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RO 128733 B1

Prezenta inventie se refera la un preparat cu continut de microorganisme, utilizabil
pentru descompunerea biologica a biomasei continand resturi de agenti toxici sau periculosi,
proveniti din industria farmaceutica, din productia de biogaz si/sau de bioetanol-biodiesel,
precum si compostarea materialelor biologice.

Produsul serveste la descompunerea pe cale microbiologica a resturilor de agenti
periculosi din deseurile farmaceutice de fermentatie si/sau industriale, precum si la tratarea
si transformarea biologica a amestecului compus ih mod optim din resturile agricole care
apar ca produse secundare sau deseuri.

In prezent mediul este expus incarcarii continue cu deseuri. O parte din acestea
contin si componenti periculosi - resturi de agenti farmaceutici sau compusi organici. Pe de
alta parte, exista numeroase materiale valoroase, nepericuloase, care nu se pot utiliza
singure, insa, datorita instabilitatji lor biologice, pot fi transformate in asa fel incat produsul
final, pierzand caracterul periculos si/sau nevaloros, sa furnizeze substante nutritive utile
pentru plante, in acelasi timp avand si un efect de ameliorare a solului.

In prezent doar o foarte micé parte a deseurilor, a produselor secundare prioritar
periculoase, rezultate din industria farmaceutica, in cursul productiei biogazului sau
bioetanol-biodieselului, este utilizata dupa tratarea lor biologica.

Nu este utilizata - sau este utilizata doar limitat - posibilitatea asocierii deseurilor
inrudite si care pot fi transformate biologic. Tehnologiile bazate pe compostare au in vedere
doar microorganisme native, care se gasesc in forma naturald, si care se gasesc accidental
in amestecuri, sau care, de exemplu, intrd prin circulatia aerului. In cateva cazuri putem
intalni introducerea intentionata a anumitor specii de microorganisme, dar acestea in primul
rand cu scopul de a creste eficacitatea procedurii de compostare sau a produsului finit, de
a accelera descompunerea materiilor prime de compost, si nu cu scopul eliminarii unui factor
periculos pentru mediu, ob{indnd un produs-materie prima pentru agricultura.

Compostarea, care se poate numi faza finala in domeniul vizat, este un proces
microbiologic des intélnit in natura, si este prima faza a carbonificarii materiilor organice,
care se incheie cu humificare (THE BIOLOGY OF COMPOSTING: A REVIEW; M. de
Bertoldi, G. Vallini and A. Pera; Waste Management & Research 1982).

Oamenii, inca nainte de a cunoaste esenta procesului, au utilizat procedeul spontan
pentru descompunerea deseurilor, a ingrasamintelor organice (Forced Aeration
Composting of Domestic Refuse and Sewage Sludge; Stentiford. M. A. etal. Wat.
Pollut. Control 1985).

Astazi este cunoscut in detaliu ca, in cursul compostarii, populatii de microorganisme,
compuse din specii diferite, se schimba intre ele in functie de factorii
de mediu si de compozitia substantelor nutritive (Composting Ecosystem Management for
Waste Treatment; M. S. Finstein, et. al. BIO/TECHNOLOGY 1983).

Literatura de specialitate imparte compostarea in doua etape, care nu pot fi separate
clar. Prima este asa-numita etapa de descompunere, in cadrul careia microorganismele
transforma materialele organice cu molecule mari in compusi cu lanf
de carbon mai scurt, cu eliberare de caldura, CO,, apa si alte materiale. Aceasta prima etapa
este termofila, in cursul careia temperatura este de 40...60°C, si dureaza in general 30...50
zile. Etapa a doua este etapa de fermentare, mezofila (de maturare), cu temperatura de
30...40°C si unde, pe langa procesele microbiologice, ies in evidenta si procesele chimice,
din moleculele mai simple formandu-se diferiti compusi de humus si alti compusi organici.
In aceasta etapa - prin scaderea proceselor microbiologice - temperatura scade la 20...30°C
si incet se stabilizeaza (Comparison of three windrow compost systems; BioCycle
23(2); M. de Bertoldi, et al. 1982).
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Conform descrierii brevetului maghiar HU 193977, se composteaza namol de miceliu
rezultat din industria farmaceutica. Esenta procedeului consta in adaugarea de
materiale chimice optimizatoare (carbonat de potasiu sau carbonat de calciu-magneziu),
precum si de deseuri agricole cu continut de celuloza, si in reglarea conditiilor fizice.

In descrierea brevetului maghiar HU 216314, descompunerea produselor pericu-
loase, compusi halogenati aromatici, se realizeaza prin inocularea de culturi de
microorganisme mixte - neidentificate - adaugand la amestec materiale anorganice care
cresc porozitatea: nisip, zgura si materii organice, de exemplu: tocatura de lemn in conditii
de aerisire intensiva.

HU 226832 B1 descrie moderarea efectului de poluare a mediului a locurilor de
depozitare a deseurilor solide pe langa localitati, si utilizeaza 5 specii de microorganisme (in
majoritate bacterii), cum ar fi Bacillus polymyxa (ATCC 10401), Paenibacillus amylolyticus
(ATCC 9995), Mycobacterium smegmatis (ATCC 10143), Trichoderma polysporum
(ATCC20475) si Saccharomyces cerevisae (ATCC 10274) - diferite de cele folosite in
prezenta inventie - care sunt aplicate pe produsul intermediar, rezultat din productia de
biogaz si melasa diluata, se composteaza in straturi impreuna cu deseul solid si se
depoziteaza pentru 2...4 luni.

Descrierea brevetului maghiar HU 226831, cu publicarea internationala
WO 2005/033021 A1, urmareste curatarea fazei lichide a dejectiilor fluide separate.

Faza apoasa a gunoiului de grajd este tratat cu un inocul bacterian care contine
Bacillus megatherium, Bacillus subtilis, Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens gi
Micrococcus roseus. Inocularea in cazul dat este aplicata pe un suport de compost si/sau
pe un suport de cenusa de coji de seminte de floarea-soarelui, gunoi de vite, gunoi de pasari,
tulpini de paie si/sau un purtator de tulpini tocate de porumb la 30...35°C, sub aerisire
continua, timp de 10...20 zile.

Conform descrierii de brevet maghiar HU 216100, namolul de epurare comunal, cu
continut ridicat in material uscat, este amestecat cu o cultura starter - diferita de organismele
din prezenta inventie - si este tratat prin aerisire.

Brevetului maghiar P 0001070 urmareste descompunerea deseurilor toxice (de
exemplu, poluari clorurate) prin procedeul de compostare regulata in prezenta bacteriilor de
sol aerobe si anaerobe neidentificate.

Brevetele enumerate - chiar daca prezinta unele similitudini cu prezentul brevet - nu
au ca scop si nurezolva descompunerea deseurilor cu continut de componenti periculosi sau
toxici, ramase din procesul de fermentare, si utilizarea lor in continuare, de exemplu, ca
preparate pentru imbunatatirea fertilitatii solului.

Din acest motiv, scopul inventiei este ca deseurile cu continut de agenti periculosi -
in majoritate compusi organici - sa fie transformate prin descompunere microbiologica in
deseuri sigure, netoxice, dirijand procesul si, astfel, deseul devenit nepericulos, dar cu
continut ridicat de elemente nutritive, sa fie reintrodus intr-un ciclu biologic, urmata de
activitatea de compostare clasica.

Pentru realizarea acestui scop este nevoie de un procedeu avantajos, in cursul
caruia, prin tratare corespunzatoare, se descompune factorul periculos, astfel se reduce
impactul asupra mediului, iar deseul inutil se transforma ntr-un produs agricol folositor,
comercializabil.

Obiectivul de mai sus se realizeaza conform inventiei cu un preparat care contine
microorganisme, dupa caz, impreuna cu materiale purtatoare, compatibile din punct de
vedere biologic. Asemenea preparate contin ca microorganisme una sau mai multe culturi
mixte, depozitate la Colectia Nationala a Microorganismelor Agricole si Industriale, sub
nr. NCAIM 135/2010, NCAIM 136/2010 sau NCAIM 137/2010, respectiv, unul sau mai multe
dintre microorganismele care fac parte din aceste culturi mixte.
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De asemenea, constituie obiectul inventiei si procedeul pentru descompunerea
biomasei cu continut de agenti periculosi, recomandabil pentru descompunerea biomasei
periculoase, provenita din industria farmaceutica, productia de biogaz si bioetanol-biodiesel,
in cursul careia se obtine un produs de descompunere netoxic. Depozitarea acestor produse
se poate realiza simplu, dar se pot utiliza si pentru compostarea altor materiale biologice,
cum ar fi obtinerea preparatelor agricole.

Noutatea procedeului conform inventiei este ca se amesteca in proporitii stabilite mai
multe deseuri, care se completeaza reciproc in mod practic din punct de vedere al sub-
stantelor nutritive, al proportiei carbon-azot, al continutului de umiditate si al altor carac-
teristici, amestecul acestora se trateaza cu cultura mixta de microorganisme, micro-
organisme combinate in vederea scopului propus, izolate din natura, compatibile intre ele,
si care de aceea pot fi cultivate impreuna. Scopul principal al tratarii este descompunerea,
de exemplu, a agentilor (de exemplu: penicilina, tobramicina, vancomicina, lovastatina, acid
micofenilic, deferoxamina, acid lisergic etc.) ramasi in filtratul de miceliu, disponibil ca produs
secundar al productiei farmaceutice. Procedeul si culturile de microorganisme utilizate in
cursul acestuia sunt potrivite si pentru tratarea altor fermenti care deseori contin componenti
toxici pentru plante.

In a doua faza a procedeului conform inventiei - care poate fi continuatd cu unul
dintre procedeele clasice de compostare - deseul ramas fara agent (de exemplu: continand
miceliul ciuperci, substante nutritive si material filtrant mineral, de exemplu, Perlit.,,
proportional cu continutul de umiditate sau alte materiale organice, deja sigure, netoxice in
sine) se omogenizeaza in sine sau prin adaugarea in proportie de 20...40% de deseuri
biologice, in mod oportun de origine vegetala, maruntite (de exemplu: tescovina de struguri,
tocatura de paie, tocatura de lemne, resturi de tulpini de porumb, de floarea-soarelui sau de
soia, impreuna: lignoceluloza), apoi se composteaza mai departe in conditii aerobe sau
anaerobe, fiind inoculat pe suprafata cu un inoculant compus dintr-un amestec de tulpini
determinate. Aceasta a doua faza este procedeul utilizarii deseului devenit sigur, netoxic.

Procedeul conform inventiei se bazeaza pe observarea faptului ca resturile agentilor
farmaceutici, produse in general cu tulpini de ciuperci, se pot descompune cu tulpini de
ciuperci potrivite pentru acestea - in zona de caldura termofila, mai tarziu mezofila, in conditii
aerobe. De asemenea, se pot descompune, utilizadnd o cultura de tulpini mixte potrivite,
agentii periculosi sau metabolitul toxic Tn namolul produs si din alte procese industriale sau
de fermentare. Desi biomasa rezultata din procedeul conform inventiei, lipsita de
componentul periculos, ar putea fi depozitatd in sine, se trateaza in continuare intr-un
procedeu de compostare; in cursul acestuia se tine cont de compozitia si de caracteristicile
biologice ale materiilor prime potrivite pentru compostare, de avantajele produsului finit
rezultat, privind fiziologia plantelor.

Descrierea detailata a inventjei se face in continuare cu ajutorul figurilor, prezentand
rezultatele analitice obtinute in exemple:

- fig. 1, graficul de descompunere a agentului acid micofenilic conform celor descrise
in exemplul 2;

- fig. 2.1., graficul de descompunere a acidului lisergic in functie de concentratie -
timp, conform exemplului 3, Tn conditii nesterilizate;

- fig. 2.2., graficul de descompunere a acidului lisergic in functie de concentratie -
timp, conform exemplului 3, Tn conditii nesterilizate (experiment paralel);

- fig. 2.3., graficul de descompunere a acidului lisergic in functie de concentratie -
timp, conform exemplului 3, in conditii sterile.
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In cursul elaborérii inventiei s-a aflat ca:

- un grup de microorganisme native, selectate si nemodificate genetic in conditji
corespunzatoare, ca parte a preparatului conform inventiei, dupa prezenta solutie tehnica
este capabil sa descompuna in cursul a 40 de zile chiar si agentii foarte rezistenti (de
exemplu, acid micofenilic);

- speciile utilizate sunt capabile sa se inmulteasca una langa alta si complemen-
tdndu-se una pe alta, asigurand astfel conditile de biodegradare continua a deseurilor
amintite;

- speciile utilizate n procedeu pot fi ob{inute cultivand impreuna, prin procedeul de
fermentare scufundata (compatibilitate), lichidele de fermentare cu numarul de germeni
ridicat de 3...5 x 107-10° CFU/g, prin procedeul in faza solida (SSF), aplicate pe materiale
purtatoare corespunzatoare, in raport de 10% greutate, se pot inmulti in continuare, avand
si rolul de inoculant, prin adaugare n 4...6% greutate la materia prima care se doreste a fi
detoxificata;

- dupa un ciclul de descompunere de 30...40 zile, materia prima se poate composta
in continuare, in conditii aerobe sau, printr-o interventie avantajoasa, se pot obtine preparate
speciale de compost;

- speciile de microorganisme introduse in cursul procedeului sunt capabile sa
produca materiale care au efect de fertilizare si de imbunatatire a solului, mai mult, produc
compusi-tip giberelina, auxina - care favorizeaza cresterea si dezvoltarea plantelor cultivate,
prin urmare, materialul compostat se poate utiliza, de exemplu, in agricultura.

Procedeul de compostare conform inventiei se realizeaza cu metode similare,
descrise in literatura de specialitate, insa in conditiile elaborate pentru microorganismele si
culturile de microorganisme izolate de noi. Desi pentru specialisti este evident ca parametrii
procedeului se pot varia intre limite largi, totusi urmatoarele caracteristici sunt conform unui
exemplu avantajos:

- continutul de umiditate a materialului de baza (initial) este de 50...60%;

- continutul Tn substante nutritive a materialului de baza (initial) sa fie potrivita
reproducerii explozive a speciilor introduse;

- temperatura in faza termofila (etapa de descompunere activa) este de 50...60°C,
in faza mezofila de 30...40°C, iar in final, in faza de fermentare - care poate fi considerata
ca si procesul de compostare - este de 20...30°C;

- continutul in O, a aerului prismelor supuse tratarii este avantajos, pe cat posibil, sa
fie de 15...18% in prima etapa (de descompunere);

- pH-ul materialului este avantajos sa fie de 6,5...7,5;

- cantitatea deseului agricol folosit ca material de structura sau de umplere (resturi
de tulpini, deseuri din industria lemnului etc.), fata de cantitatea totala a materialului - in
functie de valorile de continut si structura fizica a materialului de baza - sa fie cuprins in
intervalul 0...40% greutate.

In cursul elaborarii inventiei a fost tratat namolul-miceliu provenit din fabrica de
medicamente (deseul Fabricii de medicamente TEVA), deseurile fiind cu continut de acid
lisergic si metabolitii acestuia, In faza de experiment, namolul toxic ramas din productia de
biogaz si bioetanol (eventual produse secundare vegetale adaugate), pentru descompunerea
resturilor de agenti, iar materialul obtinut s-a compostat. In cadrul tratarilor din composturile
obtinute Tn practica noastra anterioara, au fost izolate si analizate ciupercile dermatofite,
mucegaiuri, actinomicetele si bacteriile.

Cateva tulpini au fost cumparate din colectia de tulpini nationale si, dupa identificarea
lor, s-au selectat. Dupa testarea in laborator a 15...200 de tulpini s-au ales acele specii din
care s-au preparat inoculantii conform inventiei, utilizabili Tn procedeul de detoxifiere si
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compostare ulterioara. in cursul testelor s-au folosit medii de cultura (substraturi nutritive) de
inoculare si de incubare, descrise in cele ce urmeaza; caracteristicile microorganismelor
izolate, in primul rand, caracteristicile de descompunere s-au stabilit in conditji de laborator.
Desi anumite tulpini au fost izolate si separate, acestea in parte au fost depuse ca si culturi
mixte.

Culturile mixte ale celor 3 variante de inoculanti, 6 tulpini cu nr. de identificare
135/2010, 6 tulpini cu nr. de identificare 136/2010 si 5 tulpini cu nr. de identificare 137/2010 -
depuse in 5 noiembrie 2010, la Colectia Nationala a Microorganismelor Agricole si Industriale
a Universitatii Corvinus din Budapesta, au urmatoarea compozitie (numarul de cod care
apare dupa denumirea taxonomica a tulpinii indica in parte locul izolarii, in parte colectia de
tulpini de unde a fost achizitionata. Tulpinile au fost izolate din mediu natural si sunt libere
de OMG):

Cultura mixta nr. 1 ( NCAIM 135/2010):

Trichoderma pseudokoningii (NSZ-AE 2 8903 / 8612)

Malbranchea sulfurea (C-TOR-AE 7 / 9; 8306 // O-AE-5 / 6; 8402)

Streptomyces thermonitrificans (VSZ-AE 20; 8607)

Gliocladium virens (NSZ-AE 10; 8612)

Trichoderma viridae (NRRL 5242 / 5243; 8712)

Pseudomonas putida (ALLELIX 64-3 9006).

Cultura mixta nr. 2 ( NCAIM 136/2010):

Trichoderma hamatum (NSZ-AE 6 8903)

Penicillium griseo-fulvum (NSZ-AE 11/12; 8511)

Streptomyces tenebrarius (C-TOR-AE 1; 8610)

Termomyces lanuginosus (C-TOR-AE 8 /10; 8306)

Sporotrichum pulvurentum (VKM-F - 1767 / 8710)

Streptomyces humidus (O-AE-2; 8610)

Cultura mixta nr. 3 ( NCAIM 137/2010):

Trichoderma citrinoviridae (NSZ-AE 15; 8903)

Trichoderma lanuginosus (TUB-F-48 NCAIM)

Streptomyces albaliseolus (VSZ-AE 10; 8710)

Streptomyces thermoflavus (VSZ-AE 23; 8710)

Pseudomonas fluorescens (ALLELIX 63-28; 9006).

Cultura mixta nr. 4:

In cursul analizarii microorganismelor care formeazé culturile mixte de mai sus, in
timpul procedeului conform inventiei, s-a observat ca s-au dovedit deosebit de avantajoase
urmatoarele specii unice de microorganisme:

Streptomyces tenebrarius (C-TOR-AE 1; 8610)

Streptomyces thermoflavus (VSZ-AE 23; 8710)

Sporotrichum pulvurentum (VKM-F - 1767 / 8710)

Pseudomonas fluorescens (ALLELIX 63-28; 9006)

Pseudomonas putida (ALLELIX 64-3 9006)

Trichoderma citrinoviridae (NSZ-AE 15; 8903).

Aceste microorganisme s-au depus ca si cultura mixta in Colectia Nationala a
Microorganismelor Agricole si Industriale a Universitatii Corvinus din Budapesta, conform
Tratatului de la Budapesta, privind recunoasterea internationala a depozitului de
microorganisme, cu nr. de acces NCAIM (P) Mix 001378.
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Mediul de cultura (substratul nutritiv) al preparatului conform solutiei tehnice consta
din mixtura substraturilor in care sunt prezente in primul rand surse de carbon si de azot,
precum si saruri anorganice. In mediile de culturd (substraturile nutritive) se gaseste, de
exemplu: faina de porumb, faina de soia, ulei de soia, dextroza, glutamat de sodiu, glicina,
D,L-metionina, glicol de polipropilena, suflat de amoniu, sulfat de magneziu, sulfat de zinc,
carbonat de calciu, sulfat acid de potasiu, acid clorhidric, hidroxid de amoniu, hidroxid de
sodiu si acid fosforic, dar se poate utiliza orice alt material potrivit cultivarii micro-
organismelor, in general materialele biologice cu continut de substante organice: 4% faina
de porumb; 0,5% magiun de porumb; 0,3% CaCO;, 0,15% NH,NO,, 0,1% KH,PO,; 0,1%
MgSO, - 7H,0; 0,1% NaCl; 0,15% Strukturol J-301; pH: 6,8...7; temperatura: 35...37°C.

Inventia se descrie detaliat in legatura cu exemplele de mai jos, fara sa se limiteze
sfera de protectie a inventiei la solutiile descrise in acestea.

Mediile de cultura (substraturi nutritive), preparate in prealabil in aparate de
fermentare de dimensiuni industriale, se inoculeaza cu mixturile de tulpini, in conditii sterile
de laborator, si se fermenteaza la un numar ridicat de germeni, amestecand incet, timp de
3...5 zile/ciclu si la o temperatura de 25...30°C. Lichidul de fermentatie obtinut se extrage si
se depoziteaza la rece, sau se aplica imediat, prin amestecare intr-o proportie de 5...10%
volum, pe un material purtator vegetal, cu valoare nutritiva ridicata. Amestecul se tine pana
la utilizare in conditii aerobe.

Inoculantul secundar obtinut se poate depozita in faza solida 2...3 luni fara alterarea
calitatii.

Exemplul 1

Din namolul provenit din fabricarea vancomicinei impreuna cu tocatura de paie, in
proportie de 15...20%, in dispozitive utilizate in general (mixer de compost), se prepara
prisme cu latimea la baza de 2,5...3 m, inaltimea de 1,5...2 m si lungimea de 40...50 m, si
se inoculeaza cu 5% volum inoculant de cultura mixta nr. 1 (NCAIM135/2010).

Prismele asezate la inceput se aerisesc prin amestecare la fiecare 3...5 zile, apoi
dupa 15 zile, saptamanal se aerisesc si se omogenizeaza, asigurand astfel cantitatea de
oxigen necesara pentru procedeu/proces.

Eficienta preparatului s-a urmarit in baza urmatorilor parametri:

- temperatura in depozit la 0 adancime de 70 cm a fost:

- ziua 1 17°C;

- ziua 20 63°C;

- ziua 40 57°C;

- ziua 60 38°C.

Valorile caracteristicilor obtinute din compost au fost comparate cu valorile prevazute
in standardul STN 46 5735, si care dovedesc eficienta preparatului. Dupa cum se vede mai
jos, caracteristicile preparatului sunt conforme STN 46 5735 si, de asemenea, vancomicina
a fost descompusa complet dupa 35...40 de zile.

compost STN

min. 40,0;
Umiditate % 60,1 max. 65,0;
Materiale inflamabile in materialul uscat % 31 min. 25,0;
Azot total in materialul uscat % 1,5 min. 0,60;
Raportul C:N 20,5:1 max. 30;
Valoare pH 7,5 6,0...8,5;
Adaosuri care nu se descompun % 1,1 max. 2,0.

Reverificarea agentilor: agentul vancomicina s-a descompus deja in ziua 35...40.
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Exemplul 2

Namolul provenit din fabricarea acidului micofenilic (70% volum) a fost amestecat si
omogenizat cu deseu lignoceluloza (25%) si in proportie de 5% inoculantul cultura mixta
nr. 2. (NCAIM 136/2010), in care microorganismele, in majoritate aerobe si eventual
anaerobe, au inceput sa se inmulteasca rapid.

In cursul omogenizarii intense s-a modificat umiditatea depozitului la 66...67% din
materialul uscat. Depozitul s-a modelat in forma omoloaga, izolandu-l de mediu cu folie de
polietilena, incepand din ziua 1 pana la ziua 40 a ciclului de fermentare, cu exceptia
perioadelor de timp pentru amestecare.

S-a urmairit eficienta preparatului pe baza urmatorilor parametri:

Descompunerea resturilor de agenti (acid micofenilic ug/g):

Numarul Mostra 1 Mostra 2 Mostra 3 Mostra 4 Media
zilelor:

Ziua 1 414 765 650 590 604
Ziua 10 314 57 277 133 194
Ziua 20 13 4 44 17 20
Ziua 30 15 0 37 15 17
Ziua 40 2 2 0 0 1

Asa cum se poate observa din cele de mai sus, continutul de 604 g acid micofenilic
dupa 40 de zile practic s-a descompus. Dupa ciclul de compostare de 60 de zile, care
urmeaza dupa procesul de decontaminare de 40 de zile, cantitatile caracteristice din
compost, care dovedesc eficienta preparatului conform standardului STN 46 5735, suntdupa
cum urmeaza:

Compost STN

min. 40,0;
Umiditate % 53,5 max. 65,0;
Materiale inflamabile Tn materialul uscat % 41,5 min. 25,0;
Azot total in materialul uscat % 2,3 min. 0,60;
Proportie C:N 18:1 max. 30;
Valoare pH 6,9 6,0...8,5;
Adaosuri care nu se descompun % 0,8 max. 2,0.

Compostarea a fost efectuata fara paie pe trei mostre in paralel, dupa cum urmeaza:

Continutul de acid micofenilic al miceliului compostat (g/t)

Nr. serie Data Mostra fara paie
Mostra 1 Mostra 2 Mostra 3 Media
1 23 aprilie 414 765 590
2 2 mai 66 57 277 133
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Tabel (continuare)

Nr. serie Data Mostra fara paie
Mostra 1 Mostra 2 Mostra 3 Media
3 7 mai 314 4 847 388
4 14 mai 13 2 37 17
5 21 mai 0 2 44 15
6 29 mai 66 0 0 22
7 4 junie 46 11 108 55

Descompunerea acidului micofenilic a fost urmarita si pe o prisma experimentala de

70 t la punctul de lucru din orasul Debrecen al firmei AKSD Kift., si se vede in fig. 1.
Exemplul 3
Mixtura de tulpini cultura mixta nr. 3 (NCAIM 137/2010), predata Fabricii de
medicamente TEVA (printr-un contract de confidentjalitate) a fost suspusa unei examinari
de laborator mare, examinand descompunerea restului de acid lisergic rezultat in
fermentarea experimentala, fara a se efectua compostarea, deoarece scopul a fost
observarea eficacitatji culturilor mixte. Descompunerea intermediarilor acidului lisergic se

vede mai jos:

Intermediari acid lisergic Etapa de incubare
ug/g zile
Mostra 1 Mostra 2 Mostra 3
1470 1470 1470 0
250 400 35 5
210 205 18 10
270 80 110 17
205 70 5 25
95 27 0 31
0 5 0 45

Rezultatele descompunerii acidului lisergic in urma experimentului sunt conform
datelor experimentului LYS 4/09 al TEVA API Sectia biotehnologica K + F.

Descrierea experimentului

Liofilizatele preluate in 22.04.09 de la reprezentantul EImolight Bt. s-au inmulfit pe
mediul de cultura (substratul nutritiv) agar oblic furnizat de catre ei, la 37°C, cultivindu-le
3 zile. Celulele s-au razuit si s-au inoculat in mediul de cultura (substrat nutritiv) cu o
compozitie similard cu agarul, care se afld in balonul scuturat, la 37°C, timp de 3 zile.
Culturile scuturate, scoase din balon, s-au omogenizat. Intr-un Erlenmeyer de 500 ml, la
100 g miceliu cu acid lisergic s-a adaugat 5 ml din cultura omogenizata, dupa care s-a supus
incubarii la 37°C, scuturandu-se o data pe zi.

Periodic s-au prelevat esantioane pentru masurarea HPLC.
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S-au utilizat trei baloane. in balonul 1 si 2 miceliul nu a fost sterilizat, iar in balonul
3 a fost sterilizat Tnainte de adaugarea suspensiei de bacterii.

Descompunerea aciduluilizergic in 45 de zile este practic completa, asa cum se vede
in fig. 2.1, 2.2 si 2.3 de mai jos.

Exemplul 4

La deseul din productia farmaceutica descris in exemplul 1...3 s-au adaugat alte
componente (Deferoxamina, Tobramicina, Vancomicina, Acid micofenilic) si deseuri cu
continut de celuloza/lignocelulza, iar amestecurile mixte s-au inoculat cu amestecul de specii
de mai jos (cultura mixta NCAIM (P) Mix 001378), selectata dintre tulpinile de culturi mixte:
nr. 1 (NCAIM 135/2010), nr. 2 (NCAIM 136/2010) si nr. 3 (NCAIM 137/2010):

Streptomyces tenebrarius

Streptomyces thermoflavus

Sporotrichum pulvurentum

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas putida

Trichoderma citrinoviridae.

Continutul de agenti al materiei prime de compostare din namoluri de miceliu cu
compozitie mixta, inainte de inoculare si tratament aerob de aproximativ 40 de zile. sunt
cuprinse in tabelul de mai jos.

Locul Nr. Cod al |Data prele- Continutul de agent Agent insotitor (u/g)
prelevarii mostrei varii
mostrei mostrei | Vanco- | Tobrami- | Acid mico- | Defero- | Nea- | Kana- | Nebre-
micina cina fenilic xamind | mina | micina | mina

Mostra punctul [F-60788/09 (2009.11.25( 4446,6 301 504 630 2 59 4
de lucru TEVA
Compost F-04101/09]2009.11.18 - 18,7 31 33 0,9 4,5 1,6
amestecat.
Punct de lucru
AKSD
Compost F-04101/09]2009.11.18 - 10 2 32 0 3 2
amestecat.
Punct de lucru
AKSD

S-a observat ca dupa 60 de zile agentii practic s-au descompus.

Dupa compostarea ulterioara, la 70 de zile, in cursul examinarii compostului din
materialul preparat s-au efectuat urmatoarele analize:

a) Laboratorul de protejare a solului, al Directiei de Protejarea Plantelor si Solului:

- analiza poluantilor anorganici, a continutului de substanta nutritiva, a inhibitorilor de
germinatie, a efectului fitotoxic si de favorizare a buruienilor;

b) Departamentul National de Sanatatea Mediului, Sectia de lgiena Solului:

- analize microbiologice de igiena, analiza poluarilor organice.

Expertiza emisa in baza celor 3 mostre de cele doua institutii a apreciat compostul
potrivit comercializarii fara limitari.

S-a putut constata ca mixtura de tulpini selectata dintre mixturile de tulpini 1, 2, 3, si
optimizata in exemplul 4 este capabila de descompunerea tuturor agentilor periculosi si,
dupa compostarea ulterioara, sa faca potrivit deseul, care altfel este caracterizat printr-un
continut ridicat de elemente nutritive, pentru fabricarea compostului cu caracteristici de
imbunatatire a fertilitatii solului, fiind potrivit fara limitari cultivarii plantelor in agricultura.
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Preparatul compus din substrat inoculant este in mod avantajos potrivit pentru
descompunerea biologica, respectiv, tratarea deseurilor de tipul:

- namolul producerii penicilinei;

- namolul producerii oxitetracilinei;

- namolul producerii bacitracinei;

- namolul producerii vancomicinei;

- namolul producerii acidului micofenilic;

- namolul producerii tobramicinei;

- namolul producerii deferoxaminei;

- namolul producerii acidului lisergic;

- namolul rezultat din producerea bioetanolului, biogazului (metan), care este toxic
pentru plante.
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Revendicari

1. Preparat microbiologic cu continut de microorganisme, pentru descompunerea
biologica a biomasei cu continut de resturi de agenti toxici sau periculosi, proveniti din
productia farmaceutica, productia de biogaz si/sau productia de bioetanol-biodiesel, care
contine o cultura mixta, compusa din tulpini de: Streptomyces tenebrarius, Streptomyces
thermoflavus, Sporotrichium pulverulentum, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
putida si Trichoderma citrinoviridae, depozitata cu numarul de acces NCAIM (P) MIX 001378
la Colectia Nationala a Microorganismelor Agricole si Industriale, Budapesta, tulpini
amestecate n orice proportie si cultivate impreuna pe un substrat nutritiv care contine surse
de carbon, azot si saruri minerale utilizabile de catre aceste tulpini, dupa caz, impreuna cu
materialele purtatoare, compatibile din punct de vedere biologic.

2. Preparat conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca materialul purtator
contine surse de carbon, azot si saruri minerale valorificabile de catre aceste
microorganisme.

3. Preparat conform revendicarii 1 sau 2, caracterizat prin aceea ca, pe langa surse
de carbon si azot valorificabile de catre microorganisme, contine si produse secundare
agricole, utilizate de obicei la compostare.

4. Preparat conform oricareia dintre revendicarile 1...3, caracterizat prin aceea ca
este utilizabil pentru producerea composturilor.
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Graficul de descompunere a agentului acid micofenilic intr-o prismd
experimentald de 70 tone la punctul de lucru din orasul Debrecen
la firma AKSD Kft. (comunicare TVA)

Fig. 1

100g miceliu acid lizergic (fara sterilizare) + 100g miceliu acid lizergic (fara sterilizare) +
5ml suspensie bacterii omogenizate 5ml suspensie bacterii omogenizate
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