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Inventia se referd la un procedeu de cultivare a unor
alge unicelulare. Procedeul conform inventiei consta in
recoltarea biomaseide alge cultivate pe mediu mixotrof,
si ruperea celulelor de alge unicelulare, prin omogeni-
zare la Tnalta presiune, urmata de extragerea lipidelor
din omogenizatul algal, si separarea acestora, care sunt
apoi supuse procesului de transesterificare, cu recu-
perarea glicerolului brut utilizat in concentratie de 2.5
g/l, ca sursa de carbon pentru suplimentarea mediului
de cultivare a algelor unicelulare, biomasa lipidica este
supusa hidrolizei enzimatice, din care rezulta un

hidrolizat de proteine si acizi nucleici care, dupa
normalizare, sunt utilizati in concentratie de 12,5 g/l ca
sursa de azot si fosfor, in amestec cu 16 g/l NaHCO,,
si sursa de carbon, ca mediu de cultivare a algelor
unicelulare care se realizeaza pe un mediu aerat cu
1...10 | amestec gazos la o temperaturéd de 28°C si o
intensitate a ilumin&rii de 250...1000 uEm%s™, timp de
2.5 zile, pana la o concentratie de 100 g/l biomasa
algala, urmata de recoltarea biomasei algale.
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PROCEDEU DE CULTIVARE MIXOTROFA A ALGELOR UNICELULARE

Prezenta inventie se refera la un procedeu de cultivare mixotrofa a algelor
unicelulare pe un mediu mineral suplimentat cu glicerol si hidrolizate de proteine si
acizi nucleici, destinat obtinerii de biomasa algala utilizabila pentru producerea de
biocombustibili, inclusiv biocombustibil pentru aviatie.

Sunt cunoscute diferite brevete care se refera la diferite procedee mixotrofe de
cultivare a algelor unicelulare, care implica suplimentarea mediilor de cultura
minerale cu diferiti compusi organici. Cererea de brevet WO 2010/123848 dezvaluie
un procedeu de care implicd 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 W02012/035262 descrie un procedeu mixotrof de cultivare
a algelor in prezenta unei surse de lumina discontinui, 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 pe ora, au amplitudine egaléd sau superioara la 10 pEm?s™, si o durata
cuprinsa intre 20 secunde si 10 minute, de preferat intre 10 secunde si 2 minute, si
cel mai preferat intre 20 secunde si 1 minut. 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 ore.

Cererea de brevet SUA 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/l 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 culturd mineral autotrof se realizeaza prin adaugarea de
compusi care provin din fotosintezatul orgarismelor terestre, in conditiile in care
aceasta suplimentare s-ar putea realiza prin re-utilizarea 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
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dezavantaj este dat de faptul ca suplimentarea se realizeaza predominant cu surse
de carbon, in conditile in care deficitul principal in producerea comerciala de
biocombustibili din micro-alge este cel al surselor de carbon si fosfor — a se vedea de
ex. review-ul Chisti, 2013, J. Biotech., 167:2012-214.

Este un obiect al acestei inventii de a descrie un procedeu de cultivare
mixotrofa a algelor unicelulare, in care sunt utilizati, pentru suplimentarea mediului
de cultura autotrof, compusii proveniti din prelucrarea biomasei algale procesate
pentru obtinerea de biocombustibili, respectiv glicerolul brut, rezultat de Ila
transesterificarea lipidelor algale, ca sursa de carbon, si hidrolizatele de proteine si
acizi nucleici din biomasa de alge unicelulare, ca sursa de azot si fosfor. Este un al
obiect al acestei inventii de a descrie un procedeu prin care se obtin hidrolizatele de
proteine si acizi nucleici din biomasa de alge unicelulare, folosite pentru
suplimentarea mediului autotrof.

Procedeul conform inventiei este alcatuit din urmatoarele etape:

v Recoltarea biomasei de alge cultivate pe mediu mixotrof si ruperea celulelor
de alge unicelulare prin omogenizare la inalta presiune;

v Extragerea lipidelor din omogenizatul algal, prin folosire de amestec de
solventi, urmatéa de recuperarea prin distilare a solventilor si separarea lipidelor

v Transesterificarea lipidelor prin procedee cunoscute, cu recuperarea
glicerolului brut care este utilizat, dupa aducere la pH neutru cu acid fosforic, ca
sursa de carbon pentru suplimentarea mediului de cultivare a algelor, in concentratii
cuprinse intre 2 si 5 g/l;

v Hidroliza enzimatica a biomasei lipidice cu un amestec de hidrolaze, fosfataze,
nucleaze, proteaze si celulaze, urmata de separarea prin centrifugare a materialului
algal rezistent la hidrolizd enzimaticd, constituit predominant din (ligno)celuloza
recalcitrantd, si de prelucrarea ulterioara a acestui material la furani si acid levulinic
utilizabili pentru obtinerea de bio-combustibili;

v Normalizarea hidrolizatului de proteine si acizi nucleici prin ultrafiltrare
tangentiald pe 0 membrana cu limita de excludere de 5 kDa, pana la 5% azot total si
1,5% fosfor total, si utilizarea ca sursa de azot si fosfor pentru suplimentarea
mediului de cultivare a algelor, in concentratie de 12,5 g/l;

v Cultivarea algelor unicelulare pe mediu mineral suplimentat cu 16 g/l
NaHCOZ3, glicerind bruta in concentratie cuprinsa intre 2 si 5 g/l si 12,5 g/l hidrolizat

de proteine si acizi nucleici, cu 5% N si 1,5% P, pe un mediu aerat cu 1...10 litri de

2

{



-2013 0ggeéh--
2 5 -11- 2013 3/(

amestec gazos cu 7% CO. pe min pe 100 litri de mediu, la temperatura de 28°C si la
intensitéti ale iluminarii cuprinse intre 250 si 1000 pEm™s™, timp de 2..5 zile, pani la
atingerea concentratiei de 100 g/l biomasa algala, urmatd de recoltarea biomasei
algale.
Aspectele preferate ale procedeului descris mai sus sunt:
v Recoltarea prin centrifugare la min. 8000 x g, si ruperea celulelor de alge
unicelulare prin trecere pe un omogenizator cu piston prevazut cu valva tip muchie
de cutit, 3 cicluri la 150 MPa;
v Extragerea lipidelor din omogenatul de alge unicelulare cu un amestec de
cloform: metanol 2:1, in raport de 5 pari amestec solventi la 1 parte omogenat;
v Hidroliza proteinelor si a acizilor nucleici din biomasa algala delipidizata cu un
amestec de hidrolaze, initial cu un amestec format din 0,25 parii proteina activitate
specificd endonucleazicd de 1x 10° unitéti endonucleaza / mg proteina, si 0,25 parti
proteina cu activitate specifica de 300 unitati fosfataza/mg proteina, la 1000 pari
biomasa algala delipidizata, exprimata ca substan{a uscata, timp de 12 ore la 45°C si
pH 6,5, urmat de tratamentul cu 0,1 parli proteine avand activitatea specifica
proteazica de 2,4 unitati Anson (AU) per gram si 0,1 g pani proteine cu o activitate
specifica aminopeptidazicd de 500 LAPU/g la 1000 parti biomasa algala delipidizata,
epxrimata ca substan{a uscata, la pH 6,5 si temperatura de 60°C, timp de 16 ore;
Procedeul conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:
- Acumularea superioara de biomasa de alge unicelulare si de lipide in biomasa
de alge, datorita suplimentarii mediului de cultivare cu surse organice de carbon,
azot si fosfor;
- Stimularea cresterii algelor datorita acumularii de fitohormoni algali si de
aminoacizi precursori ai fitohormonilor algali in hidrolizatele enzimatice de biomasa
algala delipidizata;
- Favorizarea adaptarii la conditii de mediu adverse, reprezentate de intensitati
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;
- Utilizarea prin reciclare in cadrul procedeului de cultivare mixotrof a glicerolului
brut si a fractiilor de proteine si acizi nucleici din biomasa algala, produse secundare

de la procesarea lipidelor si carbohidratilor din biomasa algala in biocombustibili.
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In continuare se prezintd exemple de realizare care ilustreaza inventia fara a
o limita.

Exemplul 1. Se recolteaza biomasa algala dupa cultivare intr-un fotobioreactor
Biostat PBR 2S (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Germania), 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 10.000 rpm, echivalent a 8500 x g; la o ratd de
alimentare de 0,3 litri/min, cu separarea continua a mediului de cultura clarificat si
discontinud a unui concentrat de alge, ajuns la o densitate de 1100 kg/m°.
Concentratul de biomasa algalda se omogenizeaza intr-un omogenizator cu piston,
GEA Niro Soavi Arriete NS2006 (GEA Niro Soavi, Parma, Italia) prevazut cu o valva
tip ,muchie de cutit”, doua cicluri la 150 MPa, cate 0,3 litri/min. Omogenizarea la
inaltd presiune determina ruperea celulelor algale prin lizd indusa de variatiile de
presiune si trecerea prin valva tip ,muchie de cutit’, cu exprimarea continutului celular
si expunerea peretilor celulari.

Din omogenizatul algal se extrag lipidele cu un amestec de cloform: metanol
2:1, in raport de 5 parti amestec solventi la 1 parte omogenat. Lipidele se
transesterifica prin folosirea unui catalizator bazic, alcoxid de potasiu. 100 pari de
ulei algal, reactioneaza in autoclava, sub atmosfera protectoare de azot, si la 40°C,
timp de 8 ore, 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. Inifial se trateaza 1000 parti biomasa algala delipidizata,
care are o umiditate reziduala de peste 80%, cu un amestec format din 0,25 pari
proteind cu activitate specificd endonucleazica de 1x 10° unitati endonucleazi / mg
proteina (cca 0,28 parti de Benzonase, purity grade Il >90%, Merck Millipore,
Darmstad, Germania, amestec de endonucleaze din Serratia marcensens, obtinut

prin exprimarea genelor specifice in E. col) si 0,25 pari proteind cu activitate
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specifica de 300 unitafi fosfataza/mg proteina (cca 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 ore
la 45°C si pH 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 1.0 n
30 min, corespunzéand la o digestie completd de 37 pg ADN. Conditiile standard de
reactie sunt 1 mg/ml substrat sonicat ADN, respectiv sperma de somon, in tampon
50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0,1 mg/ml BSA, 1 mM MgCl,, incubare la 37°C. O unitate de
fosfataza alcalina este definita ca fiind acea cantitate de enzima care determina, in
conditii standard, eliberarea a 1 pmoli p-nitrofenol per min. Conditiile 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-HCI, pH 10.0) si incubarea amestecului la
50°C. Orice tip de combinatie de endonucleaze 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 endonucleaze si
fofataza alcalina, se hidrolizeaza proteinele din biomasa algala delipidizata. Se
trateaza 1000 parti algala delipidizata, care are o umiditate reziduala de peste 80%,
cu un amestec format din 0,1 pari 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, endopeptidaza bacteriana din Bacillus licheniformis, cu
subtilizina/serin endo-peptidaza ca principal component enzimatic, avand activitatea
specifica de 2,4 unitati 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 / exopeptidaze si endo-proteaze, obtinut din Aspergillus
oryzae, cu o activitate de 500 LAPU/g), la pH 6,5 si temperatura de 60°C, timp de 16
ore. O unitate Anson este definita ca fiind acea cantitate de enzima care, in conditii
standard, la pH 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 care dau aceeasi culoare cu reactivul Folin-Ciocalteu ca si 1
miliechivalent de tirozina. O unitate LAPU, unitate leucina 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 substrate, tampon 0,1 M Tris - HCI, pH
8.0, 40°C). Orice tip de combinatie de endoproteaze si amidopeptidaze/exo-proteaze

poate fi folosita, cu conditia de a asigura o activitate enzimatica similara in amestec.
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Materialul algal rezistent la hidrolizéd enzimatica, constituit predominant din
(ligno)celuloza recalcitranta, se separa prin centrifugare, la 8000 x g, si se
prelucreaza ulterior la furani si acid levulinic utilizabili pentru obfinerea de bio-
combustibili.

Supematantul 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 limitd 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, controlatd prin dozarea azotului total si a fosforului. Din permeat se
preleveaza probe in care se analizeaza periodic pentru continutul azot total folosind
metoda Kjedahl (EN 13342-2001) si dupa extragere in apa regala (EN 13346-2000).

Cultivarea algelor unicelulare se realizeaza pe mediu mineral Z, Zarouk,
suplimentat cu 16 g/l NaHCOs;, si mediu Zarouk mixotrof, suplimentat cu 16 g/l
NaHCOs3, glicerind bruta in concentratie cuprinsa intre 2 si 5 g/l si 12,5 g/l hidrolizat
de proteine si acizi nucleici, cu 5% N si 1,5% P, ale caror formule sunt prezentate in

tab.1 de mai jos.

Tab. 1. Compozitia mediului nutritiv Zarrouk si a mediului Zarouk suplimentat

cu glicerina si hidrolizat din proteine algale (Zarouk mixotrof).

Componenti mediu Zarouk Zarouk mixotrof
NaHCO; 16,80 g/l 16,80 ¢/l
K:HPO, 0,50 ¢/l 0,50 g/l
NaNO; 1,875 g/l 1,875 ¢/l
Hidrolizat cu continut 5% azot si ) 12.5
1,5% fosfor ’
Glicerina - 2-5
K.S0O, 1,00 g/l 1,00 g/l
NaCl 1,00 g/l 1,00 g/l
MgSO, - 7H.O 0,20 g/l 0,20 g/l
CaCl; - 2H,0 0,04 g/l 0,04 g/l
Solutie de microelemente* 1mi 1mi
Solutie de Fe chelatat*™ 5 mi 5ml

*Micronutrienti solutie stoc (g/): H3BOs, 2,860; MnSQ, - 4H,0, 2,030; ZnSO, - 7H,0O 0,222; MoO;
(85%) 0,018; Cu SQ, - 5H,0 0,079; Co(NOQ3),- 6H,0 0,494.

** Pentru prepararea solutiei stoc de Fe chelatat s-au dizovat in 80 ml de apa distilata 0,69 g de
FeSO, - 7H,0 si 0,93g Na,EDTA. Dupa fiebere pentru o scurta duraté de timp si racire la temperatura
camerei se aduce solutia finala la un volum de 100 ml.
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Intr-un fotobioreactor Biostat PBR 2S (Sartorius Stedim Biotech) se introduc
2,7 litri de mediu nutritiv Zarrouk sau, respectiv, mediul Zarouk suplimentat cu 2 g
glicerina si 12,5 g/l hidrolizat din proteine si acizi nucleici din alge (Zarouk mixotrof).

Conditii de cregtere in fotobioreactor sunt volumul de mediu: 3 |; temperatura
de lucru: 28°C; iluminare 250 HEm™s™, cu o fotoperioada / alternanta ciclu iluminare :
intuneric de 12:12 ore; administrare de amestec sintetic de gaze cu compozitia: 7%
COg2, 14% O3 si 79% N3 la un debit de 30 ml/min, corespunzand la o aerare cu 1 litru
de amestec gazos cu 7% CO, pe min pe 100 litri de mediu; viteza pompei de
recirculare a pompei peristaltice 70%, respectiv un debit de recirculare de 3500
ml/min; se programeaza din softul bioreactorului masurarea automata a parametrilor
de lucru respectiv: pH, turbiditate (OD), temperatura, lumina, viteza de recirculare,
debit de CO., / aerare cu amestec sintetic de gaze.

Mediul de crestere se inoculeaza cu 300 ml de inocul din cultura de tulpinii
Nannochloris sp 424-1, min. 10° ufc/ml. Se cultiva timp de 5 zile, pana la atingerea
concentratiei de 100 g/l biomasa algala, urmata de recoltarea biomasei algale.

Rezultatele medii care se obtin sunt prezentate in tab. 2 de mai jos.

Tab. 2. Cresterea autotrofd si mixotrofa a tulpinii Nannochloris sp 424-1 pe

fotobioreactor Biostat PBR 28, la iluminare 250 uNEm™s™, cu o fotoperioada 12 ore.

Parametrii de crestere Cultura autotrofa | Cultura mixotrofa
Rata exponentiala crestere, Reyp , zile ™ 0,284 0,655
Timp de dublare, TD, zile 2,44 1,06
Continut lipide Tn biomasa uscata, % (g/100 g) 21,4 20,8

Exemplul 2. Se procedeaza ca in exemplul 1, cu diferenta ca se utilizeaza
pentru cultivare un sistem integrat fotosintetizator original, descris pe larg in brevetul
RO 0123480. In esenta acest sistem fotosintetizator original este compus dintr-un
corp central sub forma de cuva deschisa la partea superioara, in care sunt
amplasate un numar variabil de celule de fotosinteza, legate in paralel prin conducte
de alimentare cu solutii nutritive (sau solutii nutritive + masa algala sau masa algala
adusa la stadiul de crestere exponentiala), respectiv prin conducte de alimentare cu
gaze avand continut variabil de dioxid de carbon. Deasupra cuvei fotobioreactorului
se afla amplasat sistemul de iluminare. Sistemul fotobioreactor integrat imbina
avantajele sistemului deschis de tip iaz, cu cele ale sistemului cu placi plane, putand

fi incadrat in clasa fotobioreactoarelor hibride. Pentru testarea cresterii tulpinii s-au
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incarcat celulele de fotosinteza cu mediu de cultura Zarouk cu 16,8 g/l NaHCOg, sau
cu mediu Zarouk suplimentat cu 5 g/l glicerina si 12,5 hidrolizat din acizi nucleici si
proteine din alge (mediu mixotrof), si inoculul proaspat preparat, in raport volumetric
9:1. Incarcarea s-a facut pana la umplerea celulelor de fotosinteza, astfel incat fluidul
alimentat sa deverseze in fotobioreactor, peste deversoarele de prea-plin. S-a cuplat
sistemul de iluminare si apoi s-au introdus prin conducta de alimentare amestecul de
gaze cu dioxid de carbon, vehiculate de suflanta S8, cu un debit prestabilit, care sa
permita barbotarea si sa mentind o buna agitare a suspensiei in celulele de
fotosinteza.

Experimentele se realizeaza in conditii de sera, la 22+2°C in timpul zilei si
17+2°C in timpul noptii, cu o fotoperioadd de 12 ore. In conditi de laborator
iluminarea s-a realizat cu l1ampi de halogen, la 250 LE m™s™. In conditii de sera se

utilizeaza lumina solara, cu intensitéti care ating 1100 pE m®s™

in timpul amiezii,
suplimentatd cu lumina cu intensitatea de 160 pE m™@s™, provenitd din lampi cu
halogen, atunci cand intensitatea luminoasa scade sub 500 UE m™?s™. Se efectueaza
determinari ale ratei exponentiale de crestere si ale timpului de dublare (Wood et al.,
2005. Algal culturing techniques, 269-285), ale continutului de lipide (Bligh si Dyer,
1959, Can. J. Biochem. Physiol. 37:911-917) si de carotenoizi (Wright si Jeffrey,
1997, in Jeffrey SW, Mantoura RFC, Wright SW (eds), Phytoplankton Pigments in
Oceanography, Unesco Publishing, Paris, pp. 327-341). Rezultatele medii care se

obtin sunt prezentate in tab. 3 de mai jos.

Tab. 2. Cresterea autotrofa si mixotrofa a tulpinii Nannochloris sp 424-1 pe

sistem integrat fotosintetizator, la iluminare 500 - 1101 hEm™?s™, cu o fotoperioada de

12 ore.
Parametrii de crestere Cultura autotrofa | Cultura mixotrofa
Rata exponentiala crestere, Ry, , zile - 0,655 0,723
Timp de dublare, TD, zile 1,06 0,72
Continut lipide Tn biomasa uscata, % (g/100 g) 20,8 24,6

Aceste rezultate care se obtin sustin eficienta procedeului de -cultivare
mixotrofé propus, pentru cresterea randamentelor de cultivare a algelor unicelulare,
cu reciclarea azotului si fosforului din proteinele si acizii nucleici din biomasa algala

neutilizati pentru biocombustibili.
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Revendicari

1. Procedeu conform inventiei caracterizat prin aceea ca este alcatuit din
urmatoarele etape: recoltarea biomasei de alge cultivate pe mediu mixotrof si
ruperea celulelor de alge unicelulare prin omogenizare la inalta presiune; extragerea
lipidelor din omogenizatul algal, prin folosire de amestec de solventi, urmata de
recuperarea prin distilare a solventilor si separarea lipidelor; transesterificarea
lipidelor prin procedee cunoscute, cu recuperarea glicerolului brut care este utilizat,
dupa aducere la pH neutru cu acid fosforic, ca sursa de carbon pentru suplimentarea
mediului de cultivare a algelor, in concentratii cuprinse intre 2 si 5 g/l; hidroliza
enzimatica a biomasei lipidice cu un amestec de hidrolaze, fosfataze, nucleaze,
proteaze si celulaze, urmatd de separarea prin centrifugare a materialului algal
rezistent la hidrolizd enzimatica, constituit predominant din (ligno)celuloza
recalcitranta, si de prelucrarea ulterioara a acestui material la furani si acid levulinic
utilizabili pentru obtinerea de bio-combustibili; 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 ca sursa de azot si
fosfor pentru suplimentarea mediului de cultivare a algelor, in concentratie de 12,5
g/l; cultivarea algelor unicelulare pe mediu mineral suplimentat cu 16 g/l NaHCOS,
glicerina bruta in concentratie cuprinsa intre 2 i 5 g/l si 12,5 g/l hidrolizat de proteine
si acizi nucleici, cu 5% N si 1,5% P, pe un mediu aerat cu 1...10 litri de amestec
gazos cu 7% CO, pe min pe 100 litri de mediu, la temperatura de 28°C si la
intensitati ale iluminarii cuprinse ntre 250 si 1000 pEm™s™, timp de 2..5 zile, pana la
atingerea concentratiei de 100 g/l biomasa algala, urmata de recoltarea biomasei
algale.

2. Procedeu conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca recoltarea prin
centrifugare se face la la min. 8000 x g, iar ruperea celulelor de alge unicelulare se
realizeaza prin trecere pe un omogenizator cu piston prevazut cu valva tip muchie de
cutit, 3 cicluri la 150 MPa;

3. Procedeu conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca extragerea
lipidelor din omogenatul de alge unicelulare se face cu un amestec de cloform:
metanol 2:1, in raport de 5 parti amestec solventi la 1 parte omogenat;

4. Procedeu conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca hidroliza

proteinelor si a acizilor nucleici din biomasa algala delipidizata se face cu un
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amestec de hidrolaze, initial cu un amestec format din 0,25 pani proteina activitate
specifica endonucleazica de 1x 10° unitati endonucleaza / mg proteina, si 0,25 parti
proteind cu activitate specifica de 300 unitati fosfataza/mg proteina, la 1000 pari
biomasa algala delipidizata, exprimata ca substanta uscata, timp de 12 ore la 45°C si
pH 6,5, urmat de tratamentul cu 0,1 pari proteine avand activitatea specifica
proteazica de 2,4 unitati Anson (AU) per gram si 0,1 g pani proteine cu o activitate
specifica aminopeptidazica de 500 LAPU/g la 1000 parii biomasa algala delipidizata,

epxrimata ca substanta uscata, la pH 6,5 si temperatura de 60°C, timp de 16 ore.
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