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BIOMASA MICROBIANA REZIDUALA IMOBILIZATA iN MATRICI
POLIMERICE PENTRU RETINEREA DE MICROPOLUANTI ORGANICI
PERSISTENTI DIN EFLUENTI INDUSTRIALI

Prezenta inventie se referd la un material pe baza de biomasd microbiana reziduala (RMB)
industriald imobilizatd in matrici polimerice naturale §i la un procedeu de epurarc a apelor uzate
industriale (industria textild, industria de sintezd a produsclor farmacecutice) care utilizeaza acest
biomaterial. Acest material, avand compozifie majoritar organicd s¢ poate utiliza pentru protectia
mediului acvatic, respectiv pentru controlul, reducerea §i prevenirea poluarii mediului acvatic receptor
cu o serie de micro-poluanti organici persistenti (m-POPs : coloranti, produse farmaceutice).

Biomasa reziduald reprezintd un sub-produs al industriei de biosinteaza sau alimentara, iar in
forma imobilizatd in diferite matrici polimerice, se poate incadra in categoria materialelor
neconventionale si ieftine, cu proprietéfi bioadsorbtive, care conform inventiei, pot avea intrebuintare in
cazul epurarii efluentilor industriali (din industria textila sau de sintezd a produselor farmaceutice)
pentru reducerea efectelor i consecintelor poluarii. Astfel, s-au obtinut 7 tipuri de biosorbenti prin
imobilizarea a trei tipuri de biomasd microbiand reziduald care au fost testate §i caracterizate
corespunzitor pentru retinerea unor tipuri de micropoluanti organici persistenti (POP's) cum ar fi:
colorantii textili §1 produsele farmaceutice, prezenfi in efluentii proveniti din diferite etape ale unor
fluxuri tehnologice sau in efluentii statillor de epurare, printr-un procedeu simplu de epurare bazat in
principal pe biosorbtie.

Tehnologiile actuale de purificare a apei includ: precipitarea chimica, separarea prin membrana,
schimbul ionic, evaporarea sau electroliza, dar acestea prezintd o serie de limitdri care au impus

dezvoltarea de noi tehnici. O alternativa importanti o reprezintd biotehnologiile.
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Principalul avantaj al tratamentelor biologice, in comparatie cu anumite tratamente fizico-
chimice, este cd peste 70 % din materia organicid exprimati de COD-Cr poate fi transformati in
biosolide (Anjaneyulu et al., 2005; Suteu et al., 2012). Potentialul de depoluare al diferitelor tipuri de
microorganisme deschide noi procese emergente care urmeazd si fie studiate in continuare si
transformate in solutii practice si industriale. De asemenea, in desfasurarea acestor procese nu sunt
necesari nutrienti deoarece biomasa se utilizeaza in stare inactiva/nevie, se genereaza o cantitate foarte
scazuta de namol, costul operational este scazut si se intregistreaza o eficienta ridicata.

Datoritd capacititilor deosebite ale microorganismelor de a indeparta poluantii organici §i
anorganici (Fomina M. & Gadd G. M., 2014), procesele de epurare biologica au fost utilizate de multi
ani. Biosorbtia este una dintre activititile semnificative atat ale microorganismelor vii cit §i moarte (si
componentele lor) relevante pentru tratarea poluantilor (Fomina M. & Gadd G. M., 2014), fiind un
proces din ce in ce mai studiat. S-au obtinut rezultate remarcabile pentru indepartarea poluantilor
persistenti, anorganici §i organici in concentratii mici sau medii in efluenti aposi, prin utilizarea
biomasei inactive/moarte, cum ar fi: microorganisme, alge, deseuri agroindustriale (De Gisi S. ef al.,
2016). De la inceputul studiilor si pand in prezent, biosorbtia a fost considerata ca fiind o tehnologic
promititoare pentru eliminarea si / sau recuperarea poluantilor din solutii apoase, datoritd simplitatii
sale, a functiondrii analoage cu tehnologia de schimb ionic conventionald, eficientei de indepértare a
poluantilor si disponibilitatii biomasei si a deseurilor de produse biologice (Mack C. er al., 2007,
Fomina M. & Gadd G. M., 2014). De la primele studii privind biosorbtia, s-au depus eforturi marn
pentru a se realiza biomateriale eficiente, economice §i aplicabile pentru epurarea apelor uzate. Initial
studiile s-au concentrat pe indepértarea metalelor si a substantelor conexe, iar ulterior cercetarea in
biosorbtie s-a extins in domenii suplimentare de utilizare potentiald prin aplicatii pentru diverse
substante organice, inclusiv produse farmaceutice (Fomina M. & Gadd G. M., 2014). Biosorbtia este
un proces complex, confirmat de zeci de ani de cercetare datorita dependentei acestuia de factorii fizico-
chimici si biologici dar si de incertitudinea cu privire la mecanismele implicate. Biosorbtia reprezinti
un proces rentabil, simplu, reversibil, de acumulare pasiva prin care biosorbentul inactiv leagd (prin
schimb de ioni, precipitare, absorbtie, adsorbtie si complexare) anumiti ioni sau molecule din solutii
apoase (Berillo et al., 2021; Rajiv Gandhi et al., 2016; Dragan et al., 2015; Adewuyi , 2020; Pires et
al., 2011; Kanamarlapudi et al., 2018).

Recent, s-a remarcat un interes crescut pentru studiile proceselor de biosorbtie pentru
sistemele binare sau multiple de solut, mai reprezentativ pentru problemele reale legate de apele uzate si
pentru valorizarea deseurilor (Morosanu 1. ef al., 2019).

Biosorbentii sunt produse sau deseuri de valoare mica, disponibile in cantititi suficiente,
nepericuloase, usor de procurat cu costuri reduse (Volesky B., 2007, Morosanu 1. e al., 2019).

Analizand studiile efectuate pana acum (peste 13.000 de lucrin stiintifice au fost publicate pand in
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prezent in jurnale cu peer-review) reiese cd practic toate materialele biologice, au o afinitate pentru
poluantii organici si anorganici, ceca ce denotd faptul ci existd un potential de biosorbtie enorm
(Dhankhar R. & Hooda A., 2011; Fomina M. & Gadd G. M., 2014). Cercetirile s-au axat pe gasirea
unor biosorbenti eficienti §i ieftini precum si a unor noi oportunitifi pentru controlul poludrii. Astfel o
varietate de tipuri de biomasd microbiana (bacterii, cianobacterii, fungi filamentosi, levuri, microalge),
vegetala si animald, alge marine (macroalge), deseuri industriale (deseuri rezultate la fermentare,
deseuri alimentare, namoluri active, ndmoluri rezultate din fermentatii anaerobe etc.), deseuri agricole
(deseuri de fructe / legume, paic de orez, tirate de grau, pulpa de sfecld de zahir, coji de soia etc.),
reziduuri naturale (reziduuri de plante, rumegus, scoarte de copaci, buruieni, turbd) si altele materiale
(chitosan, celulozi, deseuri de scoici, etc.) (Park D. er al., 2010; Dhankhar R. & Hooda A., 2011;
Suteu D. & Rusu L., 2012; Rusu L. er a/., 2014a; Rusu L. er al., 2014b), au fost investigate in diferite
forme si in raport cu diferite tipuri de poluanti.

Utilizarea adsorbantilor neconventionali, de tipul “low cost” sau “green sorbents”, a pornit de la
urmatoarele considerente: existenta unui cost ridicat pentru prepararea sorbentilor sintetici, necesitatea
eliminirii unor dezavantaje ale sorbentilor conventionali bazati pe polimeri sintetici (pret ridicat,
dificultati de obtinere, poluarea rezultata din procesele de sintezd), precum si tendinta actuald de
inlocuire a produselor chimice de sintezi cu cele de provenien{a naturald. In acest context, cercetarile s-
au reorientat spre testarea de materiale de tip “low cost” (ieftine), usor de obtinut, materiale incluse in
categoria materialelor “neconventionale” rezultate din diferite procese chimice de biosinteza (i.e.
biomase reziduale) si/sau naturale (i.e. deseuri agricole celulozice si/sau lignocelulozice).

Microorganismele sunt, in biotehnologie, sursa importantd pentru o mare diversitate de compusi
intracelulari §1 extracelulari precum: acizi organici, aminoacizi, antibiotice (Blaga et al., 2021). In
aceste procese de biosintezd, biomasa microbiand reziduala este un subprodus inevitabil, gencrat in
etapa de separare. Aceste subproduse microbiene (bacterii, levuri sau fungi filamentosi) pot fi utilizate
ca o alternativi potentiala la tehnologiile existente de recuperare a poluantilor din fluxurile industriale,
datoritd capacititii lor de a retine, prin diferite mecanisme, poluantii din apele uzate prin biosorbtie
(Torres, 2020).

Utilizarea microorganismelor in procesele de biosorbtie s-a axat initial pe capacitatea biomasei
de celule vii sau moarte de a forma complecsi cu ionii metalici fiind apoi extinsa si asupra altor compusi
printre care se numara colorantii i poluantii farmaceutici. Dintre cele doud tipuri de biomasa, cea de a
doua, cea moartd, prezinti avantaje precum cost redus, toxicitate limitatd, capacitate de schimb ionic,
adaptabilitate la diferite valori ale pH-ului §i temperaturii. Actiunca biomasei este dependentd nu doar
de compozitia sa chimica ci si de factori fizico-chimici externi. Mecanisme de chelare, complexare,
adsorbtie, schimb ionic, degradare, interactiune electrostatica, microprecipitare, coordinare, interactiune

donor-acceptor sunt adesea raportate ca fiind responsabile pentru eliminarea micropoluantilor cu
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ajutorul biomasei (Adewuyi A., 2020). Printre microorganismele utilizate ca biosorbenti se numara
bacteriile (Pseudomonas, Enterobacter, Streptomonas, Aeromonas, Acinetobacter, Klebsiella), fungii
(Myceliophthora thermophile, Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium, Ganoderma
lucidum), numeroase studii aritand ca acestea pot indeparta din mediile contaminate diversi
micropoluanti farmaceutici, e.g. ciprofloxacin, sulfametoxazol, lomefloxacin, ofloxacin, norfloxacin,
paracetamol, amoxicilina, sulfapiridind, sulfametazini, diclofenac, ibuprofen, naproxen, iopromid,
venflaxin, cafeind, metroprolol etc. (Benjedim S. er al., 2020; Ding T. et al., 2017; Escapa C. et al.,
2017; Lucas D. et al., 2018; Martins M. ef al., 2018; Menk J.d.J. ef al., 2019; Pavez J. et al., 2015,
Rodarte-Morales A1 et al, 2012, Rodriguez-Rodriguez C.E. ef al., 2012; Wang L. et al., 2017).
Caracteristicile peretilor celulari ai bacteriilor (tipul, natura i numarul siturilor active; aciditate i
bazicitate; compozitia chimicd; morfologia etc.) alaturi de pH, taria ionica, concentratia poluantilor,
temperatura etc. influenteaza biosorbtia (Vijayaraghavan K. er al., 2008). Si in cazul fungilor, peretele
celular este responsabil pentru abilitatea acestor microorganisme de a retine poluantii farmaceutici.
cultivare la scara largd cu randamente ridicate si datoritd multiplelor modificari genetice pe care le pot
suferi etc. Factorii care afecteazd procesul includ doza de biomasa, tipul si natura acesteia, pH, tiria
ionici, concentratia initiali de poluant. in tratarea apelor contaminate, dimensiunile reduse ale
particulelor de fungi implicd necesitatea aplicarii unei presiuni hidrostatice care poate conduce la
dezintegrareca celulelor. Rezultate foarte bune se obtin insd atunci cand biomasa este imobilizata prin
diferite tehnici (Becker D. er al., 2017; Becker D. et al., 2016).

imbunititirea performantelor procesului de biosorbtic este posibili si prin utilizarea unui nou
tip de material biosorbtiv, rezultat prin imobilizarea (adsorbtie, legaturd covalentd, reticulare, prindere,
incapsulare) biomasei microbiene reziduale in matrici polimerice naturale sau sintetice. Mai multe
microorganisme au demonstrat capacitafi de biosorbtie ridicate in comparatic cu adsorbantii
conventionali (rasini si celuloze schimbatoare de ioni, carbune activ, diverse materiale polimerice). Cu
toate acestea, utilizarea lor este limitata din cauza problemelor fizice, care insd pot fi rezolvate prin
imobilizare, obtindndu-se particule cu o buna stabilitate fizico-chimica comparativ cu microorganismele
(rezistenta mecanica mai mare). La alegerea unei tehnici adecvate de imobilizare, trebuie avut in vedere
un cumul de aspecte deoarece imobilizarea implicd costuri suplimentare, difuzia contaminantului prin
suport care mareste timpul necesar si reduce eficienta procesului dar si capacitatea de biosorbtic
datorita interactiunii dintre suport §i centrele active ale biosorbentul (Blaga et al., 2020).

Imobilizarea pe diferite suporturi confera microorganismelor proprietati imbunititite, dar mai
ales usurintd in manipulare §i in desfagurarea procesului de biosorbtic.

Microincapsularea este descrisd ca fiind procesul de inglobare a particulelor de solide, a

picaturilor de lichide sau gaze (dimensiunea lor putind fi de un micron) intr-un invelig inert (agent de
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incapsulare) — Figura 1, care, la randul siu le izoleazi si le protejeaza de mediul extern (Ghosh, 2006).
in unele cazuri microcapsulele pot avea un agent de incapsulare sau un amestec de agenti care constituie

formarea invelisului cu diferite proprietati chimice i fizice (Figura 2).

Figura 1: Conceptul de microincapsulare schematic.
Figura 2: Cele doud forme de incapsulare: capsuld mononucleara (Stinga) si agregat (Dreapta) (Blaga et al.,
2020).

Produsele obtinute prin acest proces se numesc “microparticule, microcapsule i microsfere” care
se diferentiaza prin morfologie §i structura lor interni. Cand dimensiunea particulelor este sub 1 pum
sunt cunoscute ca fiind nanoparticule, nanocapsule respectiv nanosfere (Remufian & Alonso, 1997), iar
particulele care au diametrul cuprins intre 3-800 pum sunt cunoscute ca fiind microparticule,
microcapsule sau microsfere. Particulele mai mari de 1000 um se numesc macroparticule (Ghosh,
2006). Obiectivul principal al incapsularii este cel de a proteja compusul activ de conditiile mediului,
cum ar fi efectul nedorit al luminii, umiditatii §i a oxigenului, contribuind la cresterea perioadei de
valabilitate a produselor alimentare (Shahidi & Han, 1993). Aplicabilitatea procesului de
microincapsulare trebuie sd fie in echilibru luand 1n considerare pretul final al produsului, benefiicile
acestuia si pretul Incapsularii, care trebuie sa fie acceptat la nivel global (Gouin, 2004; Desai & Park,
2005).

Biomasa microbiand reziduald (RMB) este materialul rezultat ca produs secundar din procesul
de biosinteza, iar utilizarea ca biosorbent imobilizat este o modalitate eficientd de transformare a acestui
produs secundar (in unele cazuri chiar deseuri) intr-unul valoros pentru mediu (Suteu D. et al., 2012).

Biosorbentii investigati includ diferite celule microbiene — bacterii sau drojdii. Acestea au fost
alese datorita prezentei, in peretele celular i membrana plasmatica, a mai multor grupe functionale
(amino, carbonil, carboxilic, fosforil, hidroxil, fosfat sau sulfat) care sunt capabile sa interactioneze cu
poluantii (Torres, 2020; Redha, 2020). Biomasa reziduala poate fi utilizati sub forma libera sau
imobilizata, aceasta din urmd oferind mai multe avantaje precum: separare ugoard, stabilitate
operationald crescutd, utilizari multiple, incorporabild in coloane cu strat fix si fluidizat, productivitate
mai mare. Pentru imobilizare pot fi utilizati diferiti polimeri (chitosan si alginat) pentru obtinerea de
biosorbenti ieftini, netoxici, cu grupe functionale reactive (Torres, 2020; Redha, 2020). Utilizarea
microincapsuldrii (in polimeri naturali precum chitosanul si alginatul) pentru imobilizarea biomasei este
utilizatd pentru avantajele sale: stabilitate imbunatatitd, termen de valabilitate extins (timp de
depozitare) s1 o mare varietate de forme si dimensiuni ale particulelor in conformitate cu scopul dorit
(Gauri & Shiwangi, 2017).

Saccharomyces cerevisiae si pastorianus sunt produse secundare in procesele de biosinteza care

stau la baza obtinerii bauturilor alcoolice fermentate (vin, respectiv bere) si ca urmare sunt disponibile
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cantitdti mari de drojdie reziduald. S-a analizat capacitatea levurii Saccharomyces cerevisiae de a
acumula metale grele sau coloranti, datorita riscurilor scizute de sigurantd si usurintei in utilizare.
Bastos si colab. (2015) au observat o crestere a flocularii drojdiei §i o crestere a sarcinii negative a
suprafetei drojdiei dupd procesul de fabricare a berii, ceea ce poate sugera ca levura S. pastorianus
reziduala ar putea fi un biosorbent mai bun decét tulpina initiald. Aceasti biomasa reziduald ar putea fi
utilizatd ca o alternativa potentiald la tehnologiile existente pentru recuperarea poluantilor din fluxurile
de ape uzate industriale (Bastos et al., 2015).

Lactobacillus sp. (bacterii lactice) sunt microorganisme importante din punct de vedere
industrial utilizate in productia de produse vegetale fermentate, industria vinului si a produselor lactate,
cuprinzand bacterii sferice (coci) sau in formd cilindrica (bacili), gram-pozitive, cu urmatoarele
caracteristici: catalazo-negative, imobile, nesporulante si anaerobe. Cresterea cererii de acid lactic a
condus la dezvoltarea unui proces de fermentatic imbunatatit, din care rezultad biomasd ca produs
secundar, utilizarca sa ca biosorbent putind creste durabilitatea procesului (Mora-Villalobos et al.,
2020). Peretele celular bacterian, datoritd stratului de peptidoglican format din catene alternante de
reziduun de glucozamini si acid muramic, are sarcina negativa, fiind capabil sa lege poluantii incarcati
pozitiv prin atractie electrostatica sau legatura ionica.

Bacillus sp. sunt membrn ai familiei Bacillaceae, un grup de bacterii gram-pozitive, de forma
cilindrici, aerobe sau facultativ anaerobe, saprofite, sporulante, izolate in mod obignuit din praf, sol, aer
si apd. Biosorbentul analizat experimental cuprinde in proportii egale urmatoarele tulpini: Bacillus
subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus licheniformis si Bacillus ortoliquefaciens si a rezultat ca
produs secundar din procesul de indepartare a uleiurilor si grasimilor (deseuri solide) din apele uzate
(Cascaval et al., 2012).

Procedeul de epurare a apelor uzate industriale sau efluentii statiilor de epurare care utilizeazi
biomasa microbiand reziduald imobilizata In matrici polimerice reprezentate de polizaharide (alginat de
sodiu, chitosan) consta in:

- 1n cazul colorantilor: contactarea materialului pe bazi de biomasi reziduald imobilizatd intr-o

concentratie de 2,0 - 3,6 g/L (cu maxim 5% substantd uscatd), cu apa uzatd care contine
coloranti reziduali intr-o concentratie de 10... 300 mg/L colorant, timp de 120 min...24 h, cu
agitare intermitentd lenta cu 40-60 rpm, timp de 1...5 min la fiecare 60 min, la un pH de 2...5
pentru colorantii anionici §i 6-10 pentru colorantii cationici, separare prin sedimentare la o
temperatura de 20...25 °C si valorificarea biomasei reziduale incircate cu coloranti prin metode
cunoscute. Acest procedeu se utilizeazd pentru retinerea colorantilor anionici reactivi, precum
Brilliant Red HE-3B, Orange 16 si cationici, cum ar fi Methylene Blue din efluenti ai industriei

textile sau de sinteza chimica.
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- 1in cazul reziduurilor de medicamente: contactarca materialul pe bazi de biomasa reziduala

imobilizatd (cu maxim 5% substantd uscatd) intr-o concentratie de 1-2 g/L cu apa uzatd care

contine reziduuri de medicamente ntr-o concentratie de 5...60 mg/L, timp de 200 min...24 h, la

un pH de 2.6, separarca biosorbentulni realizindu-se prin sedimentare/decantare la o

temperatura de 18..25 °C si valorificarea biomasei reziduale incircate cu reziduuri de

medicamente prin metode cunoscute. Acest procedeu se utilizeazd pentru retinerea reziduurilor
de medicamente, cum ar fi: Cefalexin, Ethacridine lactate §i Rifampicin din ape uzate
industriale sau efluenti ai statiilor de epurare.

Prin urmare, obiectul acestei invenfii il reprezinti un biomaterial pe bazi de biomasd
microbiand reziduald industriald imobilizatd in matrici polimerice, sub forma a sapte tipuri de
biosorbenti pe baza imobilizarii a trei tipuri de biomasd microbiand reziduald (obtinutd din diverse
procese de biosintczi aplicabile in laborator sau prelevate la finalul unor procese tehnologice din
industria alimentarad (de obtinere a berii)) caracterizate in Tabelul 1, folosite in procedee de epurare a
efluentilor industriali pentru retinerea de micropoluanti organici persistenti (POPs), cum ar fi
colorantii organici (Brilliant Red HE-3B, Orange 16 si Methylene Blue) in concentratie de 10... 300
mg/L si reziduuri de produse farmaceutice (cefalexin, ethacridine lactate, rifampicin) in concentratie de
1-2 g/L, in conditii adecvate de operare. Prin aceasti inventie sunt evidentiate calitatile bioadsorbante
ale biomaselor microbiene reziduale imobilizate In matrici polimerice fata de o serie de micropoluanti

organici persistenti.

Tabelul 1. Caracterizarea biomasei utilizati 1n studiile experimentale

Biomasa Obtinere

Bacillus Un amestec de Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus licheniformis si Bacillus
amyloliquefaciens, utilizat pentru indepartarea unor uleiuri §i grasimi din apele uzate.
La sfarsitul procesului, biomasa a fost separatd prin centrifugare (8000 rpm), uscati la

80 "C si imobilizati in alginat de sodiu.

Lactobacillus Biosorbentul este un amestec de doud tulpini: Lactobacillus plantarum si Lactobacillus
casei obfinute printr-un proces amaerob, cu scopul de a produce acid lactic. Dupa
procesul de biosinteza, biomasa este separatd prin centrifugare (la 8.000 rpm) si uscati
la 80°C, timp de 4 ore pentru inactivare. Pulberea inactiva obtinutd nu necesita nici o
protectie, sau conditii speciale in procesul de manipulare. Pulberea de biomasa

reziduali a fost imobilizati in alginat de sodiu.

Saccharomyces Biomasa reziduald de Saccharomyces cerevisiae utilizatd in procesul de productic a
cerevisiae vinului, a fost separata prin centrifugare (8000 rpm), uscati la 80 °C pentru inactivare

si apoi microincapsulati in alginat de sodiu.

Saccharomyces Biomasa reziduald de Saccharomyces pastorianus (un hibrid interspecic intre
pasturianus Saccharomyces cerevisiae si Saccharomyces eubayanus utilizati in procesul industrial
de productie a berii (Albrau, Onesti, Rominia), a fost separati prin centrifugare (8000

rpm), uscatd la 80 °C pentru inactivare §i apoi microincapsulati in alginat de sodiu.
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Materialele obtinute din biomasa microbiani reziduald (RMB) imobilizata in matrici polimerice
naturale propuse si testate pentru retinerea de coloranti organici si reziduuri de medicamente din efluenti
industriali sau ai statiilor de epurare prezinta urmatoarele caracteristici:

- accesibilitate la preturi mici;

- porozitate ridicata;

- caracter hidrofil care asigurd o cineticd de biosorbtie rapida, tolerantd la structurile biologice;

- usurintd in operare §i simplitatea dispozitivelor utilizate pentru procesarea continud, eventual in
instalatii sau constructii deja existente §i functionale;

- suprafete specifice mai mari decat cea a adsorbantilor granulari;

- posibilitatea de aplicare atunci cand utilizarea comerciald a adsorbantilor conventionali este dificila
sau imposibila;

- capacitatc mare de bioadsorbtic (peste 150 ..300 mg de colorant/g de substantd uscati din
biosorbent);

- posibilitatea de valorificare ecologicd in proportic de 100% a biosorbentilor epuizati;

- eficientd marita de inlaturare a colorantilor si reziduurilor de medicamente din apele uzate industriale
> 50%).

Procedeul de testare, conform inventiei, constd in urmatoarele etape:

e in prima etapd are loc pregitirea materialului biosorbtiv, prin pregatirca biomasei microbiene

reziduale gi imobilizarea in matrici polimerice cu obtinerea de biosorbenti caracterizati in Tabelul 2.

Tabel 2. Principalele caracteristici ale biosorbentilor testati

Biosorbent Obtinere / Caracteristici

Saccharomyces cerevisiae incapsulati Suspensia necesard pentru obfinerea granulelor a fost preparatd din

in alginat alginat de sodiu cu grad de véscozitate scizuti 1,5% preparat in api
Saccharomyces pastorianus  distilatd si 5% biomasi reziduald. Compozitele polimerice preparate
incapsulati in alginat pc bazi de biomasd reziduald (Saccharomyces pastorianus sau

cerevisiae) utilizate in biosorbtie sunt obfinute prin microincapsulare
cu ajutorul unui microincapsulator BUCHI B390. Diametrele duzelor
folosite au fost 450 i 750 pm, cu urmatoarele conditii: presiunea
aerului 100 mbar, T= 45°C, 500 V si 800 Hz (pentru 750 pm) si 200
Hz (pentru 450 um) si permit producerea de microcapsule sferice
(prin picurare intr-o solutic de clorurd de calciu 100 mM) cu
diametrul de 900 si 1500 pm. Toate granulele de biomasi reziduald
microincapsulate in alginat de sodiu au dimensiune uniformi, sunt
stabile, fard fenomene de aderen{d manifestate intre ele in timpul

depozitarii.




RO 137519 A2

2

Saccharomyces cerevisiae imobilizata
in alginat

Saccharomyces pastorianus imobilizat
in alginat

Lactobacillus imobilizat in alginat

Bacillus sp. imobilizat in alginat

Pentru imobilizare, o solufie de alginat de sodiu 1% preparata in apa
distilata la 70°C a fost amestecati cu 5% biomasi reziduala si picurata
dupi omogenizare completi in clorurd de calciu 1% (preparatd in apa
distilatd la 5°C) prin doud capilare diferite, obt{inindu-se astfel

particule sferice cu dimetre de 0,5 mm si 1,5 mm

Saccharomyces cerevisiae imobilizati

in chitosan

Pentru imobilizare, intr-o solufic de chitosan 2,5% preparati in solutic
de acid acetic de conc.1% se introduc cantitdtile calculate de biomasa
de S. cerevisiae si bentonitd (pentru a obfine o concentratie finald de
2,5% s.au. pentru biomasi si 0,05% s.u. pentru bentonitd). S
cerevisiae §i bentonita sunt tratate in prealabil cu o solutie de tampon
fosfat (pH 7,5). Dupd omogenizarea amestecului, suspensia obfinuti
este picurati prin intermediul unei capilare intr-o solufie de NaOH 2
M pentru a se obtine particule sferice. Particulele obtinute sunt spilate

cu solutie tampon fosfat (pH 7.5) si se pastreazi la 4 °C timp de 24 h

inainte de a fi utilizate.

e in a doua etapd are loc contactarea in regim cvasi-static a fazelor S/L si biosorbtia: volume
cunoscute de efluent apos (i.c. efluenti incdrcati cu diferiti micropoluanti organici persistenti — coloranti
organici gi/sau reziduuri de medicamente) sunt aduse in contact cu materialul solid testat, in prealabil
cantarit i prelucrat corespunzitor, cu rol de biosorbent (i.e. 2,0 - 3,6 g/L (cu maxim 5% substanta
uscatd) in cazul retinerii colorantilor i 1-2 g/L (cu maxim 5% substanti uscatd) in cazul retinerii
reziduurilor de medicamente); efluentii testati au avut in compozific coloranti textili (Tabel 3) in
concentratic 10..300 mg/L, respectiv reziduuri de medicamente in concentratic de 5-60 mg/L.
Rezultatele sunt prezente in Tabelul 4 pentru colorantii retinuti §i Tabelul 5 pentru cele trei
medicamente studiate. Efluentii (ape uzate) au fost initial caracterizati fizico-chimic folosind indicatori
de calitate specifici §i anume: turbiditate, continut de solide in suspensie (SS), culoare, CCO-Cr, CBO:s,
ioni de metale grele, N total si P total. Biosorbentul este caracterizat fizico-chimic i morfologic prin
SEM, FTIR, pHpzc.

o Contactarea fazelor se realizeaza intr-un vas dreptunghiular, prevazut la partea superioarda cu un
racord de admisie/evacuare faza apoasa (apa uzatd influentd gi/sau apa epuratd) si cu unul la partea
inferioara pentru evacuarea materialului solid epuizat (incarcat cu substantele poluante adsorbite).
Timpul de contact este cel rezultat in urma studiilor de optimizare a procesului de biosorbtie (i.e.
minimum 120 min in cazul colorantilor i de minimum 200 min 1n cazul reziduurilor de medicamente,
dar de obicei s-a considerat un timp mediu intre 8 — 20 ore), iar conditiile de operare sunt alese dupa
cum urmeazi: temperatura de lucru se consideri cea ambianta (18 - 25 °C); regimul de agitare este cel
intermitent, timp de 5 - 10 minute, la intervale de 60 minute; pH-ul optim biosorbtiei se controleaza i

regleazd in functie de caracteristicile efluentului (i.e. un pH puternic acid de 2 - 5 pentru speciile

N

"
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anionice, respectiv 6 - 11 pentru speciile cationice, alegerea facandu-se in functie de tipul de
micropoluant organic prezent in efluent);

e g treia etapd este reprezentatid de separarea prin sedimentare/decantare (datoritd caracteristicilor
fizice ale biosorbentilor) urmata de o eventuald centrifugare a fazei apoase separate. Este analizata
fizico-chimic faza apoasa separatd dar si granulele de biosorbent incércate cu specii chimice adsorbite.
Faza apoasa poate fi supusa unei prelucrari ulterioare pentru indeplinirea tuturor cerintelor de evacuare
sau poate fi direct recirculatd in procesul tehnologic. Prelucrarea aditionala a fazei apoase pentru
eliminarea completd sau indeplinirea cerintelor minime de reducere (mai mari 85-90%) se poate realiza
prin oxidare avansata, procese de membrand sau numai prin epurare biologica (i.e. epurare in bazine cu
namol activ sau filtre biologice). Biosorbentul incircat cu substante adsorbite poate fi valorificat prin
folosire ca amendament pentru sol (dacd nu sunt probleme de toxicitate avansata), in procese de

compostare sau digestie anaeroba sau ca resursd energeticd prin incinerare, dupa uscare.

Tabel 3. Compusi organici studiati, prezenti 1n efluenti aposi industriali

4(

Nume colorant / C.L Tip de colorant/ Tip de medicament Masa moleculari,
Masa moleculara, g/mol/ g/mol/
Lungime de unda Lungime de undi
maximai, Apax maximai, Apx

Brilliant Red HE-3B anionic, bifunctional Cefalexin (CFX) Antibiotic, 347,40 / 260
(Reactive Red 120)/ 25810  reactiv/
(BRed) 1463 / 530 nm
Reactive Orange 16/ 17757  anionic reactiv/ Etacridina Lactat (EL) Antiseptic, 343,40 / 431
(RO) 617,54 / 495 nm
Methylene Blue (Basic cationic fenotiazinic / Rifanipicin (RIF) Antibiotic, 822,90 / 475
Blue 9)/ 52015 319,85 / 660 nm
(MB)

Biomaterialele obtinute din biomasa microbiand reziduald imobilizatd nu presupun conditii
speciale in vederea utilizarii, exceptand conditiile de pistrare pana la utilizarea practica, care presupune
temperatura de 5° C (la frigider) in solutie de CaCl, de concentratie 100 mM.

Cresterea suprafetei de contact a biosorbentilor se realizeazd prin microincapsulare, care
permite obtinerea de diametre ale particulelor de ordinul pm (600-1500 pm).

Performantele biosorbentilor pe baza de biomasd microbiand reziduald imobilizatd testati in
refinerea unor micropoluanti organici persistenti sunt prezentate in Tabelele 4 si1 5, impreuna cu

conditiile optime de operare.

10
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Tabel 4. Eficiente de retinere a micropoluantilor organici persistenti analizati (coloranti organici) si

conditii de operare propuse pentru biosorbtia pe biosorbentii considerati (Horciu et al., 2018; Horciu et

al., 2021; Tanasa et al., 2021; Suteu et al., 2021 (a,b,c))

Biosorbent

Conditii de operare / Doze optime

Eficienta biosorbtiei:
capacitate de biosorbtie
(q, mg/g) sau grad de

recuperare (R, %)

S. cerevisiae
imobilizati in

alginat

t= 25°C; pH= 2 ; tadsorbtic = 20 0or€; Cooloran= 20 mg/L (Bred);
30,6 mg/L (RO); Cagsorvan= 4 gL (cu 5 % s.u); ¢=2mm;
Regim stationar, agitare intermitenta la 5-10 minute

BRed = 150,87 mg/g
RO = 410,33 mg/g

S. cerevisiae
incapsulata  in

alginat

t=20°C; pH=2; taigsorptic =360min; Ceooran= 53,2 mg/L BRed;
Cadsorban=2,8g/L; ¢ = 600 pm si 1500 pm ; Regim stationar,

agitare intermitenta sau numai timp de 10 minute

BRed : q = 58,14 mg/g

S. pastorianus
imobilizat in

alginat

T=5,30,45°C; pH=3 (Bred); tagsorvtic = 20 h; Ceoora= (10,88-
174,08) mg/L. (Bred); Caugsorbant=2,8g/L cu 5%s.u; ¢ = 2mm
si 4mm ; Regim stafionar, agitare intermitentd sau numai
timp de 10 minute

t=5,30,45°C; pH= 9 (MB); tugsorvtie = 20 ore; Coooran= 38.4
mg/L. (MB); C.gsorbant= 5,6 8/L cu 5% s.u.; ¢ = 4 mm. Regim

stationar, agitare intermitentd / numai timp de 10 min.

BRed:
q=222,22mg/g (¢=2mm);
q= 151,51 mg/g (¢=4mm)

MB: q = 40,816 mg/g

S. pasturianus

T=5,30,45°C; pH= 2 (BRed); tagsorvtic = 20 ore; Ceojorant=
(16,88 — 174,08) mg/L (Bred); C,gsorban= 3.2 g/L cu 5% s.u.;
¢ =
intermitentd sau numai timp de 10 minute

T=5, 30, 45°C; pH= 9 (MB); tagsorbtic = 20 ore; Ceororan= 38.4
mg/L (MB); Cagsorban= 2,4 g/L cu 5 % s.u.; ¢ = 1500 pm.

Regim stationar, agitare intermitentd/numai timp de 10 min.

900 um si 1500 pm. Regim stationar, agitare

Bred: q= 555,55 mg/g

MB: q = 153,85 mg/g

T=5, 20, 45°C, pH= 2 (RO), tadsorbtie = 20 ore; Ccolorant=
(28,96 - 231,68) mg/L (RO); Cagsorban= 2-H)g/L cu 4,7277%
sw;¢= 1,5 mm si 3 mm. Regim stationar, agitare

intermitentd /numai timp de 10 min.

RO: q=123,457 mg/g

incapsulat in
alginat
Lactobacillus
imobilizat in
alginat

Bacillus sp.
imobilizat in
alginat

T=5, 20, 25°C; pH= 3 tagsomte = 20 ore; Ceomn= (11-
176,235) mg/L. (Bred); Cogeorban= 8 &/L; ¢= 1,5 mm si 3
mm.

Regim stafionar, agitare intermitentd/numai timp de 10 min.

Regim dinamic

Bred: R=70%; q=588,235
mg/g

Bred: q = (34,742-38,05)
mg/g

Tabel 5. Eficiente de retinere a micropoluantilor organici persistenti analizai (reziduuri de

medicamente) §1 condifii de operare propuse pentru biosorbtia pe biosorbentii considerati (Rusu et.al.,

2021 (a,b,c))

11
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Biosorbent Conditii de operare / Doze optime Eficienta biosorbtiei: grad
de recuperare (R, %)
Saccharomyces cerevisiae Chipsomen= 1 gL (cu 2.5 % s.u); Ccorx =30 86.23%
imobilizati in alginat mg/L; pH= 4; T=22-25°C; t=90 min. Regim
static.
Saccharomyces  pastorianus  Cpiosoben= 2 &/L (ct 5% s.u.); Cg = 60 mg/L; 85-88%
incapsulat in alginat pH=2; T=25°C.
Regim stationar, agitare intermitenta.
Saccharomyces pastorianus CFX: Cerx =30 mg/L; pH=5; 80.58 (CFX)
imobilizat in alginat EL: Cg. = 100 mg/L; pH=5; 87,62 (EL)
RIF: Cgp=50 mg/L (cu 5% s.u.); pH= 6; 40,05 (RIF)
Chiosorbert= 28/L(cu 5% s.u.); t=12 h,
Regim static
Saccharomyces cerevisiae CFX: Ccrx =30 mg/L, pH 5; 77,20 (CFX)
imobilizata in chitosan EL: Cg, =100 mg/L, pH 5; 77,92 (EL)
RIF: Cr= 50 mg/L, pH 6 50,19 (RIF)
Chiosorbent= 2 &/L (cu 2,5% s.u.); t= 12 h.
Regim static
Saccharomyces  pastorianus CFX: Ccrx =30 mg/L, pH 5; 62,63 (CFX)
imobilizat in alginat EL: CgL =100 mg/L, pH 5; 67,16 (EL)
RIF: Crr=50 mg/L, pH 6 43,75 (RIF)

Cbiosorbem= 2 g/L (cu 5% s.u); t= 12 h.
Regim static

Valorile obtinute pentru capacititile de retinere in cazul unor tipuri de biosorbenti pe baza de

biomasd microbiana reziduald propusi subliniazi posibilitatea de aplicare a acestora pentru retinerea de

micropoluanti organici persistenti cum ar fi colorantii si reziduurile de medicamente, cu eficiente de

40...88 % in reducerea incircarii organice.

Test experimental de control pentru retinerea de coloranti organici din efluenti industriali sau

solutii apoase — exemplu de model generalizat aplicat:

Volume de 25 ml solutie apoasd care contin cantititi variabile de colorant (10....300 mg/L

colorant) au fost aduse in contact in flacoane Erlenmeyer de 50 mL cu cantitati stabilite de biosorbent in

concentratie de 2,0 - 3,6 g/L (cu maxim 5% substantd uscatd). pH-ul solutiilor a fost reglat la valoarea

dorita cu ajutorul solutiilor de HC1 IN sau NaOH 1N, iar temperatura la care s-a desfasurat procesul a

fost mentinutd constantd cu ajutorul unei incinte termostatate. Sistemul a fost mentinut sub agitare

intermitentd lentd cu 40-60 rpm, timp de 1...5 min la fiecare 60 min, timp de minim 3h pana la 5-6 h

(cand s-a stabilit cd se atinge echilibrul de biosorbtie) sau chiar 20 h (in cazul regimului discontinuu),

dupd care faza apoasa a sistemului se lasa in repaos pentru definitivarea procesului de biosorbtie si se

procedeazi la separarea fazelor. Efluentul epurat (faza apoasa limpede) este caracterizat initial i dupa

12
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biosorbtie pentru aprecierea performantei de retinere a colorantilor de cétre biomaterialul pe baza de
biomasa microbiana reziduald imobilizatd in matrici polimerice, respectiv a gradului de retinere a
speciilor chimice organice. Faza solida separatd se analizeaza, dupd uscare prin liofilizare, in vederea
aprecieni schimbdrilor survenite ca urmare a procesului de biosorbtie, rezultatele fiind un indicator al
mecanismului de retinere a colorantilor, dupa care se va valorifica prin metode cunoscute.

Analizele de laborator se refera la caracterizareca matenialului pe baza de biomasa microbianda
reziduald imobilizatid in matrici polimerice (FTIR, SEM, EDX, pHp;c) §i controlul unor indicatori ai
calititii efluentului industrial cum ar fi: culoare, concentratia de colorant, incdrcare microbiologica, pH,
continut de materie organici (CCOc;, CBOs sau COT). In acest scop s-a folosit aparatura de laborator
din dotare sau accesibila prin parteneriate de colaborare, in principal spectrofotometre, pH-metre,
FTIR, SEM, EDX, liofilizator.

Cantitatea de colorant refinuta (capacitatea de bioadsorbtie a biosorbentului) se incadreaza in
limitele precizate in Tabelul 4, dupa biosorbtie §i separarea fazei solide incarcate cu colorant prin
sedimentare/decantare, iar cantitifile de medicamente refinute sunt in conformitate cu datele sisntetizate

in Tabelul 5.

13
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BIOMASA MICROBIANA REZIDUALA IMOBILIZATA IN MATRICI
POLIMERICE PENTRU RETINEREA DE MICROPOLUANTI ORGANICI
PERSISTENTI DIN EFLUENTI INDUSTRIALI

REVENDICARI

1. Metoda de obtinere a unui material adsorbtiv din biomasd microbiand reziduald imobilizatd si/sau

incapsulatd in matrici polimerice, caracterizati prin aceea ci se¢ bazeaza pe tehnica incapsularii
si/sau imobilizirii in matrici polimerice a trei tipuri de biomasa microbiana reziduald (subproduse
industriale din procese de biosinteza in laborator §i industria alimentara, fabricarea berii) si permite
sinteza in etape a unor macrosfere dupa separarea biomasei microbiene reziduale prin centrifugare,
uscare §i apoi imobilizare / microincapsulare in matrici polimerice (alginat de sodiu sau chitosan)
pentru stabilirea formei fizice de manipulare.

. Procedeu de epurare a apelor uzate colorate (industria textila, industria de sintezd chimicd) care
utilizeazd materialul adsorbant din biomasd microbiana reziduala imobilizata / incapsulati, obtinut
conform cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea ci macrosferele pe bazi de biomasa reziduala
imobilizatd sunt folosite drept biosorbent intr-o treapta de adsorbtie pentru retinerea colorantilor
reziduali prezenti in efluentii industnali, precum §i a unor medicamente reziduale prezente in diferite
sisteme apoase cu precizarea conditillor optime de operare pentru asigurarea reducerii
corespunzdtoare a incdrcarii organice poluate §i separare ulterioard a fazei solide de biosorbent prin
sedimentare/decantare.

. Matenalul adsorbtiv conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca este obtinut din biomasa
microbiand reziduald de Saccharomyces cerevisiae si pastorianus, Bacillus sp., Lactobacillus sp.
(subproduse din procese de biosinteza in laborator i de la fabricarea bernii), biomasa separatd prin
centrifugare la 8000 rpm, uscare la 80 °C pentru inactivare si cresterea proprietitilor biosorbtive si
apoi imobilizare / microincapsulare in matrici polimerice (alginat de sodiu sau chitosan, 5% biomasa
microbiand uscatd in compozitia de gel polimeric; alginatul de sodiu folosit este o solutie de 1,0-1,5
% preparatd la 70 °C sau o solutie de chitosan de 2,5 % preparatd in solufic de acid acetic de
concentratie 1%) folosind un microincapsulator cu filiere de 450 si 750 mm si tehnica prin picurare
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intr-o solutie de clorura de calciu 100 mM (in cazul imobilizérii / incapsuldrii in alginat de sodiu)
sau intr-o solutic de NaOH 2N incazul chitosanului, cu obtinere de macrosfere cu diametre de
ordinul milimetrilor (0,9 si 1,5 mm) care sunt spalate cu solutie tampon fosfat (pH 7.5) si pastrate la
4 °C timp de 24 h inainte de a fi utilizate, cu multiple aplicatii practice.

. Procedeu de epurare a apelor uzate colorate conform revendicirii 2, caracterizat prin aceea ci sec
foloseste pentru retinerea colorantilor anionici reactivi Brilliant Red HE-3B, Orange 16 si
colorantului cationic Methylene Blue din ape uzate industriale fiind eficient in conditiile propuse de
operare §i siguranta pentru mediul acvatic.

. Procedeu de epurare a apelor uzate colorate conform revendicarii 2 gi 4, caracterizat prin aceea ci
utilizeaza materialul adsorbant din biomasi microbiani reziduald imobilizata definit in revendicarea
1 s1 3 (macrosfere adsorbante) si consta in contactarea materialului adsorbant din biomasa reziduald
imobilizatd (macrosferele obtinute), in concentratic de 2.0 - 3,6 g/l (cu maxim 5% substanta
uscatd), cu apa uzatd care contine colorant rezidual in concentratie de 10... 300 mg/L, timp de 120
min...24 h, cu agitare intermitenta lentd cu 40 - 60 rpm, timp de 1...5 min la fiecare 60 min, la un pH
de 2...5 pentru colorantii anionici §i 5 - 10 pentru colorantii cationici, separare prin sedimentare la o
temperatura de 20...25 °C si posibilitate de valorificare a biomasei microbiene reziduale incarcate cu
coloranti prin metode cunoscute in sisteme controlate.

. Procedeul de epurare ape uzate colorate conform revendicarii 2, caracterizat prin aceea ci se poate
utiliza pentru retinerea medicamentelor reziduale de tip cefalexin, ethacridine lactate, rifampicin din
ape uzate industriale sau efluenti ai statiilor de pre-epurare, fiind eficient in conditiile propuse de
operare si siguranti pentru mediul acvatic.

. Procedeu de epurare a apelor uzate conform revendicarii 2 §i 6, caracterizat prin aceea ci
utilizeazd materialul adsorbant din biomasi microbiani reziduali imobilizati (cu maxim 5%
substanta uscatd) conform cu revendicarea 1 i 3 (macrosfere adsorbante) si constd in contactarea
materialului adsorbant din biomasa reziduala imobilizatd (macrosfere cu diametre diferite de 0,9 si
1,5 mm), In concentratic de 1-2 g/L, cu apa uzati care contine reziduuri de medicamente in
concentratie de 5...60 mg/L, timp de 200 min...24 h, la un pH de 2...6, separarea biosorbentului
realizindu-se prin decantare la o temperaturi de 18..25 °C, cu posibilitate de valorificare a

biomasei microbiene reziduale incarcate cu medicamente reziduale in conditii controlate.
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Figura 1: Conceptul de microincapsulare schematic.
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Figura 2: Cele doua forme de Incapsulare: capsuld mononucleard (Stinga) s1 agregat (Dreapta) (Blaga ef al.,

2020).
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