(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII S| MARCI
Bucuresti

ROMANIA

an RO 130238 B1

(51) Int.Cl.
C12N 1/00 (2006:00):
C12R 1/89 (200600
C12N 1/12 (200600
C12M 1/42 (200801

(12) BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: Q 2014 00330

(22) Data de depozit: 30/04/2014

(45)  Data publicarii mentiunii acordarii brevetului: 30/01/2020 BOPI nr. 1/2020

(41) Data publicarii cererii:

29/05/2015 BOPI nr. 5/2015

(73) Titular:
+ INSTITUTUL NATIONAL DE
CERCETARE-DEZVOLTARE PENTRU
CHIMIE $I PETROCHIMIE - ICECHIM,
SPLAIUL INDEPENDENTEI NR.202,
SECTOR 6, BUCURESTI, B, RO

(72) Inventatori:
* OANCEA FLORIN, STR.PASCANI NR.5,
BL.D 7, SC.E, ET.2, AP.45, SECTOR 6,
BUCURESTI, B, RO;
* VELEA SANDA, STR.ZAMBILELOR NR.6,
BL.60, ET.2, AP.5, SECTOR 2, BUCURESTI,
B, RO;
+ STEPAN EMIL, BD.TIMISOARA NR.49,
BL.CC6, SC.A, ET.3, AP.12, SECTOR 6,
BUCURESTI, B, RO;

* ILIE LUCIA, BD.TIMISOARA NR.49,
BL.Cc 6, SC.A, ET.4, AP.14, SECTOR 6,
BUCURESTI, B, RO

(56) Documente din stadiul tehnicii:
FR 2924126 B1; CN 103043755 A;
PETRICA IANCUET. ET. AL., "FLUE GAS
CO, CAPTURE BY MICROALGAE IN
PHOTOBIOREACTOR: A SUSTAINABLE
TECHNOLOGY", CHEMICAL
ENGINEERING TRANSACTION,
VOL. 29, 2012; WO 2010042842 A2;
STEPHANIE G. WETTSTEIN, DAVID
MARTIN ALONSO, ELIF I. GURBUZ,
JAMES A. DUMESIC, "A ROADMAP FOR
CONVERSION OF LIGNOCELLULOSIC
BIOMASS TO CHEMICALS AND FUELS",
CURRENT OPINION IN CHEMICAL
ENGINEERING, ISSUE 3, VOL. 1,
PP. 218-224, 2012

9 PROCEDEU DE CULTIVARE CONTINUA A MICROALGELOR,

iN CICLU AUTOTROF - MIXOTROF, CU RECICLAREA APEI

S| A NUTRIENTILOR

Examinator. inginer biotehnolog CHECIU CRAITA ELENA

Orice persoané are dreptul sa formuleze in scris si
motivat, la OSIM, o cerere de revocare a brevetului de
inventie, in termen de 6 luni de la publicarea mentiunii
hotarérii de acordare a acesteia

RO 130238 B1



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

RO 130238 B1

Prezenta inventie se refera la un procedeu de cultivare continua a microalgelor,
intr-un sistem de doua fotobioreactoare operate in cascada, in ciclu autotrof - mixotrof, prin
care se asigura recircularea apei si a unei parti din nutrienti, cu producerea din biomasa
algala de biocombustibili, bio-carbune utilizabil ca ameliorator de sol, si extracte de alge cu
0 actiune complexa asupra plantelor de cultura, de stimulare a cresterii si dezvoltarii, si de
protejare fata de stresurile biotice si abiotice.

Sunt cunoscute diferite procedee de cultivare continua a microalgelor, cu recircularea
apei si a unei parti din nutrienti, prin care se urmareste cresterea eficientei procesului de
fotosinteza algala, si reducerea impactului global asupra mediului al procedeelor de fixare
durabild a bioxidului de carbon cu ajutorul microalgelor.

Cererea de brevet WO 2011/127167 se refera la un procedeu de deshidratare a unei
culturi de celule de microalge umede, cu recircularea apei rezultate. Procedeul include
urmatoarele etape: indepartarea cel putin a unei portiuni de lichid intr-o cultura de celule de
alge, folosind un filtru tubular din metal sinterizat, pentru a obtine o fractie umeda,
reprezentadnd biomasa de alge cu un continut de lichid semnificativ mai mic decét cel al
culturii initiale de microalge; reciclarea unei parti din lichidul scos din cultura de microalge,
pentru a fi utilizat Tntr-o alta cultura de celule de alge; adaugarea unui amestec de solventi
miscibil cu apa peste biomasa de alge, pentru a coagula microalgele si pentru a extrage o
parte din compusii de interes; separarea algelor coagulate deshidratate de amestecul de
solventi. Amestecul de solventi folosit este un amestec ce are o diferenta de densitate de cel
putin 10% fata de cea a apei, fiind alcatuit din glicoli, glicerina, acetona, acetonitril si alcooli.

Procedeul nu include etape prin care sa se asigure reciclarea altor nutrienti, Tn afara
celor reziduali din mediul de cultura, si prin care sa se elimine diferitele produse de
metabolism care se acumuleaza in mediul de cultivare a microorganismelor fototrofe.
Metabolitii organici care se acumuleaza in mediul de cultura sunt natural excretati de alge
intimpul cresterii (Yu etal., 2012, Bioresource Technology, 110: 184-189) sau atuncicand
celulele sunt lizate ca o consecinta a expunerii la diferite forme de stres (Harun et al., 2010
Renewable and Sustainable Energy Reviews, 14: 1037-1047). Unii dintre acesti compusi,
ca, de exemplu, acizii grasi si produsii lor de (per)oxidare, sunt toxici pentru microalge
(Bosma et al., 2008, Biotechnology and Bioengineering, 101: 1108-1114). Atunci cand
mediul de cultura este recirculat, metabolitii organici tind sa se acumuleze determinand
reduceri ale productivitafii in biomasa (Rodolfi et al., 2003, Biomolecular Engineering,
20: 243-248). De asemenea, atunci cand mediul de cultura este recirculat, si contra-ionii
sarurilor minerale folosite ca sursad de nutrienti (de exemplu, Cl', Na*, Ca?*) tind s& se
acumuleze, determindnd o modificare a salinitatii mediului de cultura, care influenteaza
negativ cresterea microalgelor (Alyabyev et al., 2007 Thermochimica Acta, 458: 65-70).

O categorie speciala de compusi organici care se acumuleaza in mediul de cultura
al microalgelor sunt particulele de exo-polimer transparente (Transparent exo-polymer
particles -TEPs), care au un rol determinant in dezvoltarea fotobiofilmelor (Bar-Zeev et al.,
2012, Proceedings of the National Academy of Sciences 109: 9119-9124). Formarea
acestor fotobiofilme pe suprafefele transparente ale fotobioreactoarelor reduce eficienta
iluminarii si favorizeaza infectiile bacteriene (Singh si Sharma, 2012, Renewable and
Sustainable Energy Reviews, 16: 2347-2353).

Pentru a reduce riscul formarii fotobiofilmelor pe suprafetele transparente ale
fotobioreactoarelor, au fost dezvoltate diferite tipuri de acoperiri, translucide si
(super)hidrofobe, pentru materialele (plastice) transparente folosite la confectionarea
peretilor fotobioreactoarelor.
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Documentul brevet FR 2941237 prezinta un material transparent, care include un
strat pe baza de polimer metacrilic si un strat care include cel putin un aditiv antifouling
hidrofob.

Cererea de brevet DE 102009028338 se refera la o acoperire translucida cu un strat
siliconic superhidrofob, care este alcatuita din elastomeri siliconici, condensati si/sau
reticulati, polimeri hibrizi siliconici, rasini siliconice si geluri siliconice, si care are un unghi de
contact cu apa de cel putin 100°C.

Folosirea unor astfel de acoperiri cu hidrofobicitate ridicata modifica insa regimul de
curgere al fotobioreactoarelor cu circulatie continua a mediului de cultura, cum sunt, de
exemplu, cele tubulare. Curgerile turbulente rezultate ca urmare a folosirii unor astfel de
suprafete determina o crestere a consumurile energetice necesare pentru recircularea
mediului de cultura.

Eliminarea din mediile de cultura a TEPs, care sunt precursorii formarii fotobiofilmelor
pe peretii transparenti ai fotobioreactoarelor, ar reduce semnificativ rata de formare a acestor
fotobiofilme care influenteaza negativ randamentul culturilor de microalge, si care cresc riscul
infectiilor.

Microalgele au capacitatea de a se dezvolta mixotrof, pe medii care includ nu numai
componente minerale, ci si surse organice de carbon, azot si fosfor. Cererea de brevet
WO 2010/123848 dezvaluie un procedeu care implica formarea unei culturi algale prin
combinarea unor populatii de alge care au capacitatea de a creste pe ape industriale uzate,
cu un mediu cu ape industriale uzate, suplimentat optional cu o sursa de carbon reprezentata
de glucoza, zaharoza, fructoza, glicerol, metanol, acetat sau hidrolizat lignocelulozic, ca si
de orice alta combinatie a acestora.

Cererea de brevet WO 2012/035262 descrie un procedeu mixotrof de cultivare a
algelor in prezenta unei surse de lumina discontinua, sub forma de flash-uri. Mediul de
crestere este suplimentat cu diferite surse de carbon: 5 mM acetat, 5 g/L glucoza, 10 g/L
lactoza, 10 g/L zaharoza si 5 g/L glicerol. Flash-urile de lumina, care sunt intre 20 si 30/h,
au amplitudine egala sau superioara la 10 pEm-2s-1, si o durata cuprinsa intre 20 s si
10 min, de preferat intre 10 s si 2 min, si cel mai preferat intre 20 s si 1 min. Prin acest
procedeu se acumuleaza cantitati de biomasa cuprinse intre 100 si 150 g/L, cu un continut
de lipide cu peste 30% mai ridicat decat cel din celulele acelorasi alge cultivate autotrof, iar
timpul de cultivare se reduce la mai putin de 40 h.

Cererea de brevet US 2013/0217084 descrie un procedeu de cultivare mixotrofa a
algelor pe medii suplimentate cu 30 g/l glicerina bruta, de la fabricarea biodieselului, si 10 g/|
extract de drojdie, prin care se obtine biomasa de alge unicelulare cu un continut ridicat de
acizi grasi omega 3.

Un dezavantaj comun al procedeelor descrise pana in prezent este faptul ca
suplimentarea mediului de cultura mineral autotrof se realizeaza prin adaugarea de compusi
care provin din fotosintetizatul organismelor terestre, in conditiile in care aceasta
suplimentare s-ar putea realiza prin reutilizarea unor compusi proveniti din prelucrarea
biomasei algale, recoltata inclusiv din medii mixotrofe suplimentate cu surse de carbon, azot
si fosfor provenite din biomasa de alge unicelulare. Un alt dezavantaj este dat de faptul ca
suplimentarea se realizeaza predominant cu surse de carbon, in conditiile in care deficitul
principal in producerea comerciala de biocombustibili din microalge este cel al surselor de
azot si fosfor - a se vedea, de exemplu, review-ul Chisti, 2013, J. Biotech., 167: 2012-214.

FR2924126 B1 descrie un procedeu de cultivare a algelor heterotrofice si obtinerea
biomasei algale.
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CN103043755 A prezinta un dispozitiv utilizat pentru separarea si colectarea
microalgelor.

Articolul “Flue Gas COZ2Capture by Microalgae in Photobioreactor: a Sustainable
Technology” - Petrica lancu et. al. - Chemical Engineering Transaction, 2012, Vol. 29,
dezvaluie cultivarea unei specii de alge unicelulara, precum si extractia lipidelor algale
utilizadnd un solvent.

WO02010042842 A2 descrie obiinerea glicerolului ca produs rezultat din cultivarea
unei alge verzi, si utilizarea acestuia ca sursa de carbon, hidroliza enzimatica si utilizarea
hidrolizatelor pentru cultivarea diferitelor specii de alge verzi.

“Aroadmap for conversion of lignocellulosic biomass to chemicals and fuels” -
Stephanie G. Wettstein, David Martin Alonso, Elif . Gurbiz, James A. Dumesic - Current
Opinion in Chemical Engineering, Volume 1, Issue 3, August 2012, Pages 218-224,
mentioneaza utilizarea hidrolizatului de lignoceluloza obtinut in urma hidrolizei enzimatice
pentru prepararea furanilor si acidului levulinic.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este aceea de a suplimenta mediie de
cultura mixotrof si autotrof ale microalgelor, cu alti compusi decat cei provenifi din
fotosintetizatul organismelor terestre, purificarea mediului lichid recirculat, de compusii
organici care pot avea efecte daunatoare asupra productivitatii culturii de microalge, inclusiv
TEPs care favorizeaza formarea de fotobiofilme.

Este un alt obiect al acestei inventji de a descrie un procedeu de cultivare mixotrofa
a algelor unicelulare, in care sunt utilizati, pentru suplimentarea mediului de cultura mixotrof,
compusii proveniti din prelucrarea biomasei algale procesate pentru obtinerea de
biocombustibili, respectiv, glicerina bruta, rezultata de la transesterificarea lipidelor algale,
ca sursa de carbon, si hidrolizatele enzimatice de proteine si acizi nucleici din biomasa de
alge unicelulare cultivata autotrof, ca sursa de azot si fosfor.

Este un alt obiect al acestei inventii de a descrie un procedeu prin care se obtin
hidrolizatele de proteine si acizi nucleici din biomasa de alge unicelulare cultivata autotrof,
folosite pentru suplimentarea mediului mixotrof.

Este un alt obiect al acestei inventji de a descrie un procedeu prin care din biomasa
de microalge cultivate mixotrof sa se obt{ina un extract enzimatic cu actiune complexa asupra
plantelor de cultura, de activare a rezistentei la stresurile biotice si abiotice, si de stimulare
a proceselor de crestere si dezvoltare.

Procedeul conform inventiei este alcatuit din urmatoarele etape:

- cultivarea autotrofa a microalgelor, intr-un fotobioreactor tubular, pe un mediu
mineral, care include, dupa primul ciclu, mediu lichid recirculat F2;

- recoltarea biomasei de alge cultivate pe mediu autotrof prin electrofloculare si
flotatie, cu recuperarea mediului lichid F1, si utilizarea acestuia pentru mediul lichid mixotrof
de cultivare a microalgelor;

- ruperea celulelor de microalge separate prin flotatie prin omogenizare la Tnalta
presiune;

- extragerea lipidelor din omogenizatul de microalge, prin folosire de solventi organici,
urmata de recuperarea prin distilare a solventilor, si separarea lipidelor;

- transesterificarea lipidelor, cu recuperarea glicerinei brute, care este utilizata, dupa
aducere la pH neutru cu acid fosforic, ca sursa de carbon pentru suplimentarea mediului
mixotrof de cultivare a algelor, in concentratie de 2 g/L;

- hidroliza enzimatica a biomasei delipidizate cu un amestec de hidrolaze, fosfataze,
nucleaze, proteaze si amidopeptidaze;
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- separarea prin centrifugare la 8000 x g a materialului microalgal rezistent la hidroliza
enzimatica M1, constituit predominant din (ligno)celuloza recalcitranta, si prelucrarea
ulterioara a acestui material la bio-carbune;

- normalizarea hidrolizatului de proteine si acizi nucleici prin ultrafiltrare tangentiala;

- cultivarea algelor unicelulare pe mediu mixotrof, ob{inut prin suplimentarea mediului
mineral F1 recuperat, cu glicerina bruta si hidrolizate de proteina si acizi nucleici microalgali;

- recoltarea biomasei de alge cultivate pe mediu mixotrof prin electrofloculare si
flotare, cu separarea mediului lichid F2 si a biomasei de microalge cultivate mixotrof;

- omogenizarea la nalta presiune a biomasei de alge, si extragerea lipidelor din
omogenizatul de microalge, prin folosirea de solventi organici, urmata de recuperarea prin
distilare a solventilor, si separarea lipidelor;

- transesterificarea lipidelor extrase, cu recuperarea glicerinei brute care este utilizata,
dupa aducere la pH neutru cu acid fosforic, drept sursa de carbon pentru suplimentarea
aditionala a mediului mixotrof de cultivare a algelor, in concentratie aditionala de 3 g/L;

- hidroliza enzimatica a biomasei delipidizate cu un amestec de hidrolaze, proteaze,
amidopeptidaze si B-glucanaze;

- separarea prin centrifugare a materialului microalgal rezistent la hidroliza enzimatica
M2, constituit predominant din (ligno)celuloza recalcitranta, si prelucrarea ulterioara a acestui
material la bio-carbune;

- concentrarea hidrolizatului de proteine, oligozaharide si fitohormoni prin evaporare
in vid, uscarea concentratului de extract enzimatic microalgal prin pulverizare, si granularea
pulberii rezultate Tn pat fluidizat;

- purificarea mediului lichid filtrat F2 prin trecere pe bio-carbunele obtinut din material
M1 si M2, in raport de 3 g bio-carbune la 1 L de mediu, determinarea continutului de azotat,
fosfat si sulfat in mediu lichid recuperat F2, purificat prin trecere pe bio-carbune, si
completarea acestora pana la nivelul din mediul de cultura lichid initial, si utilizarea mediului
lichid filtrat F2 pentru cultivarea autotrofa a microalgelor.

Aspectele preferate ale procedeului descris mai sus sunt:

- cultivarea autotrofa a microalgelor pe un mediu mineral pana la o densitate de
minimum 7,5 g/L biomasa, cu cel putin 20% lipide, initial pe mediu Zarrouk si apoi pe mediu
mineral care include, dupa primul ciclu, mediu lichid recirculat F2 purificat si completat cu
nutrienti minerali la nivelul mediului Zarrouk, intr-un fotobioreactor tubular, amplasat partial
sub fotobioreactorul operat mixotrof, si partial umbrit de acesta, mentinut in conditii de sera,
la 22 + 2°C in timpul zilei si 17 = 2°C in timpul noptii, cu o fotoperioada de 12 h, iluminat cu
lumina solara, cu intensitati care ating 800 uE ms™ in timpul amiezii, suplimentata cu lumina
cu intensitatea de 160 uE m™?s™, provenita din 1ampi cu halogen, atunci cand intensitatea
luminoasa scade sub 500 UE m?s™, si aerat cu 10 L de amestec gazos cu 5% CO, pe min
pe 100 L de mediu;

- recoltarea biomasei de alge, cultivate pe mediu autotrof sau mixotrof, prin
electrofloculare siflotare, folosind o celula electrolitica de flotare cu electrozi plati si perforati,
din otel carbon OLC 10, cu maximum 0,1% C, situafi la o distanta de 5 cm unul de altul,
aplicandu-se tensiunea necesara pentru a avea o intensitate a curentului transmis de 1,33 A,
la 0 energie specificd consumata de 0,359 kWhm;

- ruperea celulelor de alge unicelulare, cultivate autotrof sau mixotrof, prin trecere pe
un omogenizator cu piston prevazut cu valva acoperita cu nailon functionalizat cu polimeri
contindnd amine tertiare, poli-dimetilaminometilstiren, 3 cicluri la 150 MPa;

- extragerea lipidelor din omogenatul de alge unicelulare, cultivate autotrof sau
mixotrof, cu hexan, in raport de 1 parte solvent organic la 1 parte omogenat;
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- hidroliza proteinelor si a acizilor nucleici din biomasa algala cultivata autotrof,
delipidizata, cu un amestec de hidrolaze, initial cu un amestec format din 0,25 parti proteina
cu activitate specificad endo-nucleazicd de 1 x 10° unitati endo-nucleaza/mg proteina, si
0,25 parti proteina cu activitate specifica de 300 unitati fosfataza/mg proteina, la 1000 parti
biomasa algald delipidizata, exprimata ca substanta uscata, timp de 12 h, la 45°C si
pH de 6,5, urmat de tratamentul cu 0,1 parti proteine avand activitatea specifica proteazica
de 2,4 unitati Anson (AU) per gram, si 0,1 g parti proteine cu o activitate specifica
aminopeptidazica de 500 LAPU/g la 1000 parti biomasa algala delipidizata, exprimata ca
substanta uscata, la pH de 6,5 si temperatura de 60°C, timp de 16 h;

- normalizarea hidrolizatului de proteine si acizi nucleici prin ultrafiltrare tangentiala
pe o membrana cu limita de excludere de 5 kDa, pana la 5% azot total si 1,5% fosfor total,
si utilizarea acestora ca sursa de azot si fosfor pentru suplimentarea mediului de cultivare
a algelor, in concentratie de 12,5 g/L;

- conversia Tn bio-carbune si bio-ulei a materialului lignocelulozic microalgal rezistent
la hidroliza enzimatica M1 si, respectiv, M2, prin piroliza asistata de microunde, la o putere
incidenta de 1200 W si o frecventa de 2450 MHz, timp de 20 min, sub vacuum care initial
este de 30 mbari, si care creste pana la 0,3 bari la punctul maxim de incalzire;

- cultivarea mixotrofa a microalgelor pe mediu recuperat F1, suplimentat cu glicerina
in concentratie initiala de 2 g/L si apoi de 5 g/L, si cu 12,5 g/L hidrolizat de proteine si acizi
nucleici, cu 5% N si 1,5% P, pana la atingerea unei densitati de biomasa de minimum
7,5 g/L, cu un continut de lipide de cel putin 30%, intr-un fotobioreactor tubular, amplasat
partial deasupra fotobioreactorului operat autotrof, mentinut in conditii de sera, la 22 + 2°C
in timpul zilei si 17 £ 2°C in timpul noptii, cu o fotoperioada de 12 h, iluminat cu lumina
solara, cu intensitati care ating 1000 uE m™s™ in timpul amiezii, suplimentatd cu lumina cu
intensitatea de 160 WE m™s™” provenitd din I&mpi cu halogen, atunci cand intensitatea
luminoasa scade sub 500 WE m™?s™, si aerat cu 20 L de amestec gazos cu 7,5% CO, pe
min pe 100 L de mediu;

- hidroliza proteinelor si a peretilor celulari din biomasa algala cultivata mixotrof,
delipidizata, cu un amestec de hidrolaze, initial cu un amestec format din 0,25 parti complex
de hidrolaze produs de Trichoderma viride, cu 200 unitati 3-glucan Botrytis per g, la pH de 5,
temperatura de 50°C, la 1000 parti biomasa algala delipidizata, exprimata ca substanta
uscata, timp de 12 h, la 50°C si pH de 5, urmat de tratamentul cu 0,1 parti proteine avand
activitatea specifica proteazica de 2,4 unitati Anson (AU) per gram, si 0,1 g parti proteine cu
o activitate specifica aminopeptidazica de 500 LAPU/g la 1000 parti biomasa algala deli-
pidizata, exprimata ca substanta uscata, la pH de 6,5 si temperatura de 60°C, timp de 16 h;

- concentrarea hidrolizatului de proteine, oligozaharide si fitohormoni prin evaporare
in vid pana la 10% substanta uscata determinata refractometric, uscarea concentratului de
extract enzimatic microalgal prin pulverizare, la o temperatura de intrare de 150...165°C si
la o temperatura de iesire de 75..80°C, si granularea pulberii rezultate in pat fluidizat, format
prin injectarea de aer la o presiune de 2,5 bari si cu un debit de 65...85 m®h, si operat la o
temperatura de 55°C in timpul umectarii prin stropire cu solutie de alcool etilic 15%, pentru
aglomerare, si de 75°C in timpul uscéarii granulelor poroase formate.

Procedeul conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

- asigura recircularea a peste 90% din apa utilizata pentru cultivarea microalgelor, si
reduce cu peste 50% consumul de nutrienti minerali;

- elimina compusii organici care pot avea efecte daunatoare asupra productivitatji
culturii de microalge, inclusiv TEPs, care favorizeaza formarea de fotobiofilme, din mediul
lichid recirculat, in cursul etapelor de separare prin electrofloculare si flotatie, si de purificare
prin trecere pe coloana de bio-carbune;
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- permite acumularea superioara de biomasa de alge unicelulare si de lipide in
biomasa de alge, datorita suplimentarii mediului mixotrof de cultivare cu surse organice de
carbon, azot si fosfor;

- stimuleaza cresterea mixotrofa a algelor datoritda acumularii de fitohormoni algali si
de aminoacizi precursori ai fitohormonilor algali in hidrolizatele enzimatice de biomasa algala
delipidizata, utilizate pentru suplimentarea mediului mixotrof;

- favorizeaza adaptarea algelor cultivate mixotrof la conditii de mediu adverse,
reprezentate de intensitati mai ridicate ale iluminarii, si de concentratii ridicate de CO, in
gazele de aerare a mediului de cultura, datorita acumularii de compusi osmoprotectanti, in
special prolina, in hidrolizatele enzimatice de biomasa algala delipidizata;

- valorifica potentialul de compusi utili pentru plantele de cultura din biomasa de
microalge, fitohormoni, compusi osmoprotectanti, activatori ai rezistentei sistemice/elicitori,
prin hidroliza enzimatica specifica, care elibereaza fitohormoni din conjugatele lor, prolina
osmoprotectanta si aminoacizii precursori de fitohormoni din proteinele microalgale, elicitorii
B-oligozaharidici din peretii celulari;

- utilizeaza prin reciclare in cadrul procedeului de cultivare mixotrof glicerina bruta,
produs secundar de la procesarea lipidelor din biomasa algala in biocombustibili.

In continuare inventia va fi descrisa in detaliu cu referire si la figura care prezinta
schema procedeului de cultivare descris.

Figura prezintd schema procedeului de cultivare continua a microalgelor, intr-un
sistem de doua fotobioreactoare operate in cascada, in ciclu autotrof-mixotrof, prin care se
asigura recircularea apei si a unei parti din nutrienti, si prin care se obtin biocombustibili din
lipide algale, extract algal cu actiune complexa asupra plantelor de cultura si bio-carbune
ameliorator de sol.

Exemplu

Intr-un fotobioreactor tubular (Phyta Platform, Culturing Solution, Tampa, FL, SUA),
amplasat partial sub fotobioreactorul operat mixotrof si partial umbrit de acesta, se introduc
120 L de mediu lichid Zarrouk, a carui compozitie este prezentata in tabelul 1 de mai jos.

Tabelul 1
Compozitia mediului nutritiv Zarrouk
Componenti mediu Zarrouk
NaHCO, 16,80 g/l
K,HPO, 0,50 g/l
NaNO, 1,875 g/l
K,SO, 1,00 g/l
NaCl 1,00 g/l
MgSO, - 7H,0 0,20 g/l
CaCl, - 2H,0 0,04 g/l
Solutie de microelemente* 1ml
Solutie de Fe chelatat** 5 ml

* Micronutrienti solutie stoc (g/l): H,BO,, 2,860; MnSO, - 4H,0, 2,030; ZnSO, - 7H,0 0,222; MoO, (85%) 0,018;
CuSQ, - 5H,0 0,079; Co(NO,), - 6H,0 0,494.

** Pentru prepararea solutiei stoc de Fe chelatat s-au dizolvat in 80 ml de apa distilata 0,69 g de FeSO, - 7H,O
$i0,93g Na, EDTA. Dupa fierbere pentru o scurta durata de timp si racire la temperatura camerei se aduce solutia
finala la un volum de 100 ml.
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Se cultiva autotrof microalge, de exemplu, tulpina 424-1 de Nannochloris sp.,
depozitata sub numarul CCAP 251/10 la Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP),
SAM Research Services Ltd., Scottish Marine Institute, Aryll, UK., timp de circa 72 h, pana
la atingerea unei densita{i de biomasa de minimum 7,5 g/L, cu un confinut de lipide de cel
putin 20%. Fotobioreactorul este mentinut in conditii de sera, la 22 + 2°C in timpul zilei si
17 £ 2°C in timpul noptii, cu o fotoperioada de 12 h, iluminat cu lumina solara, in conditji de
sera, la 22 + 2°C in timpul zilei si 17 £ 2°C in timpul noptii, cu o fotoperioada de 12 h, iluminat
cu lumina solara, cu intensitati care ating 800 E m™s™ in timpul amiezii, suplimentata cu
lumina cu intensitatea de 160 E m™s™, provenita din I&mpi cu halogen, atunci cand inten-
sitatea luminoasa scade sub 500 uE m™s™, si aerat cu 10 L de amestec gazos cu 5% CO,
pe min pe 100 L de mediu.

Se recolteaza biomasa algala prin electrofloculare si flotare, folosind o celula
electrolitica de flotare cu electrozi plati si perforati. Celula electrolitica are un volum de 12 L,
cu dimensiuni de 7,5 x 40 x 40 cm, fiind confectionata din polimetacrilat, cu un preaplin
pentru separarea biomasei flotante. Electrozii sunt din placi perforate de 42 x 39 cm din otel
carbon OLC 10, cu maximum 0,1% C, de grosime 0,5 cm. Perforatjile au un diametru de
0,3 cm, fiind amplasate la 0,25 cm unele de altele. Electrozii sunt situati la o distanta de 5 cm
unul de altul, la 1 cm de peretii verticali laterali ai celulei de electrofloculare si flotare, la
0,5 cm de fundul celulei de electrofloculare si flotare, la 1 cm de peretele vertical frontal al
celulei, situat in zona preaplinului, si fixati de peretele frontal opus. Electrozii sunt conectati
la o sursa de curent continuu (Mastech HY1803DL, Acifica, San Jose, CA, SUA), timp de
60 s, aplicandu-se tensiunea necesara pentru a avea o intensitate a curentului transmis de
1,33 A, la o energie specifica consumata de 0,359 kWhm?3.

Datorita polarizarii in curent continuu a electrozilor are loc o reactie de electroliza. La
anod se formeaza ioni ferosi si/sau ferici, Fe -~ Fe?* + 2e” sau Fe ~ Fe** + 3e". In paralel pe
anodul de fier/otel carbon are loc si o reactie de oxidare a apei, cu formare de oxigen:
2H,0 - O, + 4H" + 4e". Pe catod are loc reactia de reducere a apei, cu formare de hidrogen,
2H,0 + 2e" - H, + 20H . lonii ferici/ferosi formeaza diferite specii ionice, FeOH?*, Fe(OH),",
Fe,(OH),*", Fe(OH),, Fe(H,0)*, Fe(H,0);0H*, Fe(H,0),(OH)*, Fe(H,0)4(OH),*,
Fe,(H,0)s(OH),*, care interactioneaza cu celulele algale, incarcate negativ, si cu particulele
de exo-polimer transparente (care sunt polizaharide polianionice, carboxilate si sulfatate -
Discartetal. 2014, Bioresource Technology 152:321-328), coagulandu-le. Gazele formate
antreneaza coaguli in flocoane care au o densitate mai mica decét a apei, si care floteaza
in canalul delimitat de electrozi, deplasindu-se spre zona de preaplin si separand biomasa
algala de mediul de cultura prin fereastra de preaplin si conducta aferenta - vas de colectare.
In vasul de colectare se obtine un concentrat de alge, care se prelucreaza in continuare, iar
in celula de electroliza ramane mediul mineral recirculat F1, care se utilizeaza ca baza
pentru cultura mixotrofa.

Hidrogenul in stare nascanda reduce peroxizii lipidici din mediul de cultura, limitand
efectul lor negativ asupra dezvoltarii ulterioare a microalgelor. Datorita actiunii combinate a
gazelor si a speciilor de fier incarcate pozitiv precipitante au loc o precipitare si o reducere
a continutului de compusii organici (poli)anionici care pot avea efecte daunatoare asupra
productivitatii culturii de microalge.

In mediul de cultura autotrof si in mediul lichid F1, recuperat dupé electrofloculare si
flotatie, s-au determinat continuturile de TEPs (utilizand metoda spectrofotometrica descrisa

207:604-611).
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Continutul de TEPs se reduce de la 6,4 mg/L in mediul de cultura initial la 1,2 mg/L,
dupa procesul de electrofloculare, valorile de sub 1,5 mg/L, reducand semnificativ riscul
formarii fotobiofilmelor (Discart et al. 2014, Bioresource Technology 152: 321-328). Nivelul
cultura initial Ia 1,4 pmoli/ml, dupa procesul de electrofloculare, valorile de sub 2,5 pmoli/ml
fiind tolerate de microalge (Bosma etal., 2008, Biotechnology and Bioengineering,
101: 1108-1114).

Concentratul de biomasa algala se omogenizeaza intr-un omogenizator cu piston,
GEA Niro Soavi Arriete NS2006 (GEA Niro Soavi, Parma, Italia), prevazut cu o valva
acoperitd cu nailon functionalizat cu polimeri contindnd amine tertiare, poli-dimetil-
aminometilstiren, 3 cicluri la 150 MPa, trei cicluri la 150 MPa, céate 0,3 L/min.

Valva din ofel inoxidabil SS314 este degresata, pasivizata cu o solutie de acid citric,
si apoi acoperita cu pulbere de nailon (poliamida) VESTOSINT® 1111 Gray Nylon (Evonik
Industries, Essen, Germania), intr-un strat de 500 um, aplicat in pat fluidizat la 220°C. Stratul
de nailon/poliamida se functionalizeaza cu polimeri contindnd amine tertiare, poli-
dimetilaminometilstiren (pbDMAMS). pDMAMS se depune pe stratul de nailon al valvei
folosind un reactor continuu de depunere a filmelor de polimeri (Denton Vaccum,
Moorestown, NJ, SUA). Pentru polimerizare, monomerul, N-4-vinilbenzil-N,N-dimetilamina
(DMAMS, 90%, Acros Organic,Geel, Belgia), si initiatorul, ter{-butil peroxid (TBPO, 98%,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SUA), sunt utilizate fara purificare. DMAMS se incalzeste la
50°C si se introduce in reactorul de depunere la un debit de 1,2 Ncm®/min. TBPO este
suficient de volatil pentru a intra in reactor la un debit de 0,6 Ncm®*/min fara incalzire.
Reactorul se mentine la un vacuum partial de 200 mTorr, iar valva este mentinuta la 30°C.
Temperatura filamentului reactorului se mentine la 200°C, fiind initiata formarea unui film de
pDMAMS pe stratul de nailon/poliamida care acopera valva omogenizatorului.

Omogenizarea la inaltd presiune prin valva acoperitd cu nailon functionalizat
determina ruperea peretilor prin lizd indusa de variatile de presiune, si desfacerea
membranelor datorita perturbarilor induse stratului bilipidic. Stratul bilipidic din celulele de
alge este atras prin interactie electrostatica de filmul de polimer cu amine terfiare.
Perturbarea echilibrului electrostatic local determina o rearanjare a structurii stratului bilipidic,
cu slabirea legaturilor intermoleculare responsabile de interactia hidrofoba care stabilizeaza
stratul bilipidic (reteaua de legaturi de hidrogen a moleculelor de apa care inconjoara stratul
bilipidic, fortele London dintre resturile hidrocarbonate de acizi grasi).

Din omogenizatul algal rezultat se extrag lipidele cu n-hexan, in raport de 1 parte
solvent organic la 1 parte omogenat. Lipidele se transesterifica prin folosirea unui catalizator
bazic, alcoxid de potasiu. 100 parii de ulei algal reactioneaza in autoclava, sub atmosfera
protectoare de azot, sila 40°C, timp de 8 h, cu o solutie obtinuta din 0,8 g hidroxid de sodiu
99,1% si 11,3 g metanol 99,9%, cu recuperarea glicerolului brut care este adus la pH neutru
prin neutralizare cu acid fosforic, si utilizarea acestuia ca sursa de carbon pentru
suplimentarea mediului de cultivare a algelor.

Transesterificarea se poate realiza prin orice alt procedeu cunoscut, cu recuperarea
glicerolului brut care este adus la pH neutru prin neutralizare cu acid fosforic si/sau hidroxid
de potasiu, si utilizarea acestuia ca sursa de carbon pentru suplimentarea mediului de
cultivare a algelor.

Acizii nucleici si proteinele din biomasa algala delipidizata se hidrolizeaza cu un
amestec de hidrolaze. Initial se trateaza 1000 parti biomasa algala delipidizata, care are o
umiditate reziduala de peste 80%, cu un amestec format din 0,25 parti proteina cu activitate
specificd endo-nucleazica de 1 x 10° unitati endo-nucleaza/mg proteina (circa 0,28 parti de
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Benzonase, purity grade Il > 90%, Merck Miliipore, Darmstad, Germania, amestec de endo-
nucleaze din Serratia marcensens, obtinut prin exprimarea genelor specifice in E. coli) si
0,25 parti proteina cu activitate specifica de 300 unitati fosfataza/mg proteina (circa 0,5 parti
din fosfataza alcalina purificata din cultura de Bacillus licheniformis MTCC 1483, conform
procedeului descris de Pandey si Banik, 2011, Biores. Technol., 102: 4226-4231), timp de
12 h la 45°C si pH de 6,5. O unitate de Benzonase este definita ca fiind acea cantitate de
enzima care determina, in conditii standard, o crestere a absorbantei A260 cu 10 Tn 30 min,
corespunzand la o digestie completa de 37 ug ADN. Conditiile standard de reactie sunt
1 mg/ml substrat sonicat ADN, respectiv, sperma de somon, in tampon 50 mM Tris-HCI,
pH de 8,0, 0,1 mg/ml BSA, 1 mM MgCl,, incubare la 37°C. O unitate de fosfataza alcalina
este definita cafiind acea cantitate de enzima care determina, in conditii standard, eliberarea
a 1 ymoli p-nitrofenol per min. Conditjiile standard sunt: 0,1 ml proba enzimatica adaugat
peste 1,9 ml solutie p-nitro-fenil fosfat, sare disodica (2 mg per ml in tampon 1 M Tris-HClI,
pH 10,0) si incubarea amestecului la 50°C. Orice tip de combinatie de endo-nucleaze si
fosfataza alcalina poate fi folosita, cu conditia de a asigura o activitate enzimatica similara
in amestec.

Dupa hidroliza enzimatica a acizilor nucleici, cu amestec de endo-nucleaze si
fosfataza alcalina, se hidrolizeaza proteinele din biomasa algala delipidizata. Se trateaza
1000 parti algala delipidizata, ce are o umiditate reziduala de peste 80%, cu un amestec
format din 0,1 parti proteine avand activitatea specifica proteazica de 2,4 unitati Anson (AU)
per gram (0,1 parti Alcalase AF 2,4 L, Novozyme, Novozyme A/S, Bagvaerd, Danemarca,
endo-peptidaza bacteriana din Bacillus licheniformis, cu subtilizina/serin endo-peptidaza ca
principal component enzimatic, avand activitatea specifica de 2,4 unitafi Anson (AU)
per gram) si 0,5 g parti proteine cu o activitate specifica aminopeptidazica de 500 LAPU/g
(Flavourzyme 500 MG, Novozyme, un complex de amidopeptidaze/exo-peptidaze si endo-
proteaze, obfinut din Aspergillus oryzae, cu o activitate de 500 LAPU/g), la pH de 6,5 si
temperatura de 60°C, timp de 16 h. O unitate Anson este definita ca fiind acea cantitate de
enzima care, in conditii standard, la pH de 7,5, 25°C si 10 min timp de reactie, digera
hemoglobina denaturata cu o viteza initiala care produce intr-un minut o cantitate de compusi
solubili in acid tricloracetic ce dau aceeasi culoare cu reactivul Folin-Ciocalteu ca si
1 miliechivalent de tirozina. O unitate LAPU, unitate leucind aminopeptidazica, este
cantitatea de enzima care hidrolizeaza 1 pmol de leucin-p-nitroanilid/min, Tn conditii
standard, 26 mM of L- leucin-p-nitroanilid ca substrat, tampon 0,1 M Tris - HCI, pH de 8,0,
40°C. Orice tip de combinatie de endo-proteaze si amidopeptidaze/exo-proteaze poate fi
folosita, cu conditia de a asigura o activitate enzimatica similara in amestec.

Materialul algal M1 rezistent la hidroliza enzimatica, constituit predominant din
(ligno)celuloza recalcitranta, se separa prin centrifugare pe o centrifuga continua de laborator
Westfalia Laboratory Separator, model SA 1-02-175 (GEA Westfalia Separator Group,
Oelde, Germania), care este operata la o viteza a discurilor de centrifugare de 10000 rpm,
echivalent a 8000 x g; la o ratéd de alimentare de 1 L/min, cu separarea continua a
hidrolizatului enzimatic clarificat si discontinua a concentratului de pereti celulari, ajuns la o
densitate de 1100 kg/m®.

Supernatantul se reia si este ultrafiltrat tangential pe un sistem de ultrafiltrare
tangentiala Prostak (Merck Millipore, Billerica, MA, SUA), prevazut cu o membrana Ultracel
PLAC (Merck Millipore) din celuloza regenerata, cu limitda de excludere de 5 KDa.
Concentrarea proteinelor hidrolizate, aminoacizi si/sau peptide in permeat este continuata
pana la atingerea unei concentratii de 5% azot total si 1,5% fosfor total in permeat, controlata
prin dozarea azotului total si a fosforului. Din permeat se preleveaza probe care se
analizeaza periodic pentru continutul azot total folosind metoda Kjedahl (EN 13342-2001),
si dupa extragere in apa regala (EN 13346-2000).
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Materialul algal (ligno)celulozic recalcitrant M1 se converteste in bio-carbune si bio-
ulei, prin piroliza asistata de microunde. Tratamentul cu microunde se realizeaza folosind un
reactor cu microunde (Minilabotron 2000, Sairem), cu un modul de vacuum amplasat in serie
(VA 2000, Milestone, Sorisole, Italia), dupa o trapa de vacuum racita cu apa, pentru
colectarea si condensarea vaporilor produsi in timpul pirolizei. 500 g de material
lignocelulozic recalcitrant se introduc intr-un reactor de sticla pirex de 3 L. Se expune
materialul vegetal la o putere incidenta constanta de 1200 W si o frecventa de 2450 MHz,
timp de 20 min, sub vacuum, care initial este de 30 mbari, si care creste pana la 0,3 bari la
punctul maxim de incalzire. Se obtine o cantitate de 182,4 g de bio-carbune, corespunzand
unei conversii de 35,9% in bio-carbune si de 128,5 g bio-ulei, corespunzand unei conversii
de 26,8% a materialului vegetal initial in bio-ulei.

Cultivarea algelor unicelulare se realizeaza in continuare pe mediu mixotrof, rezultat
din mediu lichid F1 recuperat din etapa de electrofloculare, suplimentat cu glicerina bruta si
hidrolizate de proteina si acizi nucleici microalgali. Glicerina bruta in primul ciclu este
addugata in cantitate de 2 g/L. In urmétoarele cicluri de cultivare, in care se introduce si
glicerina recuperata din biomasa cultivata mixotrof, suplimentarea este cu 5 g/L. Mediul
mixotrof se suplimenteaza si cu 12,5 g/L hidrolizat de proteine si acizi nucleici, cu 5% N si
1,5% P. Intr-un fotobioreactor tubular (Phyta Platform, Culturing Solution, Tampa, FL, SUA),
amplasat partial deasupra fotobioreactorului operat autotrof, se aduc 120 L de mediu
mixotrof. Fotobioreactorul este mentinut in conditii de ser3, la 22 + 2°C in timpul zilei si
17 £ 2°C in timpul noptii, cu o fotoperioada de 12 h, iluminat cu lumina solara, cu intensitati
care ating 1000 uE m™?s™ in timpul amiezii, suplimentatd cu lumind cu intensitatea de
160 uE m?s™, provenita din Iampi cu halogen, atunci cand intensitatea luminoasa scade sub
500 YE m?s™ si aerat cu 20 L de amestec gazos cu 7,5% CO, pe min pe 100 L de mediu.

Se cultiva mixotrof diferite tulpini de microalge, inclusiv tulpina 424-1/CCAP 251/10
de Nannochloris sp., care a fost cultivata anterior autotrof. Tulpinile cultivate mixotrof au o
capacitate mai ridicata de a rezista la stresurile induse de o iluminare mai intensa, si de o
aerarea cu gaze de ardere cu un continut mai ridicat de bioxid de carbon datorita prezentei
diferitilor osmoprotectanti, inclusiv a prolinei ce reduce efectul nociv al speciilor reactive de
oxigen (Siripornadulsil et al., 2002, Plant Cell,14: 2837-2847). Microalgele se cultiva timp
de circa 72...80 h, pana la atingerea unei densitati de biomasa de minimum 7,5 g/L, cu un
continut de lipide de cel putin 30%. Acumularea suplimentard de lipide se datoreaza
suplimentarii mediului de cultura cu sursa de carbon fixat, respectiv, glicerina bruta.

Serecolteaza biomasa prin electrofloculare siflotatie, aplicAndu-se acelasi procedeu
cain cazul culturii autotrofe descris mai sus. Se procedeaza similar la omogenizarea la inalta
presiune a biomasei de alge, si la extragerea lipidelor din omogenizatul de microalge, prin
folosire de n-hexan, urmata de recuperarea prin distilare a solventilor si separarea lipidelor.
Se transesterifica lipidelor extrase, cu recuperarea glicerinei brute care este utilizata, dupa
aducere la pH neutru cu acid fosforic, ca sursa de carbon pentru suplimentarea aditionala
a mediului mixotrof de cultivare a algelor, in concentratie aditionala de 3 g/L.

Hidroliza enzimatica a biomasei delipidizate se realizeaza cu un amestec de
hidrolaze, proteaze, amidopeptidaze si B-glucanaze. Initial se utilizeaza un amestec format
din 0,25 parti complex de hidrolaze produs de Trichoderma viride, cu 200 unitati B-glucan
Botrytis per g, la pH de 5, temperatura de 50°C, la 1000 parti biomasa algala delipidizata,
exprimata ca substanta uscata. Se mentine timp de 12 h la 50°C si pH de 5.

Complexul de hidrolaze folosit este Glucanex 200 G (Novozyme A/S), un amestec
de enzime litice din Trichoderma harzianum, care include celulaze, B 1-3 si B 1-6 glucanaze,
proteaze si chitinaze. O unitate B-glucan Botrytis este definita ca fiind acea cantitate de
enzima care, in conditii standard, la 30,0°C, pH de 4,4, timp de 10 min, elibereaza 1 mmol
de grupari reducatoare carbohidrati (calculate ca glucoza) per min.
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Dupa hidroliza enzimatica partiala a polizaharidelor si a proteinelor din peretele
celular, cu amestec de complex de hidrolaze produs de Trichoderma viride, se finalizeaza
hidroliza proteinelor din biomasa algala delipidizata. Se trateaza 1000 parti algala
delipidizata si tratata anterior cu enzime litice din T. viride, care are o umiditate reziduala de
peste 80%, cu un amestec format din 0,1 parti proteine avand activitatea specifica proteazica
de 2,4 unitati Anson (AU) per gram (0,1 parti Alcalase AF 2,4 L, Novozyme), si 0,5 g parti
proteine cu o activitate specifica aminopeptidazica de 500 LAPU/g (Flavourzyme 500 MG,
Novozyme), la pH de 6,5 si temperatura de 60°C, timp de 16 h.

Hidrolizatul de proteine, oligozaharide si fitohormoni se concentreaza prin evaporare
in vid, pana la 10% substanta uscata determinata refractometric, prin folosirea unui
evaporator sub vid Simax de 5 L/h (Kavalier, Sazava, Cehia). Concentratul de extract
enzimatic microalgal se usuca prin pulverizare, folosind un uscator prin pulverizare de mici
dimensiuni (Niro Minor Unit™, GEA Process Engineering A/S, Sgborg, Danemarca), la o
temperatura de intrare de 150...165°C si la o temperatura de iegire de 75...80°C. Pulberea
rezultatd se granuleaza in pat fluidizat, format intr-un granulator in pat fluidizat Mini-Glatt
(Glatt Ingenieurtechnik GmbH, Weimar, Germania), prin injectarea de aer la o presiune de
2,5 bari si cu un debit de 65...85 m*/h. Granulatorul este operat la o temperaturé de 55°C in
timpul umectarii prin stropire cu solutie de alcool etilic 15%, pentru aglomerare, si de 75°C
in timpul uscarii granulelor poroase formate.

Extractia hidrolitica a biomasei algale delipidizate cu un amestec de hidrolaze produs
de Trichoderma determina formarea din materialul vegetal a unui amestec de compusi de
hidroliza, in special B-oligozaharide, care prezinta un tipar molecular similar celui asociat
distrugerilor (de perete celular). Un astfel de tipar molecular determina la plante activarea
raspunsului de aparare din plante - a se vedea, de exemplu, review-ul Hermosa et al., 2013,
Int. Microb., 16: 69-80.

Activarea raspunsului de aparare din plante de catre oligozaharidele formate in
extractul enzimatic din microalge delipidizate a fost verificata prin determinarea alcalinizarii
mediului de cultura a unei suspensii de celule de tutun pe mediu Murashige si Skoog cu pH
initial de 5,8 (Duchefa Biochemie, Haarlem, Olanda), suplimentatcu 0,2gL"2,4-D, 1 mgL™
tiamina, 100 mg L mio-inozitol, 200 mg L™ KH,PO,, si 30 g L™ de zaharoz&, conform
metodei descrise de Klarzynski et al. 2000, Plant Physiol, 124: 1027-1038. S-a lucrat
comparativ cu un produs standard reprezentat de laminarina din Laminaria digitala (Sigma
Aldrich). O doza de 250 pg/ml extract enzimatic de microalge, realizat conform procedeului
de mai sus, a determinat o alcalinizare de 1,8 unitati pH, similara cu cea produsa de
100 pg/ml laminarina. Laminarina este omologata ca biofungicid pentru combaterea bolilor
foliare la legume si pomi fructiferi, prin activarea sistemica a rezistentei plantelor de cultura,
deci si compusii rezultati prin extractia enzimatica a biomasei de microalge delipidizate
cultivate mixotrof, care contin B-oligozaharide, obtinuti prin procedeul descris mai sus, si care
au o activitate biologica similara, de elicitori ai raspunsului de aparare/rezistentei sistemice
la plante pot fi utilizati ca biofungicide, pentru protectia plantelor de cultura, in special a
legumelor si a pomilor fructiferi.

Hidrolizatul de proteine, oligozaharide si fitohormoni, uscat si granulat, a fost testat
si in conditii de sera, pe plante de tomate, pentru a verifica actiunea osmoprotectanta a
prolinei din hidrolizatele proteice si a glicinbetainei. Plantele de tomate (Lycopersicum
esculentum ev. Cristal F1), rasaduri de 60 de zile, au fost transplantate in vase de vegetatie
de 25 cm si 50 cm inaltime, in care s-au introdus cate 5 L de substrat de crestere imbogatit
cu nutrienti, pentru primele saptaméani de crestere (Canna Terra Professional Plus, Canna
International BV, Oosterhout, Olanda). Vasele de vegetatie au fost mentinute in conditii de
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sera, la 22 + 2°C in timpul zilei si 17 £ 2°C in timpul noptii, cu o fotoperioada de 12 h,
suplimentatd cu lumina cu intensitatea de 160 mcE/m?/s, provenita din I&mpi cu halogen,
atunci cand intensitatea luminoasad scddea sub 500 mcE/m%s. Experimentul a durat
56 de zile. Substratul continea rezerve de nutrienii inifiale, astfel incat plantele au fost
fertilizate numai o singura data, dupa 28 de zile de la transplantare, prin aplicarea a 100 ml
de solutie nutritivda 1 g/L de ingrasamant 20-8-20 (N-P,0.-K,O, Eurofertil, TimacAgro
Romania). Experimentul a fost organizat in bloc randomizat cu cate 4 repetitii pentru fiecare
varianta, fiecare repetitie incluzand cate 5 plante. Variantele testate experimental au inclus
si martori stropiti cu apa, stresat hidric si nestresat, si un produs de referinta, Maxicrop
Original (MaxiCrop, Corby, Marea Britanie), care contine 8% substanta uscata extrasa din
Ascophyllum nodosum. Aceste variante experimentale au fost:

V, - martor nestresat hidric, tratat cu apa; 2 tratamente x 2 ml per planta echivalent
100 L/ha;

V, - martor stresat hidric, tratat cu apa, 2 tratamente x 2 ml per planta echivalent
100 L/ha;

V, - nestresat hidric, tratat cu Maxicrop Original, 2 tratamente x 2 ml solutie
0,48% per planta, echivalent 6 L cu 8% s.u. in 100 L/ha;

V, - stresat hidric, tratat cu Maxicrop Original, 2 tratamente x 2 ml solutie
0,48% per planta, echivalent 6 L cu 8% s.u. in 100 L/ha;

V. - nestresat hidric, tratat cu produs conform exemplului, 2 tratamente x 2 ml solutie
0,5% per planta, echivalent 0,5 kg in 100 L/ha;

V, - stresat hidric, tratat cu produs conform exemplului, 2 tratamente x 2 ml solutie
0,5% per planta, echivalent 0,5 kg in 100 L/ha.

Tratamentele s-au aplicat in a 2-a si a 29-a zi dupa transplantare, prin stropirea
fiecarei plante cu ajutorul un atomizor de sticla cu dop metalic si para de cauciuc (model
15-RD, DeVilbiss Healthcare, Somerset, PA, SUA). Martorul nestresat hidric a fost udat o
data la cinci zile la 100% capacitate de cdmp, iar variantele stresate hidric au fost udate la
doua saptamani la 100% capacitate de camp. La sfargitul celor 8 saptaméani de la
transplantare s-a desfiinfat experienta, determinandu-se parametrii morfologici ai plantelor,
respectiv, inaltimea plantelor, lungimea radacinii, numarul de frunze si suprafata frunzelor,
ca si masa de fructe coapte per planta. Tn recolta de rosii s-a determinat seleniul, prin
spectrofotometrie de absorbtie atomica, cu generare de hidruri (Tinggi et al., 1992, J. Food
Comp. Anal. 5, 269-280). Datele s-au prelucrat prin analiza variantei (ARM 8, Gylling Data
Management, Brookings, SD, SUA).

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 2 de mai jos. Hidrolizatul de proteine,
oligozaharide si fitohormoni, obtinut conform procedeului descris de aceasta inventie,
stimuleaza cresterea plantelor siamelioreaza rezistenta plantelor de tomate la stresul hidric.
Actiunea compozitiei realizate este similara cu cea a produsului de referinta utilizat, un
extract de macro-alge, care contine 8% substanta uscata extrasa din Ascophyllum nodosum.
Ingredientele active care actioneaza asupra plantelor de tomate, determinand cresterea
rezistentei al stresul hidric, si stimuland cresterea si dezvoltarea, sunt fitohormonii (in special
citochinina), aminoacizii precursori de fitohormoni, prolina si betaina cu actiune
osmoprotectanta.
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Tabelul 2
Influenta tratamentelor cu compozitii realizate conform inventiei,
asupra plantelor de tomate, stresate si nestresate hidric*
Varianta experimentala Tn&ltime plante| Lungime Numar Suprafata Productie
(cm) radacini (cm) | frunze frunze (mm?) medie**
(g fructe

coapte/planta)

V, martor nestresat hidric, tratat cu | 56,15+1,74b | 54,42+0,84b |32,00+5,2b| 669,47+6,12b | 315+42,4b
apa

V, martor stresat hidric, tratat cu 42,02+3,64c | 34,75+3,12c |22,50+2,2c | 527,50+2,92¢c 182+32,6¢
apa

V, nestresat hidric, Maxicrop 62,30+3,42a | 53,50+2,39b |33,00+£2,1b |675,58+2,92ab| 373+28,2a
Original, 2x 0,48% echiv. 6 litri
8% s.u. in 100 I/ha

V, stresat hidric, Maxicrop Original, | 52,504+2,89b | 53,20+1,93b |32,20+3,8b |663,16+5,84ab| 302+38,6b
2x 0,48% echiv. 6 litri cu 8% s.u. In
100 I/ha

V., nestresat hidric, tratat cu produs | 63,25+1,49a | 57,25%1,22a (43,50+4,4a|709,21 +4,59a| 364122 4a
cf. ex., 2x 0,5% echiv. 0,5 kg
in 100 I/ha

V, stresat hidric, tratat cu produs 52,50+4,64b |52,20+1,82b |33,01+2,6b| 662,16+8,24b | 319+35,6b
cf. ex., 2 x 0,5% echiv. 0,5 kg in
100 I/ha;

*Valorile urmate de aceeasi litera nu difera semnificativ pentru P > 0,05;
**Productia pe 30 zile ciclu de inflorire - fructificare.

Materialul recalcitrant M2 rezistent la hidroliza se converteste in bio-carbune si bio-
ulei. 500 g de material lignocelulozic recalcitrant M2 se introduc intr-un reactor de sticla pirex
de 3 L. Se expune materialul vegetal la o putere incidenta constanta de 1200 W si o
frecventa de 2450 MHz, timp de 20 min, sub vacuum, care initial este de 30 mbari, si care
creste pana la 0,3 bari la punctul maxim de incalzire. Se obtine o cantitate de 173,6 g bio-
carbune, corespunzand unei conversii de 34,2% in bio-carbune si de 132,3 g bio-ulei,
corespunzand unei conversii de 27,6% a materialului vegetal initial in bio-ulei.

Bio-carbunele rezultat din material M1 si M2 se reuneste si se trece intr-o coloana.
Se utilizeaza, in raport de 3 g bio-carbune la 1 L de mediu, pentru purificarea suplimentara
a mediului lichid recuperat F2. Cele 366 g de bio-carbune format din materialul algal
recalcitrant la hidroliza algala sunt utilizabile pentru a purifica peste 120 L de mediu lichid
recuperat F2.

In mediul de cultura mixotrof si in mediul lichid F2 purificat (recuperat dupa
electrofloculare si flotatie si trecut pe coloana de bio-carbune) s-au determinat continuturile
de TEPs (utilizand metoda spectrofotometrica descrisa de Arruda et al., 2004, Talanta,
62: 81-85) si de peroxizi lipidici (Hodges et al. 1999, Planta 207: 604-611).

Continutul de TEPs se reduce de la 7,4 mg/L in mediul de cultura initial mixotrof la
0,2 mg/L, dupa procesul de electrofloculare si de purificare pe bio-carbune. Asa cum s-a
aratat, valorile de sub 1,5 mg/L reduc semnificativ riscul formarii fotobiofilmelor (Discart et
al. 2014, Bioresource Technology 152:321-328). Nivelul de peroxizi lipidici, estimat ca
malondialdehida, se reduce de la 4,6 pmoli/ml Tn mediul de cultura initial la 0,4 umoli/ml,
dupa procesul de electrofloculare si de purificare pe bio-carbune, cu mult sub valorile care
pot determina fenomene inhibitorii in culturile de microalge (Bos ma et al., 2008,
Biotechnology and Bioengineering, 101: 1108-1114).
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Bio-carbunele utilizat pentru purificarea mediului lichid de cultura a fost recuperat,
fiind utilizabil ca ameliorator de sol. Bio-carbunele recuperat a fost analizat conform EBC
(2012), ,European Biochar Certificate - Guidelines for a Sustainable Production of
Biochar.", European Biochar Foundation (EBC), Arbaz, Switzerland. Probele au fost
analizate din punct al vedere al confinutului de apa, conform DIN 51718, cu un aparat HR 73
Halogen Moisture 02 Analyzer (Metler Toledo, Columbus, OH, SUA), continutul de cenusa
dupa carbonizare la 550°C, prin analogie cu prevederile standardului de analizd DIN
51719/EN 14775, continutul de carbon, hidrogen, azot, sulf si oxigen (calculat), conform
metodelor standard de analiza DIN 51732, DIN 51732, DIN 51724-3, respectiv, DIN 51733,
prin folosirea unui aparat de analiza elementala 2400 series I| CHNS/O Analyzer (Perkin
Elmer, Waltham, MA, SUA), elementele potential toxice si microelementele, respectiv, Pb,
Cd, Cu, Ni, Hg, Zn, Cr, B, Mn, dupa digestie cu microunde, conform EN ISO 17294-2/EN
1483, utilizand un digestor cu microunde Speed Vave (Bergoff, Eningen, Germania) si un
spectrometru ICP-OES Optima 2100 (Perkin Elmer), elementele principale, P, Mg, Ca, K, Na,
Fe, S, conform EN ISO 11885/EN ISO 17294-2, hidrocarburile policiclice aromatice, conform
EN 15527, dupa extractie cu toluen, prin gaz-cromatografie cuplata cu spectrometrie de
masa, folosind sistem Agilent 7890 A/B GC 7000 C triplu quad MS/MS Bundle 11-134
(Agilent Technologies), valoarea pH conform metodei standard DIN ISO 10390 (CaCl,),
folosind un aparat multiparametric C932 T (Consort, Turnhout, Belgia), suprafata specifica,
conform metodei BET (Brunauer, Emmett and Teller), conform ISO 9277, folosind un
analizor Gemini 2375 (Micromeritics, Norcross, GA, SUA).

Rezultatele obfinute sunt prezentate in tabelul 2, comparativ cu valorile stabilite de
European Biochar Foundation (EBC) pentru bio-carbunele din categoria premium. Aceste
rezultate demonstreaza ca bio-carbunele obfinut prin aplicarea procedeului conform inventiei,
prin piroliza asistatda de microunde a materialului recalcitrant din alge, se incadreaza in
categoria premium EBC.

Bio-carbunele astfel obtinut reprezinta un ameliorator de sol. Bio-carbunele aplicat
ca ameliorator de sol reprezinta o forma durabila de stocare a carbonului in sol, care
determina o serie de efecte benefice din punct de vedere al mediului (de exemplu: reducerea
spalarii si levigarii produselor agrochimice din sol) si al productiilor agricole (Xu et al., 2012.
CLEAN-Soil, Air, Water, 40(10), 1093-1098).

Tabelul 3
Parametrii de calitate ai bio-carbunelui obtinut prin aplicarea procedeului
conform inventiei, prin piroliza asistata de microunde
a materialului lignocelulozic recalcitrant provenit din E. arvense

Caracteristica calitate Limite Euro-Charpremium Bio-carbune conform
procedeu

Umiditate <5% 4,57%

Carbon total > 50% 57,4%

Carbon organic 10-40% 35,5%
Raport molar H/C <0,6 0,47
Raport molar H/O <04 0,34

Elemente nutritive 1-40% 5,53%
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Tabelul 3 (continuare)

Caracteristica calitate

Limite Euro-Charpremium

Bio-carbune conform

procedeu
P 2,16%
Mg 0,46%
Ca 0,89%
K 1,53%
Fe 0,03%
S 0,48%
Metale
grele/microelemente
Pb Pb <120 g/t SU; 12,3+1,9
Cd Cd <1 g/t SU; 0,41+0,08
Cu Cu <100 g/t SU; 10,6+1,5
Ni Ni < 30 g/t SU; 6,0£0,8
Hg Hg < 1 g/t SU; 0,05+0,01
Zn Zn < 400 g/t SU; 273,2416,3
Cr Cr<80g/t SU 36,7+4,12
Suprafata specifica >150 m?/g 294 m?/g
pH <10 8,3

In mediul lichid recuperat F2 si purificat prin trecere pe bio-carbunele obtinut din
material M1 si M2 se determina continutul de azotat, fosfat si sulfat, si se completeaza
acestea pana la nivelul din mediul de cultura lichid Zarrouk initial. Mediul lichid recuperat F2
completat se foloseste pentru cultivarea autotrofa a microalgelor, reludndu-se ciclul de

cultivare continua.
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Revendicari

1. Procedeu conform inventiei, caracterizat prin aceea ca include urmatoarele
etape: cultivarea autotrofa a microalgelor intr-un fotobioreactor tubular, pe un mediu mineral,
care include, dupa primul ciclu, mediu lichid recirculat F2; recoltarea biomasei de alge
cultivate pe mediu autotrof prin electrofloculare si flotatie, cu recuperarea mediului lichid F1,
si utilizarea acestuia pentru mediul lichid mixotrof de cultivare a microalgelor; ruperea
celulelor de microalge separate prin flotatie prin omogenizare la inalta presiune; extragerea
lipidelor din omogenizatul de microalge, prin folosire de solventi organici, urmata de
recuperarea prin distilare a solventilor, si separarea lipidelor; transesterificarea lipidelor, cu
recuperarea glicerinei brute, care este utilizata, dupa aducere la pH neutru cu acid fosforic,
drept sursa de carbon pentru suplimentarea mediului mixotrof de cultivare a algelor, in
concentratie de 2 g/L; hidroliza enzimatica a biomasei delipidizate cu un amestec de
hidrolaze, fosfataze, nucleaze, proteaze si amidopeptidaze; separarea prin centrifugare la
8000 x g a materialului microalgal rezistent la hidroliza enzimatica M1, constituit predominant
din (ligno)celuloza recalcitranta, si prelucrarea ulterioara a acestui material la bio-carbune;
normalizarea hidrolizatului de proteine si acizi nucleici prin ultrafiltrare tangentiala; cultivarea
algelor unicelulare pe mediu mixotrof, obtinut prin suplimentarea mediului mineral F1
recuperat, cu glicerina bruta, si hidrolizate de proteina si acizi nucleici microalgali; recoltarea
biomasei de alge cultivate pe mediu mixotrof prin electrofloculare si flotare, cu separarea
mediului lichid F2 si a biomasei de microalge cultivate mixotrof, omogenizarea la Tnalta
presiune a biomasei de alge, si extragerea lipidelor din omogenizatul de microalge, prin
folosire de solventi organici, urmata de recuperarea prin distilare a solventilor, si separarea
lipidelor; transesterificarea lipidelor extrase, cu recuperarea glicerinei brute, care este
utilizata, dupa aducere la pH neutru cu acid fosforic, drept sursa de carbon pentru
suplimentarea aditionala a mediului mixotrof de cultivare a algelor, in concentratie adi{ionala
de 3 g/L; hidroliza enzimatica a biomasei delipidizate cu un amestec de hidrolaze, proteaze,
amidopeptidaze si B-glucanaze; separarea prin centrifugare a materialului microalgal
rezistent la hidroliza enzimatica M2, constituit predominant din (ligno)celuloza recalcitranta,
si prelucrarea ulterioara a acestui material la bio-carbune; concentrarea hidrolizatului de
proteine, oligozaharide si fitohormoni prin evaporare in vid, uscarea concentratului de extract
enzimatic microalgal prin pulverizare, si granularea pulberii rezultate in pat fluidizat;
purificarea mediului lichid filtrat F2 prin trecere pe bio-carbunele obtinut din material M1 si
M2, in raport de 3 g bio-carbune la 1 L de mediu, determinarea continutului de azotat, fosfat
si sulfat in mediu lichid recuperat F2, purificat prin trecere pe bio-carbune, si completarea
acestora pana la nivelul din mediul de cultura lichid initial, si utilizarea mediului lichid filtrat
F2 pentru cultivarea autotrofa a microalgelor.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca etapa de cultivare
autotrofa a microalgelor pe un mediu mineral se realizeaza pana la o densitate de minimum
7,5 g/l biomasa, cu cel putin 20% lipide, initial pe mediu Zarrouk si apoi pe mediu mineral,
care include, dupa primul ciclu, mediu lichid recirculat F2 purificat si completat cu nutrienti
minerali la nivelul mediului Zarrouk, intr-un fotobioreactor tubular, amplasat partial sub
fotobioreactorul operat mixotrof, si partial umbrit de acesta, mentinut in conditii de sera, la
22 + 2°C in timpul zilei si 17 + 2°C in timpul noptii, cu o fotoperioada de 12 h, iluminat cu
lumina solara, cu intensitati care ating 800 uE m?s™"in timpul amiezii, suplimentata cu lumina
cu intensitatea de 160 uE m™s™, provenita din 1ampi cu halogen, atunci cand intensitatea
luminoasa scade sub 500 UE m™?s™, si aerat cu 10 L de amestec gazos cu 5% CO, pe min
pe 100 L de mediu.
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3. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca etapa de recoltare
a biomasei de alge, cultivate pe mediu autotrof sau mixotrof, se realizeaza prin
electrofloculare si flotare, folosind o celula electrolitica de flotare cu electrozi plati si perforati,
din otel carbon OLC 10, cu maximum 0,1% C, situati la o distanta de 5 cm unul de altul,
aplicandu-se tensiunea necesara pentru a avea o intensitate a curentului transmis de 1,33 A,
la 0 energie specificd consumata de 0,359 kWhm®,

4. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca etapa de rupere a
celulelor de alge unicelulare, cultivate autotrof sau mixotrof, se realizeaza prin trecere pe un
omogenizator cu piston prevazut cu valva acoperita cu nailon functionalizat cu polimeri
continand amine tertiare, poli-dimetilaminometilstiren, 3 cicluri la 150 MPa.

5. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca etapa de extragere
a lipidelor din omogenatul de alge unicelulare, cultivate autotrof sau mixotrof, se face cu
hexan, in raport de 1 parte solvent organic la 1 parte omogenat.

6. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca etapa de hidroliza
a proteinelor si a acizilor nucleici din biomasa algala cultivata autotrof, delipidizata, se
realizeaza cu un amestec de hidrolaze, initial cu un amestec format din 0,25 parti proteina,
activitate specificd endo-nucleazicd de 1 x 10° unitdti endo-nucleazd/mg proteina, si
0,25 parti proteina cu activitate specifica de 300 unitati fosfataza/mg proteina, la 1000 parti
biomasa algald delipidizata, exprimata ca substanta uscata, timp de 12 h la 45°C si
pH de 6,5, urmata de tratamentul cu 0,1 parii proteine avand activitatea specifica proteazica
de 2,4 unitati Anson (AU) per gram, si 0,1 g parii proteine cu o activitate specifica
aminopeptidazica de 500 LAPU/g la 1000 parti biomasa algala delipidizata, exprimata ca
substanta uscata, la pH de 6,5 si temperatura de 60°C, timp de 16 h.

7. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca etapa de normalizare
a hidrolizatului de proteine si acizi nucleici se face prin ultrafiltrare tangentiala pe o
membrana cu limita de excludere de 5 kDa, pana la 5% azot total si 1,5% fosfor total, cu
utilizarea acestor hidrolizate ca sursa de azot si fosfor pentru suplimentarea mediului de
cultivare a algelor, in concentratie de 12,5 g/L.

8. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca etapa de conversie
in bio-carbune si bio-ulei a materialului lignocelulozic microalgal rezistent la hidroliza
enzimatica M1 si, respectiv, M2 se face prin piroliza asistatd de microunde, la o putere
incidenta de 1200 W si o frecventa de 2450 MHz, timp de 20 min, sub vacuum, care initial
este de 30 mbari, si care creste pana la 0,3 bari la punctul maxim de incalzire.

9. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca etapa de cultivare
mixotrofa a microalgelor pe mediu recuperat F1, suplimentat cu glicerina in concentratie
initiala de 2 g/L si apoi de 5 g/L, si cu 12,5 g/L hidrolizat de proteine si acizi nucleici, cu 5% N
si 1,5% P, pana la atingerea unei densitati de biomasa de minimum 7,5 g/I, cu un continut
de lipide de cel putin 30%, intr-un fotobioreactor tubular, amplasat partial deasupra
fotobioreactorului operat autotrof, mentinut in conditii de sera, la 22 + 2°C in timpul zilei si
17 £+ 2°C in timpul noptii, cu o fotoperioada de 12 h, iluminat cu lumina solara, cu intensitati
care ating 1000 YE m?s™ in timpul amiezii, suplimentatd cu lumind cu intensitatea de
160 JE m?s™", provenita din 1ampi cu halogen, atunci cand intensitatea luminoasa scade sub
500 YE m?s™, si aerat cu 20 L de amestec gazos cu 7,5% CO, pe min pe 100 L de mediu.

10. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca etapa de hidroliza
a proteinelor si a peretilor celulari din biomasa algala cultivata mixotrof, delipidizata, se reali-
zeaza cu un amestec de hidrolaze, initial cu un amestec format din 0,25 parti complex de
hidrolaze produs de Trichoderma viride, cu 200 unitati B-glucan Botrytis per g, la pH de 5,
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temperatura de 50°C, la 1000 parti biomasa algala delipidizata, exprimata ca substanta
uscata, timp de 12 h la 50°C si pH de 5, urmata de tratamentul cu 0,1 parti proteine avand
activitatea specifica proteazica de 2,4 unitati Anson (AU) per gram si 0,1 g parti proteine cu
o activitate specifica aminopeptidazica de 500 LAPU/g la 1000 parti biomasa algala
delipidizata, exprimata ca substanta uscata, la pH de 6,5 si temperatura de 60°C, timp de
16 h.

11. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca etapa de
concentrare a hidrolizatului de proteine, oligozaharide si fitohormoni se realizeaza prin
evaporare in vid pana la 10% substanta uscata, determinata refractometric, a extractului
enzimatic, uscarea concentratului de extract enzimatic microalgal prin pulverizare, la o
temperatura de intrare de 150...165°C sila o temperatura de iesire de 75..80°C, sigranularea
pulberii rezultate in pat fluidizat, format prin injectarea de aer la o presiune de 2,5 bari si cu
un debit de 65 ...85 m3/h, si operat la o temperatura de 55°C in timpul umectarii prin stropire
cu solutie de alcool etilic 15%, pentru aglomerare, si de 75°C in timpul uscarii granulelor
poroase formate.
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