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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o compozitie destinaté obtinerii
unor suporturi artificiale mobile care sunt folosite Tn
statiile de epurare a apelor ca suport pentru formarea
biofilmelor active si la un procedeu de obtinere a aces-
teia. Compozitia conform inventiei este constituita din
5,5...7,0 grame diatomita, 93...94,5 grame polilactida si
cel putin 10° ufc bacterii endo - sporulante gram -
pozitive. Procedeul de obtinere conforminventiei consta
in cultivarea axenicé a bacteriilor endo - sporulante
gram - pozitive, cu capacitate de degradare a compu-

silor organici, pe medii minimale lichide, aerate si
agitate, Tn care este inclusa diatomita, recoltarea diato-
mitei sia biomasei de microorganisme prin centrifugare,
uscarea in pat fluidizat a diatomitei si a biomasei de
microorganisme, urmata de incorporarea diatomitei si
a biomasei de microorganisme in poliactida prin ames-
tecare pe valt.
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COMPOZITIE PENTRU SUPORTURI ARTIFICIALE MOBILE $1 PROCEDEU DE
OBTINERE

Prezenta inventie se refera la o compozitie destinata obtinerii unor suporturi
artificiale mobile care sunt folosite in statile de epurare a apelor, ca suport pentru
formarea biofilmelor bioactive.

Sunt cunoscute diferite tipuri de compozitii pentru realizarea suporturilor
artificiale mobile destinata formarii biofilmelor (MBBR - moving bed biofilm reactors).
Aceasta tehnologie, introdusa la inceputul anilor ‘80 ai secolului trecut in Norvegia,
utilizeaza de obicei materiale plastice cu o densitate apropiata de cea a apei (Sonkar
et al. 2021. Moving bed biofilm reactors. in Membrane-Based Hybrid Processes for
Wastewater Treatment, Shah si Susana Rodriguez-Couto eds., Elsevier, pp-12-
p23). Brevetul RO 123174 B1 se refera la un suport artificial mobil, destinat formarii
biofilmului microbian cu rol in epurarea apelor, care este alcatuit din polietilena cu
densitatea de 0,97-0,98 kg/dm?®. Brevetul KR100472005B1 descrie o compozitie pe
bazd de spuma poliuretanica, la care, pentru a se creste densitatea se adauga
carbune activat, rasini schimbatoare de ioni si argile naturale. Alte materiale folosite
pentru realizarea de suporturi artificiale mobile sunt polipropilena, policlorura de vinil
si alcoolul polivinilic (Al-Amshawee et al. 2020. Biocarriers for biofilm immobilization
in wastewater treatments: a review. Environmental Chemistry Letters, 18, 1925—
1945).

Un dezavantaj major al compozitilor pe baza de polimeri derivati din petrol
este cel al reciclabilitatii reduse a suporturilor artificiale, datoritd biodegradabilitétii lor
reduse. De asemenea, biodegradabilitatea redusa a polimerilor derivati din petrol
poate contribui la poluarea cu microplastic, avand in vederea abraziunea la care sunt
supuse suporturile artificiale mobile in timpul operarii, datoritéd ciocnirilor reciproce.
Pentru a se elimina aceste dezavantaje au fost propuse suporturi artificiale mobile pe
baza de biopolimeri biodegradabili. Un avantaj suplimentar al suporturilor mobile pe
baza de polimeri biodegradabili este aderenta superioara a biofilmelor la suprafata
acestor purtatori - Singh et al. 2016, Water Science and Technology, 73(1), 113-123.
Un dezavantaj al bioplasticelor / plasticelor biodegradabile pentru fabricarea de
suporturi artificiale mobile este determinat de densitatea lor, care este mai mare
decét cea a apei .
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Cererea de brevet WO2013149662 A1 prezintd o compozitie pe baza de
bioplastice care sunt selectate din grupul constand dintr-o polilactida ( denumita
impropriu si acid polilactic, PLA), un bioplastic pe bazd de amidon, un
polihidroxialcanoat (PHA), un poli (3-hidroxibutirat-co-3) - hidroxivalerat (PHBV) si
combinatii ale acestora. Pentru a se exploata capacitatea superioard a suporturilor
artificiale din bioplastic in ceea ce priveste aderenta biofilmelor, cererea de brevet
WO02013149662 A1 include si o solutie de inoculare a acestora. Suporturile artificiale
mobile sunt fabricate din lactida (PLA) si au o forma cilindrica. in interiorul cilindrului
sunt introduse tuburi cilindrice, fabricate din bioplastic pe bazd de amidon.
Introducerea tuburilor cilindrice de amidon se face astfel incat exista un spatiu liber.
Suporturile artificiale sunt sterilizate prin autoclavare, iar in spatiu liber delimitat de
tuburile cilindrice fabricate din amidon se introduce axenic biomasa liofilizatda de
microorganisme inoculante. Microorganismele sunt selectate dintre urmatoarele:
Aeromonas spp., Agrobacterium spp., Alcaligenes spp., Aminobacter spp.,
Arthrobacter spp., Bacillus spp., Brevumdimonas spp., Cytophaga-Flavobacteria
spp., Escherichia spp., Flavobacterium spp., Mycobacterium spp., Microbacterium
spp., Micrococcus spp., Nocardioides spp., Pseudomonas spp., gamma-
Proteobacteria spp., Rhodococcus spp., Sphingomonas spp., Streptomyces spp.,
Nitrosomonas europaea, Phanerochaete chrysosporium sau combinatii ale acestora.

Pentru a contracara dezavantajul densitatii crescute, cererea de brevet
W02013149662 A1 prevede existenta unor spatii goale intre cele doua componente
din bioplastic, PLA si amidon.

Procedeul de fabricarea descris de cererea de brevet WO2013149662 A1
este complex, necesita prelucrari de mare precizie, ca de ex. introducerea tuburilor
din bioplastic pe baza de amidon in cilindrii din PLA, sterilizare prin autoclavare
termica ti inoculdri aseptice cu microorganisme liofilizate. Pentru epurarea apelor
sunt necesare suporturi artificiale mobile fabricate prin procedee mai simple.

O solutie tehnica simpla pentru fabricarea de suporturi mobile care includ si
microorganisme inoculante ar fi cea de incorporare in bioplastic a bacteriilor
destinate inocularii, bacterii care au capacitate semnificativd de bioaugmentare,
respectiv capacitate de stimulare a degradarii diferitilor compusi prezenti in apele in

curs de epurare.
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materiale plastice a microorganismelor rezistente la temperatura si la presiune. Sunt
utilizate microorganisme care formeaza endo-spori, ca de ex. tulpina de Bacillus
amyloliquefaciens depozitatd sub numarul No. ID9698 la Belgian Co-ordinated
Collections of Micro-organisms (BCCM), ai cédrei spori sunt viabili la temperaturi
cuprinse intre 100°C and 220°C si/sau la presiuni cuprinse intre of 1,5 si 50 bari.
Materialele plastice sunt pe baza unor polimeri polari, care au o polaritate, exprimata
prin parametrul de solubilitate Hildebrand, de cel putin 20 (MPa)"2. Polimerii polari au
cel putin un monomer din grupul constituit din: acrilati, metacrilati, acrilamide,
metacrilamide, alcooli, amine, anhidride, epoxizi, stireni, vinili functionalizati, alil
functionalizati, propene, butadiene, etilene, isocianati, lactame, lactone, zaharide,
glucozd sau esteri. Materialul rezultat prin diferite procedee de prelucrare
termoplastica este destinat utilizarii ca bariera pentru gaze.

Cererea de brevet EP2718087 A2 prezinta un procedeu de fabricare a unor
materiale plastice multistrat, in care sunt incluse diferite tipuri de microorgariisme,
procariote sau eucariote. Materialul multistrat contine cel putin un prim strat de baza
dublu, compus din material primar (A), ca matrice de inglobare, un strat intermediar
secundar (B), inclus in materialul de baza, care reprezinta materialul suport in care
este incorporat materialul tertiar (C). Materialul (A) poate fi un polimer, materialul (B)
poate fi si un biopolimer, iar materialul C este un lichid, cu viscozitate ridicata, uleios,
apos sau pe baza de acrilati. Cererea de brevet este exemplificata pentru realizarea
de ambalaje de polietilen-tereftalat, in care microorganismele, Bacillus subtilis, dar si
lactobacili, ciuperci microscopice, in special conidii, microalge, drojdii sau arhee
extremofile, sunt incluse in polietilen tereftalat glicol. Materialul rezultat are
functionalitate de bariera pentru oxigen, CO, sau pentru UV, sau de material purtator
de celule vii.

Brevetul RO132559 B1 se refera la un procedeu de obtinere a unui produs
biocompozit stratificat termo- si fonoizolator. Procedeul conform inventiei consta in
incorporarea biomasei de microorganisme endo-sporulante gram-pozitive, cu o
umiditate rezidualda de maximum 1%, in pondere de 6% din produsul final, intre un
film de polipropilend compoundatd cu 5% caolin, in pondere de 47% din produsul
final, si un film de polipropilend compoundatad cu 50% paie de grau, in pondere de
47% din produsul final, prin presare la temperatura de 190°C si presiunea de 200
bari, timp de 5 min, cu racire brusca la aceeasi presiune, prpdusul r

biocompatibilitate ridicata.
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Procedeele descrise mai sus nu au fost insa concepute pentru a fi utilizate
pentru fabricarea de suporturi mobile destinate epurarii apelor. Dezavantajul
inocularii cu bacterii cultivate, prezervate prin uscare si resuscitate in stare
planctonica (mobild) este datd de necesitatea adaptarii de la starea planctonica
(mobild) la starea sesila (din biofilm). Aceasta tranzitie este complicatd de existenta
competitiei altor microorganisme competitoare, ca si a protozoarelor pradatoare in
mediile lichide din statiile de epurare a apelor. De asemenea procedeele descrise
mai sus nu ofera solutii de modificare a densitatii / flotabilitatii suporturilor artificiale
mobile.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a descrie o compozitie pe
bazad de bioplastice destinatd obtinerii unor suporturi artificiale mobile, care sa
prezinte o densitatea cuprinsa intre 0,95 si 0,98 kg/dm?® si care sé includa bacterii
dezvoltate, prezervate prin uscare si resuscitate direct in stare sesild, ca si un
procedeu de obtinere a acesteia.

Compozitia, conform inventiei, este alcatuita din 5,5 — 7,0 grame diatomita, cu
dimensiuni cuprinse intre 30 si 40 um, minim 85% continut de bioxid de siliciu si max.
1% bioxid de siliciu cristalin, 93 — 94,5 grame polilactida si cel putin 10° ufc bacterii
endo-sporulate gram-pozitive.

Procedeul conform inventiei consta in urmatoarele etape:

- Cultivarea axenica a bacteriilor endo-sporulante gram-pozitive, cu capacitate
de degradare a compusilor organici, pe medii minimale lichide, aerate si agitate, in
care sunt incluse 5,5 -7,5 grame diatomita cu dimensiuni cuprinse, la pH optim si la
aerari de pana la 50% saturatie de oxigen, si temperaturii de incubare de 30°C;

- Recoltarea diatomitei si a biomasei de microorganisme prin centrifugare la
10.000xg timp de 20 min;

- Uscarea in pat fluidizat a diatomitei si a biomasei de microorganisme, la
temperaturi de 75-80°C, pana la max. 1% umiditate reziduala;

- Incorporarea diatomitei si a biomasei de microorganisme in poliactida, 5,5 —
7,5 grame amestec de diatomitda — sporii de bacterii gram pozitive cu 93 — 94,5
grame polilactida, prin amestecare pe valt, la temperatura de 180°C timp de 5 min.

Compozitia rezultata este utilizatd pentru producerea de suporturi_artificiale

mobile, prin extrudere, conform procedeelor cunoscute.

Prezenta inventie prezinta urmatoarele avantaje:
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- Asigura eliberarea constanta a unor concentratii mici, biologic active, de acid
ortosilicic din diatomita, datorita cultivarii microorganismelor pe mediu minimal, care
stimuleaza producerea de catre microorganisme a biocompusilor implicati in
solubilizarea acidului ortosilicic, iar acidul orto-silicic protejeaza sporii de bacterii de
conditiile extreme, uscarea avansata si amestecare pe valt;

- Prin etapa de uscare in pat fluidizat reduce suplimentar umiditatea reziduala
din biomasa de bacterii, favorizdnd supravietuirea microorganismelor in conditiile
extreme de temperatur3;

- Favorizeaza dezvoltarea bacteriilor in stare sesild, ca biofiim la suprafata
granulelor de diatomita si resuscitarea lor direct in stare sesila

- Reduce densitatea compozitiei datoritéd densitatii reduse a diatomitei.

In continuare se prezinta exemple de realizare care ilustreaza inventia fara a
o limita.

Exemplu 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 litri, se aduc 2 litri mediu minimal M9
care contine la 1 litru: NazHPO, (anhidru) 6 g; KH,PO4 3 g; NaCl 0.5 g; NH4CI 1 g,
10 g lactoza. Se suspenda in mediul rezultat 6 grame de diatomita, cu dimensiuni
cuprinse intre 30 si 40 um, minim 85% continut de bioxid de siliciu si max. 1% bioxid
de siliciu cristalin.

Diatomita utilizata se prelucreaza dupa cum urmeazad. In recipientul de
macinat de 250 ml din otel inox, al unei mori cu bile (de exemplu P100 Retsch,
Verder Scientific, Haan, Germania) se aduc 84 grame de diatomita (Adamclisi,
Constanta), 15 bile de inox de 20 mm si 75 ml ap3, in recipientul de 250 al unei mori
cu bile (de exemplu P100 Retsch, Verder Scientific). Se amesteca intermitent timp de
10 min - 1 min macinare, 1 min pauza, timp efectiv de macinare 5 min. Dimensiunile

particulelor se determina cu ajutorul unui echipament de masurare a dimensiunii

particulelor Camsizer® X2 (MicroTrac MRB, Verder Sceintific). Continutul total

siliciu se determina cu un echipament ICP-OES Avio 560 (Perkin-Elmer, W ﬁgrﬁ,o"’%

2 %
MA, SUA), iar cristalinitatea s-a determinat cu un difractometru de raze X Mm&

(Rigaku, Tokyo, Japonia). Mediul rezultat se sterilizeaza prin autoclavare i ?.yLSIOL §1e° ng
“ . . . o N CASY

adauga apoi noua microelemente, in urmatoarele concentratii finale: MgSO,4 TN

CaCl, 0,1 mM; (NH.)sM07024-4H20 3x10° M; HzBO3 4x107 M; CoCl, 6 H,0 3x10®

M; CuS04.5H,0 1x10® M; MnCl»-4H,O 8x10® M: ZnSO,. 7H.0 1x10® YE
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FeS04.7H:0 1x10° M, provenite din solutii stoc sterilizate prin ultrafiltrare. Se
verificd pH-ul si se aduce la pH 5,5 cu HCI 1 M sau NaOH 1 M. Toti reactivi folositi
sunt proveniti de la Merck-Millipore, Darmstadt, Germania. Orice alti reactivi care au
aceleasi caracteristici tehnice pot fi utilizati.

Mediul se inoculeazd cu 100 ml de suspensie bacteriand, din tulpina
Brevibacillus parabrevis B50, NCAIM (P) B 001413, normalizate la 10° propagule per
ml prin determinarea turbiditatii. Tulpina Brevibacillus parabrevis B50, din colectia
INCDCP-ICECHIM, este cunoscuta ca avand efect de degradare a materiei organice
(brevet EP 2765185 A2). Se cultiva tulpina B50 timp de 3 zile, la o rata de aerare de
pana la 50% saturatie de oxigen, la temperaturii de incubare de 30°C.

Din 12 in 12 ore 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 supernatantul, de sedimentul microbian, si se
preiau probe de cate 1 ml de supernatant, care este diluat cu 4 ml apa ultrapura, in
tuburi Eppendorf conice de 15 ml (Eppendorf, Hamburg, Germania). Continutul de
acid ortosilicic liber este determinat cu un kit Merck (Merck Silicate Assay, 1.14794,
Merck-Millipore). Acest test colorimetric este bazat pe reactia dintre silicat si ionii
molibdat, pentru a forma un complex colorat de silicomolibdat albastru, care poate fi
detectat spectrofotometric la 810 nm. Concentratia absolutd de acid silicic este
calculata dupa constructia unei curbe de calibrare, folosind un standard de siliciu
(Merck 170236, Merck-Millipore). In mediu de cultura se determina o concentratie de
acid ortosilicic care este permanent de sub 1 mM, fiind consecinta a douéa procese
concomitente — solubilizarea siliciului 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 constatd o continud crestere a continutului de siliciu in biomasa de
microorganisme, crestere care dovedeste asimilarea acidului ortosilicic de catre
microorganisme.

Dupa terminarea perioadei de cultivare se recolteazd biomasa de
microorganisme prin centrifugare la 10.000xg timp de 20 min, folosind o centrifuga
Sorvall BIOS 16 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA 02451). Sedimentul
rezultat este uscat in pat fluidizat , la temperaturi de 75-80°C, pana la max. 1%
umiditate reziduald, folosind un uscator in pat fluidizat MiniGlatt (Glatt, Binzen,
Germania).

1
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Se iau 6 grame de diatomita-bacterii care se incorporeaza in 94 grame de
polilactida (Ingeo, NatureWorks, Minnetonga, MN, SUA). Incorporarea se face prin
omogenizare pe valt, folosind echipament cu doua valturi (Polymix 110L, Servitec,
Woustermak), la temperatura de 180°C timp de 5 min.

Se introduce aseptic o bucata dezinfectata, de 1 x 1 cm, din compozitia
rezultata, in 50 ml bulion nutritiv (D-glucoza, 1 g/l; peptona, 15 g/l; clorura de sodiu,
6 g/l; extract de drojdie, 3 g/l). Se lasa peste noapte, iar a doua zi se scoate
materialul plastic, se spala cu jet puternic de tampon fosfat salin, se usuca aseptic,
se fixeaza prin imersare in alcool metilic 99% si se coloreaza cu cristal violet
(conform metodei descrise de Peeters et al. 2008, Journal of Microbiological
Methods, 72, 157-165). Se observa formarea abundenta de biofilm specific pentru
bacteriile gram pozitive care formeaza endo-spori. Se lucreaza in paralel ca martor si
cu un produs obtinut numai prin amestecare pe valt a diatomitei cu polilactida. Se
constata ca produsul format din cele doua compozite PP (fara bacterii) nu formeaza
biofilm.

Compozitia rezultata este utilizatd pentru producerea de suporturi artificiale
mobile, prin extrudere, conform procedeelor cunoscute.

Exemplul 2. Se lucreaza ca in exemplul 1, numai ca se foloseste izolatul B52
de Bacillus amyloliquefaciens, din colectia INCDCP-ICECHIM, 5,5 grame de
diatomita si 94,5 grame de polilactida. lzolatul B52 are caracteristici de
bioaugmentare, in special de degradare a hidrocarburilor aromatice. Se constata
formarea biofilmului bacterian dupa incubare peste noapte in bulion nutritiv.

Exemplu 3. Se lucreaza ca in exemplu 1, numai ca se folosesc 7 grame de
diatomita si 93 grame de polilactida.
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REVENDICARI

1. Compozitie pentru suporturi artificiale mobile, conform inventiei, caracterizata
prin aceea ca este alcatuita din 5,5 — 7,0 grame diatomita, cu dimensiuni cuprinse
intre 30 si 40 um, minim 85% continut de bioxid de siliciu si max. 1% bioxid de siliciu
cristalin, 93 — 94,5 grame polilactida si cel putin 10° ufc bacterii endo-sporulate
gram-pozitive.

- Procedeul conform inventiei caracterizatd prin aceea ca este alcatuit din
urmatoarele etape: cultivarea axenica a bacteriilor endo-sporulante gram-pozitive, cu
capacitate de degradare a compusilor organici, pe medii minimale lichide, aerate si
agitate, in care sunt incluse 5,5 -7,5 grame diatomita cu dimensiuni cuprinse, la pH
optim si la aerari de pana la 50% saturatie de oxigen, si temperaturii de incubare de
30°C; recoltarea diatomitei si a biomasei de microorganisme prin centrifugare la
10.000xg timp de 20 min; uscarea in pat fluidizat a diatomitei si a biomasei de
microorganisme, la temperaturi de 75-80°C, pana la max. 1% umiditate reziduala;
incorporarea diatomitei si a biomasei de microorganisme in poliactida, 5,5 — 7,5
grame amestec de diatomita — sporii de bacterii gram pozitive cu 93 — 94,5 grame

polilactida, prin amestecare pe valt, la temperatura de 180°C timp de 5 min.
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