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INTRODUCERE

Caracteristicile cu importantd biotehnologica ale microorganismelor stau la baza multor
procese de biosinteza. Pentru a le oferi posibilitatea manifestarii acestor insusiri este esentiald
elaborarea si conducerea unor procese de biosinteza care sa le asigure cele mai propice conditii
corespunzatoare functiilor si caracteristicilor lor biologice. Optimizarea continud a bioproceselor
reprezinta astfel o prioritate Tn domeniu, iar aceste directii de interes plaseaza teza de doctorat
in contextul preocupdrilor actuale si permite, prin originalitatea rezultatelor obtinute,
formularea si comunicarea unor date cu privire la utilizarea sistemelor de fermentatie polifazice,
in vederea asigurarii unei oxigendri cat mai eficiente al lichidului de fermentatie, precum si
asigurarea unui transfer de masa corespunzator al oxigenului, specific fiecarui microorganism
utilizat.

In acest context, partea experimentald a tezei de doctorat a avut ca obiectiv principal
realizarea unor procese de fermentatie aerobd in bioreactoare cu amestecare mecanicd si
utilizarea in cadrul biosintezelor a metodelor neconventionale de transfer de masa al oxigenului
prin intermediul oxigen-vectorului, cu scopul unor posibile optimizari ale proceselor de
biosintezd. Pentru analiza potentialului efect pozitiv al utilizarii oxigen-vectorului in cadrul
acestor procese de biosinteza s-au folosit diferite criterii cum ar fi: consumul substratului,
analiza dezvoltarii biomasei, analiza concentratiei compusilor de biosintezad In raport cu
dezvoltarea biomasei, precum si analiza eficientei distributiei si a vitezei transferului de masa
al oxigenului in lichidele de biosinteza in raport cu oxigen-vectorul.

Pe baza datelor experimentale obtinute s-au elaborat cateva corelatii matematice care
au stabilit conditiile optime pentru o productivitate sporitd a compusilor biosintetizati in
bioreactoarele cu amestecare mecanica utilizate. A fost dezvoltat de asemenea si un model
neuronal pentru un proces de fermentatie realizat, model care combind sistemele bazate pe
retele neuronale artificiale (RNA) si algoritmi de inspiratie biologicd dezvoltati pentru
modelarea si optimizarea unor procese chimice complexe si anume algoritmi de optimizare
inspirati din comportamentul bacteriilor (BIA).

Teza de doctorat este structurata pe doud parti principale, sapte capitole si contine 67 de
figuri, 5 tabele, 59 de ecuatii matematice si 229 de referinte bibliografice.

Prima parte a tezei de doctorat reprezinta o sinteza a datelor din literatura de specialitate
cu privire la aspectele actuale de cercetare pe plan mondial in cadrul domeniului de interes, care
evidentiaza transferul de masa al oxigenului in cadrul proceselor de fermentatie (mecanisme si
cai specifice de transfer, cuantificarea procesului prin analiza coeficientului volumic de transfer
de masa al oxigenului), precum si eficienta utilizarii in cadrul biosintezelor a compusilor cu rol
de oxigen-vectori.

Contributiile originale cu privire la studiul unor procese de fermentatie in sisteme
polifazice gaz-lichid-lichid-solid sunt cuprinse in cea de-a doua parte a tezei, in capitolele I1I-VII.



In capitolul I sunt prezentate, succint, obiectivele principale ale studiilor experimentale
realizate, iar capitolul III cuprinde tehnica de lucru, echipamentele, materialele si metodele
experimentale utilizate.

Capitolul IV urmareste studiul distributiei pe verticald a vitezei transferului de masa al
oxigenului in diferite lichide de fermentatie in prezenta n-dodecanului. Acest studiu a fost
realizat prin intermediul analizei coeficientului de transfer de masa al oxigenului si prin
intermediul analizei factorului de amplificare pentru lichide de fermentatie simulate cu diferite
viscozitati si pentru lichide de fermentatie reale cu diverse microorganisme, la diferite puteri
specifice.

Experimentele au fost realizate Intr-un bioreactor cu amestecare mecanica, iar pentru
analiza distributiei vitezei de transfer al oxigenului in interiorul lichidului de fermentatie,
electrodul de oxigen a fost introdus 1n patru pozitii diferite, dispuse vertical in bioreactor
incepand cu partea inferioard al acestuia spre cea superioara. Datele experimentale obtinute
pentru lichidele de fermentatie studiate au stat la baza unor modeldri matematice care descriu
si stabilesc influenta principalilor parametrii ai procesului asupra coeficientului de transfer de
masa al oxigenului pentru cele patru pozitii alese aleatoriu din interiorul lichidului de
fermentatie.

In Capitolul V sunt descrise si analizate procesele de fermentatie discontinua si
semicontinud cu Saccharomyces cerevisiae intr-un bioreactor cu amestecare mecanicd din
punct de vedere al influentei n-dodecanului asupra eficientei biosintezei ergosterolului. Si in
acest caz, influenta principalilor parametrii ai procesului de biosintezd (viteza aerarii si
concentratia oxigen-vectorului) asupra concentratiei finale de produs biosintetizat (ergosterol)
a fost analizata din punct de vedere matematic.

Capitolul VI cuprinde studiul obtinerii prin biosinteza al acidului fumaric cu Rhizopus
oryzae in sisteme tetrafazice de fermentatie. Studiile au avut in vedere influenta fractiei
volumice a oxigen-vectorului asupra cantitatii produsului final, influenta concentratiei n-
dodecanului asupra vitezei de transfer de masa al oxigenului, precum si peletul ca forma optima
de agregare ale hifelor microorganismului utilizat.

Capitolul VII este dedicat studiului imbundtatirii biosintezei si a activitatii enzimatice a
B-galactozidazei in fermentatii acrobe cu Escherichia coli in prezenta n-dodecanului. Studiile
au urmadrit, prin comparatie, influenta utilizarii oxigen-vectorului in diferite concentratii asupra
acumularii biomasei si a activitatii enzimatice in cadrul fermentatiilor. De asemenea, s-a analizat
si influenta concentratiei oxigen-vectorului asupra vitezei specifice de crestere, a coeficientului
de utilizare al substratului si al continutului proteic. Pe baza datelor experimentale obtinute,
procesul de biosinteza al -galactozidazei a fost modelat utilizind o metodologie care combina
retelele neuronale artificiale cu algoritmi inspirati din comportamentul bacteriilor (BIA).

Rezultatele acestor cercetari s-au concretizat in elaborarea si publicarea a sase lucrari
stiintifice 1n reviste cotate ISI si opt participari la sesiuni stiintifice nationale si internationale.



Inainte de a trece la prezentarea rezultatelor obtinute, folosesc acest prilej pentru a aduce
multumiri celor care m-au sprijinit si m-au indrumat cu toatd priceperea in demersul meu
stiintific: Domnului Profesor univ. dr. ing. Dan Cascaval si Doamnei Profesor univ. dr. ing.
Anca-Irina Galaction cu ajutorul carora, in timpul studiilor doctorale, am parcurs o parte din
drumul studiului sistemelor de fermentatie tetrafazice si influenta deosebita a oxigen-vectorilor
asupra proceselor de biosinteza; membrilor comisiei de referenti stiintifici: Domnului Prof.
univ. dr. ing. Teodor Malutan, Universitatea Tehnica "Gh Asachi" lasi, Domnului Prof. univ.
dr. ing. Florin Dan Irimie, Universitatea Babes-Bolyai, Cluj-Napoca, Domnului Prof. univ. dr.
ing. loan Mamaligd, Universitatea Tehnicd "Gh Asachi" lasi, pentru disponibilitatea de a face
parte din cadrul acestei onorante comisii; membrilor comisiei de indrumare: Doamnei Sef
lucrari dr. ing. Alexandra Cristina Blaga, Doamnei Sef lucrdri dr. bioing. Lenuta Kloetzer,
Doamnei Sef lucrari dr. ing. Alexandra Tucaliuc si Doamnei Sef lucrari dr. bioing. Madalina
Postaru pentru directa si permanenta indrumare, pentru sugestiile si recomandarile oferite de-a
lungul timpului; Domnului Sef lucrari dr. Marius Turnea, pentru ajutorul oferit cu privire la
partea de modelare matematica a tezei de doctorat; intregii echipe de cercetare din cadrul
Facultétii de Inginerie Chimica si Protectie a Mediului "Cristofor Simionescu", Departamentul
Inginerie Organica, Biochimica si Alimentard, pentru sfaturile, incurajarile si disponibilitatea
in vederea desfasurarii optime a activitatilor de cercetare.

De asemenea, imi indrept intreaga recunostintd cétre toti colegii mei, doctoranzi in
cadrul aceleiasi echipe, pentru ajutorul oferit in vederea realizarii partii experimentale a tezei.

Nu in ultimul rand, adresez multumiri si recunostinta colegilor de la Universitatea de
Medicina si Farmacie "Grigore T. Popa", lasi, Facultatea de Medicina, disciplina de Biochimie
pentru ajutorul oferit in perioada de parcurgere a studiilor doctorale si de elaborare a tezei de
doctorat.

PARTEA INTRODUCTIVA

CAPITOLUL I
Stadiul actual al cercetirilor in domeniul sistemelor de fermentatie

tetrafazice
I.1. Consideratii generale asupra transferului de masa al oxigenului

In cadrul proceselor de biosinteza aerobi, oxigenul este 0 componenti fundamentala in
etapele de dezvoltare ale biomasei, iar asigurarea necesarului de oxigen in cantitati optime
constituie un element cheie al acestor procese. Oxigenul reprezintd, asadar, unul dintre
componentele de baza al lichidului de fermentatie, motiv pentru care realizarea unui transfer de
masa eficient reprezintd un aspect deosebit de important.

in solutiile apoase oxigenul are o solubilitate foarte scizutd, motiv pentru care gisirea
unor modalitati cat mai eficiente de utilizare al acestuia in lichidul de fermentatie reprezinta o

provocare continua.



Astfel, transferul oxigenului prin toate fazele unui sistem de biosinteza poate fi
considerat etapa limitativa a intregului proces. Eficienta aerdrii depinde de viteza de dizolvare
al oxigenului in lichidul de fermentatie, respectiv de asigurarea necesarului de oxigen a
biomasei.

Alaturi de parametrii constructivi si operationali ai sistemului de aerare-agitare,
caracteristicile reologice ale lichidului de fermentatie, tipul si comportamentul specific al
microorganismelor asigura eficienta acestor etape de transfer de masd al oxigenului [Garcia-
Ochoa et al., 2009, Dumont et al., 2003].

In sistemele de fermentatie aerate, transportul oxigenului dinspre bula de aer citre
microorganism reprezinta succesiunea unor etape de difuzie a oxigenului pornind de la filmul
de aer situat la interfata aer-lichidul de fermentatie, pana la suprafata membranei celulare si
reactia biochimica de consum al oxigenului de catre microorganism. Toate aceste etape
constituie procesul de dizolvare a oxigenului in lichidul de fermentatie.

In fermentatiile aerobe, dizolvarea optima a oxigenului in lichidul de fermentatie este
un factor esential. Pe masura cresterii si dezvoltarii biomasei, viteza consumului de oxigen
creste. Valoarea maxima a vitezei de consum al oxigenului coincide, de obicei, cu momentul
atingerii unei concentratii ridicate a biomasei [Sorenson et al., 2010, Cascaval et al., 2007].

De-a lungul timpului 1nsd au fost propuse numeroase modalitdfi de imbunatatire a
eficientei procesului de transfer de masa al oxigenului. O modalitate este cresterea debitului de
aer, insd intensificarea aerarii poate conduce la o serie de inconveniente, cum ar fi evaporarea
mai rapidd a unor constituenti volatili ai lichidului de fermentatie, cresterea cantitatii de spuma
sau distrugerea microorganismelor. O altd modalitate propusa pentru un transfer cat mai eficient
al oxigenului de la bulele de aer catre biomasa este intensificarea puterii specifice [Galaction et
al., 2005] insa, si in acest caz, distrugerea celulard a biomasei reprezintd un inconvenient
important.

Dimensiunea bulelor de aer este un alt factor cheie, care poate influenta transferul de
masa al oxigenului, ca urmare a controlului ariilor interfaciale de contact dintre cele doua faze,
gazoasa si lichida [Sonnleitner ef al., 1997].

Avandu-se in vedere toate aceste aspecte legate de imbunatagirea procesului de transfer
de masa al oxigenului, cu potentiale efecte negative asupra biomasei, o posibilitate de
imbunatatire a coeficientului volumic de transfer este adaugarea in lichidul de fermentatie a
unui compus care sa faciliteze transportul oxigenului din faza gazoasd catre faza lichida si,

ulterior, spre biomasa.

I.2. Utilizarea oxigen-vectorilor, metoda neconventionala de transfer de masa al

oxigenului

Experimental, s-a constatat cad prezenta unei faze lichide organice in lichidul de
fermentatie poate genera cresteri ale vitezei de transfer de masa al oxigenului, fara sa fie
necesara o intensificare a aerarii sau o intensificare a vitezei de amestecare [Rols et al., 1990,
Dumont et al., 2006].



Astfel, apare notiunea de oxigen-vectori pentru acei compusi care, adaugati in lichidul
de fermentatie, conduc la intensificarea procesului de transfer de masa al oxigenului.
Comparativ cu apa, solubilitatea oxigenului in acesti compusi este de cateva zeci de ori mai
mare [Galaction ef al., 2005 ].

Intr-un sistem de biosinteza, oxigen-vectorii sunt lichide auxiliare, nemiscibili in faza
apoasd, care imbundtdtesc transferul de masa al oxigenului [Zhaoxian ef al., 2014].

Oxigen-vectorii nu sunt toxici pentru biomasa si pot fi utilizati, de asemenea, in anumite
situatii ca sursa suplimentara de carbon si energie, precum si ca agenti antispumanti [Galaction
et al., 2005].

Principalii oxigen-vectori utilizati in biotehnologie sunt hidrocarburile parafinice, [Da
Silva et al., 2008], hidrocarburile perflorurate [ Yamane ef al., 1974] si uleiurile: sintetice — uleiul
de silicon [Leung ef al., 1997] si uleiurile vegetale — uleiul de palmier, uleiul de ricin, uleiul de
masline, uleiul de soia, uleiul de floarea-soarelui. Dintre acestia, n-dodecanul, n-hexadecanul,
perfluorocarburile (forane F66E) si uletul de silicon sunt lichidele organice utilizate ca oxigen-
vectori, cele mai Intrebuintate in industria biotehnologica.

Deoarece consumul oxigenului de catre celulele microorganismelor slab hidrofobe
poate surveni numai in faza apoasa, transferul de masa al oxigenului poate avea loc doar urmand
calea: bule de gaz-oxigen-vector-lichid de fermentatie-biomasa [Rols et al., 1990]. Astfel,
mecanismul larg acceptat de actiune al oxigen-vectorilor asupra transferului oxigenului prin
toate fazele existente in interiorul bioreactorului deriva din caracteristicile chimice ale acestor
compusi si presupune adsorbtia picaturilor de oxigen-vector pe suprafata bulelor de aer cu sau
fara formarea unui film continuu de lichid. Oxigenul difuzeaza, in acest mod, din bula de aer
catre microorganisme, prin intermediul picdturii de oxigen-vector, apoi prin faza apoasa spre
biomasa. Se poate afirma faptul ca, prin utilizarea oxigen-vectorilor in cadrul proceselor de
fermentatie, se creeaza in interiorul bioreactorului un sistem tetrafazic (gaz-lichid-lichid-solid),
prin intermediul cdruia oxigenul poate fi transferat cu un randament sporit.

Transferul oxigenului poate avea loc pe cinci céi diferite (figura 2), ca urmare a aparitiei
unor suprafete nou create, rezistenta la transferul de masa al oxigenului, in acest caz, fiind
localizata in filmul de fazd apoasa de la interfata oxigen-vector-lichid de fermentatie.

De asemenea, eficacitatea oxigen-vectorilor in transferul oxigenului depinde de
caracteristicile lichidului de fermentatie si ale biomasei, de viteza de rotatie, precum si de viteza

superficiala a aerului.

O

Figura 2. Mecanisme posibile de transfer de aer catre celule, in prezenta
., oxigen-vectorilor: B-bula de aer, V-oxigen-vector, C-celula microbiana

(imagine prelucratd) [Oniscu et al., 2002].



In figura 3 este redat profilul concentratiei oxigenului in lichidul de biosinteza in acord
cu cel mai plauzibil mecanism de preluare al oxigenului din bula de aer si transferul acestuia

spre celula prin intermediul oxigen-vectorilor.

Buli de aer Oxigen-vector Lichid de fermentatie Celuli

L i, 1,
g
] % ¢
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Figura 3. Profilul concentratiei

oxigenului  in  lichidul de

fermentatie (ir — interfata aer-

oxigen-vector, i — interfata oxigen-

C vector-lichid de fermen-tatie, i3 —

i

interfata lichid de fermentatic —

biomasd) (imagine prelucratd)
[Oniscu et al., 2002].

distanta

Experimental, s-a constatat cd rezistenta la transferul de masd al oxigenului este
localizatd 1n filmul de faza apoasd de la interfata oxigen-vector - lichid de fermentatie. Pe de
alta parte, aceasta rezistenta este compensatad de o arie interfaciald marita, iar fluxul global al
oxigenului poate fi descris de urméatoarea ecuatie:

ng, = kpa- (G —Cp) (1)
in care:

kra — coeficient volumic de transfer de masa al oxigenului in lichidul de fermentatie

Ci — concentratia oxigenului dizolvat in lichidul de fermentatie

Ci" — concentratia de echilibru al oxigenului dizolvat in lichidul de fermentatie

In acelasi timp, pentru imbunatitirea transferului oxigenului din aer citre biomasi
trebuie considerata si etapa de difuzie prin membrana celulara. Astfel, variatia cantitatii de
oxigen transferata prin membrana celulard este descrisa de urmatoarea ecuatie:

2 =K (G —C)-S @
unde:
Q — cantitatea de oxigen transferata prin membrana celulara
K¢ — coeficientul global de transfer de masa al oxigenului in celula
Ci — concentratia oxigenului in lichidul de fermentatie
C. — concentratia oxigenului In celula
S — suprafata de transfer lichid — solid

T — timp
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Asigurarea unei cantitati suficiente de oxigen se realizeaza, pe langa utilizarea oxigen-
vectorilor, si printr-o amestecare continud pentru ca oxigenul addaugat prin barbotare sa fie

distribuit uniform in toatd masa lichidului de fermentatie.
I.3. Sisteme tetrafazice de fermentatie

Pornind de la datele anuntate in subcapitolul anterior, numerosi cercetdtori semnaleaza
efectul pozitiv al adaugarii 1n lichidul de fermentatie al acestor compusi, cu efecte directe asupra
transferului de masa al oxigenului si, implicit, asupra biosintezelor. Solubilitatea crescuta a
oxigenului 1n hidrocarburi poate conduce la cresterea vitezei de transfer al oxigenului in

dispersiile hidrocarbura-lichid de fermentatie.
1.4. Modele matematice pentru predictia kpa

Desi strategia de utilizare a hidrocarburilor drept oxigen-vectori are o largd aplicabilitate,
cu efecte remarcabile si dovedite acolo unde au fost utilizate, acest lucru nu exclude totusi
existenta unor limite a acestor componente adaugate lichidului de fermentatie.

In cazul sistemelor apoase cu adaos de oxigen-vectori, valorile kLa sunt dificil de prezis,
depinzand de mai multi factori precum tipul bioreactorului, proprietdtiile fizico-chimice ale
dispersiilor (concentratia si structura hidrocarburii), turbulenta fluidelor si fractia volumica a
oxigen-vectorului. Studiile au demonstrat cd acest din urma parametru are un impact
semnificativ asupra valorilor kra [Galaction et al., 2004].

Avand 1n vedere importanta unui transfer optim al oxigenului in vederea optimizarii
performantelor proceselor de biosinteza, a fost necesara realizarea unor modele predictive care
sa ofere estimari cat mai precise ale coeficientilor de transfer de masa al oxigenului in lichidele
de fermentatie ce contin adaosuri de hidrocarburi.

Comportamentul coeficientului kra in aceste sisteme de dispersie, comparativ cu un
sistem apos, depinde si de turbulenta generata de viteza de rotatie si cea de aerare precum si de
proprietdtile de curgere ale fazei apoase si geometria specifica fiecarui bioreactor. Date fiind
variabilele enuntate anterior, literatura de specialitate mentioneaza aceste predictii ale kra 1n
dispersiile lichid-hidrocarburi aproape numai sub forma ecuatiilor matematice (tabel 2).

Tabelul 2. Ecuatii matematice pentru predictia kra conform [Wang et al., 2006].

Sistemul Fazele lichide Ecuatia (Ec.6-8, 14-18)
Bioreactor cu (kia)ew = (1,75:1072 - e%115¢ _ 08.103 -
amestecare mecanica; Solutie apoasa cu adaos de 469 1
N=240-570; Vs=0,2- n-Cio e NVs2
0,8 cm/s Ec.14

Bioreactor cu 1

amestecare mecanica; Solutie apoasa cu adaos de (kia)ow= 1+H (e ~(kLa)gw
N=240-570; Vs=0,2- n-C1o-21 wo\@-D .
c.
0,8 cm/s
Bioreactor cu . . 0,36
L Solutie xantan/ulei vegetal (kLa)co Hee (E) V%% - yy - Xn 026
amestecare mecanica, v
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doua turbine cu 6

lame; D=17,6 cm; Ec.16
Vi=4L; N=600 rpm;

Q=0,5 vvm

Bioreactor cu

amestecare mecanica;

2 turbine Rushton cu 6 kia= 650-(3)0'31-v 07.(1 — )17
. n-hexadecan/mediu nutritiv L= v s

lame; 4 sicane; D=11 Ec.17

cm, V=1L; N=200-800

rpm; Q=0,5-2 vin

Bioreactor cu

amestecare mecanic; p15t  ,.07P
2 turbine cu 4 lame; 3 n-dodecan/lichid de fermentatie kia = 5,6-10_3-[@%]
sicane; D=17,5 cm; simulat (carboximetilceluloza sodica) ta
V=4 litri; N=0-700 Ec.6
rpm; Vs=0-0,5 cm/s
Bioreactor cu n-dodecan/ lichid de fermentatie [ V%97 1°
amestecare cu suspensii de kia = 0,714 (%)"'40_ 22
mecanicd; 2 turbine Propionibacterium shermanii - Ec.7 -
cu 4 lame; 3 sicane; - s
D=17.5 cm; V=4 n-dodecan/ lichid de fermentatie K 672102 (%)2'74-vs°'75
litri; N=0-700 rpm; cu suspensii de Saccharomyces =0 cx"%
V=0-0,5 cm/s cerevisiae  Ees
1 1

CO; si propend in toluen/apa; Uea)e _[_Orle ]2[ WL)g=0"(PL)gp ©g ]4

N =325-1200 rpm (kLa)p=o0 |(DL)p=0] [(ML)¢ (PL)¢p=0"(E)¢p=0

acetilena n sulf/apa
Ec.18

In lichidele de fermentatie cu adaos de oxigen-vector, hidrocarburile au un impact
semnificativ asupra coeficientului de transfer de masa al oxigenului, insa diferit in functie de
tipul si concentratia acestora, precum si in functie de conditiile procesului si de constrangerile

legate de geometria bioreactoarelor luate in considerare.
L.5. Concluzii

Desi prezenta in lichidul de fermentatie a celei de-a patra faze are un efect benefic asupra
biosintezei, exista totusi limitari in acest sens, impuse de geometria specifica al bioreactorului
utilizat, precum si de efectul cumulat ai altor parametrii specifici unui proces de biosinteza.

Eficienta acestor oxigen-vectori rezultd din mecanismul specific de actiune atunci cand
sunt addugati intr-un sistem de fermentatie. In momentul de fata, in opinia a numerosi cercetitori,
cel mai plauzibil mecanism de actiune al oxigen-vectorilor este adsorbtia picéturilor de hidrocarbura
pe suprafata bulelor de aer, iar transferul oxigenului se desfdsoara fie dinspre faza gazoasa spre cea
lichida prin intermediul picaturilor de hidrocarbura, fie direct catre microorganismul existent in

lichidul de fermentatie, sau indirect prin faza apoasa.
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PARTEA EXPERIMENTALA

CAPITOLUL 1T
Obiective principale

Teza de doctorat abordeaza o tema de actualitate in domeniul ingineriei chimice si a
biotehnologiei, si anume studiul unor procese de fermentatie reale, cu diferite microorganisme
in prezenta n-dodecanului utilizat drept oxigen-vector, in vederea Imbunatatirii transferului de
masa al oxigenului.

Experimentele efectuate pentru elaborarea tezei de doctorat au vizat urmatoarele directii:

— studiul distributiei vitezei de transfer al oxigenului in lichidul de fermentatie cu dispersii de
oxigen-vector, pentru un bioreactor cu amestecare mecanica si diferite lichide de fermentatie fara
biomasa (lichide de fermentatie simulate) si lichide de fermentatie reale, cu microorganisme

(bacterii, Propionibacterium shermanii, si levuri, Saccharomyces cerevisiae);

— realizarea unor sisteme de fermentatie tetrafazice si analiza comparativa a influentei n-
dodecanului utilizat drept oxigen-vector asupra posibilelor influente pozitive in biosinteza
ergosterolului in sisteme de fermentatie discontinue si in sisteme de fermentatie semicontinue cu

Saccharomyces cerevisiae;

— studiul obtinerii acidului fumaric prin fermentatie aeroba cu Rhyzopus oryzae, utilizand ca
substrat glucoza si stabilirea influentei oxigen-vectorului, n-dodecan asupra transferului de masa
al oxigenului si asupra posibilelor influente pozitive in biosinteza acidului fumaric, precum si
analiza influentei morfologiei de pelet a fungilor asupra acestor procese;

— studiul Tmbunatatirii biosintezei si a activitatii B-galactozidazei In fermentatiile aerobe cu
Escherichia coli in prezenta oxigen-vectorului, prin analiza comparativd a influentei n-
dodecanului asupra intregului proces de biosinteza in functie de concentratia in care se utilizeaza,
precum si modalitatea prin care oxigen-vectorul, in diferite concentratii influenteaza viteza
specificd de crestere a microorganismului, de utilizare a substratului si de sinteza a proteinelor.

CAPITOLUL III

Tehnica experimentala
I1I.1. Echipamente

Studiile experimentale realizate n cadrul tezei de doctorat au fost efectuate cu ajutorul
unor echipamente de laborator adecvate, iar tehnicile de lucru si de prelucrare a datelor obtinute
au coincis obiectivelor propuse.

Echipamentele experimentale utilizate au asigurat obtinerea unor rezultate reproductibile
si au sustinut valoarea stiin{ifica a acestora.

Experimentele s-au realizat cu ajutorul urmatoarelor echipamente:
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1. Bioreactorul cu amestecare mecanica Biostat B Braun Biotech International
(figura 4)

Figura 4. Bioreactorul cu amestecare mecanica Figura 6. Bioreactorul cu amestecare

Biostat B Braun Biotech International mecanicd Fermac 360, Electrolab
(foto original). (foto original).

2. Bioreactorul cu amestecare mecanica Fermac 360, Electrolab (figura 6)
3. Autoclav Trade Raypa Steam Sterilizer

4. Incubatorul GFL

5. Baie de apa Cole-Parmer

6. Centrifuga BK-H3021J

7. Sonicator UP200S Hielscher Ultrasound Technology

8. Viscozimetrul rotativ Haake Viscometer 6 Plus type

Pentru etapa de analiza cantitativa si calitativd a datelor experimentale obtinute, in care
s-a urmdrit dozarea concentratiei compusilor rezultati in urma proceselor de fermentatie
(vitamine, acizi, enzime), s-au utilizat urmatoarele echipamente:

9. Analizorul Labo Trace pentru dozarea glucozei

10. Spectofotometrul UV-Vis CAMSPEC M550 UV

11. Analizorul Funker Garber

12. HPLC Dionex Ultimate 3000 prevazut cu detector UN-VIS si IR
13. Microscopul OPTIKA B-500 DK Camera Aiptek HD 1080P

II1.2. Microorganisme si reactivi

II1.2.1. Microorganisme

1. Propionibacterium shermanii

2. Saccharomyces cerevisiae

3. Rhizopus oryzae, tulpina ATCC 20344
4. Escherichia coli, tulpina ATCC 15224
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I11.2.2. Reactivi

1. Inoculul

Pentru realizarea tuturor experimentelor au fost realizate culturi stoc dupa care s-au
preparat culturi inocul. Transferul culturii inocul 1n bioreactor se realizeaza in conditii aseptice,
dupd o perioadi de dezvoltare bine stabiliti. Inceputul fazei de biosintezi este considerat
momentul transferului culturii inocul in mediul de culturd sterilizat si racit la temperatura de

cultivare a microorganismului utilizat in procesul respectiv.

2. Mediul de cultura

In cadrul proceselor biotehnologice, mediile de culturi reprezinti suporturi nutritive
care permit cresterea, dezvoltarea si studiul comportamentului unui microorganism in afara
nisei ecologice naturale. Compozitia mediilor de cultura prezintd o mare importantd asupra
eficientei unui proces biotehnologic.

Un mediu de cultura utilizat pentru dezvoltarea microorganismelor trebuie sa congina
obligatoriu sursa de carbon, reprezentata, in general, de glucide (glucoza, amidonul, lactoza,
zaharoza), sursa de azot, care poate fi organica (aminoacizi, proteine, uree) sau anorganica
[NH3, (NH4)2SO4], sursa de fosfor, oligoelemente (K, Mg, Fe) si factori de crestere.

3. Oxigen-vectorul: n-Dodecanul (SIGMA Chemie GmbH)

CH, n-Dodecanul este un alcan superior cu 12 atomi de

H,C CH, carbon, cu aspect uleios si care prezintd numerosi
izomeri de structura (figura 23).

CH, CH,
Figura 23. Structura chimica a n-dodecanului.

4. Ergosterolul (ergost-5,7,22-trien-3f) sau provitamina D2 este un compus lipidic de naturad
CH sterolicd Intalnit in membrana celulard la fungi si

3 . . . .
H=C " CHs protozoare, avand diverse functii asemanatoare (iu
HsC cele ale colesterolului din celulele animale. In

Chg celulele de drojdii, ergosterolul se gaseste in

H L e o
£ interiorul membranelor celulare, sub forma libera
sau ca esteri ai nucleului sterolic cu diferiti acizi

HO grasi (figura 24), [Veen et al., 2003].

Figura 24. Structura chimica a moleculei de
ergosterol.
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5. Acidul fumaric (acidul trans-butendioic) este un compus cu patru atomi de carbon, facand
parte, alaturi de acidul maleic, din categoria acizilor

O dicarboxilici nesaturati. Acidul fumaric se gaseste

H O in mod natural in anumite specii de ciuperci, licheni

\ OH si plante. A fost pentru prima data izolat din
Fumaria officinalis [Roa Engel et al., 2008] (figura

O 25).

Figura 25. Structura chimica a

moleculei acidului fumaric.

6. B-galactozidaza (lactaza sau 4-O[B—D-galactopiranozil]-D-glucopiranozd) este o enzima
responsabila de hidroliza lactozei, precum si a tuturor compusilor B-glicozidici. B-galactozidaza
este un tetramer format din patru lanturi polipeptidice identice, fiecare continand cate 1023
aminoacizi.

I11.3. Metode de masurare si analiza

1. Metoda staticd face parte din categoria metodelor biologice de determinare a
concentratiei oxigenului solvit sau a coeficientilor de transfer de masd al oxigenului, in
conditiile in care acest element constituie substratul limitativ [Cascaval et al., 2006, Van’t Riet,
1991].

2. Metoda dinamica face parte de asemenea din categoria metodelor biologice de
determinare a coeficientilor de transfer de masa al oxigenului si se aplica lichidelor de fermentatie
care contin biomasa. Comparativ cu metoda statica de determinare al oxigenului dizolvat in lichidul
de fermentatie, metoda dinamicd presupune pe langa influenta constituentilor mediilor de cultura
asupra vitezei de transfer al oxigenului si influenta modificarilor caracteristicilor reologice ale
lichidului de fermentatie odata cu evolutia biosintezei.

3. Metoda de dozare cromatografica de inaltd performanta in stare lichida (HPLC)
a fost utilizatd pentru cuantificarea tuturor compusilor rezultati in urma proceselor de
biosinteza. Pentru aplicarea acestei metode de cuantificare s-a folosit un sistem Dionex echipat
cu detector de tip UV si tip IR si doud tipuri de coloane. O coloand pentru carbohidrati
HyperRez Ca**(300-7,7 mm, 8 um) si o coloani pentru acizi organici, Acclaim OA (150-4,5
mm, 5 pm). in cazul primei coloane faza mobili a fost apa ultrapur, alimentata cu un debit de
0,6 ml/min, la o temperaturd a coloanei de 80°C, detectia realizdndu-se in domeniul IR.

A doua coloana a functionat utilizand ca faza mobila o solutie de sulfat de sodiu 40 mM,
la o temperatura a coloanei de 30°C, detectia realizdndu-se la 210 nm. Pentru cuantificarea
ergosterolului s-a utilizat o coloana de tip LiChrospher Si 100 (250-4,6 mm, 5 pm). Aceasta
coloand a functionat utilizdnd ca fazd mobild un amestec de n-hexan si tetrahidrofuran Intr-un
raport de 85:15, cu un debit de 1 ml/min, detectia realizandu-se la 280 nm.
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4. Metoda de dozare spectrofotometrica a fost utilizatd pentru cuantificarea unor
compusi rezultati in urma proceselor de biosinteza, precum si la masurarea cantitatii de biomasa
in timpul fermentatiilor. Lungimile de undé de detectie utilizate au fost:

- in spectrul UV la 280 nm pentru cuantificarea ergosterolului;
- in spectrul vizibil:
e 595 nm pentru cuantificarea concentratiei proteinelor totale biosintetizate de
Escherichia coli si
e 0660 nm pentru cuantificarea biomasei de Saccharomyces cerevisiae si

Escherichia coli.

CAPITOLUL IV
Studiul distributiei vitezei transferului de masa al oxigenului in diferite
lichide de fermentatie in prezenta n-dodecanului cu rol de
oxigen-vector

Sistemul de fermentatie tetrafazic este un sistem polifazic constituit din: faza gazoasa,
reprezentatd de aer (oxigen, dioxid de carbon, alte gaze), doua faze lichide (lichidul de fermentatie
si oxigen-vectorul reprezentat de n-dodecan) si cea de-a patra faza, faza solida reprezentata de
biomasa.

Desi literatura de specialitate oferd multiple corelatii pentru determinarea valorii kia,
existd incd numeroase Intrebdri cu privire la exactitatea predictiei acestui parametru din cauza
puternicei influente pe care o exercitd geometria bioreactorului si a limitelor restranse ale
domeniului de operare pentru care modelele matematice propuse sunt adecvate, precum si din
cauza metodelor experimentale utilizate pentru determinarea acestui parametru.

Mai mult decat atat, aplicabilitatea acestor relatii este limitatd la cateva specii de
microorganisme, iar aceste relatii cuantifica viteza de transfer de masa al oxigenului pentru o
anumita regiune din bioreactor, fara a se indica 1nsa si distributia vitezei de transfer al oxigenului
in Intreg volumul lichidului de fermentatie. Aceste limitdri devin si mai puternice in cazul
sistemelor de fermentatie aerobe care contin oxigen-vectori.

Din aceste motive, unul dintre obiectivele acestei teze este analiza distributiei vitezei
de transfer al oxigenului in lichidul de fermentatie in care este dispersat un oxigen-vector,
pentru un bioreactor cu amestecare mecanicd si diferite lichide fard biomasa (lichide de
fermentatie simulate) si lichide de fermentatie reale, care contin culturi de microorganisme
(bacterii — Propionibacterium shermanii $i levuri — Saccharomyces cerevisiae).

Experimentele au fost efectuate in bioreactorul de laborator de 5 litri (4 litri volum util),
Biostat A, B Braun Biotech International), cu sistem computerizat de monitorizare si control a
parametrilor, n care s-au utilizat lichide de fermentatie simulate si reale.

Turatia a fost mentinutd sub 600 rpm, iar debitul volumic al aerului a variat de la 75 1/h
la 450 1/h, corespunzitor unei viteze superficiale a aerului de 8,4-10" m/s.
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Lichidele de fermentatie simulate au fost realizate dintr-o solutie de carboximetilceluloza
sodica cu o comportare pseudoplastica si o viscozitate aparentd cuprinsa intre 10-96 cP. Lichidele
de fermentatie reale au fost realizate prin intermediul culturilor a doua tipuri de microorganisme,
dupa cum urmeaza:

* bacterii: Propionibacterium shermanii, Cx = 30,5-120,5 g/l s.u. si o viscozitate
aparenta cuprinsa intre 1,8-5,7 cP si

* levuri: Saccharomyces cerevisiae, Cx = 30-110 g/l s.u si o viscozitate aparentd
cuprinsad intre 2,2-7,8 cP.

Din cauza dificultatii masurarii in situ a viscozitatii In timpul experimentelor, aceasta a
fost masuratd Tnainte si dupa fiecare experiment folosind un viscozimetru rotativ Haake
Viscometer 6 Plus type. Ambele experimente precum si masuratorile viscozitatii au fost
realizate la 30°C. Pe parcursul experimentelor nu a fost Inregistratd nici o schimbare a
viscozitatii lichidelor de fermentatie sau a morfologiei microorganismelor utilizate.

Oxigen-vectorul utilizat a fost n-dodecanul, a carui fractie volumica in lichidul de
fermentatie a variat intre 0 si 20% vol. Pentru determinarea valorii kra s-a utilizat metoda
statica. Concentratia oxigenului dizolvat in lichidul de fermentatie a fost masurata cu ajutorul
unui electrod de oxigen de tipul InPro 6000 Series type (Metter Toledo) (figura 5).

Pentru analiza distributiei vitezei de transfer al oxigenului in interiorul lichidului de
fermentatie, electrodul de oxigen a fost introdus in patru pozitii diferite, dispuse vertical in
bioreactor incepand cu partea inferioard a acestuia dupa cum urmeaza:

* pozitia 1: la 20 mm

* pozitia 2: la 70 mm

* pozitia 3: la 120 mm

* pozitia 4: la 170 mm

Corelatiile matematice, care descriu influentele diferitilor factori asupra kra pentru cele
patru pozitii din interiorul lichidului de fermentatie, au fost dezvoltate utilizand softul MATLAB.
Pentru datele experimentale a fost efectuata o analiza de regresie liniara multipla, diferenta dintre
datele experimentale si cele modelate fiind cuantificatd prin abaterea medie patratica. Fiecare
experiment a fost efectuat de trei ori, in conditii similare de lucru, luand in calcul media valorilor
kra. Erorile maxime au variat intre +3,72 si +5,91%.

Rezultatele raportate in literatura de specialitate au indicat faptul cad adaugarea de
hidrocarburi 1n lichidul de fermentatie poate creste concentratia oxigenului dizolvat.

Efectul adaugarii oxigen-vectorilor asupra transferului oxigenului trebuie sa fie analizat in
stransd legdtura si cu caracteristicile lichidului de fermentatie, mai ales In cazul prezentei si
acumularii biomasei.

Mai mult decat atat, ca urmare a afinitatii diferite a celulelor microorganismelor pentru
picaturile de hidrocarbura, acestea pot fi mai usor adsorbite pe suprafata picaturilor de oxigen-vector
formand cu acestea asociatii, care pot fi ulterior mai usor adsorbite pe suprafata bulelor de aer.

Prin urmare, prezenta in lichidul de fermentatie a picaturilor de n-dodecan duce la
cresterea ariei interfaciale pentru transferul de masa al oxigenului.
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IV.1. Lichide de fermentatie simulate

Prezenta n-dodecanului in lichidul de fermentatie mareste considerabil concentratia
oxigenului dizolvat, fapt ce compenseaza efectul nefavorabil al unei viscozitati ridicate asupra
vitezei transferului de masa al oxigenului.

Prin urmare, fard a se lua in calcul valoarea viscozitatii aparentd a lichidelor de
fermentatie simulate, valoarea acestui coeficient a crescut odata cu cresterea fractiei volumice
a oxigen-vectorului. Astfel, la o viscozitate aparentd scazuta de 15 cP, pot fi observate doua
domenii de variatie ale coeficientului de transfer de masa al oxigenului (figura 26).
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Figura 26. Influenta concentratiei n-dodecanului asupra coeficientului de transfer de masa al oxigenului
la diferite valori ale viscozitati lichidelor de fermentatie simulate si la diferite puteri specifice.
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Ca efect al intensificarii amestecarii Insd, valoarea kiLa devine constantd la o fractie
volumica a oxigen-vectorului de 10% vol. Prin comparatie, analiza in conditii experimentale
similare ale unui sistem de fermentatie cu adaos de oxigen-vector conduce la o crestere de cateva
ori a vitezei de transfer de masa al oxigenului. Aceasta crestere a valorii transferului de masa a
fost descrisa prin intermediul factorului de amplificare.

Factorul de amplificare este o marime care descrie cresterea valorii transferului de masa
al oxigenului. Aceastd marime a fost definita ca raportul dintre valoarea krLa in prezenta oxigen-
vectorului, (kra)v, i cea in absenta acestuia, (kLa)o, in aceleasi conditii experimentale.

In figura 27 se poate observa faptul ci efectul pozitiv al adiugarii n-dodecanului
depinde de viscozitatea lichidului de fermentatie, de intensitatea amestecdrii, precum si de
pozitia electrodului de oxigen 1n interiorul bioreactorului. Pentru toate situatiile luate in calcul,
reducerea viscozitatii aparente, concomitent cu intensificarea vitezei de rotatie, conduce la
diminuarea efectului pozitiv al hidrocarburii asupra coeficientului transferului de masa al
oxigenului.
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Figura 27. Influenta concentratiei n-dodecanului asupra factorului de amplificare la diferite valori ale
viscozitatii lichidelor de fermentatie simulate si la diferite puteri specifice ((kLa), — valoarea ki a in prezenta

oxigen-vectorului, (kra), — valoarea kra in absenta oxigen-vectorului).
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IV.2. Suspensii de Propionibacterium shermanii

Propionibacterium shermanii este principala bacterie aeroba capabild sd producd

vitamina B2 la scard industriald. Desi efectele prezente ale celulelor acestei bacterii asupra

caracteristicilor reologice ale lichidului de fermentatie si ale vitezei de transfer al oxigenului

sunt mai putin importante prin comparatie cu celelalte tipuri de microorganisme, totusi ele nu

pot fi neglijate. Mai mult, afinitatea celulelor pentru picaturile de hidrocarbura reprezinta un

factor important in controlul transferului de masa al oxigenului in sistemele de fermentatie care

contin oxigen-vectori.
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Figura 29. Influenta concentratiei n-dodecanului asupra coeficientului de transfer de masa al oxigenului

la diferite concentratii ale biomasei si la diferite puteri specifice (Cx — concentratia biomasei, s.u. —

substanta uscatd).
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Din figura 29 se poate observa, pentru toate pozitiile senzorului, ca viteza de transfer al
oxigenului se intensificd odatd cu cresterea concentratiei n-dodecanului si cu cea a puterii
specifice. Totusi, alura graficelor care reprezintd dependenta dintre coeficientul de transfer de
masd al oxigenului si fractia volumica al oxigen-vectorului se modificad odatd cu cresterea
concentratiei biomasei $i a intensitatii amestecarii.

Prin urmare, indiferent de pozitia din interiorul bioreactorului, la intensitati mai mari ale
amestecdrii si pentru fractii volumice ale n-dodecanului mai mari de 15% vol., valoarea
coeficientului transferului de masa al oxigenului raméane la un nivel constant.

Spre deosebire de lichidele de fermentatie simulate, in lichidele de fermentatie reale
efectul favorabil al adaosului oxigen-vectorului este diminuat ca urmare a adsorbtiei celulelor
bacteriene pe suprafata picaturilor de oxigen-vector.

Odata cu intensificarea puterii specifice, la concentratii mai mari ale biomasei, fenomenul
de desorbtie devine mai pronuntat. Din acest motiv, odatd cu intensificarea amestecarii, valoarea
concentratiei biomasei de Propionibacterium shermanii pentru care se obtine un minim al
raportului (kra)v/(kLa)o este redusa. Mai mult, pe intreaga indltime a lichidului de fermentatie
concentratia biomasei este distribuitd neuniform ca rezultat al depunerii celulelor la partea
inferioara a bioreactorului. Intensitatea amestecarii este si ea neuniforma, fiind mai scazutd in
pozitiile 2 si 3 comparativ cu regiunea inferioard, respectiv cea superioard. Luand in considerare
toate aceste aspecte, valoarea factorului de amplificare inregistratd pentru pozitiile 2 si 3 este

inferioara valorilor obtinute pentru pozitiile 1 si 4.

IV.3. Suspensii de Saccharomyces cerevisiae

Valorile viscozitatilor sistemelor de fermentatie cu suspensii de celule bacteriene si ale
celor cu suspensii de celule levuriene sunt apropiate. In absenta n-dodecanului, pentru
concentratii similare ale biomaselor celor doua sisteme, valorile coeficientului de transfer de masa
al oxigenului variazd in functie de parametrii constructivi ai bioreactorului si de conditiile
specifice de operare. Cu toate acestea, o afinitate sporitd pentru faza organica in cazul levurilor
induce un comportament diferit in comparatie cu cel al bacteriilor, celulele levurilor fiind
adsorbite pe suprafata picaturilor de hidrocarbura pe parcursul intregului proces de fermentatie.
Din figura 32 se poate observa faptul ca in conditii experimentale similare, in prezenta n-
dodecanului, valoarea vitezei de transfer de masa al oxigenului in lichidul de fermentatie, care
contine microorganismul Saccharomyces cerevisiae, este mai mica comparativ cu valoarea kra
pentru lichidul de fermentatie care contine celule bacteriene.

Ca rezultat al distributiei neuniforme a intensitatii amestecdrii si a concentratiei biomasei
pe inaltimea lichidului de fermentatie, cea mai mare valoare a coeficientului de transfer de masa
al oxigenului a fost inregistratd pentru pozitiile 4, respectiv 1, in timp ce valorile cele mai scazute
corespund pozitiilor intermediare 2 si 3. Variatia factorului de amplificare in timpul acumularii
celulelor de Saccharomyces cerevisiae in lichidul de fermentatie este complet diferitd fatad de

observatiile anterioare pentru suspensiile bacteriene.
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Figura 32. Influenta concentratiei n-dodecanului asupra coeficientului de transfer de masa al oxigenului

la diferite concentratii ale biomasei celulelor de drojdie si la diferite puteri specifice.
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Figura 33. Influenta concentratiei biomasei levuriene asupra factorului de amplificare la diferite valori

ale puterii specifice.
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Astfel, in cazul suspensiilor de Saccharomyces cerevisiae, raportul (kLa)v/(kLa)o atinge o
valoare maxima, dupa care inregistreaza o diminuare a valorilor (figura 33).

Desi intensitatea aeratiei determind efecte similare, cresterea consumului de putere
conduce, de asemenea, la cresterea fractiei volumice de aer in lichidul de fermentatie si
diminuarea gradului de acoperire ale suprafetelor bulelor de aer de catre picaturile de
hidrocarbura. In consecinta, factorul de amplificare este redus. Din cauza acestor efecte opuse,
influenta vitezei de aerare asupra factorului de amplificare pentru suspensiile de Saccharomyces
cerevisiae este diferita fatd de cea Inregistrata pentru lichidele de fermentatie simulate si pentru
cele cu suspensii microbiene. In acest caz, valoarea maxima a raportului (kva)v/(kia)o este atinsa
la o vitezi superficiald a aerului de 3,35-10 m/s si scade de la 4,4 la 2,2 odati cu acumularea

biomasei de Saccharomyces cerevisiae de la 30 la 110 g/l s.u.

IV .4. Corelatii pentru distributia vitezei de transfer al oxigenului

Pe baza datelor experimentale realizate s-au obtinut corelatii matematice care descriu si
stabilesc influenta concentratiei oxigen-vectorului, a viscozitatii aparente, a concentratiei
biomaseli, a puterii specifice si a vitezei superficiale a aerului asupra coeficientului de transfer de
masa al oxigenului pentru cele patru pozitii alese arbitrar din interiorul lichidului de fermentatie.

In functie de sistemul studiat, au fost considerate dou ecuatii generale:

a. pentru lichidele de fermentatie simulate (ecuatia 20):

P.\Y
kpa = a-naf - (32) - v (20)
b. pentru lichidele de fermentatie reale cu suspensii de Propionibacterium shermanii si

Saccharomyces cerevisiae (ecuatia 21):

kira=a- CXB - (E)y v° (21)

unde:

kra - coeficientul de transfer de masa al oxigenului, 1/s

Na - viscozitatea aparentd, Pa's

P./V - puterea specifici, W/m?

vs - viteza superficiald a aerului, m/s

Cx - concentratia biomasei, g/l s.u.

® - fractia volumica a oxigen-vectorului

a, B, v, O - parametrii ecuatiilor

Valorile coeficientilor 3, y si 6 au valori dependente de concentratia n-dodecanului.

Acestia au fost calculati prin metoda multiregresiei utilizdnd programul MATLAB. Astfel, au
fost obtinute urmatoarele corelatii:
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a. pentru lichidele de fermentatie simulate (ecuatiile 22-25):

pozitia 1

¢
1,27
kpa = 1,18 [“—3“] ,1/s (22)

Vsz,12.(P_‘;a)
pozitia 2
¢
T]a3,63
kia=112 - |———=| , 1/s (23)
VSO,SS.(%) '
pozitia 3
¢
T]211,91
kra=172 |———=x| ,1/s (24)
Vso,35.(P_Va) '
pozitia 4
2,67

¢
kLa=2,17-[ LW 377] ,1/s (25)

P ’
1.(Za
vs031(3)

b. pentru lichide de fermentatie reale cu suspensii de Propionibacterium shermanii (ecuatiile
26-29):

pozitia 1
CX1,61 q)
kLa =0,76- W ) 1/5 (26)
v ()
pozitia 2
C 2,27 ¢
kpa=2,38-10"2- W ,1/s (27)
v ()
pozitia 3
CX0,31_(P_a)O‘15 ¢
kja=381-10"2- TZ() , 1/s (28)
pozitia 4
0257¢
kja= 374-10‘2-[%] 1/s (29)
L& = % v 8721073 ’

c. pentru lichide de fermentatie reale cu suspensii de Saccharomyces cerevisiae (ecuatiile 30-
33):

25



pozitia 1

8461072 ¢
kia=891-10"2 |- | 1 30
La ) P07 | 7 /S ( )
Vso,39.(_a)
v
pozitia 2
C 195 ¢
kpa=710-10"2|—X | 1/s G1)
Vso,74.(_a)
v
pozitia 3
CXO,Sl_(P_a)O’11 ¢
kLa = 6,12 ' 10_3 ) [W] f 1/S (32)
pozitia 4
CX°’33-(P—a)0132 ¢
kLa =9,16- 10_3 : [W] ) 1/S (33)

Ecuatiile propuse oferd o buna corelatie cu datele experimentale, abaterea medie fiind
de + 6,92% pentru lichidele de fermentatie simulate, de + 8,40% pentru lichidul de fermentatie cu
suspensii de Propionibacterium shermanii si de = 9,73% pentru cel cu suspensii de Saccharomyces

cerevisiae.

IV.5. Concluzii

Adaugarea oxigen-vectorului respectiv a n-dodecanului, in lichidul de fermentatie
determind o crestere de cateva ori a vitezei de transfer de masa al oxigenului comparativ cu
sistemele de fermentatie aerobe conventionale, fard a mai fi necesara o amestecare suplimentara
sau o intensificare a aeratiei.

Insi influenta oxigen-vectorului asupra valorii coeficientului volumic de transfer de
masa al oxigenului si al distributiei vitezei de transfer in interiorul lichidului de biosinteza
trebuie sd fie analizatd in corelatie cu caracteristicile lichidului (viscozitatea aparenta si
concentratia biomasei), parametrii de operare ai bioreactorului si, cel mai important, afinitatea
celulelor microorganismelor pentru picaturile de hidrocarbura.

Amplitudinea influentei factorilor considerati difera in interiorul lichidului de
fermentatie de la o regiune la alta. Efectul pozitiv al adaosului de n-dodecan a fost inregistrat
pentru toate cele patru pozitii din interiorul bioreactorului, fiind mai important pentru lichidele
de fermentatie simulate si pentru lichidele de fermentatie reale cu suspensii de
Propionibacterium shermanii, ca urmare a absentei sau a slabei afinitati ale celulelor pentru

picaturile de hidrocarbura.
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Desi valorile obtinute ale variatiilor, care redau dependenta dintre viteza de transfer de
masa al oxigenului si puterea specifica, sunt foarte apropiate pentru cele trei sisteme studiate,
influenta intensificarii amestecdrii depinde si de tipul lichidului de fermentatie

In fermentatiile reale cu suspensii bacteriene, indiferent de pozitia din interiorul
bioreactorului, coeficientul de transfer de masa al oxigenului creste odatd cu intensificarea
amestecarii, atinge o valoare maxima, apoi descreste. Aceastd variatie este mai pronuntata in
cazul suspensiilor celulare mai putin concentrate.

In toate cazurile studiate, influenta vitezei superficiale a aerului a fost similari cu cea
a influentei intensitatii amestecarii asupra factorului de amplificare.

CAPITOLUL V
Studiul influentei n-dodecanului asupra eficientei biosintezei
ergosterolului

Studiile asupra transferului de masa al oxigenului in lichidele de fermentatie care contin
suspensii de Saccharomyces cerevisiae, prezentate in capitolul anterior, au indicat faptul ca
prezenta oxigen-vectorilor in lichidul de fermentatie determina o Tmbunatatire a coeficientului de
transfer de masa al oxigenului de citeva ori, magnitudinea acestui efect depinzand de concentratia
hidrocarburii, de puterea specifica si de afinitatea celulelor microbiene fatd de picaturile de
hidrocarbura. Aceasta Tmbunatatire a coeficientului de transfer de masa al oxigenului poate
conduce si la marirea cantitdtii de produs final biosintetizat.

Pornind de la premisa referitoare la influenta pozitiva a prezentei oxigen-vectorilor in
lichidele de fermentatie, ca urmare a unei relatii directe dintre imbunatatirea coeficientului de
transfer de masa al oxigenului si cantitatea finald de produs biosintetizat, studiile efectuate in
cadrul acestui capitol al tezei de doctorat isi propun investigarea potentialului efect pozitiv al
addugarii oxigen-vectorilor in lichidul de fermentatie in scopul imbunatatirii biosintezei
ergosterolului de citre Saccharomyces cerevisiae. In acest sens, s-a utilizat n-dodecanul drept
oxigen-vector (in diferite fractii volumice) si s-a analizat In mod comparativ sistemele de
fermentatie cu si fara adaos de oxigen-vector. De asemenea, sistemele care au continut oxigen-
vector au fost analizate In regim de fermentatie discontinud si in regim de fermentatie

semicontinua (sisteme 1n care a fost adaugat periodic substrat, respectiv glucoza).

V.1. Tehnica experimentala

Mediul solid de crestere pentru culturile celulare de Saccharomyces cerevisiae (15 ml) a
fost realizat pe placi Petri. Pe acest mediu au fost insaimantate celulele de Saccharomyces cerevisiae,
crescute, ulterior, In incubator la 30 + 1°C timp de 20 de ore.

O colonie din aceasta cultura a fost apoi transferatd in 50 ml de mediu lichid steril, cu
aceeasi compozitie ca cea a mediului de cultura pentru fermentatie, si incubata la 30°C si 180 rpm
pentru 24 h, in vederea obtinerii inoculului pentru fermentatie. Pentru realizarea fermentatiilor
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s-a utilizat un bioreactor de laborator cu o capacitate de lucru de 1 litru volum util, de tipul Fermac
360 produs de Electrolab UK, echipat cu sistem automat de masura si control.

Dupa pregatirea mediului de culturd, acesta a fost sterilizat in autoclava, la o temperatura
de 121°C, timp de 30 de minute, simultan cu solutia de glucoza sterilizata separat. Dupa sterilizare
si racire pana la temperatura de fermentatie, mediul a fost inoculat cu 5% vol. inocul.

Pentru sistemul de fermentatie semicontinud s-a realizat, in aceleasi conditii experi-
mentale, un mediu de culturd cu aceeasi compozitie chimicd; in plus, s-a realizat o solutie sterila
de glucoza cu o concentratie de 60 g/l, care a fost addugata automat cu ajutorul unei pompe
peristaltice la fiecare 30 de minute ale procesului. Fermentatiile s-au desfasurat la o temperatura
de 30°C, 300 rpm si un debit de aer de 5 I/h, pe parcursul a 48 h de fermentatie. Valoarea pH-ului
a fost mentinutd 1n jurul valorii de 5,4 cu ajutorul unei solutii de amoniac cu o concentratie de
25%. Oxigen-vectorul utilizat a fost n-dodecanul. Hidrocarbura a fost addugatd in lichidul de
fermentatie la Inceputul procesului de biosinteza, sterilizatd prin ultrafiltrare pe membrane, iar
concentratia a variat intre 0 si 15% vol. Biomasa obtinutd in timpul procesului de biosinteza a
fost separata prin centrifugare si supusa procesului de extractie.

Fiecare experiment a fost efectuat de cel putin trei ori, in conditii identice de lucru, pentru
rezultatele obtinute utilizandu-se valoarea medie a parametrilor masurati. Eroarea experimentala
maxima a variat intre + 4,22 si + 5,08%.

V.2. Sistemul de fermentatie discontinua

Prezenta oxigen-vectorului in lichidul de fermentatie faciliteazd consumul substratului
glucidic in primele ore ale procesului de biosinteza. Astfel, din figura 40 se poate observa cé la o
concentratie a oxigen-vectorului mai mare de 10% vol. este redusa viteza de consum a
substratului glucidic.
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Figura 40. Variatia concentratiei glucozei si a concentratiei biomasei in timpul procesului de fermentatie
discontinua (glucoza: o — pentru 0% vol. n-dodecan, m — pentru 5% vol. n-dodecan, ¢ — pentru 10% vol.
n-dodecan, ¢ — pentru 15% vol. n-dodecan; biomasa: A — pentru 0% vol. n-dodecan, A — 5 pentru % vol.

n-dodecan, V — pentru 10% vol. n-dodecan, ¥ — pentru 15% vol. n-dodecan).
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Aceasta variatie Tn ceea ce priveste consumul glucozei in prezenta diferitelor fractii
volumice ale oxigen-vectorului (valori mai mici de 10% vol., respectiv mai mari de 10% vol.)
apar ca urmare a efectelor hidrocarburii asupra cantitétii oxigenului dizolvat din lichidul de
fermentatie, precum si a metabolismului celulelor levuriene.

Prezenta n-dodecanului conduce la o crestere a concentratiei oxigenului dizolvat si a
coeficientului de transfer de masa al oxigenului in lichidul de fermentatie, avand un efect
pozitiv asupra cresterii biomasei si a vitezei de consum al substratului glucidic.

Cu toate acestea 1nsd, la o fractie volumica a n-dodecanului de 15% vol., consumul
glucozei este incetinit ca urmare a doud fenomene posibile: pe de o parte, efectul inhibitor
imprimat asupra celulelor de Saccharomyces cerevisiae de catre n-alcanii cu lant mai mare de 8
atomi de C si, pe de alta parte, de abilitatea celulelor drojdiilor de a consuma n-dodecanul ca sursa
suplimentara de carbon si energie.

Pe parcursul tuturor proceselor de biosinteza, variatia concentratiei biomasei este
asemdanatoare indiferent de fractia volumica a n-dodecanului.

Nivelul concentratiei oxigenului dizolvat in lichidul de fermentatie controleaza atat
cresterea biomasei, cat si echilibrul metabolic dintre utilizarea glucozei pentru producerea de
energie, de dioxid de carbon, de apa metabolica, si de biosinteza a etanolului.

Caurmare a metabolismului specific, Saccharomyces cerevisiae face parte din categoria
drojdiilor ,,Crabtree-pozitive”, acest microorganism fiind capabil sa biosintetizeze etanol, in
conditii aerobe, utilizand ca substrat glucoza. in aceste situatii, Saccharomyces cerevisiae este

capabila sa biosintetizeze etanol atat in absenta, cat si in prezenta n-dodecanului (figura 41).
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Figura 41. Variatia concentratiei ergosterolului si a concentratiei etanolului in timpul procesului de
fermentatie discontinud (ergosterol: = — pentru 0% vol. n-dodecan, 1 — pentru 5% vol. n-dodecan, ¢ —
pentru 10% vol. n-dodecan, ¢ — pentru 15% vol. n-dodecan; etanol: A — pentru 0% vol. n-dodecan, A —
pentru 5% vol. n-dodecan, V — pentru 10% vol. n-dodecan, ¥ — pentru 15% vol. n-dodecan).

Analizand biosinteza ergosterolului in sistemele de fermentatie cu oxigen-vector, s-a
stabilit ca cea mai mare cantitate de ergosterol (2,3%) s-a atins la 14 ore de fermentatie, in
prezenta a 5% vol. n-dodecan, in timp ce cea mai micd cantitate de ergosterol (1,6%), in aceleasi

conditii experimentale, s-a atins in prezenta a 15% vol. n-dodecan. in sistemul de fermentatie
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fara oxigen-vector, cantitatea maxima de ergosterol atinsa la sfarsitul perioadei de fermentatie
a fost de 1,3% (figura 41).
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Figura 42. Variatia concentratiei ergosterolului si a kra in functie de viteza de aerare in procesul de
fermentatie discontinud (ergosterol: A — pentru 0% vol. n-dodecan, ¥V — pentru 5% vol. n-dodecan, V—
pentru 10% vol. n-dodecan, A — pentru 15% vol. n-dodecan; kra: o — pentru 0% vol. n-dodecan, m —
pentru 5% vol. n-dodecan, ¢ — pentru 10% vol. n-dodecan, ¢ — pentru 15% vol. n-dodecan).

Cantitatea maxima de ergosterol produsa de celulele de drojdie corespunde unei viteze
superficiale a aerului de 2110 m/s pentru 5% vol. n-dodecan si pand la 17-10° m/s pentru 10
si 15% vol. hidrocarbura (figura 42). In acelasi timp, la o vitezi de aerare de peste 9-10™ m/s,
cea mai importanta concentratie de ergosterol a fost inregistratd pentru 5% vol. n-dodecan.

Aceste rezultate confirma rolul decisiv al fenomenului de inhibitie care se produce la
concentratii mari ale oxigenului. Prin intensificarea aeratiei la concentratii ale n-dodecanului de
peste 10% vol., pragul pentru inducerea efectului inhibitor al oxigenului este atins mult mai repede
si devine foarte important la o viteza superioara de aerare. Din acest motiv, la o viteza superficiald
a aerului de 2510 m/s, biosinteza ergosterolului pentru fermentatia fara hidrocarbura depaseste pe
cea obtinuta in fermentatie cu 10 si 15% vol. hidrocarbura. La aceasta valoare a vitezei de aerare si
in conditiile experimentale date, concentratia maxima de ergosterol a fost atinsd la 5% vol. n-
dodecan, din cauza efectelor inhibitorii mai putin importante ale hidrocarburii si ale oxigenului,
comparativ cu celelalte concentratii experimentale ale hidrocarburii.

V.3. Sistemul de fermentatie semicontinua

Atunci cand valoarea concentratiei glucozei a atins 10 g/1, 1n lichidul de fermentatie a fost
adaugat suplimentar substrat glucidic. Indiferent de fractia volumica a n-dodecanului adaugat in
lichidul de fermentatie, concentratia biomasei a crescut semnificativ. Aceasta crestere a biomasei
ca urmare a prezentei n-dodecanului in lichidul de fermentatie a fost diferita in cele doua sisteme
de fermentatie utilizate. Astfel, in sistemul de fermentatie semicontinud cresterea concentratiei
biomasei in prezenta oxigen-vectorului a fost mult mai mare, comparativ cu sistemul de

fermentatie discontinud, ca urmare a extinderii perioadei de crestere exponentiald a biomasei.
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Figura 43. Variatia concentratiei glucozei si a concentratiei biomasei in timpul procesului de fermentatie
semicontinud (glucozi: o — pentru 0% vol. n-dodecan, m — pentru 5% vol. n-dodecan, ¢ — pentru 10% vol.
n-dodecan, ¢ — pentru 15% vol. n-dodecan; biomasa: A — pentru 0% vol. n-dodecan, A — pentru 5% vol.

n-dodecan, V — pentru 10% vol. n-dodecan, ¥ — pentru 15% vol. n-dodecan).

In absenta oxigen-vectorului, concentratia celulelor de Saccharomyces cerevisiae a atins
o valoare de 46 g/l s.u. la 14 ore de la inceputul fermentatiei. Prin comparatie, pentru acelasi
interval de timp, pentru sistemul de fermentatie discontinua s-a atins o concentratie a biomasei de
34 g/l s.u.

Valoarea cea mai mare a vitezei de consum a glucozei s-a atins in prezenta a 10% vol.
n-dodecan, 1n timp ce valoarea cea mai mica a vitezei de consum a glucozei s-a atins la o fractie
volumica de 0% si 15% vol. n-dodecan.

In sistemul de fermentatie semicontinui, prin mentinerea unui nivel constant al
concentratiei glucozei in lichidul de fermentatie (10 g/l) si in prezenta oxigen-vectorului
(indiferent de fractia volumica), biosinteza etanolului s-a desfasurat pe durata intregului ciclu de
fermentatie. In acelasi timp, prin mentinerea unui nivel constant al concentratiei glucozei, se
inlatura consumul etanolului ca sursad suplimentara de energie de catre Saccharomyces cerevisiae
(figura 44). Desi ergosterolul a fost biosintetizat pe toata durata procesului de fermentatie, viteza
biosintezei acestui compus depinde de prezenta si de concentratia oxigen-vectorului din lichidul
de fermentatie (figura 44). Astfel, in sistemul de fermentatie semicontinua, la o fractie volumica
de 10% vol. n-dodecan, concentratia ergosterolului atinge o valoare maxima, comparativ cu
sistemul de fermentatie discontinud, unde o concentratie maxima a ergosterolului este atinsa in
prezenta unei fractii volumice de 5% n-dodecan.
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Figura 44. Variatia concentratiei ergosterolului si a concentratiei etanolului in timpul procesului de
fermentatie semicontinua (ergosterol: m — pentru 0% vol. n-dodecan, & — pentru 5% vol. n-dodecan,
pentru 10% vol. n-dodecan, ¢ — pentru 15% vol. n-dodecan; etanol: A — pentru 0% vol. n-dodecan, A —
pentru 5% vol. n-dodecan, V — pentru 10% vol.n-dodecan, ¥ — pentru 15% vol. n-dodecan).
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Figura 45. Variatia concentratiei ergosterolului si a kra in functie de viteza de aerare in procesul de
fermentatie semicontinud (ergosterol: A — pentru 0% vol. n-dodecan, V — pentru 5% vol.n-dodecan, V —
pentru 10% vol. n-dodecan, A — pentru 15% vol. n-dodecan; kra: o — pentru 0% vol. n-dodecan, m —
pentru 5% vol. n-dodecan, ¢ — pentru 10% vol. n-dodecan, ¢ — pentru 15% vol. n-dodecan).

In figura 45 se poate observa ci valoarea coeficientului de transfer de masa al oxigenului
creste de cateva ori odatd cu mdrirea fractiei volumice a n-dodecanului de la 0 1a 15% vol., acest
efect devenind mai pronuntat la o vitezd superficiala a aerului mai mare. Astfel, la o viteza a
aeratiei de 5-107 m/s, raportul dintre valoarea kca la o fractie volumica de 15% vol. n-dodecan
si valoarea kra la o fractie volumica de 0% vol. n-dodecan este 4,4. La o viteza de aeratie mai
mare (25-10° m/s), valoarea acestui raport este de 6,2.

Concentratia ergosterolului in interiorul celulelor de Saccharomyces cerevisiae variaza
cu viteza aeratiei. Aceasta variatie este rezultatul efectelor valabile si pentru fermentatia
discontinua, iar dependenta dintre cele doua procese in cazul variatiei acestor parametri sunt
asemanatoare (figura 45). Pe langd aceastd asemanare, din cadrul celor doua procese de
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fermentatie, cu privire la variatia concentratiei ergosterolului cu viteza de aeratie, prin
modificarea acestui ultim parametru, de la 5 la 25-10° m/s, se observi cum ergosterolul atinge
un maxim al concentratiei, dar si in prezenta n-dodecanului (figura 45). Astfel, se atinge o
concentratie maxima a ergosterolului la o viteza de aeratie de 2510 m/s si in prezenta a 5%
vol. n-dodecan, in timp ce aceeasi concentratie a ergosterolului n prezenta a 10 si 15% vol. n-
dodecan se atinge la o viteza de aeratie de 21-10° m/s.

Efectul oxigen-vectorului asupra biosintezei ergosterolului este analizat si prin
intermediul factorului de amplificare (Factorul R). Factorul de amplificare reprezinta raportul
dintre concentratia ergosterolului in fermentatia semicontinua si concentratia ergosterolului in
fermentatia discontinua (figura 46).
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Figura 46. Influenta concentratiei n-dodecanului asupra factorului de amplificare.

In acord cu discutiile precedente, efectul inhibitor al hidrocarburii apare la fractii
volumice ale n-dodecanului mai mari de 10% vol. si limiteaza astfel biosinteza ergosterolului in
ambele tipuri de fermentatie (discontinud si semicontinud). In consecinti, la aceste fractii
volumice ale hidrocarburii (mai mari de 10% vol.), factorul de amplificare atinge un nivel
constant in jurul valorii de 3,3. Aceasta valoare a factorului de amplificare indica faptul ca efectul
inhibitor al concentratiilor n-dodecanului mai mari de 10% vol. este atenuat de cantitatea mare a
biomasei existentd in fermentatia semicontinua.

V.4. Corelatii matematice pentru biosinteza ergosterolului in prezenta
oxigen-vectorului

Rezultatele datelor experimentale corespunzatoare sistemelor de fermentatie analizate
pentru biosinteza ergosterolului au reprezentat premisele propunerii a doud modele matematice
care sd descrie influenta concentratiei oxigen-vectorului, a concentratiei glucozei, a vitezei
superficiale a aerului si a duratei ferrmentatiei asupra concentratiei de ergosterol din interiorul
celulelor de Saccharomyces cerevisiae.

Expresia generala a ecuatiilor propuse a fost urmatoarea (ecuatia 34):
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Cp = a- CoyP - CgY + v°® (34)

unde:

Ce - concentratia ergosterolului (procent corespunzator masei celulare de substantd
uscatd), %

Cov - fractia volumica a n-dodecanului utilizat (%vol.)

Cg - concentratia glucozei, kg/m?

vs - viteza superficiald a aerului, m/s

a, B, v, 0 - coeficienti si exponenti, dependenti de conditiile de fermentatie.

Valorile coeficientilor a, B, y, 6 au fost calculate prin metoda multiregresiei, utilizand
programul informatic MATLAB.

Astfel, s-au obtinut urmatoarele corelatii:
a. pentru procesul de fermentatie discontinua (ecuatia 35):

093..,.0,16
— .1n-2.C%v "Tvs™
Cg=257-10 TET (35)
b. pentru procesul de fermentatie semicontinua (ecuatia 36):
= . Coy*03vs01s
Cg = 0,87 T (36)

unde tr - durata fermentatiet, h.

Ecuatiile propuse (35 si 36) sunt valabile pentru urmatoarele domenii de variatie ale
parametrilor studiati: Cov € [0, 0,15], Cg € [0, 60], vs € [5:107°, 25:10] si oferd o buni corelatie
cu datele experimentale, deviatia medie fiind +5,94% pentru fermentatia discontinud si +4,18%
pentru fermentatia semicontinua. Influentele parametrilor analizati anterior precum si importanta
fiecaruia in cadrul unui proces de fermentatie sunt indicate de semnul i marimea exponentilor
corespunzatori.

Dupa cum s-a precizat anterior, in cazul fermentatiilor discontinue fractia volumicd a
hidrocarburii are o influentd pozitiva semnificativa, rezultat al unei concentratii mai reduse de
substrat, 1n timp ce influenta vitezei superficiale a aerului este similard in ambele sisteme de

fermentatie.

V.5. Concluzii

Indiferent de fractia volumica a n-dodecanului prezent in lichidul de fermentatie, prin
mentinerea unui nivel constant al concentratiei glucozei (10 g/l) in sistemul de fermentatie
semicontinud, concentratia biomasei a fost superiord comparativ cu sistemul de fermentatie
discontinui, ca urmare a prelungirii perioadei de crestere exponentiald a masei celulare. In acelasi
timp, concentratia ergosterolului atinge o valoare de peste doud ori mai mare comparativ cu

sistemul de fermentatie discontinud, iar aceasta diferentd devine si mai accentuatd in prezenta
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oxigen-vectorului. Mai mult, in sistemele de biosinteza unde s-a utilizat oxigen-vector, prin
mentinerea constantd a concentratiei glucozei, hidrocarbura nu a mai fost consumata de catre
biomasa ca sursa suplimentara de carbon si energie.

O cantitate mare a biomasei induce o limitare mai puternica a difuziei oxigenului dinspre
bulele de aer catre celulele microbiene ca efect al cresterii viscozitdtii aparente a lichidului de
fermentatie si a frecventei interactiunilor de tip adsorbtie intre picaturile de hidrocarburi -
asociatiile celulelor de drojdie si bulele de aer. Din acest motiv, in sistemul de fermentatie
semicontinud a fost necesard o concentratiec mai mare a oxigen-vectorului pentru a se atinge
continutul maxim de ergosterol.

In acelasi timp, rezultatele experimentale au demonstrat ci peste o anumiti concentratie
a n-dodecanului 1n lichidul de fermentatie se manifesta efectul inhibitor al hidrocarburii asupra
cresterii biomasei si al metabolismului Saccharomyces cerevisiae, fapt ce conduce la reducerea
biosintezei ergosterolului. Prin mentinerea unei concentratii constante a substratului glucidic in
lichidul de fermentatie, ca urmare a unei concentratii ridicate a biomasei, este diminuat efectul
negativ al acumularii etanolului asupra biosintezei ergosterolului.

Factorul de amplificare indica valori supraunitare pentru intregul domeniu de concentratii
al oxigen-vectorului, subliniind astfel eficienta sistemului de fermentatie semicontinua in ceea ce
priveste acumularea biomasei levuriene si biosinteza ergosterolului. Prin intermediul rezultatelor
corespunzatoare sistemelor de fermentatie analizate pentru biosinteza ergosterolului, au fost
propuse doud modele matematice care au descris influenta concentratiei oxigen-vectorului, a
concentratiei glucozei, a vitezei superficiale a aerului si a duratei fermentatiei asupra
concentratiei totale de ergosterol rezultat In urma procesului de biosinteza cu Saccharomyces
cerevisiae.

Aceste modele matematice au permis predictia valorilor concentratiei de ergosterol in
celulele de Saccharomyces cerevisiae pe baza influentelor discutate.

Modelele au oferit o buna concordantd cu rezultatele experimentale, abaterile medii
variind intre +4,18% pentru sistemul de fermentatie semicontinud si +5,94% pentru sistemul de

fermentatie discontinua.

CAPITOLUL VI
Studiul influentei oxigen-vectorului asupra eficientei biosintezei
acidului fumaric

Acidul fumaric (acidul trans-butendioic) este un acid dicarboxilic cu patru atomi de
carbon, are o largd raspandire in natura, fiind produs de anumite specii de ciuperci, licheni si
plante. Acidul fumaric a fost pentru prima datd izolat din Fumaria officinalis (Familia
Papaveraceae) [Roa Engel et al., 2008], plantd dupa care compusul a fost denumit. Aceasta
specie face parte din categoria plantelor medicinale cu importante aplicatii curative si este
considerata o sursd majora de acid fumaric.
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Controlul oxigenului dizolvat in lichidul de fermentatie in timpul procesului de
biosintezd este considerat foarte important pentru biosinteza acizilor organici. Pornind de la
aceste premise, in acest capitol din teza de doctorat, ne-am propus investigarea potentialului
efect pozitiv al adaugdrii oxigen-vectorului in lichidul de fermentatie in scopul imbunétatirii
biosintezei acidului fumaric de citre Rhizopus oryzae, precum si investigarea potentialului
efect pozitiv al utilizirii peletilor in cadrul proceselor de biosintezi. In acest sens, s-a utilizat
drept oxigen-vector n-dodecanul si s-a analizat, In mod comparativ, influenta adaugarii in
diferite concentratii a hidocarburi, in sistemele de fermentatie aerobe. Procesul central al
fiecarui experiment a fost reprezentat de etapa de fermentatie aeroba din bioreactorul cu
amestecare mecanica, iar microorganismul utilizat a fost fungul filamentos Rhizopus oryzae
(Clasa Zygomycetes), tulpina ATCC 20344. Au fost realizate culturi celulare pe placi cu extract
de drojdie si malt agarizat care au fost ulterior incubate la 35°C, 7 zile, in vederea sporuldrii.

Fiecare experiment a fost efectuat de cel putin trei ori, in conditii identice de lucru,
pentru rezultatele obtinute utilizandu-se valoarea medie a parametrilor masurati.

VI.2. Sisteme de fermentatie aeroba fara oxigen-vector

In conformitate cu literatura de specialitate existd o legaturd direct intre morfologia fungilor

e S A°

. - R R si biosinteza acidului fumaric. Aceste asociatii

celulare specifice, peletii, sunt deosebit de eficiente
2 ? pentru procesul de biosinteza al acidului fumaric
‘ deoarece hifele specifice microorganismului nu se
mai pot infasura in jurul agitatoarelor, reducandu-se
considerabil, de asemenea si viscozitatea lichidului
de fermentatie. Astfel, morfologia biomasei
reprezintd un factor decisiv al perfomantei procesului
de biosinteza al acidului fumaric. Peletii sunt

mase sferice sau elipsoidale de hife cu o structurd

interna fluctuanta, variind de la diverse structuri
Figura 48. A. Peleti de Rhizopus oryzae hifale, peletii aerati, peleti densi, peleti compacti
dupa 24 h de incubare, B. pelet dupa 24 [Rodriguez et al., 2005].

ore la microscop, C. forma filamentoasa

initiala (foto original).

Un alt aspect deosebit de important pentru biosinteza acidului fumaric este eficienta
transferului de masa al oxigenului [Rodriguez et al., 2005].

Asadar, in cadrul fermentatiilor fara n-dodecan, putem observa consumul destul de lent
al glucozei in prima jumatate a perioadei de biosinteza (figura 52), Insotit de o acumulare redusa
a acidului fumaric in lichidul de fermentatie. In acelasi timp, concentratia oxigenului dizolvat

din lichidul de fermentatie descreste puternic pe masura dezvoltarii peletilor.
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In ceea ce priveste pH-ul, fungii se pot dezvolta in limite largi cuprinse intre 1,5 i 9, cu
o valoare optima in domeniul acid, la o valoare a pH-ului cuprinsd intre 5,5 si 6. Este bine
cunoscut faptul ca la biosinteza acidului fumaric in fermentatii cu Rhizopus, pH-ul mediului
scade foarte mult intr-un interval de 24 de ore de la inoculare, de la un pH initial de 5 la unul
de 2. pH-ul puternic acid al lichidului de fermentatie are un puternic efect negativ atat asupra
cresterii si dezvoltarii fungului Rhizopus oryzae, cit si asupra biosintezei acidului fumaric. In
acest sens, s-a considerat necesara adaugarea 1n lichidul de fermentatie a unui agent de
neutralizare (Na2CO3) care sd mentind un pH optim dezvoltdrii biomasei si a biosintezei
acidului fumaric. Mentinerea constanta a pH-ului la valori cuprinse intre 4,8-5,1 (figura 53) pe
intreaga perioada a biosintezei a reprezentat un factor care a permis dezvoltarea peletilor.

Mai mult, ca urmare a unei concentratii reduse a oxigenului dizolvat, peletii nu pot
utiliza Intreaga cantitate de azot disponibild, ceea ce a condus la un proces de fermentatie lent,
care a fost incheiat inainte ca substratul glucidic din lichidul de biosinteza sa se fi epuizat.
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Figura 52. Variatia concentratiei acidului fumaric in functie de consumul glucozei si al oxigenului

dizolvat intr-o fermentatie fungica fara oxigen-vector.
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Figura 53. Variatia valorii pH-ului, a concentratiei glucozei si a concentratiei etanolului intr-o

fermentatie fungica fara oxigen-vector.

In conditiile in care azotul este un element esential al metabolismului acizilor nucleici

ADN si ARN, al proteinelor, un mediu de cultura sarac in sursa de azot se rasfrange asupra
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multor activitati metabolice, mult mai mult decat in cresterea biomasei. In acelasi timp, tipul
sursei de azot poate influenta biosinteza acidului fumaric. O sursa de azot organica, cum ar fi
extractul de drojdie, are o influenta pozitiva asupra cresterii masei celulare, in timp ce o sursa
anorganica, cum ar fi (NH4)2SO4 determina cresterea cantitatii acidului fumaric.

Pe langi sursele de N si C ale mediului de culturi, ionii metalici (Mg?*, Zn**, Fe*"),
utilizati in proportie optima sunt esentiali pentru dezvoltarea si activitatea metabolica a fungilor.
Ionii metalici au o influentd majora aupra morfologiei fungilor filamentosi si a produsului de
biosinteza [83]. Este vorba despre peleti mici, sferici cu un diametru de aproximativ 1 mm.

In acelasi timp, pe masuri ce oxigenul dizolvat in lichidul de fermentatie este consumat
are loc si biosinteza etanolului (figura 53).

VI1.3. Sisteme de fermentatie aeroba cu oxigen-vector

Speciile genului Rhizopus sunt fungi aerobi care necesitd o alimentare continud cu
oxigen in cadrul unui proces de biosinteza, astfel in prezenta a 5% vol. n-dodecan, comparativ
cu sistemul fara oxigen-vector, viteza consumului glucozei este mai pronuntatd, atingdndu-se o
concentratie maxima finala de acid fumaric in lichidul de fermentatie de 33 g/1.

Se poate observa din figura 54 si din figura 55 ca, dupa aproximativ 100 ore de
fermentatie, Tn absenta n-dodecanului concentratia acidului fumaric se mentine la un nivel
constant, in timp ce in prezenta hidrocarburii concentratia acidului fumaric este Tmbunatatita.
Prin adaugarea oxigen-vectorului a fost Tmbundtatit consumul de glucoza. Substratul a fost
complet epuizat in cadrul fermentatiei cu n-dodecan in decursul a 140 ore de fermentatie, in
timp ce pentru sistemul fara hidrocarbura, glucoza reziduala a fost de aproximativ 20 g/I1.
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Figura 54. Variatia concentratiei acidului fumaric, a concentratiei glucozei si a concentratiei
oxigenului dizolvat intr-o fermentatie fungica cu 5% vol. oxigen-vector.
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Figura 55. Variatia comparativa a concentratiei acidului fumaric 1n sisteme de fermentatii

fungice fara oxigen-vector si cu 5% vol. oxigen-vector.

Pentru sistemul de biosinteza care contine o fractie volumica de 10% vol. n-dodecan, se
poate observa diminuarea semnificativa a concentratiei glucozei in primele 60 de ore ale
procesului, acest substrat fiind consumat aproape in intregime dupa aproximativ 80 de ore de
biosinteza (figura 56).

Adaugarea n-dodecanului in lichidul de fermentatie are ca efect consumul accelerat al
cantitatii de glucoza de catre Rhizopus oryzae, ca urmare a dezvoltarii si formarii peletilor si ca
rezultat al influentei unei disponibilitdti superioare a oxigenului dizolvat in sistemul de
biosintezd. Consumul accelerat al substratului glucidic este urmat de cresterea exponentiala a
concentratiei acidului fumaric, probabil si ca urmare a consumului n-dodecanului ca sursa
alternativa de carbon si energie.

Cu toate acestea, la sfarsitul procesului de fermentatie, concentratia acidului fumaric in
lichidul de fermentatie a atins o valoare de numai 23,35 g/I.
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Figura 56. Variatia concentratiei acidului fumaric, a concentratiei glucozei si a

concentratiei oxigenului dizolvat intr-o fermentatie fungica cu 10% vol. oxigen-vector.

Prin comparatie, pentru sistemele de fermentatie in care nu s-a folosit oxigen-vector si
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fumaric biosintetizat a fost mai mare decéat in sistemul de fermentatie unde s-a adaugat n-dodecan
intr-o fractie volumica de 10% vol. (figura 57).
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Figura 57. Variatia comparativa a concentratiei acidului fumaric in sistemele de fermentatie
fungice fara oxigen-vector, cu 5% vol. oxigen-vector si cu 10% vol. oxigen-vector.

Biosinteza acidului fumaric Intr-un sistem fermentativ cu Rhizopus oryzae este limitata
de prezenta si disponibilitatea oxigenului dizolvat in lichidul de fermentatie. In acest sens o
modalitate eficientd de a asigura un transfer de masa optim al oxigenului catre biomasa este
aceea de a stimula formarea peletilor mici, sferici, impiedicandu-se in acest mod formarea
aglomeririlor hifale. In aceste conditii este limitata foarte mult cresterea viscozitatii lichidului
de fermentatie, care are un efect negativ asupra proceselor de biosinteza in ceea ce priveste
transferul de masa al nutrientilor si al oxigenului catre biomasa.

Astfel, pe parcursul tuturor fermentatiilor realizate cu Rhizopus oryzae, procesele au
fost controlate in vederea obtinerii peletilor. S-au obtinut morfologii cu diametre cuprinse intre
1-5 mm, 1n absenta hidrocarburilor, in timp ce in prezenta n-dodecanului, peletii au avut
diametre mai mici de 1 mm (figurile 58 si 59).

C D

Figura 58. Evolutia peletilor de Rhizopus oryzae in cadrul fermentatiilor
cu 5% vol. oxigen-vector (A-22h, B-46h, C-94h, D-150h) (foto original).
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Figura 59. Evolutia peletilor Rhizopus oryzae in cadrul
fermentatiilor cu 10% vol. oxigen-vector (A-21h, B-51h, C-99h, D-141h).

La finalul proceselor de biosinteza, s-a obtinut, in medie, o concentratie a biomasei de
aproximativ 4,2 g/l s.u. in sistemul fard oxigen-vector, in timp ce In prezenta acestuia, la o
concentratie de 5% vol. n-dodecan, s-a obtinut o concentratie a biomasei de 4,5 g/l s.u., iar la o
concentratie de 10% vol. hidrocarburd o concentratie a biomasei de 5,5 g/1 s.u.

In sistemele unde s-au format peleti mici, cantitatea de biomasa formati a fost mai
abundenta, ceea ce a condus la o concentratie maxima a acesteia de 5,5 g/l s.u. pentru sistemul
cu 10% vol. n-dodecan (figura 61), efect necorelat insa cu un continut mai mare de acid fumaric.
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Figura 61. Analiza comparativa dintre biomasa si

cantitatea acidului fumaric biosintetizat.

Potrivit figurii 63, influenta pozitiva a prezentei hidrocarburii in lichidul de fermentatie
este corelatd cu amplificarea transferului de masa al oxigenului de aproximativ 1,3 ori. Acest
aspect este corelat cu mdrirea fractiei volumice al n-dodecanului de la 0 la 5% vol., o fractie
volumica mare a hidrocarburilor conduce la aparitia efectului de inhibitie a biosintezei acidului
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fumaric, fapt confirmat si prin scaderea coeficientului de transfer de masa al oxigenului de circa
1,5 ori in sistemele cu 10% vol. n-dodecan.
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Figura 63. Influenta concentratiei n-dodecanului asupra coeficientului de transfer de masa al

oxigenului si a concentratiei acidului fumaric.

V1.4. Concluzii

Biosinteza acidului fumaric este puternic dependentd de concentratia oxigenului
dizolvat din lichidul de fermentatie, motiv pentru care a fost propusa o strategie de Tmbunatatire
a performantei procesului de biosinteza.

Concentratia hidrocarburilor are o influentd semnificativa asupra biosintezei acidului
fumaric. Astfel, in prezenta a 5 % vol. n-dodecan, consumul de glucoza este mai pronuntat, ceea
ce induce o crestere a concentratiei acidului fumaric de aproximativ 1,2 ori.

Insi la o concentratie mai mare a hidrocarburii (10% vol. n-dodecan) s-a constatat un
efect de inhibitie asupra biosintezei acidului fumaric.

In cadrul procesului de biosintezi al acidului fumaric cu Rhizopus oryzae, s-a avut in
vedere obtinerea si mentinerea peletilor, asociatii celulare specifice acestor microorganisme,
deosebit de eficiente ca urmare a reducerii viscozitatii lichidului de fermentatie.

Mai mult, prin mentinerea constantd a parametrilor de lucru, s-a reusit optimizarea
dimensiunii peletilor sub 1 mm diametru, efect deosebit de important in vederea unui transfer de
masd Tmbunatatit al oxigenului, precum si evitarea in acest mod a dificultatilor care ar fi putut sa
apara 1n cazul altor tipuri de morfologii caracteristice acestor microorganisme.

Prin urmare, prezenta oxigen-vectorului in lichidul de fermentatie a avut un rol favorabil
in imbundtétirea performantelor procesului de biosinteza al acidului fumaric cu Rhizopus
oryzae, fractiile volumice ale n-dodecanului avand insa un efect direct asupra dezvoltarii
microorganismului, precum si asupra concentratiei finale al acidului fumaric.

Astfel, cantitatea maxima de acid fumaric a fost atinsd pentru 5% vol. n-dodecan, in
timp ce pentru sistemele cu 10% vol. hidrocarbura in lichidul de fermentatie, acidul fumaric a

scazut cu aproape 50%.
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CAPITOLUL VII
Studiul influentei n-dodecanului asupra eficientei biosintezei
p-galactozidazei

B-Galactozidaza (lactaza) (4-O[B—D-galactopiranozil]-D-glucopiranoza) este o enzima
responsabila de hidroliza lactozei, precum si a tuturor compusilor B-glicozidici.

Aceastd enzima este un compus deosebit de important atat in industria alimentara, cat
si In cea medicald. Biosinteza enzimelor este puternic influentatd de conditiile de crestere:
disponibilitatea nutrientilor, factorii de crestere si mediul intracelular. Astfel, fermentatiile cu
Escherichia coli sunt procese aerobe, necesitand o mare cantitate de oxigen.

Discutiile realizate in capitolele anterioare cu privire la transferul de masa al oxigenului
in diferite lichide de fermentatie au indicat faptul cd prezenta oxigen-vectorilor in lichidul de
fermentatie conduce la o imbunatatire de cateva ori a coeficientului de transfer de masa al
oxigenului, magnitudinea acestui efect depinzand de concentratia hidrocarburii, de puterea de
rotatie si de afinitatea diferita a celulelor microorganismelor fata de picéturile de hidrocarbura.

In ultimii ani, tot mai multe studii au raportat o activitate enzimatici imbunatitita
determinata de utilizarea oxigen-vectorilor pentru biosinteza diferitelor enzime.

Tindnd cont de toate aceste aspecte, scopul cercetdrii a fost obtinerea enzimei [-
galactozidaza, precum si studiul efectelor conditiilor de crestere ale biomasei in prezenta
oxigen-vectorului. Pentru atingerea acestor obiective s-au realizat mai multe procese de
fermentatie aeroba, fiecare experiment a fost efectuat de cel putin trei ori in conditii identice de

lucru, pentru analiza fiind utilizatd valoarea medie a parametrilor masurati.

VII.1. Tehnica experimentala

Fermentatiile au fost realizate in bioreactorul de laborator Fermac 360 produs de
Electrolab UK, cu o capacitate de 2 litri, 1 litru volum util, echipat cu sistem automat de masura
si control (figura 6, A).

VIIL.2. Metode de analiza si masurare

Activitatea specificd a B-galactozidazei a fost calculatd ca raport dintre activitatea
enzimatica a -galactozidazei si concentratia proteinelor din proba de analizat.

Fiecare experiment a fost efectuat de cel putin trei ori, in conditii identice de lucru,
pentru rezultatele obtinute utilizindu-se valoarea medie a parametrilor masurati. Eroarea

experimentald maxima a variat intre +5,22 si +£7,08%.
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VIL.3. Modelarea biosintezei p-galactozidazei in prezenta oxigen-vectorului cu
ajutorul retelelor neuronale

Pe baza datelor experimentale obtinute, au fost realizate modele neuronale pentru
procesele de fermentatie cu Escherichia coli, care combina sistemele bazate pe retele neuronale
artificiale (RNA) si algoritmi pentru modelarea si optimizarea unor procese chimice complexe
si anume algoritmi inspirati din comportamentul bacteriilor (BIA).

Retea
neuronala Predictii —»
artificiala

Parametrii
procesului

Parametrii

—

Algoritm inspirat
din

comportamentul
bacteriilor

Figura 64. Schema generala a metodologiei de modelare utilizata [Ciobanu et al., 2020].

VII.4. Sisteme de fermentatie aeroba cu oxigen-vector

In tulpina de Escherichia coli, expresia a peste 200 de gene este dependenti de
disponibilitatea oxigenului si, prin urmare, controlul aeratiei este extrem de important. Deoarece
limitarea oxigenului 1n faza de crestere exponentiala a biomasei are un impact puternic atit asupra
dezvoltarii masei celulare, cat si a vitezei de crestere, oxigenul dizolvat este mentinut, de obicei,
la o valoare mai mare de 20% prin intensificarea agitirii si a aeratiei. In acest sens, pentru a
mentine oxigenul dizolvat la 20%, viteza de rotatie se poate modifica de la 150 rpm la 400 rpm,
in schimb, prin intensificarea amestecarii, din cauza fortelor de forfecare dezvoltate, celulele
microbiene pot fi afectate. De asemenea, va creste si consumul de energie.

Prin adaugarea n-dodecanului in lichidul de fermentatie in diferite proportii, cuprinse
intr-un interval de 0,5 si 3% vol., fara intensificarea amestecdrii sau a aerdrii, rezultatele
experimentale au indicat o crestere semnificativa a concentratiei oxigenului dizolvat si a valorii
coeficientului de transfer de masa al oxigenului (kra).

Cu toate acestea, atunci cand in lichidul de fermentatie fractia volumica a n-dodecanului
a fost mai mare de 2% vol., o parte din cantitatea de hidrocarbura nu a fost pe deplin dispersata
in lichid, ducand astfel la formarea picaturilor de oxigen-vector care s-au acumulat la suprafata
lichidului de fermentatie, diminuindu-se in acest mod aria disponibila pentru transferul de masa
al oxigenului.

Adaosul hidrocarburii conduce la consumul accelerat al glucozei pentru 2% vol. oxigen-
vector din cauza vitezei superioare de crestere bacteriand in conditiile unei concentratii mai

mari a oxigenului dizolvat. Pentru 1% vol. si 3% vol., glucoza a fost consumata cu o viteza mai
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mare decat cea obtinutd in absenta oxigen-vectorului, insd sub cea corespunzatoare adaugarii a

2% vol. n-dodecan, dovedind efectul pozitiv al prezentei sale in lichidul de fermentatie.
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Figura 65. Rezultate comparative ale utilizarii oxigen-vectorului in diferite fractii volumice in
fermentatii aerobe (concentratia oxigen-vectorului: A-0% vol., B-1% vol., C-2% vol.,
D-3% vol.).

Valoarea maxima pentru activitatea enzimatica a 3-galactozidazei si a coeficientului de
transfer de masa al oxigenului, kia, a fost obtinutd pentru o concentratie de 2% vol. n-dodecan.
Fenomenul s-ar putea explica prin reprimarea biosintezei 3-galactozidazei ca urmare a limitarii
oxigenului in timpul fazei de crestere exponentiala a bacteriei (figura 66).

Comparativ cu fermentatia martor, rezultatele obtinute au aratat ca adaosul de 2% vol.
n-dodecan a cauzat o crestere a activitatii B-galactozidazei cu 42,88%.
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Figura 66. Influenta concentratiei oxigen-vectorului asupra acumularii biomasei si a activitatii

enzimatice a 3-galactozidazei.

In tabelul 4 sunt prezentate valorile kra obtinute in prezenta, respectiv, in absenta
oxigen-vectorului.

Tabelul 4. Efectul adaugarii unui n-alcan asupra coeficientului volumic al transferului de masa al

oxigenului si al activitatii enzimatice.

Concentratia n-dodecanului, %vol. 0 1 2 3
kray/ kprao 1 1,12 1,23 0,77
Cresterea activitatii enzimatice, % - 19 42 6

La adaosul de 2% vol. n-dodecan in fermentatiile cu Escherichia coli, rezultatele
prezentate in figura 67 arata o crestere a vitezei specifice de crestere a microorganismului,
precum si al continutului proteinelor intracelulare.
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Figura 67. Influenta concentratiei oxigen-vectorului asupra vitezei specifice de crestere,
a coeficientului de utilizare a substratului si a continutului proteic.

Cele mai mari valori ale coeficientului de utilizare al substratului si a cantitatii de p-
galactozidaza (continut de proteine) au fost obtinute dupa adaugarea de 2% vol. n-dodecan, desi
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consumul de glucoza a fost foarte ridicat in sistemul cu si fard oxigen-vector. Atunci cand
microorganismul se confrunta cu un metabolism oxidativ crescut, activitatea sa metabolicd va
fi stimulata pentru mentinerea unui echilibru al mediului intern, in aceste conditii putdndu-se
explica cantitatea crescuta de proteine [Anisha, 2017].

Cu toate acestea, o cantitate crescuta de oxigen-vector ar putea exercita asupra
metabolismului celular un stres oxidativ puternic, cu un impact negativ asupra acumularii
biomasei.

VIL.S. Sisteme bazate pe retele neuronale si algoritmi de optimizare inspirati din
comportamentul de alimentatie al bacteriilor pentru biosinteza B-galactozidazei in

prezenta oxigen-vectorului

Pe baza rezultatelor experimentale obtinute, in vederea stabilirii celui mai potrivit model
pentru fiecare parametru analizat, datele au trecut printr-o etapa de preprocesare, prin
intermediul strategiei Min-Max, iar apoi au fost repartizate la intdmplare in seturi de antrenare
(75%) si seturi de testare (25%).

Pentru cele mai bune modele obtinute a datelor de test, a fost realizatd o analiza
comparativa intre un set de date experimentale si predictiile obtinute pe baza sistemului bazat pe
retele neuronale artificiale (RNA) pentru activitatea enzimatica a B-galactozidazei. Pentru cele
mai bune modele RNA, R? este aproape de 1 (R? = 0,95482), ceea ce indicd o corelatie strinsi

intre rezultatele experimentale si predictiile RNA [Ciobanu ef al., 2020].

VII.6. Concluzii

Efectul n-dodecanului asupra fermentatiei cu Escherichia coli a aratat ca valorile relativ
ridicate ale concentratiei oxigenului dizolvat induse in timpul fermentatiei conduc la o crestere
a productivitatii biomasei si la un consum destul de rapid al substratului, respectiv al glucozei.

Comparativ cu fermentatia martor, in care nu a fost folosit oxigen-vectorul, rezultatele
privind biosinteza B-galactozidazei sugereazd cd adaugarea n-dodecanului in lichidul de
fermentatie favorizeaza semnificativ biosinteza biomasei si a enzimelor intracelulare specifice.

In conditiile unei concentratii mari ale oxigenului dizolvat in lichidul de fermentatie,
bacteria Escherichia coli is1 poate modula fluxul metabolic in favoarea cresterii biomasei.

Adaugarea n-dodecanului in lichidul de fermentatie a permis accelerarea metabolismului
intracelular oxidativ, care a promovat acumularea biomasei, sinteza de proteine si o pliere mai
corecta a [3-galactozidazei, care genereaza o imbunatire a activitatii enzimatice.

Prin urmare, prezenta oxigen-vectorului in lichidul de fermentatie a avut un rol benefic in
imbunatatirea performantelor procesului de biosinteza a B-galactozidazei cu Escherichia coli,
tulpina ATCC 15224, fractiile volumice ale acestuia avand un efect direct asupra dezvoltarii
biomasei, precum si asupra concentratiei finale a compusului de biosinteza.

In plus, procesul de biosintezi a B-galactozidazei a fost modelat utilizand o metodologie

care combina retelele neuronale artificiale cu algoritmi optimizati inspirati din comportamentul
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bacteriilor. Rezultatele obtinute in cazul ambelor metodologii de modelare au avut corelatii
bune (aproape de 1) si erori absolute medii de £7,28% in faza de test, fapt care sugereaza ca
modelul dezvoltat se poate aplica cu succes atunci cand se au in vedere aceleasi intervale ale

parametrilor procesului din cadrul acestui studiu.

CONCLUZII FINALE

Studiile experimentale realizate In cadrul tezei de doctorat au abordat o directie actuald
si de interes a ingineriei chimice si a biotehnologiei, si anume analiza si imbunatatirea unor
procese fermentative cu diverse microorganisme in sisteme polifazice gaz-lichid-lichid-solid,
prin utilizarea oxigen-vectorilor.

Rezultatele studiilor experimentale cuprinse in teza de doctorat, pot fi concluzionate
astfel:

1. Studiul introductiv inclus in primul capitol al tezei de doctorat, cu privire la
informatiile existente in literatura de specialitate, a evidentiat principalele aspecte referitoare la
transferul de masa al oxigenului in cadrul proceselor de fermentatie (mecanisme si cai specifice
de transfer), eficienta utilizarii In cadrul biosintezelor a compusilor cu rol de oxigen-vectori,
mecanismele de transfer de masa ale oxigenului in prezenta oxigen-vectorilor, aplicabilitatea si
valabilitatea modelelor matematice descrise pe baza unor procese fermentative cu adaos de
oxigen-vectori, precum si alte procese de biosinteza in care au fost utilizati oxigen-vectorii.

2. Studiile experimentale au fost efectuate cu ajutorul unor echipamente de laborator
adecvate, care au asigurat obtinerea unor rezultate precise, reproductibile si care au sustinut
valoarea stiintifica ale acestora. Ulterior, datele au fost prelucrate utilizand programe specifice.
Astfel, in functie de obiectivul urmarit, echipamentele experimentale principale au constat din
doua bioreactoare de laborator cu amestecare mecanica cu volume de 5 litri (4 litri volum util)
de tip Biostat B Braun Biotech International, respectiv 2 litri (1 litri volum util) de tip Fermac
360, Electrolab echipat cu sistem automat de masurare si control a datelor. Caracteristicile
geometrice ale bioreactoarelor si ale sistemelor de amestecare au fost prezentate in capitolul III,
subcapitolul III.1 (Echipamente). Pentru urmarirea evolutiei pH-ului si al oxigenului dizolvat
in lichidul de fermentatie s-au utilizat electrozi de pH si de oxigen de tip Metter Toledo. Valorile
parametrilor urmariti (pH, oxigen dizolvat, aeratia, turatia etc.) au fost Inregistrate de unitatea
computerizata a bioreactorului, iar valorile glucozei, ale etanolului, ale biomasei, a compusilor
biosintetizati au fost masurate cu ajutorul echipamentelor de laborator, special destinate servirii
acestui scop (Analizator Labo Trace pentru cuantificare glucozd, Analizor Funker Garber
pentru cuantificare etanol, Spectofotometru UV-Vis CAMSPEC, HPLC Dionex Ultimate
3000).

3. S-au folosit lichide de fermentatie simulate si lichide de fermentatie reale. Lichidele
de fermentatie simulate au fost realizate dintr-o solutie de carboximetilcelulozd sodica cu o
comportare pseudoplastica si o viscozitate aparentd cuprinsa intre 10-96 cP. Lichidele de

fermentatie reale au fost realizate folosindu-se culturi de bacterii (Propionibacterium shermanii
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si Escherichia coli, tulpina ATCC 15224), de levuri (Saccharomyces cerevisiae) si de fungi
(Rhizopus oryzae, tulpina ATCC 20344).

4. In cadrul experimentelor, s-au utilizat pentru mediile de culturd necesare cresterii si
dezvoltarii culturilor inocul si ale celulelor microbiene din bioreactor urmatorii compusi:
glucoza (sursa de carbon), peptona si extractul de drojdie (sursa de azot), sulfatul de amoniu,
potasiu dihidrogen fosfat, sulfatul de magneziu, sulfatul de zinc, clorura de calciu, clorura de
fier, clorura de sodiu, uleiul de silicon (agent antispumant) etc.

5. Oxigen-vectorul utilizat in toate studiile experimentale a fost n-dodecanul (SIGMA
Chemie GmbH), alcan superior cu 12 atomi de carbon, cu aspect uleios si care prezintd
numerosi izomeri de structurd. Aspectele legate de proprietatile fizice ale acestui compus au
fost prezentate in capitolul III. Fractia volumica a n-dodecanului in lichidul de fermentatie a
variat Intre 1% vol. si 15% vol.

6. Prelucrarea datelor experimentale a fost realizatd utilizand programe specifice,
OriginLab si MathLab, pentru stabilirea influentei diversilor parametri asupra proceselor de
biosinteza, stabilirea influentei addugarii n-dodecanului in lichidul de fermentatie asupra vitezei
de transfer de masa al oxigenului, precum si pentru obtinerea modelelor matematice care
descriu procesele studiate.

7. Din analiza distributiei vitezei transferului de masi al oxigenului in diferite
lichide de fermentatie in prezenta n-dodecanului, s-a observat faptul ca adaugarea oxigen-
vectorului in lichidul de fermentatie determina o crestere de cateva ori a vitezei de transfer de
masa al oxigenului comparativ cu sistemele de fermentatie aeroba conventionale, fara a mai fi
necesard o amestecare suplimentara sau o intensificare a aeratiei.

8. De asemenea, s-a observat ca influenta oxigen-vectorului asupra valorii coeficientului
volumic de transfer de masa al oxigenului si al distributiei vitezei de transfer in interiorul
lichidului de biosintezd depinde foarte mult si trebuie sa fie analizata in corelatie cu
caracteristicile lichidului de fermentatie (viscozitatea aparentd si concentratia biomasei), cu
parametrii de operare ai bioreactorului si, cel mai important, in acord cu afinitatea celulelor
microorganismelor pentru picaturile de hidrocarbura.

9. Amplitudinea influentei factorilor studiati diferd in interiorul lichidului de fermentatie
de la o regiune la alta. Transferul de masd al oxigenului a fost analizat prin intermediul
parametrului kra si al factorului de amplificare, raportul (kra)v/(kra)o, atat pentru lichide de
fermentatie simulate, cat si pentru lichide de fermentatie reale (suspensii de Propionibacterium
shermanii si suspensii de Saccharomyces cerevisiae).

10. Efectul pozitiv al adaosului n-dodecanului a fost inregistrat pentru toate cele patru
pozitii din interiorul bioreactorului luate in studiu, fiind mai important pentru lichidele de
fermentatie simulate si pentru lichidele de fermentatie reale cu suspensii de Propionibacterium
shermanii, ca urmare a absentei sau a slabei afinitati a celulelor pentru picaturile de
hidrocarbura. Astfel, afinitatea diferita a celulelor bacteriene si a celor levuriene pentru faza

organica induce variatii ale factorului de amplificare in timpul acumularii biomasei.
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11. Desi valorile obtinute ale variatiilor, care redau dependenta dintre viteza de transfer
de masa al oxigenului si puterea specifica, sunt foarte apropiate pentru cele trei sisteme studiate,
influenta intensificarii amestecarii depinde si de tipul lichidului de fermentatie.

Astfel, cresterea consumului specific de putere induce o influenta pozitiva asupra vitezei
transferului de masa al oxigenului pentru lichidele de fermentatie simulate si pentru cele care
contin suspensii levuriene cu un continut redus de masa celulara (la partea inferioard si la cea
superioard a bioreactorului), in timp ce in fermentatiile reale cu suspensii bacteriene, indiferent
de pozitia din interiorul bioreactorului, coeficientul de transfer de masa al oxigenului creste
odata cu intensificarea amestecarii, atinge o valoare maxima, apoi descreste. Aceastd variatie
este mai pronuntatd in cazul suspensiilor celulare mai putin concentrate.

12. In toate cazurile studiate, influenta vitezei superficiale a aerului a fost similard cu cea
a influentei intensitatii amestecarii asupra factorului de amplificare. Astfel, odata cu intensificarea
vitezei de aerare, turbulenta generata in sistem conduce la diminuarea factorului de amplificare,
ca rezultat al reducerii gradului de acoperire al picaturilor de hidrocarbura cu bule de aer.

13. Pe baza datelor experimentale realizate s-au realizat corelatii matematice care
descriu si stabilesc influenta diferitilor factori asupra coeficientului de transfer de masa al
oxigenului pentru cele patru pozitii alese arbitrar din interiorul lichidului de fermentatie si in

functie de sistemul studiat, au fost considerate doud ecuatii generale:

kja=a- T]aB . (%) - vg° (pentru lichidele de fermentatie simulate);
Y
kja= O(-CXB . (%) - v¢? (pentru lichidele de fermentatie reale cu suspensii de

Propionibacterium shermanii $i Saccharomyces cerevisiae).
Valorile coeficientilor B, y si & au avut valori dependente de concentratia n-dodecanului
si au fost calculati prin metoda multiregresiei utilizand programul MATLAB obtinandu-se

urmadtoarele corelatii:

- pentru lichidele de fermentatie simulate:

pozitia 1 pozitia 2
1P 0}
nat?7 4363
kLa =1,18"- 311 kLa =112 T P235
_Vsz,12.(7a) Vso,85.(7a)
pozitia 3 pozitia 4
¢ ¢
kpa =172 |[—o kpa =217 |—
La—= L,/74" 3,10 Ld = 417" 3,77
_Vso,35.(%) Vso,31.(%)

- pentru lichidele de fermentatie reale cu suspensii de Propionibacterium shermanii:

50



pozitia 1 pozitia 2

C 1,61 C 2,27 q)
kLa = 0,76 2 kLa = 2,38 - 10_2 2 819

333
v.046.(Pa v.0.66.(Pa
s \ s \

pozitia 3 pozitia 4
¢ 0,257%
B Cx %31 Pa) 015 ~ Cx 215 Pa)™
kpa=3,81-10"2- [VS+;/6) kpa=3,74-1072- —v58,7§-¥0)—3

- pentru lichidele de fermentatie reale cu suspensii de Saccharomyces cerevisiae:

pozitia 1 pozitia 2
. CX8,46-10_2 _2 cx M98
kLa = 8,91 -10 . W kLa = 7,10 -10 ' W
Vso‘39'(7) Vso‘”'(v)
pozitia 3 pozitia 4
¢ 0,327¢
~ CX0,81_ Pa 011 ~ CX0,33_ Pa\™
kLa=6,12-103.[V51,60% kLa=9,16'103'V5626%

Rezultatele modelarilor matematice s-au corelat cu rezultatele experimentale (abaterea
medie variind intre &+ 6,92% pentru lichidele de fermentatie simulate si = 8,40% pentru lichidele
de fermentatie reale cu suspensii de Propionibacterium shermanii si = 9,73% pentru suspensii
de Saccharomyces cerevisiae).

14. Studiile cu privire la influenta oxigen-vectorului asupra biosintezei ergo-
sterolului cu Saccharomyces cerevisiae au fost realizate pentru doua tipuri de fermentatie,
semicontinud si discontinud, iar fractiile volumice ale n-dodecanului au variat intre 0% vol. si
15% vol.

15. Pentru ambele tipuri de fermentatie, rezultatele experimentale au aratat ca adaugarea
unui lichid organic netoxic la fractii volumice adecvate pentru dezvoltarea biomasei de
Saccharomyces cerevisiae poate intensifica transferul de masa al oxigenului, imbunatitindu-se
astfel biosinteza ergosterolului. Cu toate acestea, rezultatele experimentale au demonstrat ca
peste o anumita concentratie a n-dodecanului in lichidul de fermentatie, se manifesta efectul
inhibitor al hidrocarburii asupra cresterii biomasei si al metabolismului Saccharomyces
cerevisiae, fapt ce conduce la reducerea biosintezei de ergosterol.

16. In perioada de crestere exponentiali a celulelor de Saccharomyces cerevisiae,
indiferent de concentratia oxigen-vectorului, cantitatea de ergosterol creste puternic simultan cu

cresterea semnificativi a biomasei (variatie corelatd cu consumul rapid al glucozei si al
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oxigenului). Ca urmare a sporirii nevoii de oxigen in vederea biosintezei, concentratia de
ergosterol este mai mare in sistemele de fermentatie cu oxigen-vector, comparativ cu sistemul
fara n-dodecan. Dupa 9 ore de fermentatie, viteza de biosinteza a ergosterolului incetineste, ca
urmare a epuizarii substratului glucidic si ca rezultat al efectelor negative create de hipoxie si de
biosintezd a etanolului. In absenta n-dodecanului, magnitudinea acestor efecte este mai
pronuntata.

Prezenta n-dodecanului in lichidul de fermentatie combinat cu mentinerea concentratiei
glucozei la un nivel constant in cadrul procesului de fermentatie semicontinua au determinat
triplarea cantitdtii de ergosterol biosintetizat in celulele levuriene.

17. Indiferent de fractia volumica a n-dodecanului prezent in lichidul de fermentatie,
prin mentinerea unui nivel constant al concentratiei glucozei (10 g/1) in sistemul de fermentatie
semicontinud, concentratia biomasei si cea a ergosterolului a fost superiord comparativ cu
sistemul de fermentatie discontinua, ca urmare a prelungirii perioadei de crestere exponentiala
a masei celulare (concentratia ergosterolului atinge o valoare de peste doud ori mai mare
comparativ cu sistemul de fermentatie discontinud).

18. Valoarea concentratiei oxigen-vectorului care corespunde unei valori maxime a
cantitatii de ergosterol depinde, In principal, de concentratia biomasei, in ciuda influentei negative
a viscozitdtii lichidului de fermentatie si a fenomenelor de blocare ale ariilor interfaciale de catre
adsorbtia pe suprafata bulelor de aer a asociatiilor picaturi de hidrocarbura- celule levuriene.

In cazul unei concentratii mari a biomasei, influenta pozitiva a hidrocarburii asupra
vitezei de transfer de masa al oxigenului este mai importanta la concentrafii mai mari ale n-
dodecanului (valoarea coeficientului de transfer de masa al oxigenului devine de aproximativ 4
ori mai mare comparativ cu sistemul de fermentatie discontinua).

19. Influenta pozitiva a hidrocarburii asupra vitezei de transfer de masa al oxigenului
devine mai pronuntata la o viteza de aeratie mai mare. Astfel, prin variatia vitezei aeratiei (5 -
25:107° m/s) si a fractiilor volumice ale n-dodecanului (5-15% vol.), se atinge o concentratie
maxima a ergosterolului pentru ambele tipuri de fermentatie.

20. Factorul de amplificare indicd valori supraunitare pentru intregul domeniu de
concentratie al oxigen-vectorului, subliniind astfel eficienta sistemului de fermentatie
semicontinud In ceea ce priveste acumularea biomasei levuriene si biosinteza ergosterolului. La
concentratii mai mari de 10% vol. ale n-dodecanului se manifesta efectul inhibitor al hidrocarburii
asupra dezvoltarii biomasei si asupra biosintezei ergosterolului, pentru ambele sisteme de
fermentatie.

21. Prin intermediul rezultatelor corespunzatoare sistemelor de fermentatie analizate
pentru biosinteza ergosterolului, au fost propuse doud modele matematice care au permis
predictia valorilor concentratiei de ergosterol in celulele de Saccharomyces cerevisiae pe baza
influentelor discutate.

Valorile coeficientilor a, B, v, 6 au fost calculate prin metoda multiregresiei, utilizand
programul informatic MATLAB obtinandu-se urmatoarele corelatii:
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- pentru procesul de fermentatie discontinua:

0,93 , 0,16
Cov Vs

4:10~2-
CGe, 0~2-tp

CE = 2,57 ) 10_2 -

- pentru procesul de fermentatie semicontinud:

0,63 .., 015
Cov Vs

41072t
Cg F

Cp = 0,87

Aceste modele au oferit o bund concordantd cu rezultatele experimentale; abaterile
medii variind intre + 4,18% pentru sistemul de fermentatie semicontinua si + 5,94% pentru
sistemul de fermentatie discontinua.

22. Studiile care au vizat influenta n-dodecanului asupra biosintezei acidului
fumaric cu Rhizopus oryzae, tulpina ATCC 20344, au demonstrat ca prezenta oxigen-
vectorului 1n lichidul de fermentatie a avut un rol benefic in Imbunatatirea performantelor
procesului de biosinteza al acidului fumaric, fractiile volumice ale n-dodecanului avand insa un
efect direct asupra dezvoltarii microorganismului, precum si asupra concentratiei finale al
compusului biosintetizat.

23. Experimentele s-au desfasurat in sisteme de fermentatie discontinua, iar morfologia
fungilor a fost controlatd in vederea formarii peletilor. Fermentatiile s-au efectuat in absenta si
in prezenta n-dodecanului.

24. In prezenta a 5% vol. n-dodecan, consumul de glucoza a fost mai pronuntat, ceea ce
a condus la o crestere a concentratiei acidului fumaric de aproximativ 1,2 ori, in timp ce la o
concentratie mai mare a hidrocarburii (10% vol. n-dodecan), s-a constatat un efect de inhibitie
asupra biosintezei acidului fumaric. Acest aspect a fost considerat ca fiind efectul cumulativ
negativ a doi factori: concentratia mai mare de n-alcani cu lant de peste 8 atomi de carbon, care
inhiba biosinteza acidului fumaric, si acumularea unei cantitati mari a biomasei in lichidul de
fermentatie care defavorizeaza, de asemenea, biosinteza acidului fumaric.

25. Prin mentinerea constantd a parametrilor de lucru, s-a reusit optimizarea dimensiunii
peletilor sub 1 mm diametru, efect deosebit de important in vederea unui transfer de masa
imbunatatit al oxigenului, precum si evitarea in acest mod a dificultatilor care ar fi putut sa
apara 1n cazul altor tipuri de morfologii caracteristice acestor microorganisme.

26. Cantitatea maxima de acid fumaric a fost atinsa pentru 5% vol. n-dodecan, in timp
ce pentru sistemele cu 10% vol. hidrocarbura in lichidul de fermentatie, acidul fumaric a scazut
cu aproape 50%.

27. Studiul referitor la efectul n-dodecanului asupra fermentatiei cu Escherichia
coli, tulpina ATCC 15224, a aratat ca valorile relativ ridicate ale concentratiei oxigenului
dizolvat induse 1n timpul fermentatiei conduc la o crestere a productivitatii biomasei si la un
consum destul de rapid al glucozei.
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28. Prezenta oxigen-vectorului in lichidul de fermentatie a avut un rol benefic in
imbunatatirea performantelor procesului de biosinteza a -galactozidazei cu Escherichia coli,
tulpina ATCC 15224, fractiile volumice ale acestuia avand un efect direct asupra dezvoltarii
biomasei, precum si asupra concentratiei finale a compusului de biosinteza.

Adaugarea n-dodecanului in lichidul de fermentatie a permis accelerarea metabolismului
intracelular oxidativ, care a condus la acumularea biomasei, la sinteza proteica si la o pliere mai
precisd a structurii $-galactozidazei, care genereaza o imbunatire a activitatii enzimatice.

29. Procesul de biosinteza a -galactozidazei a fost modelat utilizind o metodologie
care combina retelele neuronale artificiale cu algoritmi optimizati inspirati din comportamentul
bacteriilor. Rezultatele obtinute in cazul ambelor metodologii de modelare au avut corelatii
bune (aproape de 1) si erori absolute medii de +£7,28% in faza de test, fapt care sugereaza ca
modelul dezvoltat se poate aplica cu succes atunci cand se au in vedere aceleasi intervale ale
parametrilor procesului din cadrul acestui studiu.

30. Rezultatele propriilor cercetari s-au concretizat in elaborarea si publicarea a sase
lucrari stiintifice in reviste cotate ISI si opt participari la sesiuni stiintifice nationale si sesiuni

nationale cu participare internationala.
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