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(57) Rezumat:

Prezenta inveniie se referd la o tulpind de Chlorella
homosphaera, depusd la Culture Collection of Algae
and Protozoa, cu numarul de depozit CCAP 211/121,
care este destinatd utilizarii In procesele industriale de
fixare a bioxidului de carbon din diferitele emisii
gazoase sau pentru epurarea apelor uzate. Tulpina
conform inventiei prezintd o competenta ridicatd de
colonizare a nigelor ecotehnologice specifice, datorita
unei viteze de crestere de peste 0,275 OD/zi si a unui
timp de dublare sub 4 zile, formeaza fitocenoze cu

eficienid ridicatd n fixarea bioxidului de carbon si
rezistd la concentratii de bioxid de carbon de 7% gi
peste, si tolereazd concentratii ridicate de saruri, in
special, carbonat gi bicarbonat de sodiu, are
capacitatea de a creste impreund cu bacterii benefice,
pentru formarea de consortii microbiene, care se pot
utiliza pentru reducerea nivelului de azot si fosfor din
apele uzate, epurate.
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ECOTEHNOLOGICA

Prezenta inventie se refera la o tulpind de Chlorella homosphaera destinata
utilizarii in procesele industriale de fixare a bioxidului de carbon din diferitele emisii
gazoase sau pentru epurarea apelor uzate.

Sunt cunoscute o serie intreaga de tulpini de Chlorella, selectate pentru diferite
utilizari practice. Brevetul EP 1 142 985 descrie tulpina M-207A7 de Chlorella, obtinuta
prin selectie mutatorie, care este capabila sa creasca in medii care contin 1% si peste
clorura de sodiu, acumuland cantitati de 4% si peste clorofila in substanta uscata.

Cererea de brevet US 2010 / 00297292 se refera la o tulpind mutanta de
Chlorella prothecoides, depozitatd cu numarul PTA-10396 la American Type Culture
Collection (ATCC), care are un continut de cel putin 16% trigliceride cu acizi grasi
nesaturati si cel putin 40% proteine. Tulpina are un continut redus de pigmenti
asimilatori, carotenoizi si clorofila, si este destinata ca supliment pentru imbunatatirea
calitatilor nutritive ale diferitelor alimente carora pigmentii algali le-ar putea reduce
acceptanta.

O problema tehnica semnificativa, in cazul aerarii mediului de cultura al algelor
cu emisii industriale, in special gaze de ardere, este cea a rezistentei tulpinilor algale
la concentratii ridicate de CO;, NOy si SOy. Brevetul JP 3757325 prezinta tulpina HO-1
de Chlorella sorokiana, rezistenta la aerare cu gaze continand 5...20% bioxid de
carbon, 200 ppm SO,, 50 ppm NO,, Brevetul KR 100265034 (publicat si ca JP
3013990) expune o noua tulpina de Chlorella, KR-1, depozitatd sub numarul KCTC
0426BP, care este rezistenta la aerare cu gaze continand 10...70% bioxid de carbon
si 0....250 ppm bioxid de sulf.

In cazul utilizarii tulpinilor de micro-alge in procesele de epurare a apelor uzate
este necesar ca acestea sa reziste diferitilor poluanti existenti in acestia. Cererea de
brevet US 2010/002198 protejeaza o tulpina de Chlorella care apartine unei specii noi,
identificatad taxonomic, prin existenta in genomul sau a unei secvente specifice de
nucleotide. Aceasta tulpina apartinand unei noi specii este utilizata pentru cultivare in
medii cu 5% ape uzate, aerate cu emisii de gaze poluante provenite din procesele de
epurare.

In conditii de cultivare industriala, in special in cazul incintelor deschise,
tulpinile de Chlorella selectate pentru utilizari practice trebuie prezinte si: () o
capacitate mare de concurenta cu alte microorganisme fotosintetizante; si (i)
abilitatea de a forma consortii simbiotice cu efecte practice benefice, in special cu
bacteriilg-caresgresc in acelasi mediul cu algele (bacteriile de ficosfera). La nici una
S§ pana n prezent nu au fost revendicate astfel de proprietati, care
lonlzarea n|§e| ecotehnologlce cu formare de mlcroblocenoze
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Chlorella homosphaera 424, depozitata sub numarul CCAP 211/121 la Culture
Collection of Algae and Protozoa (CCAP), SAM Research Services Ltd., Scottish
Marine Institute, Aryll, UK). Tulpina prezintd o competenta ridicata de colonizare a
niselor ecotehnologice specifice datoritd unei viteze ridicate de crestere, de peste
0,275 OD/zi si a unui timp scurt de dublare, de sub 4 zile. Tulpina formeaza
ficocenoze cu eficienta ridicata in fixarea bioxidului de ardere din emisii industriale sau
in epurarea apelor uzate. Tulpina rezista la concentratii de 7% si peste bioxid de
carbon in gazele de aerare si tolereaza concentratii ridicate de saruri, in special
NaHCOs3 / Na,COs. Are capacitatea de a creste impreuna cu bacterii benefice, putand
fi utilizata in consortii pentru epurarea apelor uzate.

Tulpina de Chlorella homosphaera 424 prezinta urmatoarele avantaje:

v Capacitate ridicatda de a sechestra cantitdti semnificative de CO2, in solutii
nutritive minerale.

v Tolerarea concentratiilor mari de NaHCO3; / Na,COs, care asigura o ,interfata
fizico-chimica favorabila pentru chemosorbtia CO, in mediul de culturd, si a unor
concentratii mari a speciilor de carbon anorganic dizolvat in mediul de cultur;

v Conversie ridicatda a componentelor mediilor de crestere si a bioxidului de
carbon in biomasa algal3;

v Acumularea de lipide si alti compusi utili, cu sunt de exemplu carbohidratii, pe
tot parcursul cresterii culturii algale.

Prezenta inventie se ilustreaza prin urmatorul exemplu.

Exemplu. Tulpina de Chlorella homosphaera 424 a fost izolata dintr-o cultura
semi-industriald de Arthrospira platensis, in aer liber, pe mediu nutrient Zarouch cu
16,8 g/L NaHCO;. Tulpina se caracterizeaza prin celule solitare sau dispuse in
perechi, aceasta dispunere sugerand o diviziune celulara precedenta. Forma este
sferica sau subsferica, uneori ovald, polimorfismul fiind datorat atat conditiilor de
crestere cat si ciclului de viata. In stadii imbatranite poate forma un strat de mucilagiu
la suprafata celulelor. Celule sunt mici (4-5 pm mature, 1,5-3 um autosporii).
Reproducerea are loc fie prin diviziune mitotica simpla, fie prin formarea de autospori
ca urmare a 2 diviziuni succesive in interiorul peretelui celular al celulei parentale.
Resturile peretilor celulari parentali sunt prezente in suspensiile celulare si sunt
vizibile iIn microscopia optica. Organizarea celulara este simpla, peretii celulari fara
ornamentatii aparente, cloroplastul unic este dispus parietal si este aparent lipsit de
pirenoid. Tulpina creste bine pe un mediu nutritiv nespecific clorocococalelor si anume
in mediul Zarrouk, tolerand variatii mari ale pH in domeniul bazic (7,4-10).

Tulpina a fost selectata din colectia de microlage a Institutului de Cercetari
Blologlce din C|UJ Napoca AICB pnn crestere pe mediu nutrient Zarouch cu 16,8 g/L
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asigura o ,interfata” fizico-chimica favorabila pentru chemosorbtia CO, in mediul de
cultura: (iii) rate de crestere mari i timp de dublare scurt; (iv) randamente mari de
obtinere a biomasei algale; (v) acumularea de lipide si alti compusi valorosi pe
parcursul cresterii culturilor.

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 1, tulpina Chlorella homosphaera 424
avand rata de crestere exponentiala cea mai mare si timpul de dublare cel mai scurt
dintre tulpinile testate in conditiile experimentale date.

Tab.1. Rate de crestere si timpul de dublare al tulpinilor microalgale testate.

Nr Rata de crestere Timpul de
crt' Tulpina Denumirea taxonului exponentiald dublare
‘ (unit. OD/zi) (zile)
1 AICB 25 Chlorella fusca Shihira et Krauss 0,088 11,33
2 | AICB 166 Chilorella fusca Shihira et Krauss 0,253 3,95
3 | AICB 170 Chlorella fusca Shihira et Krauss 0,120 8,31
4 | AICB 272 Chlorella fusca Shihira et Krauss 0,213 470
5 | AICB 292 Chlorella fusca Shihira et Krauss 0,262 3,81
6 | AICB 425 Chlorella fusca Shihira et Krauss 0,138 7,27
7 | AICB 638 Chlorella fusca Shihira et Krauss 0,114 8,79
8 | AICB 424 Chlorella homosphaera Skuja 0,278 3,59
9 | AICB 431 Chlorella kessleri Fott et Novakova 0,143 7,01
10 | AICB 427 Chilorella lobophora Andreeva 0,122 8,17
11 | AICB 307 Chlorella luteoviridis Chodat 0,134 7.45
12 | AICB 570 Chilorella luteoviridis Chodat 0,229 4,36
13 | AICB 396 Chlorella sac'c\:nfirgzloaphila (Kruger) 0,151 6.62
14 | AICB 27 Chlorella vulgaris Beijerinck 0,049 20,32
Chilorella vulgaris Beijerinckvar.
15| AICBS8 autotrophica Shihira et Krauss 0,065 1538
16 | AICB 103 Chlorella vulgaris Beijerinck 0,116 8,59
Chlorella vulgaris var. vulgaris
17 | AICB 104 Beijernick 0,131 7,62
f. viride Chodat
18 | AICB 311 Chilorella vulgaris Beijerinck 0,083 12,08
19 | AICB 329 Chlorella vulgaris Beijjerinck 0,117 8,53
20 | AICB 555 Chilorella vulgaris Beijerinck 0,066 15,04
21 | AICB 565 Chilorella sp. 0,151 6,61
22 | AICB57 Coelastrum astroideum De Notaris 0,060 16,62
23 | AICB 639 Coelastrum astroideum De Notaris 0,169 5,92
24 | AICB 751 Coelastrum astroideum De Notaris 0,063 15,83
25 | AICB 773 Coelastrum sp. 0,085 11,72
26 | AICB 818 Coelastrum sp. 0,121 8,26
27 | AICB15 Chlorobotris simplex 0,065 15,87
28 | AICB 152 Chlorococcum hypnosporum Starr 0,086 11,65
29 | AICB 480 Chlorococcum hypnosporum Starr 0,193 5,19
Chlorococcum infusionum
30 | AICB 408 (Schrank) Meneghini in Schosser 0,093 1080
31 | AICB43 Chlorococcum minutum Starr 0,109 9,18
32 | AICB 579 Chlorococcum robustum (Gartner) 0,130 7,70
33 | AICB 160 Choricystis guttula Hindak 0,094 10,63
34 | AICB 125 Monoraphidium griffithii (Berkeley) 0,085 11,76
|35 AICB 337 Porphyridium purpureum 0,102 16,23
36 |-AICR 141 | Scenedesmus opoliensis P. Richter 0,061 16,47
g 'a'é-‘&:--,e\ICB\-\‘61 Synechocystis sp. 0,0963 10,21
ICECHI{
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Tulpina Chlorella homosphaera 424 a fost cultivatd intr-un sistem integrat
fotosintetizator original, descris pe larg in cererea de brevet A00288-2009. In esenta
acest sistem fotosintetizator original este compus dintr-un corp central sub forma de
cuva deschisa la partea superioard, in care sunt amplasate un numar variabil de
celule de fotosinteza, legate in parale!l prin conducte de alimentare cu solutii nutritive
(sau solutii nutritive + masa algala sau masa algala adusa la stadiul de crestere
exponentiald), respectiv prin conducte de alimentare cu gaze avand continut variabil
de dioxid de carbon. Deasupra cuvei fotobioreactorului se aflda amplasat sistemul de
iluminare. Sistemul fotobioreactor integrat imbina avantajele sistemului deschis de tip
iaz, cu cele ale sistemului cu placi plane, putdnd fi incadrat in clasa
fotobioreactoarelor hibride. Tulpina C. homosphaera 424, cu rate ridicate de crestere,
a fost considerata tulpina cu caracteristici optime de crestere in acest fotobioreactor
original, datorita ratei sale de crestere si a timpului de dublare.

Pentru testarea cresterii tulpinii s-au incarcat celulele de fotosinteza cu mediu
de cultura Zarouch cu 16,8 g/L NaHCO; si inoculul proaspat preparat, in raport
volumetric 9:1. Incdrcarea s-a facut pana la umplerea celulelor de fotosinteza, astfel
incat fluidul alimentat sa deverseze in bioreactor, peste deversoarele de prea-plin. S-a
cuplat sistemul de iluminare si apoi s-au introdus prin conducta de alimentare
amestecul de gaze cu dioxid de carbon, vehiculate de suflanta S8, cu un debit
prestabilit, care sa permita barbotarea si s& mentind o buna agitare a suspensiei in
celulele de fotosinteza.

S-au masurat zilnic, prin prelevare de prob,e urmatorii parametri; a)
turbiditatea exprimata prin densitatea optica (unitati OD); masuratorile au fost
efectuate pe un aparat model TURB 550/TURB 550 IR, PROLABMAS, Indonezia; b)
coeficientul de extinctie € (¢ = 678 nm); masuratorile au fost inregistrate pe un
spectrofotometru model UV-VIS Specord M400 Karl Zeiss Jena cu microprocesor i
dublu fascicol si cuve L=1 cm; ¢) pH —ul si temperatura; a fost folosit un pH-metru
model MultiLine P3 pH/LF, prevazut cu sonda de temperaturda, WTW GmbH
Germania; d) concentratia CO; si raportul NaHCO; / Na,COs3; determinarile au fost
facute prin analiza chimica; e) concentratia azotului in mediul de cultura si in biomasa;
determinarile au fost facute prin analiza chimica; f) concentratia biomasei in mediul de
cultura (g/L); determinarile au fost facute prin analizd gravimetrica; g) concentratia
fosforului in mediul nutritiv (ppm): determinarile au fost facute prin analiza
spectrometrica de emisie atomica cu plasma cuplata inductiv (ICP); h) continutul de
carbon, hidrogen, azot si sulf, din biomasa algala uscata; determinarile au fost facute
prin analiza elementala pe un aparat Perkin-Elmer 2400 Series Il CHNS/O Analyser.
Parametrii procesului de crestere si parametrii sistemului de nutrii;ie inregistrati
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Tab.2. Parametrii procesului de crestere si parametrii sistemului de nutritie
pentru Chlorella homosphaera 424

Tin?pul oD 13 oH T NaHCOs | Na:CO: | Biomasa | Ppeg, | Neons. | Coiomasa | Hbiomasa | Noiomesa | Stomasa
(zile) 678 nm (°C) (%) (%) {glL) (Ppm} | (ppm) (%) (%) (%) (%)
0 002 | 00985 | 873 | 25 14,11 1,91 0,03 486 | 389 | 4833 | 805 1164 | 155
1 006 | 01165 | 816 | 25 1277 244 012 452 | 3713 | 4629 | 7.81 1108 | 138
2 016 | 01602 | 821 | 25 13,61 233 0,56 417 | 355 | 4771 7.87 11,41 1,61
3 057 | 05690 | 838 | 25 14,62 2,01 1,10 355 | 308 | 4817 | 813 187 | 144
4 095 | 39271 | 882 | 25 14,87 1,96 173 308 | 254 | 4744 8 179 | 137
5 1,30 | 63490 | 829 | 25 15,54 1,64 2,73 262 | 203 | 4674 | 7,92 1158 | 146
6 155 | 93455 | 789 | 25 15,37 1,64 3,10 209 | 141 | 4807 | 7,92 1196 | 140
7 1,77 | 128375 | 7,81 | 25 13,52 377 326 152 | 798 | 47,75 | 801 1152 | 149
8 188 | 139775 | 762 | 25 14,55 2,68 343 127 57 4737 | 785 11,88 139
9 193 | 140475 | 751 | 25 16,80 223 3,60 77 245 | 47102 | 8,07 173 | 145
10 | 1,98 | 142150 | 752 | 25 15,96 1,48 3,55 4,1 94 | 4672 | 785 12,02 145
11 197 | 142155 | 7,48 | 25 14,62 1,85 3,55 1,2 35 | 4662 | 789 1178 | 140

Tulpina Chlorella homosphaera 424 a acumulat 30,3% proteine, 16,2%
carbohidrati si 23,8% lipide. Acumularea de proteine si lipide face ca aceasta tulpina
sa fie utila atat pentru producere de ulei algal cu utilizari industriale (biocombustibili)
cat si pentru biomasa proteica cu utilizari ca furaj, in special in acvacultura.

Prin co-imobilizarea microalgelor cu cea a bacteriilor din genul Azospirillum s-a
dovedit cresterea capacitatii microalgelor de a reduce continutul de azot si fosfor din
apele uzate, datoritd acumularii suplimentare de biomasa (de-Bashan et al., 2004,
Hernandez et al., 2006). Tulpina Chlorella homosphaera 424 a fost co-imobilizata cu
tulpina SF12 de Azospirillum lipoferum si s-a determinat acumularea de biomasa i
de clorofila dupa incubarea intr-un mediu care simuleaza apele epurate. Procedura a
implicat co-imobilizarea axenica a algelor si a bacteriilor de testat in ganule de
alginat, incubarea granulelor cu microorganismele co-imobilizate timp de 72 h in apa
epurata simulata, determinarea colorimetricA a azotului nitric si amoniacal si a
fosforului total.

Granulele s-au format prin extrudarea suspensiei de celule de alge (10° ufc/ml /
bacterii 10° ufc/ml) - alginat de sodiu printr-un ac bont, la o ratad constanta de 0,25
mi/min. Aceasta extrudare a fost realizata cu ajutorul unei pompe de tip siringa de 20

‘a"rvar Apparatus sau KD Scientific) intr-o solutie de CaCl, 0,25 M.
‘ﬁ;gnu e\sferice formate prin precipitarea ionotropa a alginatului in solutie de

"t

cﬂﬁ@i‘ékﬁe calcm se mentin timp de 30... 35 min in solutia de clorura de calciu, pentru
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intarire. Se spala apoi prin introducere timp de 15 min in apa distilata si apoi se
mentin granulele de alginat cu celule de alge / bacterii incapsulate pana la utilizare
in solutie fiziologica Ringer (NaCl 6g, KCI 0,075g, CaCl, 0,1 g, NaHCO; 0,1 g)
axenica.

Apa epurata simulata s-a realizat prin dizolvarea intr-un litru de apa distilata a

5 g de peptona, 6,454 g NH4sNO3;, 0,366 g de NaH,PO4.H,0, 16,959 g Na,HPO4 . 12
H,O, 0,075 g MgSO, - 7H;0, 0,025 g CaCl; - 2H,0, 0,025 g KCI, 1 ml solutie de
microelemente. Componentele solutie stoc microelemente (g/l) sunt: 2, 86 H3BOs,
2,03 MnSO, - 4H,0, 0,222 ZnSO, - 7H,, 0,018 MoO; si 0,079 CuSO, - 5H,0. Apa
epurata simulata s-a distribuit in erlenmeyer de 500 mi, cate 100 ml, dupa care s-a
sterilizat prin autoclavare, la 121°C timp de 20 min. In fiecare pahar s-au introdus
axenic cate 10 ml de granule de alginat.

S-a lucrat in fata trei variante martor, probe tratate cu granule de alginat fara
microorganisme, probe tratate cu granule de alginat continand numai tulpina de
Azospirillum brasiliense si probe tratate cu granule continand numai tulpina de C.
homosphaera 424.

Rezultatele, prezentate in tab.3, demonstreaza existenta unui sinergism al
algelor co-imobilizate cu bacterii in reducerea cantitatii de azot si fosfor din mediul de
incubare reprezentat de apa epurata simulata.

Tab. 3. Reducerea nivelului de azot si fosfor din apele epurate simulate
incubate timp de 72 ore cu granule de alginat continand tulpina de C. homosphaera
424 co-imobilizata cu bacterii Azospirillum lipoferum.

Azot amoniacal Azot nitric dun Fosfor total
Varianta dupa 72 ore 72 ore (m /nfl) dupa 72 ore
(mg/ml) 9 (mg/ml)
| Granule far 1,420,12 4,95:0,32 5,4540,48
microorganisme ’ ' R ’ ’
Granule cu C.
homosphaera 424 1,16+0,07 3,4810,24 4,08+0,28
Granule cu A. fipoferim 0,940,06 3,15£0,21 4,1420,38
Granule cu C.
homosphaera 424 si A. 0,54+0,09 2,28+0,18 3,65+0,54
lipoferum SF12

Tulpina C. homosphaera 424 are capacitatea de a creste impreuna cu bacterii
benefice, cum sunt cele din genul Azospirilum, si poate fi utilizatad pentru formarea de
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TULPINA DE CHLORELLA HOMOSPHAERA CU PLASTICITATE
ECOTEHNOLOGICA

Revendicari

. Tulpina de Chlorella homosphaera 424, caracterizatd prin aceea ca este
depozitatd sub numarul CCAP 211/121 la Culture Collection of Algae and
Protozoa, prezinta o competenta ridicata de colonizare a niselor ecotehnologice
specifice datoritd unei viteze ridicate de crestere, de peste 0,275 OD/zi si a
unui timp scurt de dublare, de sub 4 zile, formeaza ficocenoze cu eficienta
ridicatad in fixarea bioxidului de ardere din emisii industriale cu acumularea de
proteine si lipide, rezistd la concentratii de 7% si peste bioxid de carbon in
gazele de aerare, tolereaza concentratii ridicate de saruri, in special NaHCO; /
Na,COs si are capacitatea de a creste impreuna cu bacterii benefice, putand fi
utilizatda pentru formarea de consortii microbiene utilizabile in reducerea
nivelului de azot si fosfor in apele uzate epurate.
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