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Prezenta inventie se refera la un procedeu de crestere a eficientei procesului de
biomineralizare realizat de microorganismele producatoare de ureaza, care sunt inglobate
in materiale de constructie in vederea obtinerii unei mai mari rezistente la compresiune si
a unor suprafete cu capacitate ridicata de auto-reparare.

Procedeul este utilizat la cresterea eficientei procesului de biomineralizare, realizat
de microorganismele producatoare de ureaza, care sunt inglobate in diferite materiale de
constructie.

Sunt cunoscute diferite procedee in care sunt utilizate microorganisme care au
capacitate ridicata de precipitare a carbonatului de calciu, datorita producerii de ureaza.
Hidroliza ureei sub actiunea ureazei produse de microorganisme formeaza ioni de amoniu
si de carbonat (ecuatia 1):

(Uree) CO(NH,), + 2H,0— 2NH; +coz (1)

lonii de carbonat precipita impreuna cu excesul de ioni de calciu, formand carbonat
de calciu (ecuatia 2):
COZ™ +Ca*" «» CaCO, (2)

lonii de amoniu favorizeaza precipitarea ionilor de calciu datorita pH-ului alcalin,
intrucéat peretele celular al bacteriilor este anionic, carbonatul de calciu se acumuleaza la
suprafata celulelor bacteriene, in special ca forme cristaline cu termostabilitate ridicata, vatit
si calcit, care cresc rezistenta la compresibilitate a materialului de constructie rezultat.

Procedeele cunoscute exploateaza practic in principal doua caracteristici specifice
ale acestui proces de biomineralizare realizat de microorganismele producatoare de ureaza:
(i) (auto)repararea suprafetelor materialelor de constructie si (ii) obtinerea de materiale cu
0 mai mare rezistenta la compresie, in special datoritda acumularii de calcit si vatit.

Unul dintre primele procedee brevetate avea ca scop restaurarea patrimoniului din
piatra prin formarea in situ a carbonatului de calciu ca urmare a activitatii microorganismele
mineralizante (brevet EP 0388304). Acest brevet revendica procesul de precipitare a
carbonatului de calciu de catre bacterii si cianobacterii cultivate pe mediu de cultura care
este pus in contact cu materialul de tratat. Bacteriile sunt din familia Bacillaceae, preferabil
din genul Bacillus, Pseudomonadaceae, preferabil din genul Pseudomonas, sau
Enterobacteriaceae, preferabil din genul Proteus. Brevetul FR 2734261 prezinta o compozitie
de mortar biologic, destinat in special repararii suprafetelor monumentelor, care include, pe
langa o cantitate eficace de microorganisme si un mediu de cultura, si o incarcatura de
agregate minerale, cu o granulometrie micrometrica. Microorganismele sunt exemplificate
prin specii apartinand familiilor Bacillaceae, Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae sau
Vibrionaceae.

Documentul de brevet CN 100357444 C se refera la producerea de carbonat de
calciu, destinat umplerii/repararii suprafetelor sau cimentarii regenerative, intr-un mediu de
cultura al bacteriilor Bacillus pasteurii, care contine uree si clorura de calciu. Brevetul
KR 101448157 B1 protejeaza tulpina Sporosarcina pasteurii\WJ-4 (depozitata sub numarul
KCTC 12374BP) si un procedeu de obtinerea a carbonatului de calciu prin utilizarea acestei
bacterii, care implica utilizarea unui mediu de cultura cu uree si cu clorura de calciu. Pentru
a creste grosimea stratului depus si pentru a accelera procesul de bio-remediere a
suprafetelor materialelor de constructie, a fost propusa utilizarea hidroxidului de calciu sub
forma de nanoparticule, impreuna cu bacterii alcalino-tolerante care produc ureaza, Bacillus
sphaericus sau Sporsarcina pasteurii, $i cu un mediu nutritiv bogat in uree (cerere de brevet
WO 2013120847 A1).
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Brevetul US 9428418 B2, reprezentativ pentru categoria procedeelor destinate
obtinerii de materiale cu 0 mai mare rezistenta la compresie, descrie un procedeu de
producere a unor astfel de materiale de construciie, care utilizeaza agregate maruntite,
microorganisme producatoare de ureaza, uree si clorura de calciu. Microorganismele utilizate
includ Sporosarcina pasteurii, Sporosarcina ureae, Proteus vulgaris, Bacillus sphaericus,
Mpyxococcus xanthus, Proteus mirabilis, Helicobacter pylori, singure sau in combinatie.

O limitare comuna a procedeelor de mai sus este data de utilizarea ureei. Eficienta
procesului de biomineralizare/biocalcifiere cu microorganisme producatoare de ureaza este
data de concentratia de uree prezenta in mediu. Concentratia de uree nu poate fi crescuta
foarte mult datorita efectului denaturant al ureei asupra proteinelor (Bennion si Daggett,
2003. Proceedings of the National Academy of Sciences, 100, 5142-5147). Datorita
acestei limitari, a fost propusa inlocuirea ureei in procesul de biomineralizare/biocalcifiere
cu bioxid de carbon (Kaur et al. 2016. Construction and Building Materials, 123, 527-
533). Injectia eficienta de bioxid de carbon in cantitati mari de materiale de constructiji este
insa dificil de realizat, deci sunt necesare solutji alternative.

Autorii au constat ca glicil-betaina, un cunoscut solut compatibil care creste
stabilitatea proteinelor, are un efect de contracarare a efectelor denaturante ale ureei asupra
proteinelor bacteriilor biocalcifiante. Acest efect protector al glicil-betainei fata de uree este
amplificat atunci cand bacteriile au amorsat sistemul de aparare fata de factorii de stres
abiotici.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in obtinerea unei suspensii pentru
repararea suprafetelor din piatra cu sopul de a realiza rezistente mari la compresiune.

Procedeul conform inventiei inlatura dezavantajele de mai sus prin aceea ca va
consta Tn urmatoarele etape:

- cultivarea microorganismelor producatoare de uree in conditii axenice, pe medii
minimale lichide, care includ 2% dioxid de siliciu coloidal, la pH optim si la aerari de pana la
20% saturatie de oxigen, cu varierea temperaturii de incubare cu un interval de 10°C, 12 h
la 25°C si 12 h la 35°C, timp de 3 zile;

- recoltarea biomasei de microorganisme si a dioxidului de siliciu coloidal rezidual prin
filtrare sub vacuum de minimum - 0,5 bar;

- amestecarea biomasei de microorganisme si a dioxidului de siliciu coloidal cu
vinasa concentrata, in raport de 1 parte biomasa de microorganisme si siliciu coloidal la 3...5
parti vinasa concentrata, urmata de uscarea prin pulverizare a amestecului biomasa de
microorganisme, siliciu coloidal, vinasa concentrata, la o temperatura de intrare de
130...150°C si o temperatura de iesire de 75...85°C, pana la maximum 5% umiditate
rezidualg;

- re-hidratarea si suspendarea a 3...5 parti amestec biomasa de microorganisme
siliciu coloidal - vinasa concentrata cu 15...30 parti solutie de 3 M uree si 1 M CaCl,;

- utilizarea suspensiei rezultate pentru repararea suprafetelor sau pentru cimentarea
agregatelor minerale.

Vinasa utilizata in procesul de mai sus are un continut de minimum 60% substanta
uscata, dintre care minimum 15% este glicil-betaina, iar minimum 8% este potasiu.

Procedeul conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

- permite cresterea eficientei procesului microbiologic de biomineralizare prin
precipitarea carbonatului de calciu, pentru ca mentine activitatea ureazica ridicata in
prezenta unor concentratii mari, denaturante de uree si clorura de calciu, datorita efectului
protector al betainei din vinasa concentrat3;
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- reduce costurile de utilizare pentru ca foloseste vinasa, un subprodus al industriei
alimentare cu accesibilitate ridicata;

- determina o rata de supraviefuire avansata a microorganismelor, care sunt cultivate
in conditii care sa favorizeze amorsarea mecanismelor interne de rezistenta la factorii de
stres abiotici, datorita efectului de amorsare al sistemului de aparare exercitat de fluxul de
acid silicic, combinat cu socurile de temperatura din timpul cultivarii;

In continuare, se prezinti doua exemple de realizare care ilustreaza inventia faré a
o limita.

Exemplul 1

Intr-un bioreactor (Biostat® B, Goettingen, Germania), prevazut cu senzor de pH si
senzor de oxigen dizolvat (DO) (InPro6800; Mettler-Toledo AG, Greifensee, Elvetia),
prevazut cu un vas de 5 L, se aduc 2 L mediu minimal M9 care contine la 1 |: Na,HPO,
(anhidru) 6 g; KH,PO, 3 g; NaCl 0,5 g; NH,Cl 1 g, 10 g lactoza. Se suspenda, in mediul
rezultat, 40 g de dioxid de siliciu coloidal, 270 si 330 m?/g un continut de bioxid de siliciu de
minimum 98% si se genereaza suspensii cu un pH de 5,5. Mediul rezultat se sterilizeaza prin
autoclavare in situ, $i apoi se adauga noua microelemente, in urmatoarele concentratii finale:
MgSO, 1 mM; CaCl, 0,1 mM; (NH,);Mo70,, - 4H,0 3 x 10°M; H,BO, 4 x 107 M,
CoCl, - 6H,0 3 x 10® M; CuSO, - 5H,0 1 x 10® M; MnCI2 - 4H,0 8 x 10® M; ZnSO, - 7H,0O
1x 10®M; FeSO4 - 7H,0 1 x 10° M, provenite din solutji stoc sterilizate prin ultrafiltrare. Se
verifica pH-ul si se aduce la pH 5,5 cu HCI 1 M sau NaOH 1 M.

Toti reactivii folositi sunt proveniti de la Merck-Millipore, Darmstadt, Germania, cu
exceptia dioxidului de siliciu coloidal, care este Aerosil® 300 Pharma (Evonik Resource
Efficiency, Hanau-Wolfgang, Germania). Orice alti reactivi care au aceleasi caracteristici
tehnice pot fi utilizati.

Mediul se inoculeaza cu 100 ml de suspensie bacteriana, din tulpina Brevibacillus
parabrevis B50, NCAIM (P) B 001413. Suspensia bacteriana este normalizata la 10°
propagule per ml prin determinarea turbiditatii. Tulpina Brevibacillus parabrevis B50, din
colectia INCDCP-ICECHIM, este o tulpina multifunctionala, foarte rezistenta la conditiile de
mediu, fiind cunoscuta ca avand si activitate ureazica (Raut et al. 2013 Rev. Roum. Chim,
58, 59-64). Se cultiva tulpina B50 timp de 3 zile, la o rata de aerare de pana la 50% saturatie
de oxigen, cu varierea temperaturii de incubare cu un interval de 10°C, 12hla25°Csi12h
la 35°C.

Din ora in ora, se preleveaza aseptic probe de 2...2,4 ml mediu de cultura cu
microorganisme, in vase din HDPE (Nalgene, Thermo Scientific, Waltham, MA, SUA). Se
separa prin centrifugare sedimentul microbian inglobat intr-un gel de silice. Din supernatant
se preiau probe de cate 1 ml, care se dilueaza cu 4 ml apa ultrapura, in tuburi Eppendorf
conice de 15 ml (Eppendorf, Hamburg, Germania). Continutul de acid ortosilicic liber este
determinat apoi cu un kit Merck (Merck Silicate Assay, 1.14794, Merck-Millipore). Testul
colorimetric pentru acidul silicic liber este bazat pe reactia dintre silicat si ionii molibdat, care
formeaza un complex colorat de silicomolibdat albastru, care poate fi detectat
spectrofotometric la 810 nm. Concentratia de acid silicic este calculata dupa constructia unei
curbe de calibrare, folosind un standard de acid silicic (Merck 170236, Merck-Millipore). In
mediu de cultura se determina o concentratie de acid ortosilicic care este permanent sub
1 mM, fiind consecinta a doua procese concomitente - solubilizarea acidului ortosilicic din
silicagel, sub efectul metabolismului microbian si asimilarea acidului ortosilicic. In sedimentul
de microorganisme, se determina siliciul total, dupa mineralizare, prin ICP-OES (Georgiadis
et al. 2013, Geoderma, 209, 251-261). Se constata o continua crestere a continutului de
siliciu in biomasa de microorganisme, crestere care dovedeste asimilarea acidului ortosilicic
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de catre microorganisme. Acest flux de siliciu a fost determinat de autori ca avand un rol de
amorsare a mecanismelor de aparare din microorganisme fata de factorii de stres abiotici,
similar cu cel exercitat in cazul plantelor (Cooke si Leishman, 2016, Functional Ecology,
30, 1340-1357).

Dupa terminarea perioadei de cultivare, se recolteaza biomasa de microorganisme
si dioxidul de siliciu coioidal rezidual prin filtrare sub vacuum de minimum - 0,5 bar, folosind
o unitate Sartolab® (Sartorius, Goettingen, Germania). Gelul rezultat prin filtrare este
resuspendat in apa pura miliQ (produsa intr-un aparat Milli-Q® Integral, Merck-Millipore).

Se amesteca biomasa de microorganisme si dioxidul de siliciu coloidal cu vinasa
concentrata, in raport de 1 parte biomasa de microorganisme si siliciu coloidal la 3 parii
vinasa concentrata. La cele 50 g de amestec biomasa de microorganisme/dioxid de siliciu
coloidal, se adauga 150 parti vinasa. Se usuca prin pulverizare amestecul biomasa de
microorganisme, siliciu coloidal, vinasa concentrata, la o temperatura de intrare de
130...150°C si o temperaturd de iesire de 75...85°C, pana la maximum 5% umiditate
reziduala. Se foloseste un echipament de uscare prin pulverizare cu disc atomizor si cu aer
incalzit ca agent de uscare, la o turatie de cel putin 20000 rpm a discului atomizor. Instalatii
de uscare prin pulverizare care pot fi utilizate Tn acest scop sunt, de exemplu: Niro
Production Minor Unit, produsa de Niro Gea (Soeborg, Danemarca) sau Laboratory Spray
Dryer, produsa de ICF Cibec (Maranello, Italia). Orice alt tip de instalatie de uscare prin
pulverizare, cu caracteristici tehnici similare, poate fi utilizata.

Vinasa utilizata in procesul de mai sus este vinasa concentrata provenita din procesul
de fabricare a drojdiei de panificatie, prin cultivare pe mediu cu melasa (Rompack, Pascani)
si are un continut de minimum 60% substanta uscata, dintre care minimum 15% este glicil-
betaina, iar minimum 8% este potasiu. Orice alta vinasa cu caracteristici similare poate fi
utilizata.

Amestecul uscat, in care microorganismele sunt in stare de dormanta, protejate de
straturile de silicagel, ca si de prezenta betainei si a anti-oxidantilor din vinasa, este
bioprodusul care se stocheaza pana la utilizare. Bioprodusul rezultat din proces pana in
aceasta etapa se poate folosi impreuna cu cantita{i precis cantarite de uree si clorura de
calciu, ca un kit pentru realizarea procedeului de biomineralizare conform inventiei.

Se rehidrateaza 30 g amestec biomasa de microorganisme - siliciu coloidal - vinasa
concentrata cu 150 g solutie de 3 M uree si 1 M CaCl,. Se testeaza utilizarea suspensiei
rezultate pentru tratamentul suprafetelor. Se utilizeaza ca test blocuri de calcar de
9 X 9 X 2 cm. Doua blocuri de calcar se introduc in suspensia de microorganisme - siliciu
coloidal - vinasa - uree - clorura de calciu si se mentin timp de 10 zile la 37°C in conditii
aerobe. Alte doua blocuri de calcar se introduc intr-o suspensie de microorganisme - uree -
clorura de calciu unde se mentin 10 zile la 37°C in conditii aerobe, iar alte doua blocuri se
lasa netratate. In cazul blocurile introduse in suspensia preparatd conform inventiei, se
constata formarea unor depozite de carbonat de calciu, care confera un aspect stralucitor
si 0 duritate superioara, in testul de zgariere cu lame de otel, comparativ cu blocurile ne-
expuse. Examinarea la microscopul binocular demonstreaza o grosime a stratului de
carbonat de calciu format prin biodepozitare/biomineralizare de peste 10 mm. Observatiile
sunt confirmate prin analiza probelor la microscopic optic cu lumina polarizata, ca siin cazul
examinarii la microscopul electronic de baleiaj. In cazul blocurilor imersate in suspensie de
microorganisme - uree - clorura de calciu, stratul de carbonat de calciu format este de
dimensiune semnificativ redusa (grosime medie de 2,5 mm) si cu o duritate similara probei
martor, ne-expusa actiunii de bio-depunere prin precipitarea carbonatului de calciu.
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Exemplul 2

Se lucreaza ca in exemplul 1, cu urmatoarele diferente. Sporosarcina pasteurii,
tulpina tip (numar de catalog colectii de microorganisme ATCC 11859, CCM 2056,
NCIB 8841, NCTC 4822, DSM 33). Se amesteca biomasa de microorganisme si dioxidul de
siliciu coloidal cu vinasa concentrata, in raport de 1 parte biomasa de microorganisme gi
siliciu coloidal la 5 parti vinasa concentratd. Se rehidrateaza 50 g amestec biomasa de
microorganisme - siliciu coloidal - vinasa concentrata cu 300 g solutie de 3 M uree si
1 M CaCl,. Se utilizeaza pentru cimentarea diferitelor tipuri de agregate, in cadrul unui
experiment controlat. Se folosesc tuburi de seringi de 60 ml, de masa cunoscuta, care se
umplu cu urmatoarele tipuri de agregate: V, - 5 g granule poroase de sticld Poraver™
2...1 mm (Dennert Poraver, Schlusselfeld, Germania); V, - 30 g nisip cuartos de Aghires
pentru constructii, 0,2...0,63 mm (Bega Minerale Industriale, Timisoara, Roméania); V,- 30 g
nisip pentru constructii 0,1...0,63 mm (Bega Minerale Industriale, Timigsoara, Roméania). S-a
introdus suspensia de bacterii - siliciu coloidal - vinasa - uree - clorura de calciu, la un debit
gravitational de 0,1 ml/min, cu ajutorul unor furtunuri de silicon, amplasate la intrarea si
iesirea seringii. S-a recirculat solutia timp de 5 zile. S-a scurs tot excesul de solutie prin
presare cu pistonul repetat, dupa care s-au cantarit seringile, pentru a se stabili acumularea
de material. S-a lucrat fata de 3 variante de referinta, in care s-au folosit aceleasi agregate
minerale, dar s-a recirculat o suspensie bacteriana care a fost realizata fara vinasa.
Rezultatele sunt prezentate in tabel:

Acumularea de carbonat de calciu in diferite variante experimentale

Varianta experimentala Masa initiala | Masa finala | Carbonat de calciu
(9) (9) precipitat (g)

V, - Poraver, amestec cf. inventjei 5 10,87 5,87

V, - Nisip cuartos, 0,2...0,63 mm, amestec 30 42,7 12,7

V, - Nisip constructii, 0,1...0,63 mm, amestec 30 38,42 8,42

V4 - Poraver, amestec referinta 5 8,46 3,46

V, - Nisip cuartos, 0,2...0,63 mm, amestec 30 37,6 7,6
referinta

V, - Nisip constructii, 0,1...0,63 mm, amestec 30 35,8 5,8
referinta

Analizele de rezistenta mecanica demonstreaza ca probele realizate cu bacterii
protejate cu betaina/vinasa au o rezistenta superioara la compresie, iar analiza microscopica
si de difractie de raze X arata ca s-a acumulat mai mult calcit in probele in care s-au folosit
bacterii protejate cu vinasa/betaina.
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Revendicari

1. Procedeul de crestere a eficientei procesului de biomineralizare realizat de
microorganismele inglobate in materiale de constructie, caracterizat prin aceea ca va
cuprinde urmatoarele etape: cultivarea microorganismelor producatoare de uree in conditii
axenice, pe medii minimale lichide, care includ 2% dioxid de siliciu coloidal, la pH optim cu
aerare de pana la 20% saturatie de oxigen, cu varierea temperaturii de incubare dupa
urmatorul program: de la 10°C si 25°C la 12 h pana la 35°C timp de 3 zile; recoltarea
biomasei de microorganisme si a dioxidului de siliciu coloidal rezidual prin filtrare sub
vacuum de minimum - 0,5 bar; amestecarea biomasei de microorganisme si a dioxidului de
siliciu coloidal cu vinasa concentrata, in raport de 1 parte biomasa de microorganisme i
siliciu coloidal la 3...5 parti vinasa concentrata, urmata de uscarea prin pulverizare a
amestecului biomasa de microorganisme, siliciu coloidal, vinasa concentrata, la o
temperaturad de intrare de 130...150°C si o temperatura de iesire de 75...85°C, pana la
maximum 5% umiditate reziduala; re-hidratarea si suspendarea a 3...5 parti amestec
biomasa de microorganisme - siliciu coloidal - vinasa concentrata cu 15...30 parti solutie de
3 M uree si 1 M CaCl.,.

2. Procedeu de obtinere a unei suspensii conform revendicarii 1, caracterizat prin
aceea ca vinasa utilizata are un continut de minimum 60% substanta uscata, dintre care
minimum 15% este glicil-betaina, iar minimum 8% este potasiu.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
sub comanda nr.182/2020
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