorul
S-a construit un model de tranzitie membrana gel:
care descrie cresterea drodiei i

%=QJG+HM)X

ica _DGedca_HaX
ot d2 ax* YXG
9CM_DMe 9CM _HMX
at g2 ax* YXM
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unde d este grosimea membranei
gel si x = x/d este coordonata de lungime
adimensionald. Acest set de ecuatii
diferentiale partiale au fost rezolvate prin
metoda colocatiei ortogonale si  prin

metoda Runge-Kutta-Gill de ordinul patru.
S-au folosit urmatoarele conditii initiale
unde S este aria suprafetei membranei gel
si Vo este volumul celei de-a doua camere
a reactorului membrana gel.

0sx'<1:(C,=0 i 0sx's1: ¥ =X,
x'=0:C,=C, conditi limita
-1, a(’. a(’.
x. =1:._'l_)i£.‘ =V L‘.
d ox €z 3¢
Rezultate si discutii Tabelul 1
Concentratiile de glucoza si maltoz& care 5 Valorile parametrilor C{;‘elt'c'
au fost masurate in camera C2 a aramstrll cinetici OiZSar:f
o . < oA . . max G )
eactorului membrarla, in functie de timp T 0,170h"
sunt reprezentate in figura 2. Modelul Yxa 0,105gg"
dinamic s-a folosit pentru a corela datele Y xm 0,09gg’
experimentale i pentru a determina Kma 0,159 |':
parametrii cinetici (tabelul 1). Kmm 02091
Ka 06al
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Fig.3 Cantitatea de biomasa formata

Calculul factorului de eficienta
Folosind modelul stabil de stare, s-a

trasat curba factorului de eficienta ca
functie de modulul Thiele pentru glucoza si
maltoza (figura 4). fe variaza de la 50 la
200 si Bm de la 100 la 400. O concentratie
mare de glucoza de 15-20 g/l si de maltoza
de 60-80 g/l intr-un must de 16°Blig,
folosind parametrii cinetici din tabelul 1,
conduc la Be=100-130 si Bm=300-400. O
estimare a modulului Thiele pentru maltoza
intr-un strat de 3 mm grosime si o
densitate de celule de 100 g/l ne conduce
la o valoare de 40. in limitele difuziei,
factorul de eficientd pentru glucoza se
reduce la 0,7-0,8. Factorul de eficienta
pentru maltoza este mai mare decat 1: 2,5-
3,5. Asta inseamna ca rata de asimilare a
maltozei intr-un sistem de imobilizare este
de 2,5-3,5 ori mai ridicatd decat aceeasi
ratd intr-un sistem in care celulele sunt
libere. Dacd incarcatura de biomasa si
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raza sunt mari, modulul Thiele va fi de
asemenea mare rezultand factori de
eficienta ridicati pentru maltoza si scazuti
pentru glucoza.
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Fig.4 Curba factorului de eficienta
functie de modulul Thiele

Concluzie

Asimilarea secventiald a zaharurilor
fermentescibile de catre celulele de S.
cerevisiae poate fi separatd in spatiu
folosind pentru imobilizare gel.
Concentratia de glucoza este ridicata catre
zona exterioara a matricei gel si tinde catre
0 spre interior. Celulele de drojdie de la
exteriorul membranei vor consuma cea
mai mare parte a cantitati de glucoza
disponibile. In aceastd zona asimilarea
maltozei si a maltotriozei va fi inhibata de
glucoza. Celulele localizate in zona
apropiata de centrul suportului nu vor fi
inhibate de glucoza si asimilarea maltozei
si a maltotriozei poate decurge normal.
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