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Inventia se refera la o tulpina de Scenedesmus opoliensis, destinata producerii de
biomasa algala cu continut ridicat de lipide, prin sechestrarea bioxidului de carbon din emisii
industriale, si la un procedeu de obtinere a uleiului algal din biomasa de alge.

Sunt cunoscute tulpini de Scenedesmus destinate diferitelor utilizari practice.

US 2009/0117223 A1 descrie o tulpind apartindnd unei noi specii, Scenedesmus
almerensis, depozitatd la Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP) cu numarul de
depozit CCAP 276/24. Tulpina acumuleaza pana la 0,5% luteina in biomasa uscata, si este
caracterizata printr-o rata de crestere de 0,8 g/l mediu/zi, atunci cand este cultivata la
temperatura de 30°C si pH 8,0, pe un mediu suplimentat cu vitamine. Din aceasta tulpina s-a
revendicat obtinerea unui ulei algal bogat in acizi grasi polinesaturati si in luteina, prin
procedee chimice uzuale de extractie.

US2011/0076749 A1 prezinta o tulpina de Scenedesmus producto-capitatus, depozitata
sub numarul KCTC 11336BP la Korean Collection for Type Culture (KCTC). Tulpina a fost
cultivatd pe mediu BG-11, barbotatd cu amestecuri de gaze cu un continut de péna la 10%
CO,, si cu gaze de ardere cu 10% CO,, in ciclu 12 h lumin&/12 h intuneric. in cazul barbotérii
cu amestec de gaze continand peste 5% bioxid de carbon, autorii au constat neexprimarea
carbonic anhidrazei, enzima care catalizeaza reactia dintre bioxidul de carbon si apa, cu
formarea ionilor carbonat/bicarbonat utilizabili in fotosinteza algala. intrucat concentratiile de
peste 5% bioxid de carbon Tn amestecul de gaze barbotat prin mediul BG-11 represeaza
exprimarea carbonic anhidrazei, autoriiau considerat necesara suplimentarea mediului BG-11
cu lizat de microalge Scenedesmus producto-capitatus, cultivate pe mediiaerate cu un continut
mai redus de bioxid de carbon, care sa reprezinte o sursa de carbonic anhidraza. Tulpina
a prezentat o ratd a fixarii bioxidului de carbon de 0,091...0,454 mmol/l mediu cultura‘h, fara
diferente semnificative in cazul aerarii cu amestecuri sintetice de gaze imbogatite in CO, sau
cu gaze de ardere cu continut de NO, $i SO,. Autorii au interpretat rezultatele ca demonstrand
rezistenta tulpinii la NO, si SO,.

US 2011/0091945 A1 se refera la o metoda de sporire a capacitatii unei culturi de alge
pentru a produce lipide care urmeaza sa fie transformate in biocombustibil, metoda cuprinzand.:
contactarea unei culturi de alge cu o compozitie selectatd pentru a spori potentialul de
biocombustibil, siincubarea pana la punctul in care potentialul culturiide alge, pentru a furniza
un produs care poate fi transformat in biocombustibil, este imbunatatit, in comparatie cu cazul
in care cultura de alge nu este in contact cu compozitia. Speciile de alge selectate pot fi din
genurile: Gloeocystis, Limnothrix, Scenedesmus, Chlorococcum, Chlorella, Anabaena,
Chlamydomonas, Botryococcus, Cricosphaera, Spirulina, Nannochloris, Dunaliella,
Phaeodactylum, Pleurochrysis, Tetraselmis sau orice combinatie a acestora. Productivitatea
de lipide este crescutd de la 13,4 mg/l la 58,4 mg/I.

Nu s-au descris pana in prezent tulpini de Scenedesmus care sa acumuleze cantitati
ridicate de lipide, in perioade relativ scurte de timp. Astfel de tulpini ar fi deosebit de utile
pentru conversia bioxidului de carbon din emisiile industriale Tn biocombustibili. Pentru astfel
de aplicatii ar fi de dorit gi o structura a resturilor de acizi grasi in uleiul algal, care sa permita
randamente ridicate la transformarea in biodiesel, diesel regenerabil, combustibil pentru
motoarele de aviatie.

Pentru exprimarea potentialului de acumulare de lipide adecvate transformarii in
biocombustibil, este hecesard dezvoltarea unui procedeu de cultivare a tulpinii algale, de
recoltare a biomasei de microalge din mediul de cultura si de extragere a uleiului algal,
adaptat tulpinii de Scenedesmus.

US 2011/0138682 A1 se referd la un procedeu de cultivare a tulpinilor de Scenedesmus,
pentru obtinerea de lipide/ulei algal si/sau fitonutrienti ca astaxantina si betacarotenul. Acest
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procedeu implica cultivarea in bazine deschise, in care pH-ul se mentine la valori de peste
8,5, iar temperatura mai mare de 33°C. Astfel de conditii sunt dificil de realizat in zonele din
Europa, inclusiv Tn cele din Romania.

JP 2011068741 (A) se referd la un mijloc de obtinere extrem de eficient, de ulei si
grasimi (hidrocarburi) din alge din genul Scenedesmus, pentru transformarea Tn combustibil.
Metoda pentru extragerea de grasimi din alge Scenedesmus cuptinde:

(a) o etapa de ajustare a continutului de umiditate din alge;

(b) o etapa de distrugere a peretelui celular al algelor din etapa (a) prin metode fizice,
chimice sau enzimatice; si

(c) o etapa de extragere de ulei si grasimi din produsul prelucrat, obtinut in etapa (b)
cu diferiti solventi.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este referitoare la o tulpina de Scenedesmus
care acumuleaza cantitatiridicate de lipide intr-un timp scurt, si la dezvoltarea unui procedeu
de obtinere a uleiului algal prin cultivarea acestei tulpini.

Tulpina de Scenedesmus opoliensis AICB 141, depozitatd la Culture Collection of
Algae and Protozoa (CCAP) cu numarul de depozit CCAP 276/24, acumuleaza 43...45%
lipide in biomasa, cu un continut de 87... 89% esteri ai acizilor gragi C16, C18 si C18:1, la
oviteza de crestere de 0,6...0,7 g biomasa/l mediu/zi, corespunzétor unei acumulari de lipide
de 250...315 mg/l mediu/zi, cu o ratd de fixare a bioxidului de carbon de 1...1,1 mmoli
CO, | mediu/h si cu un timp de dublare de 2,027 zile.

Procedeul de obtinere a uleiului algal prin cultivarea tulpinii Scenedesmus opoliensis
AICB 141 este alcatuit din urmatoarele etape:

- prepararea unui mediu de culturd BBM, modificat prin suplimentare cu bicarbonat
de sodiu pana la 2 g/l si azotit de sodiu péna la 2 g/l;

- inocularea mediului cu suspensie algala n mediu BBM suplimentat cu bicarbonat
de sodiu, 10° ufc/ml, in raport de 1 parte inocul la 9 parti mediu axenic;

- cultivarea microalgelor timp de 10...12 zile, la o temperatura de lucru: 28...30°C, la
o intensitate a radiatiei fotosintetice de 240 peinsteini/m?s si prin barbotarea unui amestec
sintetic de gaze continand 7% CO,, la un debit de 20 ml/min;

- electroflocularea suspensiei algale, prin aplicarea unei tensiuni continue de 19 V,
la o intensitate a curentului de 0,85 A, pe un catod de carbune polarizat fatd de un anod din
aliaj de fier (otel-carbon);

- filtrarea biomasei algale floculate, pentru Thlaturarea suplimentara a apei;

- extractia ultrasonica, timp de 15 min, la 35 kHz, a uleiului algal cu un amestec
cloroform:metanol (1:2), aplicat in raport 22,5 parti biomasa uscata la 15 parti solvent;

- evaporarea $i recuperarea solventului, si separarea uleiului algal.

Tulpina de Scenedesmus opoliensis AICB 141 are urmatoarele avantaje:

- rezistenta la contaminare, in cazul cultivarii industriale pe mediu BBM suplimentat
cu bicarbonat de sodiu, datorita timpului scurt de dublare;

- capacitate ridicata de a sechestra cantitati semnificative de CO, cu acumulare de
lipide;

- conversie fotosintetica ridicata a bioxidului de carbon in esteri ai acizilor grasi C16,
C18si C18:1 Incorporatiin lipide, Tntr-o proportie convenabila transformadrii in biodiesel (prin
transesterificare), diesel din surse regenerabile (prin hidroliza grasimilor, separarea si
decarboxilarea acizilor grasi, si hidrogenarea amestecului de hidrocarburi rezultat) si
combustibili pentru aviatie (prin hidroprocesarea acizilor gragi, pentru producerea kerosenului
parafinic sintetic).
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Procedeul de obtinere a uleiuluialgal prin cultivarea tulpinii Scenedesmus opoliensis
AICB 141 prezintad urmatoarele avantaje:

- facilitarea fixarii bioxidului de carbon datoritd suplimentarii mediului BBM cu
bicarbonat de sodiu, care accelereazé reactia bioxidului de carbon cu apa si formarea
anionilor de carbonat/bicarbonat, utilizati de microalge Tn procesul de fotosinteza;,

- reducerea consumului de energie prin optimizarea recoltarii biomasei algale datorita
utilizarii procedeului de electrofloculare a suspensiei algale;

- extractia cu randamente ridicate a uleiului algal din biomasa umeda, prin utilizarea
unor solventi cu polaritate ridicatd, amestec de cloroform:metanol (1:2) sia extractiei ultrasonice.

Prezenta inventie se ilustreaza prin urmatorul exemplu.

Exemplu

Tulpina de Scenedesmus opoliensis AICB 141 a fostizolata din apa dulce, Lacul Stiucii,
judetul Cluj. Tulpina AICB 141 este organizata cenobial, cenobiile mature, plane, fiind formate
din 2...4 celule, mai rar 8 celule. Cenobiul tipic consta din 4 celule alipite prin straturile interne
ale peretelui celulelor componente. Frecventa cenobiilor tetradesmoide sau a celor didesmoide
este variabild, in functie de conditiile de crestere. in culturile suplimentate cu dioxid de carbon
si cu limitare nutritionala prin sursele de N si P, cenobiile didesmoide sunt mai frecvente,
insotite si de forme monodesmoide. Tn conditii normale de crestere, nu formeaza invelis
mucilaginos. Stratul extern subtire al peretelui celular, vizibil in microscopie optica, este
continuu, inveleste toate celulele cenobiului, si poate fi observat cu usurinta mai ales la
cenobiile tinere. Celulele cenobiilor didesmoide, precum si celulele externe (terminale) ale
celor tetradesmoide sunt prevazute cu cate o pereche de spini polari drepti, uneori mai mult
sau mai putin curbati, care pot depasi ca lungime jumatatea cenobiilor tetradesmoide. Grosimea
spinilor este variabila, frecvent mai grosi la celulele imbatranite. La acestea din urma spinii
se pot rupe, partea distala fiind eliberatad in mediul de crestere. Celulele interne ale cenobiilor
tetradesmoide sunt cilindrice, cu polii rotunjiti. Dimensiunile celulelor sunt variabile:
18,4...(20,2)...25,9 pm lungime, respectiv, 5,5...(6,8)...9 uym latime. Celulele pot prezenta
ornamentatii suplimentare, denumite rozete, cate 2...4 pe fiecare celula. Stratul extern al
peretelui celular, care inveleste lax intregul cenobiu, are o structura fina de retea formata din
subunitati hexagonale, vizibile in microscopia electronica de baleiaj/scanning (SEM).
Cloroplastul unic este dispus parietal Tn fiecare celuld, cu cate un pirenoid foarte vizibil Th
microscopia optica. Tulpina se reproduce prin formarea de autospori rezultati in urma a doua
diviziuni succesive.

Tulpina AICB a fost cultivata initial pe mediu BBM, a carui formula este prezentata
in tabelul 1.

Tabelul 1
Compozitia mediului nutritiv BBM
Componente Concentratia (g/l)
NaNO, 0,250
KH,PO, 0,175
K,HPO, 0,075
MgSQO, -7H,O 0,075
CaCl, - 2H,0 0,025
NaCl 0,025
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Tabelul 1 (continuare)

Componente Concentratia (g/l)
KOH 85% 0,031
Solutie de microelemente 1 mi
Solutie de Fe chelatat 1 mi
Componente solutie stoc microelemente Concentratia (g/l)
H,BO, 2,860
MnSQ, - 4H,0 2,030
ZnSO, - 7H,O 0,222
MoO, (85%) 0,018
CuSO, - 5H,0 0,079

Cresterea tulpinii s-a realizat apoi in serii experimentale, cu concentratii crescatoare
de NaHCO, intre 3...10 g/L adaugate in mediul standard BBM. Rezultatele experimentului
au fost comparate cu cele obtinute in conditile cregterii pe mediul standard BBM,
nemodificat. Conditiile experimentale de lucru au fost: temperatura de lucru 28°C,
intensitatea luminii albe 240 nE/m?s.

Datele experimentale inregistrate pe parcursul cresterii tulpinii Scenedesmus
opofiensis AICB 141 sunt prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2
Cresterea tulpinii Scenedesmus opoliensis AICB 141
in mediu nutritiv. BBM suplimentat cu NaHCO,

Ziua | BBM BBM BEBM BBM
+ 0,25 g/l NaHCO, + 3 g/l NaHCO, +7 g/l NaHCO, + 10 g/l NaHCO,

oD | PH T oD | PH T oD | PH T oD | PH T

0 |017|701 278020823 (28,0012 8,27 |28,0|0,18 | 8,80 | 28,2
1 0,18 1615275024763 279|017 (800|280 |007 |8,21]285
022|577 |279|046 | 753 |27,7 036 (807280005 |815|27,7
034|606 |282|076|757 282|065 (796280008 (813|275
0451640 285|097 |762 279|088 (797278013 (8,12 |27,7
0651630280 (|121|779|276]|110 (796|278 0,29 (8,11 | 28,0
0,88 1639|277 |147 769278139 (7971279035 (8,10 28,2
1121643 27,2 |1161|764 28,0 173|796 279|037 |8,10]285
1,22 1640|276 | 175|761 281194791 |27,8|036|8,10] 283
1,35 16,39 | 280|193 |754 282|222 (7,89 |28,0 - - -

1,46 | 6.38 | 28,2 198|766 279221 (7,88 |28,0 - - -
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Tabelul 2 (continuare)

Ziua BBM BBM BBM BBM
+0,25 g/l +3g/INaHCO, | +7g/NaHCO, | + 10 g/l NaHCO,
NaHCO,

oD | PH T oD | PH T OD | PH T OD | PH T

11 11541638 |285]200|759|278]223]7,89]2738 - - -
12 11551630280 ]199|764]280]223]7,88]279 - - -
13 11541638 |283|198|760]280]221]7,88]|282 - - -
14 11531636281 1198|760]|279|220]7,88 |28 -

OD - densitatea optica; T- temperatura

Datele din tabelul 2 demonstreazad ca se obtine o crestere progresiva a ratei de
dezvoltare a algelor, exprimata prin A log, OD, direct proportionald cu concentratia de
NaHCQO,, in domeniul tolerat de concentratie al NaHCO, de la 0,25 g/l pana la 7 g/l. Peste
aceastd concentratie a NaHCO,, de 7 g/l, are loc o inhibare puternica a cresterii algelor, si
moartea celulelor algale (care a fost observata la microscopie optica).

Mediul BBM a fost suplimentat si cu NaNO,, intrucéat studiile efectuate au demonstrat
dependenta ratei de acumulare de biomasa de sursé de azot disponibila. S-a lucrat cu mediu
BBM modificat prin suplimentare cu bicarbonat de sodiu pana la 2 g/l si azotit de sodiu pana
la 2 g/l

Tulpina Scenedesmus opoliensis AICB 141 a fost multiplicata ih mediu BEM modificat,
prin utilizarea unui fotobioreactor Fotobiostat PBR - 23 Sartorius, Germania, care a fost umplut
axenic cu mediu BBM suplimentat, steril si inoculat cu inocul realizat pe mediu nutritiv BBM
modificat, obtinut prin cultivare in pahare Erlenmeyer aerate prin agitare la temperatura
ambianta.

Conditiile de crestere asigurate in fotobioreactor au fost:

a) volumul suspensiei algale: 3 I;

b) temperatura de lucru: 25...30°C;

c) radiatia activa fotosintetizatoare (PAR): 400...700 nm;

d) fluxul luminos; 500...1000 Im;

e) Intensitatea luminii (iradianta): 120...240 pE/m?s;

f) barbotarea de amestec sintetic de gaze cu compozitia: 7% CO,, 14% O, 5i 79% N,
la un debit de 20 ml/min.

Fotobioreactorul s-a utilizat Th sistem semicontinuu turbidostat. Operarea fotobio-
reactorului a avut loc dupa urmatorul program:

(i) s-a pornit fotobioreactorul in sistemului "sarja" si s-au continuat toate operatiile
standard péna cand suspensia de biomasa a ajuns la finele fazei exponentiale;

(ii) s-a trecut fotobioreactorul Tn regimul de operare turbidostat, ceea ce Thseamna
ca turbiditatea (OD) a devenit parametru de referintd mentinut la o valoare constanta prin
programul fotobioreactorului, care comanda pornirea/oprirea pompei de alimentare a fotobio-
reactorului cu mediu nutritiv proaspat, respectiv, pompa de iegire, care comanda scoaterea
de suspensie algald din fotobioreactor. Astfel, in regimul turbidostat, fotobioreactorul
functioneaza ca un reactor continuu, cu agitare in regim stationar. Media zilnica a suspensiei
microalgale extrase din turbidostat a fost de 300 ml. In suspensia de alge s-au determinat
lipidele prin analizad termogravimetrica.
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in aceste conditii de lucru s-a determinat o vitezd exponentiald de crestere: de
0,342 zile™, un timp de dublare de 2,027 zile, 43...45% lipide in biomasa, la o vitezd de
crestere de 0,6...0,7 g biomasa/l mediu/zi, corespunzatoare unei acumulari de lipide de
250...315 mg/l mediu/zi, cu o ratd de fixare a bioxidului de carbon de 1...1,1 mmoli CO,/|
mediu/h.

Rezultatele obtinute demonstreaza faptul ca tulpina de Scenedesmus opoliensis
AICB 141 prezintd caracteristici superioare fatd de cele revendicate pentru alte tulpini.
Tulpina Scenedesmus producto-capitatus, depozitata sub numarul KCTC 11336BP, prezinta
o rata a fixarii bioxidului de carbon de 0,091...0,454 mmol/l mediu cultura/h.

Algele s-au recoltat din mediul de culturd prin electrofloculare. Aceasta s-a realizat
prin aplicarea unei tensiuni continue de 19V, la o intensitate a curentului de 0,85 A, pe un
catod de carbune polarizat fata de un anod din aliaj de fier (otel-carbon), amplasat intr-o
coloana de suspensie. lonii de Fe rezultati prin electroliza, ca si bulele de oxigen format pe
suprafata anoduluiau determinat separarea biomaseialgale. inldturarea suplimentaré a apei
s-a realizat prinfiltrarea biomaseialgale. Din biomasa umeda uleiul algal a fost extras ultrasonic
timp de 15 min la 35 kHz, cu un amestec cloroform:metanol (1:2), aplicat in raport 22,5 parti
biomasa uscata la 15 parti solvent. in final s-a procedat la evaporarea si recuperarea
solventului, si la separarea uleiului algal. Caracteristicile fizico-chimice ale uleiului algal de
Scenedesmus opoliensis AICB 141 sunt prezentate in tabelul 3.

Tabelul 3

Caracteristicile fizico-chimice ale uleiului algal de Scenedesmus opoliensis Al CB 141

Nr. crt. Caracteristici fizico-chimice U.M. Valoare
1 Aspect, la 20 °C - lichid limpede, fara
sedimente
2 Densitatea la 15°C glem® 0,916-0,930
3 Indice de aciditate mg KOH/g 0,31
4 Continut de cenusa % 0,054
5 Continut de apa % 012
6 Indice de iod gl/100g 112-120
7 Indice de saponificare mg KOH/100g 184-196

inuleiulalgal s-a determinat compozitia de acizi grasi prin analiza gaz-cromatografica
a esterilor metilici. In tabelul 4 este prezentatd compozitia de acizi grasi din uleiul de
Scenedesmus opoliensis AICB 141.

Tabelul 4
Compozitia acizifor gragi din uleiul de S. opoliensis AICB 141
Denumire acid Concentratie %
C16:0 35,71
C16: 1 trans 1,02
C16:1 cis 0,34
C18:0 6,32
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Tabelul 4 (continuare)

Denumire acid Concentratie %

C18:1 trans 0

C18:1cis 45,42
C18:2 cis 0

C18:2 trans 2,97
C18:3n6 0,08
C18:3n3 0,35
C18:3n4 0,32

Proportia de peste 87% acizi grasgi C16, C18 $i C18:1 este convenabila transformarii
in biodiesel (prin transesterificare), diesel din surse regenerabile (prin hidroliza grasimilor,
separarea si decarboxilarea acizilor grasi, si hidrogenarea amestecului de hidrocarburi
rezultat) si combustibili pentru aviatie - prin hidroprocesarea acizilor gragi pentru producerea

kerosenului parafinic sintetic.
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Revendicari

1. Tulpind de Scenedesmus opoliensis AICB 141, caracterizata prin aceea ca este
depozitatd la Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP), cu numéarul de depozit CCAP
276124, acumuleaza 43...45% lipide in biomasa, cu un continut de 87...89% esteri ai acizilor
gragi C16, C18 si C18:1, la o vitezd de crestere de 0,6...0,7 g biomasa/| mediu/zi,
corespunzatoare unei acumulari de lipide de 250...315 mg/l mediu/zi, cu o ratd de fixare a
bioxidului de carbon de 1...1,1 mmoli CO./l mediu/h si cu un timp de dublare de 2,027 zile.

2. Procedeu de obtinere a uleiului algal prin cultivarea tulpinii Scenedesmus opoliensis
AICB 141 CCAP 276/24, caracterizat prin aceea ca este alcatuit din urmatoarele etape:
prepararea unui mediu de culturd BBM, modificat prin suplimentare cu bicarbonat de sodiu
péna la 2 g/l si azotit de sodiu pana la 2 g/l; inocularea mediului cu suspensie algala in mediu
BBM suplimentat cu bicarbonat de sodiu, 10° ufc/ml, in raport de 1 parte inocul la 9 parti mediu
axenic; cultivarea microalgelor timp de 10...12 zile, la o temperatura de lucru de 28...30°C,
la o intensitate a radiatiei fotosintetice de 240 peinsteini/m®/s si prin barbotarea unuiamestec
sintetic de gaze contindnd 7% CO,, la un debit de 20 ml/min; electroflocularea suspensiei
algale prin aplicarea unei tensiuni continue de 19V, la ¢ intensitate a curentului de 0,85 A,
pe un catod de carbune polarizat fatd de un anod din aliaj de fier; filtrarea biomasei algale
floculate, pentru inlaturarea suplimentara a apei; extractia ultrasonica, timp de 15 min, la
35 kHz, a uleiului algal cu un amestec cloroform:metanol 2:1, aplicat in raport 22,5 parti
biomasa uscata la 15 parti solvent; evaporarea gi recuperarea solventului, si apoi separarea
uleiului algal.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 290/2016
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