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INTRODUCERE

Tendintele societdtii secolului al XXI-lea se concretizeaza prin cresterea calitatii vietii,
diversificarea si cresterea volumului produselor, precum si cresterea nivelului de consum al
acestora. In acest context se contureaza amprenta dezvoltirii sistemelor socio - economice asupra
celorlalte componente ale ecosferei, una dintre acestea reflectindu-se asupra resurselor de apa.
Gradul de diversitate a practicilor comerciale si productivitatea se afla in relatie directa cu volumul
de apa uzatd rezultat din procesele de productie. Caracterul limitativ al resurselor de apa impune
insa reintroducerea acestora in circuitul hidrologic, obiectiv realizat Th urma aducerii lor la o calitate
corespunzitoare prin intermediul statiilor de epurare. In scopul indepartirii poluantilor din apele
uzate, statiile de epurare cuprind un flux tehnologic complex constituit dintr-o serie de procese de
naturd fizica, chimica si biologica. Calitatea efluentilor rezultati din fluxul de epurare trebuie sa fie
in acord cu prevederile legislative in vigoare. In treapta biologica conventionala de epurare a apelor
uzate se utilizeaza o gama largd de populatii de microorganisme care formeaza biomasa —
,hamolului activ”. Sistemul conventional de epurare cu namol activ este proiectat astfel incat sa
asigure calitatea efluentilor, Insa, prin analiza integrata a procedeelor implicate, s-a stabilit cd acesta
nu raspunde principiului sustenabilitatii, fiind identificate urmatoarele limitari / dezavantaje:
consum ridicat de energie, emisii de gaze cu efect de sera, dificultdti in gestionarea reziduurilor
generate din fluxul de epurare. Prin urmare, in conditiile actuale ale dezvoltarii sistemelor socio —
economice, este subliniatd necesitatea integrarii conceptului de epurare a apelor uzate intr-un sistem
cu functionare durabila, cu impact minim al proceselor tehnologice asupra componentelor ecosferei,
fara a compromite obiectivul statiilor de epurare.

Una dintre solutiile propuse consta in integrarea biomasei microalgelor in treapta biologica
de epurare. Solutia este recunoscutd la nivel global, iar cercetarile in domeniu sunt sustinute prin
prisma conceptului dezvoltarii sustenabile, a conceptului epurdrii conventionale a apelor uzate si a
aplicatiilor biomasei microalgelor. Pe plan mondial, biotehnologia alternativd bazata pe microalge
este in curs de dezvoltare, Tnsa, in vederea extinderii acesteia, este necesara depasirea anumitor
bariere. Una dintre acestea constd in cresterea considerabila a investitiilor (procurarea de reactivi,
membrane filtrante, input-uri mari de energie etc.) in treapta de recuperare a biomasei microalgelor
din mediul apos raportate la costurile totale de cultivare. La nivel national nu au fost identificate
cercetari anterioare destinate utilizarii microalgelor in procese de epurare a apelor uzate.

Pornind de la aceste considerente teza de doctorat prezentata a fost realizata ca un proiect de
cercetare stiintifica, structurat astfel: Capitolul I — Analiza critica a cunoasterii si Capitolul 11 —
Proiectul de cercetare stiintificA — contributii originale. Primul capitol se adreseazd analizei

literaturii de specialitate, inclusiv date experimentale, urmarindu-se identificarea tendintelor in
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domeniul epurarii apelor uzate si evidentierea etapelor de integrare a biotehnologiei bazate pe
microalge Tn treapta biologica de epurare. De asemenea, prin procesul de evaluare critica, s-a
propus sd se stabileascd limitele cu care se confruntd biotehnologia conventionald de epurare a
apelor uzate, precum si cele ale biotehnologiei alternative, bazatad pe microalge, cu evidentierea
avantajelor care pot fi obtinute prin utilizarea biomasei mixte namol activ (bacterii) - microalge.

Informatiile din primul capitolul sunt utilizate in cel de-al doilea capitol al tezei la
identificarea obiectivelor, organizarea etapelor experimentale ale programului de cercetare si
identificarea metodelor de lucru corespunzitoare, prin care sa se asigure obtinerea de rezultate
stiintifice cu grad ridicat de acuratete si precizie. Cel de-al doilea capitol a fost structurat in cinci
etape experimentale, fiecare dintre acestea fiind initiata printr-0 abordare justificata. Unele etape
reprezintd continuari ale celor precedente, necesare in vederea abordarii limitarilor identificate pe
parcursul deruldrii experimentelor. Pentru a evidentia importanta si necesitatea conducerii anumitor
studii, sunt incluse modalitatea de organizare a experimentelor in cadrul fiecarei etape
experimentale, rezultatele obtinute si discutiile aferente acestora, perspective si concluzii care
evidentiaza importanta rezultatelor stiintifice. O parte din experimentele de cercetare prezentate in
cadrul tezei au constituit obiectul unui proiect national de cercetare (PN 09 - 13 03 12) finantat prin
Programul Nucleu si derulat Tn perioada 2013 — 2015. Realizarea etapelor experimentale a fost
posibila prin utilizarea unei infrastructuri de cercetare moderna, de nivel european, aflata in dotarca
Institutului National de Cercetare — Dezvoltare pentru Ecologie Industriala — ECOIND (Bucuresti).

Prin experimentele efectuate in cadrul tezei de doctorat s-a urmarit aducerea unor contributii
originale semnificative la dezvoltarea bazelor de date si cunostinte asupra biotehnologiei bazate pe
microalge pentru epurarea apelor uzate, la nivel national si international. Rezultatele stiintifice
contribuie la extinderea biotehnologiei In domeniul stiintific vizat, fapt sustinut de impactul
acestora la nivel international prin publicare / comunicare de lucrari stiintifice, propunerea unei
cereri de brevet de inventie si obtinerea de premii / medalii.

Directiile programului de cercetare au urmarit pe de-o parte dezvoltarea biotehnologiei
bazate pe sistemul simbiotic indus microalge — bacterii pentru epurarea apelor uzate si pe de alta

parte abordarea limitarilor acesteia.
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|. ANALIZA CRITICA A CUNOASTERII

Primul capitol al tezei prezintd sintetic conceptul de epurare a apelor uzate si etapa de
integrare a biotehnologiei bazate pe microalge in domeniul epurarii apelor uzate, cu evidentierea
limitelor proceselor conventionale, cat si a celor rezultate din aplicarea biotehnologiei alternative
propuse. De asemenea, in cadrul capitolului a fost descris principiul de functionare a unui proces
combinat de epurare utilizand sistemul biologic microalge - bacterii, precum si avantajele care ar
rezulta din aplicarea acestuia. Din analiza datelor stiintifice s-a evidentiat faptul ca proprietatile
metabolice ale celulelor microalgale, precum si compozitia celulard a acestora, au contribuit la
diversificarea cailor de valorificare a biomasei microalgelor, precum si la sustinerea aplicarii
biotehnologiei bazate pe microalge pe fluxul de epurare a apelor uzate. Scaderea costurilor de
operare a proceselor de epurare a apelor uzate, cresterea performantei de epurare, Imbundtatirea
programului de management al deseurilor si diminuarea gazelor cu efect de sera sunt avantajele care
sustin cresterea interesului adresat implementarii biotehnologiei bazata pe microalge. De asemenea,
simultan cu identificarea atat a avantajelor, cat si a dezavantajelor biotehnologiei alternative, au fost
evidentiate si variantele de solutionare a limitelor acesteia in vederea promovarii conceptului de la
nivel de laborator la nivel industrial.

Analiza cercetarilor experimentale realizate a permis identificarea obiectivelor majore care
trebuie luate in considerare in vederea sustinerii dezvoltarii biotehnologiei bazatd pe microalge la
nivel global, acestea constand in: analiza efectului cuplarii intre biomasa microalgelor si cea a
bacteriilor (namol activ) asupra eficientei de absorbtie a fotonilor, cresterea numarului studiilor
experimentale privind identificarea comportamentului sistemului microalge - bacterii in procese de
epurare a apelor uzate si dezvoltarea solutiilor alternative de indepartare a celulelor microalgale din
mediul de reactie, care sa fie eficiente din punct de vedere economic si care sa asigure un standard
ecologic ridicat.

De asemenea, prin analiza literaturii de specialitate s-a punctat faptul ca eficienta proceselor
biologice (care includ sistemul microalge — bacterii), distribuite pe fluxul de epurare a apelor uzate,
este dependenta de rezultanta factorilor fizico - chimici si biologici implicati. Astfel, desi influenta
globald pe care o poate avea un anumit factor este strict dependentda de fluctuatiile parametrilor
aflati in asociere, ceea ce presupune necesitatea studiului integrat al acestora, pentru a clarifica
presiunea generatd de un anumit parametru sau contributia acestuia intr-un proces de epurare este
important s se analizeze in prima faza influenta individuala a acestuia.

Analiza criticd a cunoasterii in domeniul vizat a stat la baza proiectarii programului de
cercetare, cu stabilirea unor obiective de interes care sa rdspundd limitelor prezentate si sa

contribuie la avansarea cercetdrilor in domeniu, cu obtinerea de rezultate cu impact stiintific
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semnificativ exprimat prin elaborarea de lucrari stiintifice de valoare si diseminarea lor in

comunitatea stiintifica.

I.1. Epurarea apelor uzate — concept, tendinte, limite

Fluxul tehnologic al epurarii apelor uzate consta intr-o serie de procese fizice, chimice si
biologice succesive cu scopul asigurarii calitatii acestora, rezultate din diverse activitati antropice,
inaintea evacuarii in emisari naturali. Conceptul de epurare a apelor uzate implicad nsa o abordare
mult mai vasta, care vizeaza conservarea resurselor de apa si a altor resurse ale ecosferei, inclusiv si
sanatatea fiintei umane. Importanta statiilor de epurare este evidentiata prin tematicile abordate de
Parteneriatul European de Inovare in Domeniul Apei (EIP Water), unul dintre obiectivele
consortiului fiind dezvoltarea de solutii inovative care sa raspunda la nivel mondial, schimbarilor
survenite Tn sectorul resurselor de apa (Stroe et al., 2014). Simultan cu progresul industrial s-a
inregistrat o tendinta accentuata de crestere a cerintelor de resurse de apa la nivel global (Bagatin et
al., 2014; Sun et al., 2016). Aceasta presiune s-a produs in conditiile in care resursele de apa
disponibile activitatilor economice si cerintelor vitale ale populatiei sunt limitate si reprezinta doar
aproximativ 1 % din cantitatea totald de resurse de apa exploatabile. In plus, conform datelor
statistice furnizate de Uniunea Europeand, se preconizeaza cd pand 1n anul 2025 o treime din
populatia de pe glob se va confrunta cu problema insuficientei resurselor de apa (Ranade &
Bhandari, 2014). Tn contextul caracterului limitativ al resurselor de apa se sustine necesitatea
implementarii unor sisteme sustenabile de epurare a apelor uzate care sa conduca la reintroducerea
in circuitul hidrologic a resurselor de apa exploatate, in conditii de siguranta, conservand astfel
starea sistemelor acvatice si asigurand necesarul continuu pentru nevoile populatiei.

O secventa biologica aplicata pentru epurarea apelor uzate, care a pus bazele dezvoltarii
tehnologiei conventionale de epurare, a fost descrisa in anul 1914 intr-un raport stiintific efectuat de
catre cercetatorii britanici Ardern E. si Lockett W. T. (Ardern & Lockett, 1914a; 1914b; 1915).
Secventa constd din aerarea unui influent (apa uzatd municipald) in mai multe etape in scopul
indepartarii materiei organice si a ionilor amoniu (NH4"), acestia din urma fiind eliminati din
mediul apos prin procese de nitrificare biologica. In acea perioadd, prima statie de epurare din
Marea Britanie a functionat in regim ,.fill and draw”, implicand cel putin doua trepte ale procesului
de epurare: (1) etapa de umplere a reactorului (alimentare) si (2) etapa de evacuare a efluentului
(Orhon, 2015). Dupa cateva decenii, acest mod de operare a pus bazele implementarii reactoarelor
secventiale de epurare a apelor uzate (Henze et al., 2008).

Utilizarea acestui procedeu a condus la evidentierea dezvoltarii unei biomase identificata cu
termenul de ,,namol activ”’ In cadrul proceselor de epurare. Un an mai tarziu, experimente similare

de epurare a apelor uzate au fost realizate in SUA (Universitatea Illinois) de catre Edward Bartow
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(Mohlman, 1916). Desi fluxul de epurare propus initial prevedea indepartarea poluantilor prin
operarea sistemului in regim secvential, cercetarile ulterioare in aceasta directie s-au axat pe
implementarea statiilor de epurare operate in regim continuu (Orhon et al., 2009).

In secolul al XX-lea, anii ‘60 s-au caracterizat prin evolutia cercetirilor asupra
microbiologiei si bioenergeticii epurdrii apelor uzate, materializate prin obtinerea de rezultate
valoroase care au contribuit la cresterea performantei de epurare (Downing et al., 1964). Simultan
cu descoperirea bacteriilor denitrificatoare a fost realizat in Elvetia primul sistem de epurare in doua
trepte: aeroba — anaeroba (Wuhrmann, 1964a; 1964b; Wuhrmann & Mechsner, 1965). In aceeasi
perioada incep sa fie utilizate reactoarele operate in regim secvential ,,sequencing batch reactor
(SBR)”, in prezent acestea reprezentand o alternativa pentru reactoarele operate in regim continuu
(Orhon et al., 2009).

Dezvoltarea accelerata a sectorului industrial a influentat semnificativ caracteristicile apelor
uzate influente in statiile de epurare si, implicit, componenta fluxului tehnologic al acestora.
Tncepand cu anul 1980 au fost raportate experimente cu niamol activ anaerob (Lettinga et al., 1980)
care au inclus utilizarea reactoarelor cu flux ascendent. In aceeasi perioada s-a obtinut namolul activ
granular, acesta fiind initial testat sub forma de umplutura in procese anaerobe de epurare. Primele
rezultate experimentale asupra ciclului de dezvoltare si utilizare a namolului granular in conditii
aerobe au fost Tnregistrate in anii 90 (Mishima et al., 1991). Interesul deosebit acordat utilizarii
namolului aerob granular comparativ cu namolul activ conventional s-a datorat caracteristicilor
biologice ale agregatelor, particularitatilor fizice ale acestora, precum s§i avantajelor utilizarii
acestuia din punct de vedere al costurilor de epurare, gradului de dificultate al operarii proceselor si
impactului asupra reziduurilor generate. Astfel, namolul granular se caracterizeaza printr-o viteza
ridicata de sedimentare, cuprinsa uzual intre 18 si 32 m/h (Adav et al., 2008), cu valori de pana la
50 — 90 m/h (Gao et al., 2011). Spre deosebire de granule, ndmolul activ conventional sedimenteaza
cu o viteza cuprinsa intre 7 si 11 m/h (Zheng et al., 2005). De asemenea, particularitatile structurale
ale granulelor permit realizarea simultana a proceselor aerobe si anaerobe (de Kreuk et al., 2005) si
contribuie la sciderea cantititii namolului rezidual. Tn plus, prin operarea proceselor de epurare
utilizand namol granular se reduce gradul de complexitate al infrastructurii statiilor de epurare prin
eliminarea decantorului si simplificarea treptei biologice de epurare, contribuind astfel la scaderea
costurilor de implementare, mentinere si de operare a statiei (Kreuk et al., 2007; Palmeiro-Sanchez
etal., 2013).

Cu toate acestea, In comparatie cu namolul granular, procesele cu ndmol activ conventional
sunt predominante in statiile de epurare in momentul actual (Zhang et al., 2014).

Planul de gestionare a reziduurilor de niimol activ. Indeplinirea obiectivului statiilor de

epurare trebuie sa fie in acord cu principiul sustenabilitatii sistemelor socio - ecologice.
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Configuratia conventionald a fluxului de epurare a apelor uzate (utilizdnd ndmol activ) nu raspunde
criteriilor abordarii sustenabile prin efectele negative distribuite Tn mod direct / indirect asupra
componentelor ecosferei. Una din cele mai mari dificultati este cea a namolului activ in exces
(lonescu & lonescu, 2014), aceasta fiind o problema globala ,,deschisa”. Intensificarea activitatilor
socio — economice, precum si diversificarea sistemelor de productie, stimuleaza cresterea volumului
apelor uzate evacuate si, implicit, a cantitatii namolului rezidual. De asemenea, modernizarea
infrastructurii statiilor de epurare si extinderea sistemelor de canalizare, simultan cu implementarea
cerintelor Directivei 91/271/CEE privind epurarea apelor uzate urbane, conduce la cresterea
numarului statiilor de epurare, dar si a cantitatii deseurilor de namol rezidual.

Namolul activ rezultat din procese de epurare reprezintd un deseu generat continuu, a carui
productie medie este de 0,4 — 0,5 kgsuv./kg CCO (Khursheed & Kazmi, 2011) sau 218 kgs../10° L
apa uzatd (Velaquez-Orta & Graham, 2012). Raportul capatd semnificatie precizand faptul ca la
nivel national, in anul 2009, a fost Inregistrata evacuarea a 1,4 mlrd m? api uzati (ANAR, 2012). La
nivel european, in anul 2005, cantitatea de namol rezidual s-a ridicat la aproximativ 9,4 min tones..
(Kalderis et al., 2010), la momentul actual atingandu-se un prag de productiec de 10 mln tonesy./an.
Tn anul 2012, cea mai mare productie de nimol din Europa a fost cea a Spaniei, Germaniei si Marii
Britanii de 2,57 min tonesu, 1,84 min tonesy. si respectiv 1,08 mln tonesu. (Burducea et al., 2016).
In Romania, productia de namol raportatd in anul 2005 a fost de aproximativ 68 000 tonesu.
(Kelessidis & Stasinakis, 2012), crescand pana in anul 2010 la 126 200 tones.., nivelul inregistrat in
anul 2013 fiind de 172 400 tonesy. (Eurostat, 2016). Conform analizelor statistice efectuate de
Administratia Nationald ,,Apele Romane”, se preconizeazd cd in anul 2018, reziduurile de namol
vor atinge o cota de productie de aproximativ 521 000 tsu. (ANAR, 2012). Aceasta crestere
substantiald a cantitdtii de ndmol activ este justificatd de evolutia numarului de statii de epurare de
la 751 1n 2006 la 1 172 statii in prezent (Schumacher & Feodorov, 2016).

Conform Hotararii de Guvern nr. 856/2002 privind evidenta gestiunii deseurilor si pentru
aprobarea listei cuprinzand deseurile, inclusiv deseurile periculoase, modificata si completatd prin
Ordonanta de Urgentd nr. 68/2016 in corespondentd cu Decizia Comisiei 2014/955/UE, namolul
rezultat din procese de epurare a apelor uzate reprezintd un deseu a carui potential de valorificare
este limitat de:

1. costurile ridicate alocate proceselor de tratare si eliminare (Racoviteanu & Predescu,
2016), care pot atinge chiar si 50 % din costurile totale de operare (AM POS Mediu, 2012),

2. riscul contamindrii biologice si chimice a ecosistemelor terestre §i acvatice
(Perez-Elvira et al., 2006) si

3. restrictiile de aplicare impuse printr-0 serie de acte legislative: Ordinul 344/2004 pentru

aprobarea Normelor tehnice privind protectia mediului §i in special a solurilor, atunci cand se
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utilizeaza namolurile de epurare in agricultura (ordin modificat si completat prin Ordinul 27/2007 si
care transpune Directiva Consiliului 86/278/CEE); Ordonanta de Urgenta a Guvernului nr.
195/2005 privind protectia mediului, aprobata prin Legea nr. 265/2006; Directiva 91/271/CEE
privind epurarea apelor uzate urbane; Directiva Consiliului 99/31/CE privind depozitele de deseuri;
Directiva 2008/98/CE privind deseurile si de abrogare a anumitor directive; Directiva 91/676/CEE
privind protectia apelor Tmpotriva poluarii cu nitrati proveniti din surse agricole; Directiva
2000/76/CE privind incinerarea deseurilor; Hotararea de Guvern nr. 349/2005 privind depozitarea
deseurilor; Hotararea de Guvern nr. 1403/2007 privind refacerea zonelor in care solul, subsolul si
ecosistemele terestre au fost afectate etc.

Elaborarea normelor legislative si implementarea politicilor nationale in acord cu legislatia
internationald in vigoare este obligatorie avand in vedere productia namolului rezidual, conceptul
actual de epurare, necesitatea asigurarii calitatii resurselor de apa, conservarea acestora, protejarea
sanatatii umane si prevenirii poluarii ecosistemelor. In Romania, importanta asigurarii unui control
al modului de gestionare a deseurilor, inclusiv namol, concomitent cu necesitatea cresterii
potentialului de valorificare a acestora Tn regim securizat, este subliniata de lista principalilor factori
decizionali implicati: Ministerul Mediului, Apelor si Padurilor; Ministerul Agriculturii si
Dezvoltarii Rurale; Ministerul Sanatatii; Ministerul Administratiei si Internelor; operatorii statiilor
de epurare a apelor uzate; industria alimentara; publicul etc. (AM POS Mediu, 2012).

in Europa nu este delimitati o solutie standard de valorificare a nimolului rezidual.
Cerintele prevazute in cadrul Directivelor Europene si-au pus amprenta asupra practicilor de
gestionare ale fiecarui stat, inregistrandu-se in prezent o tendinta de reducere a cantitatii de namol
rezidual depozitat si indreptarea catre optiuni de gestionare durabile. De exemplu, din anul 1998 si
pana in anul 2005, cantitatea de namol depozitata la nivel european a scazut de la 25 % la 17 % din
totalul cantitatii de namol produse (Kelessidis & Stasinakis, 2012).

Tn 2012 in Romania 90,7 % din cantitatea totald de namol rezidual inregistrati a fost
depozitata in incinta statiilor de epurare, 9,1 % fiind eliminata la depozitele de deseuri si doar
aproximativ 0,2 % a fost utilizata in agricultura (AM POS Mediu, 2012) - procent care a crescut la
4,65 % pana in anul 2013 (Eurostat, 2016). Acesta este insd semnificativ mai mic decat media de
41% inregistrata la nivel european in anul 2005 (Kelessidis & Stasinakis, 2012). Depozitarea in-situ
a namolului reprezinta insd o solutie temporara, fiind limitatd de suprafetele disponibile in statiile
de epurare. Avand in vedere prevederile Directivei 99/31/CE, referitoare la obligatia statelor
membre ale Uniunii Europene de a reduce cantitatea de deseuri depozitate cu 65 % pana in anul
2020, in Romania se preconizeaza o crestere, pana la aceeasi data, a fractiei de utilizare a namolului
rezidual in agriculturd de aproximativ 50 % simultan cu eliminarea optiunii de depozitare a acestuia

(AM POS Mediu, 2012).
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Alte modalitati de valorificare a namolului rezidual sunt: co-incinerarea cu alte deseuri
solide, caz in care namolul rezidual reprezintd o sursd de energie pentru procesele de fabricare a
cimentului sau termocentrale, in Romania fiind cunoscute fabrici de ciment autorizate pentru
arderea deseurilor utilizdnd namol rezidual (AM POS Mediu, 2012); compostarea; digestia
anaeroba, cu obtinerea de metan utilizat pentru reducerea costurilor energiei din statiile de epurare;
utilizarea 1n silviculturd; aceasta practica prezinta viabilitate doar la nivel local, aplicarea ndmolului
rezidual pe suprafete forestiere fiind restrictionata sau chiar interzisa in unele tari, precum ar fi:
Austria, Belgia, Germania etc. (Kelessidis & Stasinakis, 2012); reabilitarea solurilor degradate prin

practici industriale etc. (lancu et al., 2014).

|.2. Bioindicatori ai proceselor de epurare a apelor uzate cu nimol activ

Namolul activ utilizat in epurarea apelor uzate este compus din flocoane (Fig. 1-2a), fiecare
entitate fiind alcdtuitd din doud componente: (1) componenta de naturd biologica, reprezentatd de
comunitati de bacterii si (2) componenta de natura chimica, constituitd din substante polimerice
extracelulare si compusi chimici adsorbiti la nivelul entitatilor. Substantele polimerice extracelulare
(SPE) (proteine, acizi nucleici, lipide, glucide, substante humice etc.) se acumuleaza in structura
flocoanelor ca urmare a dezvoltarii populatiilor de bacterii (Wilen et al., 2008), iar concentratia
acestora este direct corelatd cu varsta namolului (timpul de retentie a solidelor). Acumularea
substantelor polimerice extracelulare imprima flocoanelor o culoare maronie, intensitatea culorii
fiind, de asemenea, direct corelatd cu timpul de retentie a solidelor. Cresterea productier SPE este
favorizata si de procesele de liza celulard (Sutherland, 2001). Din punct de vedere al integritdtii
flocoanelor, substantele polimerice extracelulare prezintd un interes deosebit deoarece constituie
una dintre componentele structurale de baza ale flocoanelor namolului activ (Lin et al., 2013)
contribuind la agregarea populatiilor de bacterii.

In structura flocoanelor pot fi intalnite populatii de bacterii filamentoase, ce reprezinta

=9

»coloana vertebralda” a entitatilor (Jenkins et al., 2004) deoarece guverneaza particularitatile
morfologice si structurale ale flocoanelor, favorizeaza cresterea gradului de compactare a
agregatelor si cresc stabilitatea acestora. O dezvoltare pronuntatd a populatiilor (Sau a unei
populatii) de bacterii filamentoase in cadrul flocoanelor va imprima entitatilor o forma neregulata
(Gerardi, 2006).

Dezvoltarea comunitdtii bacteriilor favorizeazd dezvoltarea populatiilor consumatorilor,
reprezentati de protozoare si metazoare, ambele grupuri taxonomice fiind, de asemenea,
componente ale biomasei ndmolului activ. Protozoarele si metazoarele contribuie la mentinerea

unui control asupra biomasei bacteriene (inclusiv asupra bacteriilor coliforme) si la reducerea

gradului de incarcare a efluentului in suspensii de natura biologica (Madoni, 2003).
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Performanta de epurare a apelor uzate, precum si variatia parametrilor fizici, chimici si

biologici asociati sunt evaluate prin aplicarea unor procedee standard. In cazul utilizarii namolului
activ, eficienta de indepartare a poluantilor si conditiile de operare aplicate sau instalate pe fluxul de
epurare pot fi exprimate Tn mod indirect analizand structura comunititii bioindicatorilor (Perez-Uz
et al., 2010), reprezentati de populatii de protozoare si metazoare dezvoltate in biomasa namolului
activ.
Atunci cand se analizeaza calitatea namolului activ, se face apel la una din trei clase: namol de
calitate buna, namol de calitate moderatd si namol de calitate slaba. in general, o calitate buna a
namolului activ este indicatd de o biodiversitate ridicatd a comunitatii bioindicatorilor (numarul
indivizilor depasind 10° unititi/mL), completati de existenta unui echilibru intre efectivul populatiei
diferitilor taxoni (Madoni, 2003). Atunci cand, in cadrul biocenozei predomina o anumita specie,
prezenta acesteia ne poate indica: calitatea influentului (incércarea organicd, aportul de nutrienti,
prezenta unor substante toxice etc.), procese specifice de epurare (nitrificare, denitrificare,
degradarea materiei organice etc.), conditii de operare (timpul de retentie hidraulica, timpul de
retentie a solidelor, capacitatea de oxigenare a mediului de reactie etc.), performanta de epurare si /
sau faza de dezvoltare 1n care se afla sistemul biologic.

Investigatiile derulate Tn domeniu au evidentiat complexitatea caracterului de bioindicator in
procese de epurare a apelor uzate. Astfel, o frecventa ridicata a speciilor de flagelate poate fi si un
indicator al unei eficiente ridicate de indepartare a azotului (Perez-Uz et al., 2010). Prin urmare,
investigatiile care includ studiul bioindicatorilor necesitd si o analiza amanuntita a particularitatilor
fluxului de epurare si implicit a variatiei parametrilor fizico-chimici de interes.

in cazul aplicirii biotehnologiei bazate pe microalge pentru epurarea apelor uzate, nu
au fost identificate studii realizate asupra bioindicatorilor in vederea stabilirii impactului

generat de integrarea biomasei microalgelor pe fluxul de epurare asupra acestora.

1.3. Biomasa microalgelor in contextul dezvoltirii sistemelor socio-economice

. Incepand cu a doua jumitate a secolului al XX-lea, a fost demarati utilizarea biomasei
microalgelor Tn mai multe sectoare industriale, precum: industria farmaceuticd si cea cosmetica
(Mata et al., 2010). De asemenea, constientizarea caracterului limitativ al resurselor de combustibili
fosili a condus la cresterea numarului studiilor destinate obtinerii de energie din biomasa
microalgelor, un progres deosebit in acest domeniu fiind obtinut in anii ‘70 ai secolului al XX-lea
(Spolaore et al., 2006).

Perioada urmatoare a fost caracterizatd de diversificarea sistemelor de cultivare a

microalgelor, acestea fiind clasificate Tn: (1) sisteme de cultivare inchise, reprezentate de

fotobioreactoare (tubulare, verticale, orizontale etc.) si (2) sisteme de cultivare deschise (bazine de
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cultivare), acestea din urma fiind bazine cu adancimea maxima de 0,5 — 0,6 m si cu o suprafata
mare, atingand chiar si cateva hectare (Lam & Lee, 2013). In literatura de specialitate, bazinele sunt
cunoscute sub termenul de ,,High Rate Algal Ponds - HRAP” (Bazine de cultivare intensiva a
microalgelor).

Dezvoltarea si perfectionarea tehnologiilor industriale au contribuit la sustinerea productiei
biomasei microalgelor, precum si la diversificarea cdilor de valorificare a acesteia. Interesul adresat
acestei categorii de resurse regenerabile a fost evidentiat prin volumul ridicat de productie
inregistrat la nivel global (McHugh, 2003). De exemplu, la scard globala, productia medie anuald
obtinutd prin cultivarea microalgelor Chlorella se ridica la 2 000 tonesu., iar cea asociatd biomasei
speciilor Spirulina sp. este mai mare de 40 000 tones.u. (Ahsan et al., 2008).

Tn primul deceniu al secolului al XXI-lea s-a inregistrat o crestere remarcabild a numarului
articolelor stiintifice destinate procedeelor de obtinere a diferitor produsi utili din biomasa
microalgelor, cdilor de valorificare a biomasei si serviciilor obfinute simultan cu implementarea
sistemelor de cultivare (Rodolfi et al., 2009; Brennan & Owende, 2010; Mata et al, 2010; Chen et
al., 2011). Acest aspect s-a datorat in principal particularitatilor biochimice ale taxonilor
microalgali care, prin analiza si valorificare, pot determina un impact cu efecte economice, sociale
si ecologice pozitive materializate prin:

. Reducerea suprafetei de cultivare raportatd la cea alocatd culturilor agricole utilizate in

acelasi scop (Rodolfi et al., 2009).
. Gama larga de produsi valorosi care pot fi obtinuti prin procesarea biomasei microalgelor,
dintre acestia mentionandu-se: acizii grasi polinesaturati; pigmentii (Garcia-Perez et al., 2011);
uleiuri si antioxidanti.

e Diversitatea ridicata a aplicatiilor biomasei microalgelor:

- utilizarea biomasei microalgelor in sisteme agricole sub forma de fertilizator si in
acvaculturd, cu rol de supliment nutritiv pentru sustinerea cresterii productiei piscicole, a gradului
de toleranta a speciilor la factori de stres si scaderea costurilor de operare (Brennan & Owende,
2010; Mata et al., 2010);

- utilizarea biomasei microalgelor pentru obtinerea de biocombustibili. Aceastd tematica a
beneficiat de interes deosebit In contextul micsordrii resurselor de combustibili fosili si
constientizarii caracterului limitativ al acestora - aspecte care au incurajat identificarea si
exploatarea unor resurse regenerabile alternative de energie. Ca rezultat al studiilor efectuate,
biomasa microalgelor a fost recunoscutd a treia sursa de energie regenerabild dupa culturile
agricole si reziduurile lignocelulozolitice furnizate de sistemele agricole si forestiere (Rosch et al.,
2009; Brennan & Owende, 2010; Gupta et al., 2014). Astfel, prin valorificarea biomasei
microalgelor se poate obtine: biohidrogen (Ghirardi et al., 2000), metan, etanol (Harun et al., 2010;
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John et al., 2011), butanol si biodiesel (Craggs et al., 2011; Ghasemi et al., 2012). Cultivarea
microalgelor pentru obtinerea biocombustibililor in detrimentul utilizarii culturilor agricole este
motivata Tn principal de:

- productivitatea ridicata a culturilor microalgelor raportat la unitatea de suprafata;

- toleranta ridicata a microalgelor la conditiile habitatului, taxonii putand fi cultivati in
sisteme acvatice caracterizate prin diverse stari ecologice;

- nu este necesara aplicarea ierbicidelor / pesticidelor in sistemele de cultivare;

- posibilitatea de valorificare a biomasei reziduale Tn diferite sectoare comerciale etc.
(Rodolfi et al., 2008; Mata et al., 2010; Barros et al., 2015).

Conform rezultatelor analizelor statistice se estimeaza ca prin valorificarea energetica a
biomasei microalgelor s-ar putea sustine pana la 25 % din necesarul de energie la nivel mondial
(Barros et al., 2015). Un avantaj important oferit de biomasa microalgelor consta in posibilitatea
obtinerii consecutive, din acelasi stoc de biomasd, a mai multor tipuri de resurse energetice. De
exemplu, poate fi parcursda urmatoareca secventd de valorificare: (1) obtinerea metanului prin
digestie anaeroba urmata de: (2) extractia de lipide in vederea generarii de biodiesel, (3) obtinerea
de etanol si butanol prin fermentarea carbohidratilor si (4) conversia termochimica a biomasei
rezultate, cu producere de carbuni (Heubeck et al., 2007), acestia din urma putand fi utilizati in
agricultura sub forma de ingrasdmant, dar si ca adsorbant al compusilor cu azot si fosfor, asigurand
prevenirea / diminuarea pierderilor nutrientilor in sisteme acvatice (Lehmann et al., 2006).

e Serviciile furnizate prin cultivarea microalgelor:

- diminuarea emisiilor de gaze cu efect de sera, in principal dioxidul de carbon (CO>) -
compusul fiind asimilat din troposfera sau direct din emisii industriale de microalgele fotoautotrofe
si mixotrofe (Borkenstein et al., 2011; Wilson et al., 2014). Astfel se reduce cu aproximativ 40 %
cantitatea de gaz ce trebuie captat la nivel global (Hannon et al., 2010). Impactul poate fi sustinut si
prin utilizarea biodiesel-ului obtinut din microalge, exploatarea acestuia asigurand, in comparatie cu
biodiesel-ul conventional, reducerea emisiilor de monoxid de carbon (CO), oxizi de azot (NOx) (Li
et al., 2008), oxizi de sulf (SOx) si hidrocarburi (Delucchi, 2003);

- retinerea azotului molecular (N2) de cianobacterii, proces realizat cu succes n sisteme
agricole in scopul cresterii productivitatii culturilor (Roger, 2004);

- cresterea eficientei de indepartare a nutrientilor si a metalelor grele din apele uzate (Wang
et al., 2010), prevenindu-se astfel aparitia fenomenului de eutrofizare sau contaminarea
ecosistemelor acvatice;

- bioremedierea solurilor poluate (Kantachote et al., 2004), unele specii de microalge
evidentiindu-se prin capacitatea de a degrada o gama larga de poluanti organici (Ghasemi et al.,

2011).
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1.4. Biotehnologie alternativa de epurare a apelor uzate utilizand microalge

Primele studii asupra utilizarii microalgelor in procese de epurare a apelor uzate au fost
raportate in perioada anilor ‘50 ai secolului al XX-lea (Oswald et al., 1955). Luand in considerare
rolul primar al microalgelor in generarea fenomenului de eutrofizare, conceptul a fost propus in
scopul cresterii eficientei de indepartare a formelor anorganice ai azotului si fosforului din efluenti
Tnainte de deversarea acestora in receptorii naturali (Arbib et al., 2014). Aproximativ un deceniu
mai tarziu, biomasa utilizatd in treapta avansata de epurare propusd a fost denumita ,,biomasa
algelor active” (McGriff & McKinney, 1972), aceasta fiind constituitd din microalge, dar si
populatii de bacterii adaptate conditiilor treptei de epurare. Termenul a fost definit ludnd in
considerare denumirea biomasei conventional utilizate Tn epurarea apelor uzate — ,,namol activ”, iar
prezenta microalgelor, precum si rolul major al acestora in treapta de epurare implementatd au
sustinut inlocuirea termenului ,,namol” cu ,alge”. in plan international, sistemul biologic mixt
alcatuit din microalge si bacterii, utilizat pentru epurarea apelor uzate, se identificd sub termenul de
»activated algae”.

Abilitatea taxonilor microalgali de a asimila cantitati importante de nutrienti (in principal,
azot si fosfor) a sustinut utilizarea biomasei microalgelor exclusiv in treapta tertiara de epurare
pentru 0 perioada indelungata de timp (Zamani et al., 2012). Simultan cu evolutia studiilor n
aceasta directie, s-a realizat extinderea conceptului propunandu-se integrarea microalgelor in treapta
secundara de epurare si evitarea utilizarii taxonilor in treapta tertiara, justificarea fiind riscul
cresterii incarcarii organice a efluentului ca rezultat al realizarii procesului de fotosinteza (Tam &

Wong, 1989; Wang et al., 2010).

Includerea speciilor microalgale in treapta secundaria de epurare a apelor uzate
utilizind namol activ conduce la realizarea unor fluxuri metabolice bidirectionale intre
componentele biologice majore implicate (microalge / bacterii) (Fig. 1), relatiile dezvoltate (in
principal relatii de simbioza) fiind descrise inca de la inceputul implementarii conceptului
biotehnologiei (Kouzuma & Watanabe, 2015; Ramanan et al., 2016). Sintetic, microalgele
fotoautotrofe / mixotrofe utilizeaza lumina pentru realizarea procesului de fotosintezda, in urma
caruia rezulta oxigenul (eliberat in perioada derularii ciclului de lumina) care este utilizat de
comunitatea bacteriilor heterotrofe aerobe pentru obtinerea de energie prin degradarea materiei
organice (Duka & Cullaj, 2009; Subashchandrabose et al., 2011). Produsii de reactie finali rezultati
din reactiile de degradare (in principal: CO2, NHs*, PO4>) sunt asimilati de microalge pentru
sustinerea dezvoltarii celulare si implicit pentru realizarea proceselor de fotosinteza. CO; este

captat in perioada desfasurarii ciclului de intuneric (Masojidek et al., 2013).
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Figura 1.

Relatia de simbioza stabilita pe parcursul epurarii apelor uzate ntre taxoni

microalgali si populatii de bacterii specifice.

Relatia metabolicd stabilita intre populatiile de microalge si comunitatea bacteriilor este
exploatata in domeniul epurarii apelor uzate datorita avantajelor identificate si validate pe parcursul
testarii biotehnologiei alternative propuse (Lee & Han, 2016; Pittman et al., 2013; Wang et al.,
2016). Desi biotehnologia bazatd pe microalge este cunoscutd de aproximativ sase decenii, o
crestere considerabila a numarului de studii in domeniu a fost observata in ultimul deceniu, aceasta
fiind guvernata de sectorul investitiilor, importanta acordata strategiei de prevenire / diminuare a
impactului activitatilor antropice si necesitatea identificarii unor resurse alternative de energie.
Conform rezultatelor stiintifice publicate, in ultimii ani au fost conduse experimente care s-au axat
pe testarea speciilor de microalge Tn procese de epurare a diferitor categorii de ape uzate (menajere,
industriale) si obtinere de bioenergie, prin acestea evidentiindu-se faptul ca in cazul integrarii
microalgelor in treapta biologica de epurare pot fi indeplinite simultan doua strategii.

In primul caz se realizeaza inlocuirea fertilizatorilor comerciali cu nutrienti asigurati de
apele uzate (Aravantinou et al., 2013). Acest avantaj ofera posibilitatea (1) reducerii costurilor de
productie a biomasei microalgelor cu aproximativ 10 — 20 % (Bhatnagar et al., 2011),
fertilizatorii detindnd ponderea cea mai mare din cheltuieli, acestia fiind necesari in cantitati ridicate
in vederea obtinerii unei productii maxime

In al doilea caz, se evidentiaza beneficiile pe care le pot obtine operatorii statiilor de
epurare, acestea constand in:

(2) cresterea eficientei de indepirtare a poluantilor din ape uzate (in principal a
azotului, fosforului si a metalelor) (Chaneva et al., 2008). Majoritatea studiilor conduse in cadrul

domeniului biotehnologiei bazate pe microalge au constat in testarea individuala a componentei
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microalgale in procese de epurare a apelor uzate (in lipsa bacteriilor), in vederea evaluarii
eficientei de utilizare a diferitor taxoni (Hongyang et al., 2011). Prin analiza rezultatelor stiintifice
raportate, s-a ajuns la urmatoarea concluzie: pentru a obtine o performanta ridicata de epurare, este
necesara aplicarea unui timp ridicat de retentie hidraulica, care poate varia intre 2 si chiar 14
zile, depasindu-se astfel valoarea parametrului aplicatd in cazul epurdrii aerobe a apelor uzate
utilizand namol activ, aceasta fiind cuprinsa, in mod frecvent, intre 6 si 24 ore (Noyes, 1994).

Analiza literaturii de specialitate adresate directiei stiintifice a epurdarii apelor uzate utilizand
microalge a evidentiat faptul cd majoritatea experimentelor au fost efectuate utilizand medii
sintetice, a ciror compozitic a reflectat caracteristicile apelor uzate de interes. In alte cazuri,
cercetatorii au recurs la autoclavarea surselor de apa uzati, procesele de epurare avand loc cu
utilizarea de culturi pure de microalge si in lipsa bacteriilor (nimolului activ) (Min et al.,
2012; Yan et al., 2013). Aceste categorii de studii sunt foarte importante deoarece reflecta eficienta
de utilizare a diferitor taxoni in procesul epurdrii apelor uzate; de altfel, cercetarile efectuate pe
culturi pure de microalge ocupa tematica dominanti a studiilor conduse in aceastd directie. In cazul
catorva teste efectuate utilizdnd atat biomasad bacteriana, cat si cea microalgala, inoculul a fost
obtinut prin combinarea populatiilor de microalge cu nimol activ provenit din statii de
epurare. Nu au fost identificate studii experimentale in care sistemul mixt sa prezinte
caracteristici native, fiind dezvoltat pe parcursul derularii proceselor de epurare, in lipsa
inoculérii cu namol activ.

(3) Realizarea obiectivului major al operatorilor statiilor de epurare constand in asigurarea
calitatii efluentilor, fiind astfel sustinut si obiectivul global adresat conservarii resurselor de apa.

(4) Diminuarea emisiilor gazelor cu efect de sera rezultate din procesul conventional de
epurare, precum si a celor provenite din troposfera, in special fiind vizat dioxidul de carbon (CO2)
(Razzaka et al., 2013).

(5) Introducerea biotehnologiei bazatd pe microalge in procesul epurarii apelor uzate nu
influenteaza pozitiv doar costurile de cultivare a biomasei, dar si cele atribuite operarii statiilor de
epurare. Cel din urma avantaj constd in eliminarea costurilor asociate aeririi mecanice a treptei
aerobe de epurare, deoarece sursa de oxigen necesard desfdsurdrii proceselor aerobe poate fi
asigurata prin fotosinteza de microalgele fotoautotrofe / mixotrofe implicate (Park et al., 2011).
Studiile experimentale au ardtat ca taxonii microalgali au capacitatea de a suprasatura mediul de
reactie in oxigen, valoarea concentratiei parametrului putand atinge chiar si 20 mg O2/L (Craggs et
al., 2012). Costurile alocate proceselor de aerare mecanica a treptei aerobe de epurare constituie
aproximativ 50 % din totalul costurilor de operare. Importanta acestui avantaj deriva si din sintaxa
conform careia scdderea costurilor de operare reprezintd una dintre strategiile majore ale

operatorilor statiilor de epurare, precum si obiectiv de cercetare in domeniu (Leu et al., 2009).
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Eliminarea costurilor de aerare si capacitatea microalgelor de a reduce concentratia anumitor
poluanti reprezinta suportul utilizarii biomasei microalgelor in procese de epurare a apelor uzate.

(6) Integrarea microalgelor in procese cu namol activ oferd posibilitatea imbunaitatirii
practicelor de gestionare a biomasei reziduale.

(7) Un alt beneficiu care poate fi obtinut prin utilizarea biomasei microalge - bacterii n
procese de epurare a apelor uzate consta in sciderea efectivului populatiilor bacteriilor coliforme
din mediul de reactie, efectul fiind facilitat de: cresterea temperaturii mediului de reactie, cresterea
valorii pH-ului peste 9 si suprasaturarea mediului de reactie in oxigen (Munoz & Guiesse, 2006).

Conform datelor prezentate, s-a evidentiat faptul ca integrarea biotehnologiei bazatia pe
microalge in procese conventionale de epurare a apelor uzate poate reprezenta o solutie
alternativa sustenabild, adresati in vederea rezolvarii limitelor biotehnologiei conventionale,
afirmatia fiind sustinutd prin cumularea rezultatelor studiilor identificate, acestea contribuind la
crearea unei imagini integrate a fluxului de epurare alternativ, identificAndu-se avantaje ale
proceselor pornind din treapta biologica de epurare pana la cea de gestionare a biomasei reziduale
prin cai de valorificare propuse (ilustrate schematic in Figura 2), acestea din urma fiind cerute in
cadrul sistemelor socio - economice prin cresterea cerintelor pietei, cresterea consumului de resurse,
precum si de caracterul limitativ al stocurilor de combustibili fosili.

Pentru a obtine o performanta ridicatd de epurare a apelor uzate, trebuie sia se asigure
conditii optime de operare, care vor mentine tendinta de dezvoltare a sistemului microalge — bacterii
(namol activ). Deoarece microalgele reprezintd o componentd integratd in cadrul proceselor de
epurare, care, in lipsa aerarii mecanice, trebuie sa asigure realizarea proceselor aerobe, discutiile din
cadrul lucrarii curente au vizat prezentarea influentei diferitor parametri de proces asupra activitatii
celulelor microalgale. Intensitatea luminoasd si concentratia dioxidului de carbon reprezinta
parametrii operationali principali ai proceselor de epurare a apelor uzate bazate pe utilizarea
taxonilor microalgali fotoautotrofi / mixotrofi (Bouterfas et al., 2002; Rusten & Sahu, 2011). Tn
cadrul literaturii stiintifice au fost identificate studii adresate investigarii efectului diferitor valori
ale intensitatii luminoase asupra activitaii fotosintetice a microalgelor si / sau asupra performantei
de epurare a apelor uzate utilizind microalge. Insi, prin analiza organizarii experimentelor, s-a
observat ca acestea au fost conduse utilizand culturi pure de microalge, in lipsa bacteriilor, in medii
de cultura sintetice sau ape uzate autoclavate (Min et al., 2012; Yan et al., 2013). Astfel, in cazul
utiliziirii sistemului mixt microalge - bacterii pentru epurarea apelor uzate, este subliniati
necesitatea identificirii efectului generat de prezenta biomasei bacteriene asupra activititii
fotosintetice a microalgelor si implicit asupra intervalului optim al intensititii luminoase

asociat sistemului biologic de interes.
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Avantajele care pot fi obtinute prin implementarea fluxului de epurare care include
biotehnologia bazata pe microalge in comparatie cu biotehnologia conventionala
bazata pe procese cu namol activ.

pH-ul reprezintd un alt parametru de operare important. Tn cazul sistemelor de epurare
biologica a apelor uzate care includ microalge, consumul dioxidului de carbon si a bicarbonatilor de
catre taxoni determinad cresterea valorii pH-ului mediului de reactie prin eliberarca radicalilor
hidroxid (HO") (de Godos et al., 2009; Markou & Georgakakis, 2011). O crestere a valorii
indicatorului peste 9 contribuie la (1) cresterea eficientei de indepartare a azotului, prin procese de
volatilizare a amoniacului, (2) precum si a fosforului, ca rezultat al precipitarii ortofosfatilor sub
formd de siruri de calciu si magneziu (Park et al., 2011). Insi, pentru a asigura viabilitatea
sistemului mixt microalge - bacterii Tn procese de epurare a apelor uzate, valoarea pH-ului trebuie
mentinuta sub pragul de 8,5 pentru a evita riscul de a compromite performanta de epurare (Azov et
al., 1982) ca rezultat al expunerii biomasei la valori necorespunzatoare ale parametrului si
contaminarii mediului de reactie cu amoniac (de Godos et al., 2010). Alti parametri de operare
importanti sunt: fotoperiodicitatea, raportul intre concentratia biomasei microalgelor si cea a

bacteriilor si incarcarea in nutrienti si materie organica a influentului.

1.5. Limita majora a biotehnologiei bazate pe microalge

Desi numarul studiilor de cercetare derulate in cadrul directiei vizate a crescut semnificativ
in ultimii ani, majoritatea investigatiilor au fost efectuate la nivel de laborator. Limitarea extinderii
biotehnologiei bazata pe microalge pentru epurarea apelor uzate este sustinutd de o problema

majord cu care se confrunta aceasta la momentul actual. Bariera dezvoltarii biotehnologiei la scara
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industriald este reprezentata de costurile ridicate asociate treptei de recuperare a biomasei
microalgelor din efluent / mediul de cultura (Batten et al., 2013), acestea situdndu-se intre 20 si 30
% din costurile alocate productiei biomasei in sisteme de cultivare specifice (Grima Molina et al.,
2003). Problema este cu atdt mai importantd, cu cat caracterul nefezabil din punct de vedere
economic al treptei de recuperare a taxonilor compromite: (1) utilizarea microalgelor in sectorul
epurarii apelor uzate, (2) dezvoltarea sectorului productiei biomasei microalgelor (Coward et al.,
2013), dar si (3) extinderea sectorului de productie a energiei regenerabile utilizdnd microalge
(Gonzalez-Fernandez & Ballesteros, 2013).

Factorii care stau la baza cresterii costurilor asociate treptei de recuperare a biomasei
microalgelor din efluent / mediul de cultura sunt: (1) dimensiunea celulelor microalgale, majoritatea
speciilor frecvent testate in procese de epurare a apelor uzate si utilizate in sectorul de productie a
biomasei microalgelor (printre care se enumera specii ale genurilor: Chlorella, Scenedesmus,
Phormidium, Botryococcus, Chlamydomonas, etc.) (Rawat et al., 2011) avand diametrul celular mai
mic de 30 um (Rashid et al., 2013), caracteristica ce este responsabild pentru (2) capacitatea scazuta
de sedimentare a celulelor microalgale, viteza de sedimentare a taxonilor fiind mai mici de 10 m/h
(Granados et al., 2012), si pentru (3) similaritatea densitdtii celulelor microalgale cu cea a apei
(Craggs et al., 2011), ceea ce ingreuneaza separarea acestora din mediul apos.

Avantajele care pot fi obtinute prin valorificarea biomasei microalgelor sustin avansarea
cercetarilor adresate treptei de recuperare a taxonilor din mediul de culturd / efluent cu scopul
identificirii unei solutii eficiente din punct de vedere economic. Tn prezent sunt cunoscute cateva
metode de recuperare a biomasei microalgelor din mediul de reactie, majoritatea acestora bazandu-
se pe principii fizico-chimice. Din categoria tehnicilor de recuperare aplicate frecvent in domeniul
biotehnologiei bazate pe microalge se identifica: centrifugarea, coagularea / flocularea chimica,
filtrarea (micro- si ultrafiltrarea) si sedimentarea (Craggs et al., 2011). Aplicarea acestor tehnici nu
asigurad insa indepartarea completa a biomasei microalgelor, eficienta maxima atinsa in majoritatea
cazurilor fiind situatd in jurul valorii de 95 %. In vederea cresterii acestei eficiente, se recurge la
combinarea a cel putin doud metode de recuperare, in acest caz, valoarea parametrului putand atinge
o performanta de 99 %.

Centrifugarea reprezinta metoda cel mai frecvent intalnita in treapta de recuperare a
celulelor microalgale asigurand concentrarea rapida a biomasei, insd metoda se diferentiaza printr-
un consum ridicat de energie - aproximativ 3000 kWh/t biomasa (Schenk et al., 2008), iar eficienta
de indepartare a celulelor microalgale din mediul de culturd / efluent este dependentd de
dimensiunea celulelor speciei.

Coagularea / flocularea chimica se aplica, In majoritatea cazurilor, combinat cu alte

metode de recuperare, urmarindu-se cresterea gradului de agregare a celulelor microalgale. Metoda
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prezintd insa numeroase dezavantaje, precum ar fi: contaminarea biomasei cu saruri metalice
(Grima Molina et al., 2003), costurile ridicate necesare achizitiei reactivilor (Coward et al., 2013),
riscul de provocare a lizei celulare de anumiti reactivi (Olguin, 2012), sensibilitatea metodei la
variatiile valorii pH-ului (Chen et al., 2011), etc.

Tehnica filtrarii mediului de culturd / efluentului este sustinuta in cazul in care speciile de
microalge au diametrul celular mai mare de 70 um (Schenk et al., 2008) si reprezinta, in general, 0
etapd suplimentard aplicatd pentru cresterea eficientei de indepartare a biomasei microalgelor,
metoda fiind frecvent cuplatd cu cea a coagularii / flocularii chimice. Similar filtrarii, tehnica
sedimentarii este deseori cuplatd cu alte tehnici de recuperare. Aceasta este frecvent utilizata
pentru recuperarea namolului activ din statiile de epurare si nu implica input-uri de energie sau
costuri. Tn cazul in care reprezintd singura tehnicd aplicatd in treapta de recuperare a biomasei
microalgelor, aceasta asigura eficiente ridicate de indepartare doar in cazul utilizarii speciilor cu
diametrul celular mai mare de 40 pum, in celelalte cazuri fiind necesara cresterea timpului de
aplicare a procedeului (zeci de ore / zile) (Zhang & Hu, 2012). In ultimii ani au fost obtinute
flocoane microalge - bacterii care ating o viteza de sedimentare cuprinsa intre 0,28 si 0,42 m/h -
performanta care a asigurat o eficienta de indepartare a biomasei microalgelor mai mare de 96 %
(de Godos et al., 2014).

Printre alte tehnici de recuperare a celulelor microalgale din medii apoase se identifica:
recuperarea microalgelor prin ajustarea valorii pH-ului, imobilizarea celulelor microalgale,
bioflocularea, peletizarea, etc.

Din totalitatea metodelor identificate si aplicate sau aflate in curs de testare la nivel
international nu a fost delimitat un procedeu standard de indepartare a biomasei microalgelor, fapt
sustinut si de alti cercetitori in domeniu (Coward et al., 2013). Astfel, avand in vedere
caracteristicile identificate pentru fiecare tehnica de recuperare, este subliniatd necesitatea
optimizarii acestora sau propunerii unor tehnici noi, care sa raspunda cerintelor strategiei majore a
biotehnologiei bazate pe microalge — aplicarea unei trepte de recuperare eficienta din punct de
vedere al costurilor (Pragya et al., 2013), care sa asigure o performanta ridicata si care sa se
caracterizeze printr-o amprenta ecologica minima.

In vederea sustinerii acestui obiectiv, in ultimii ani numarul experimentelor de cercetare,
adresate directiei de interes, a crescut semnificativ (Das et al., 2016; Lananan et al., 2016; Zhao et
al., 2016). Rezultatele experimentale evidentiazd propunerea de solutii noi de recuperare a
biomasei, printre care se numird utilizarea ionilor de magneziu (Mg?"), asigurati direct prin
influent, care, la o valoare specificd a pH-ului, pot favoriza cresterea vitezei de sedimentare a

agregatelor celulelor microalgale (Smith et al., 2012).
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I1. PROIECTUL DE CERCETARE STIINTIFICA - CONTRIBUTII ORIGINALE

11.1.0rganizarea programului de cercetare

Epurarea apelor uzate reprezintd una dintre prioritatile strategiei privind conservarea
resurselor naturale. Tn contextul dezvoltirii actuale a societatii si aplicarii principiilor conceptului
de sustenabilitate a complexelor socio-ecologice, biotehnologiile aplicate in epurarea apelor uzate
trebuie sa asigure calitatea efluentilor cu un impact minim asupra ecosistemelor cu care
interactioneaza. Prin analiza proceselor integrate pe fluxul de epurare a apelor uzate s-a evidentiat
faptul ca biotehnologia conventionald, desi poate asigura reintroducerea resurselor de apa exploatate
n circuitul hidrologic, nu este conforma principiilor actuale ale dezvoltarii sustenabile. Prin urmare,
efectele negative generate de emisia gazelor cu efect de sera, consumul ridicat de energie si
programul deficitar de gestionare a reziduurilor de ndmol activ evidentiaza necesitatea realizarii
unui progres in cadrul sectorului epurdrii apelor uzate in vederea diminuarii presiunilor si
imbundtatirii programelor specifice. In acest context, s-a produs dezvoltarea biotehnologiei bazate
pe microalge Tn procese de epurare a apelor uzate, prin aplicarea acesteia putadndu-se obtine:
reducerea costurilor alocate consumului de energie, diminuarea emisiilor gazelor cu efect de sera si
imbunatatirea programului de management al deseurilor cu posibilitatea obtinerii de resurse

regenerabile de energie.

La nivel international, domeniul biotehnologiei bazate pe microalge se afla in curs de
dezvoltare. Simultan cu cresterea numarului rapoartelor stiintifice din acest domeniu, au fost
evidentiate citeva limite care blocheaza extinderea biotehnologiei dincolo de granita de
laborator. in acest sens, proiectul de cercetare care sti la baza prezentei teze s-a axat pe
dezvoltarea biotehnologiei bazate pe microalge in procese de epurare a apelor uzate, in cadrul
acestuia fiind prevazute studii cu caracter inovativ si cu un nivel ridicat de interes si
importanta, care, in acelasi timp, vor contribui la plasarea domeniului biotehnologiei
alternative propuse in sfera cercetirilor nationale. Modelul conceptual al proiectului de
cercetare, prezentat succint in Fig. 3, reflecti principalele etape stabilite Tn cadrul
programului de cercetare, cu evidentierea rezultatelor prognozate, precum si a cailor de

valorificare a acestora.

Scopul proiectului de cercetare a constat in dezvoltarea biotehnologiei alternative de epurare
a apelor uzate utilizdnd biomasa microalge — bacterii, prin activitati de cercetare fundamentala
si dezvoltare experimentald, cu obtinerea de rezultate originale, cu impact asupra cunoasterii

internationale Tn domeniul stiintific investigat.
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Figura 3. Modelul conceptual al proiectului de cercetare.
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Obiectivele proiectului de cercetare au fost urmatoarele:

Evaluarea performantei de epurare a apelor uzate cu incarciri ridicate de
materie organica si nutrienti utilizind sistemul biologic mixt constituit din microalge si
bacterii (namol activ).

Evaluarea influentei intensitatii luminoase asupra performantei de epurare a
apelor uzate, caracterizate printr-un aport ridicat in materie organica si nutrienti, utilizind
sistemul microalge — bacterii.

Optimizarea treptei biologice de epurare a apelor uzate, caracterizate prin
concentratii ridicate de materie organica si nutrienti utilizand sistemul biologic microalge -
bacterii.

Identificarea unui procedeu biologic alternativ pentru recuperarea biomasei
microalgelor din mediul apos.

Evaluarea eficientei de utilizare a sistemului granular microalge — bacterii in

procese de epurare a apelor uzate caracterizate printr-un aport scazut in materie organica.

Programul de cercetare a constat din derularea unei game variate de activitati stiintifice,
acestea constand intr-o sectiune experimentali si una dedicati analizei rezultatelor obtinute,
interpretarii si disemindrii rezultatelor. Sectiunea experimentala a fost efectuatd la nivel de
laborator utilizand echipamente si instalatii corespunzatoare care au permis obtinerea de rezultate cu

grad ridicat de precizie.
11.1.1. Organizarea sectiunii experimentale

Etapa experimentali I a fost divizati in doud sectiuni. In prima sectiune s-a urmdrit
obtinerea si cultivarea biomasei microalgelor in vederea pregatirii inoculului necesar in cadrul
experimentelor prevazute in proiectul de cercetare. Cea de-a doua sectiune a constat din
cercetari experimentale preliminare de epurare a apelor uzate - efluent din industria laptelui,
utilizand (1) biomasa microalge — bacterii sau (2) biomasa microalge — bacterii cu un inocul
de namolul activ conventional. In cadrul experimentelor s-a urmarit determinarea eficientei de
utilizare a sistemului microalge - bacterii in procese de epurare a apelor uzate care contin
concentratii ridicate ale materiei organice si nutrientilor (in principal ioni amoniu $i ioni
ortofosfat). Astfel, prima etapd experimentala a fost realizatd in vederea validarii capacitatii
sistemului microalge — bacterii (implicit a taxonilor implicati) de a indeparta poluanti specifici
al apelor uzate, capacitate proiectatd prin intermediul fluxurilor metabolice bidirectionale
stabilite intre biomasa microalgelor si cea a bacteriilor. Odata cu determinarea experimentala
a eficientei de utilizare a sistemului mixt in procese de epurare a apelor uzate, s-a dat curs

celorlalte etape experimentale.
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Etapa experimentala II a constat din experimente de laborator prin care s-a evaluat influenta
variatiei intensitatii luminoase asupra (1) performantei de epurare a apelor uzate utilizand
sistemul microalge — bacterii si implicit asupra (2) integritatii sistemului biologic mixt
investigat. Experimentele au fost derulate datorita necesitatii evidentiate in literatura de
specialitate, nefiind identificate date care sa sustind obiectivul alocat acestei etape

experimentale.

Etapa experimentala III a inclus experimente de laborator prin care s-a urmarit optimizarea
treptei biologice de epurare a apelor uzate, caracterizate prin concentratii ridicate in materie
organica si nutrienti, utilizdnd biomasa microalge - bacterii, modul de organizare a
experimentelor fiind dependent de rezultatele obtinute prin programul de monitorizare aplicat
celei de-a Il-a etape experimentale. A Ill-a etapa experimentala a fost proiectata ca rezultat al
identificarii anumitor limite pe parcursul testarii sistemului microalge - bacterii in procese de
epurare a apelor uzate la diferite valori ale intensitatii luminoase. Scopul ajustérilor
operationale a constat in cresterea performantei de epurare simultan cu reducerea timpului de
retentie hidraulica, precum si a eficientei de indepartare a biomasei microalgelor din mediul

apos.

Etapa experimentala IV a constat Th experimente de laborator prin care s-a urmarit
dezvoltarea unui procedeu biologic care sa permita cresterea eficientei de recuperare a
biomasei microalgelor din efluent. Necesitatea derularii acestei etape experimentale a rezultat
din studiul bibliografiei de specialitate. Avand in vedere impactul determinat de eficienta
treptei de recuperare a celulelor microalgale din mediul apos asupra viabilitatii biotehnologiei
bazate pe microalge, s-a acordat o importanta deosebitd experimentelor din aceastd etapa
rezultata din necesitatea aplicarii unui procedeu alternativ de recuperare a celulelor
microalgale care sa raspunda strategiei actuale a biotehnologiei alternative propuse. Astfel Tn
cadrul celei de-a IV-a etape s-a urmarit solutionarea unei probleme abordate intens pe plan

international.

Etapa experimentala V a cuprins experimente de epurare a apelor uzate cu un continut
scazut in materie organica utilizdnd un sistem alternativ microalge - bacterii, constituit din
entitati granulare. Prin cercetarea unei solutii pentru rezolvarea problemei aferente treptei de
indepartare a biomasei microalgelor in efluent s-a obtinut, in cadrul celei de-a 1V-a etape
experimentale, un sistem granular microalge - bacterii. Simultan cu dezvoltarea sistemului
granular si evidentierea avantajelor obtinute comparativ cu sistemul conventional microalge -

bacterii (constituit din flocoane), a fost evaluata experimental eficienta de utilizare a biomasei
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granulare in procese de epurare a apelor uzate, in vederea sustinerii si validarii sistemului

alternativ obtinut.

11.2. Etapa experimentala I

Tn cadrul primei etape experimentale au fost vizate doua obiective majore. In prima parte s-a
urmarit obtinerea inoculului microalge — bacterii necesar pentru derularea etapelor experimentale
prevazute in cadrul programului de cercetare. Avand in vedere scopul proiectului, S-au asigurat
conditii pentru obtinerea unei biomase microalge — bacterii reprezentative pentru utilizarea in
procese de epurare. Astfel, in cadrul experimentelor au fost utilizati taxoni care apartin genului
Chlorella. Conform rapoartelor stiintifice internationale, speciile genului Chlorella se afld pe lista
celor mai utilizate specii in procese de epurare a apelor uzate, precum si in experimente de
degradare a substantelor prioritar periculoase, taxonii fiind caracterizati printr-un potential ridicat de
adaptare la caracteristicile mediului de reactie si conditiile operationale (Rawat et al., 2011).
Simultan cu Tndeplinirea primului obiectiv, in cea de-a doua parte a etapei experimentale au fost
conduse studii de cercetare pentru evaluarea eficientei de utilizare a inoculului Tn procese de epurare
a apelor uzate caracterizate prin concentratii ridicate In materie organica si nutrienti. Pentru
derularea experimentelor, au fost realizate cinci variante experimentale, acestea fiind diferentiate in
functie de concentratia biomasei microalge — bacterii, concentratia namolului activ inoculat, precum
si tipul inoculului utilizat (biomasa microalge — bacterii / biomasa microalge — bacterii - namol
activ). Inoculul microalge - bacterii a fost reprezentat de o biomasa nativa adaptata proceselor de
epurare a apelor uzate provenite din industria laptelui. Diametrul celulelor microalgale Chlorella sp.
utilizate Tn cadrul experimentului a fost cuprins intre 1,6 = 0,05 si 6,6 £ 0,08 um, majoritatea
celulelor (aproximativ 85 % dintre acestea) avand diametrul situat intre 2,2 + 0,1 si 3,8 £ 0,1 pm.

Rezultatele experimentale obtinute au demonstrat faptul ca integrarea microalgelor in
procese de epurare a apelor uzate poate sustine desfisurarea proceselor aerobe (degradarea
materiei organice, procese de nitrificare biologicad) in lipsa aeririi mecanice. Astfel, nivelul minim
atins de valoarea concentratiei oxigenului molecular din mediul de reactie, la sfarsitul secventei de
epurare, a fost de 7,21 + 0,10 mg/L, rezultat inregistrat pentru varianta experimentala inoculata cu 1
g/L biomasasy, microalge - bacterii. Concentratia maxima a indicatorului a fost de 10,3 + 0,09
mg/L, performantd observatd in cazul variantei experimentale inoculate cu 250 mg/L biomasas..
microalge-bacterii si 50 mg/L namol activsy. Rezultatele obtinute au evidentiat prezenta unei relatii
de simbioza stabilita intre componentele sistemului biologic: microalge si bacterii. Avand in vedere
dinamica valorilor concentratiei oxigenului molecular din mediile de reactie inregistrate in cazul
variantelor experimentale investigate, precum si concentratia initiald a materiei organice (din

influent), s-a dedus faptul ca, intr-un proces de epurare a apelor uzate, nu este important doar
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raportul stabilit intre concentratia biomasei microalgelor si cea a bacteriilor, precum si concentratia
componentelor biologice implicate.

De asemenea, s-a evidentiat influenta generata de prezenta proceselor de fotosinteza
asupra variatiei valorii pH-ului, fiind subliniatd necesitatea monitorizarii parametrului pentru a
evita compromiterea performantei de epurare. In cazul variantelor experimentale care au continut
atat biomasa microalge — bacterii, cat si namol activ, valoarea maxima a pH-ului s-a incadrat intre
7,75 £ 0,02 si 9,3 £ 0,08, intervalul de variatie a valorii indicatorului fiind aproximativ similar
pentru cele doud variante experimentale investigate. in comparatie cu variantele experimentale care
nu au inclus inoculul de namol activ, variantele experimentale care au inclus doar biomasa
microalge - bacterii au prezentat valori ale pH-ului mai mari cu 0,1 - 0,5 unitati. Aceste rezultate ar
putea evidentia influenta generatd de activitatea populatiilor de bacterii asupra intervalului de
variatie a parametrului, precum ar fi activitatea nitrificatorilor, existenta procesele de nitrificare
fiind demonstrata, in principal, in cazul variantelor inoculate cu namol activ, acesta provenind dintr-
o statie de epurare a apelor uzate municipale prevazuta cu treapta acroba. Prezenta proceselor de
nitrificare nu a putut fi determinatd prin analiza variatiei valorilor indicatorului datoritd mentinerii
tendintei de crestere a valorii pH-ului in cazul tuturor variantelor experimentale. Intensitatea
proceselor de nitrificare (analizatd in functie de concentratia produsilor de reactie) a variat in functie
de concentratia biomasei si tipul inoculului utilizat.

Eficienta de indepdrtare a materiei organice, inregistratd dupa 24 ore de epurare in cazul
variantelor experimentale testate, s-a situat intre 69,1 + 3,45 si 76,5 = 4,12 %, prin analiza
rezultatelor obtinute observandu-se influenta pozitiva determinata de prezenta inoculului de namol
activ asupra eficientei de indepartare a materiei organice. La sfarsitul secventei de epurare (dupa 96
ore) s-a obtinut o eficienta de indepartare a materiei organice de peste 90 %, in cazul tuturor
variantelor experimentale. Referitor la ionii azotit, concentratia acestora, Inregistrata la finalul
secventei de epurare, s-a situat sub pragul de 1 mg/L. Dupa 24 ore de epurare, in cazul variantelor
experimentale inoculate doar cu biomasa microalge - bacterii, eficienta de indepartare a ionilor
amoniu a scazut de la 86,3 = 0,2 la 72,1 + 0,8 % simultan cu cresterea concentratiei biomasei
inoculate. Avand in vedere fluctuatiile valorilor pH-ului si ale concentratiei oxigenului, raportate la
aceste trei variante experimentale, s-a preconizat faptul ca tendinta de variatie a eficientei de
indepartare a ionilor amoniu a fost dependenta de intensitatea reactiilor de degradare a materiei
organice. Eficienta maxima de indepartare a ionilor amoniu a fost obtinuta dupa 72 ore de epurare,
aceasta fiind situata intre 87,3 + 0,2 si 94,2 £ 0,4 % (exceptand varianta experimentald inoculata cu
500 mg/L biomaséasu. microalge-bacterii si 100 mg/L namol activsy). Exceptdnd variantele
experimentale inoculate cu namol activ, in cazul celorlalte variante experimentale testate nu a fost

definita o tendinta clara de variatie a eficientei de indepartare a ionilor ortofosfat din mediul apos,
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aceasta alternand pe parcursul secventei de epurare. Astfel, in primele 24 ore de epurare, eficienta
de indepartare a indicatorului s-a situat intre 45,3 + 1,5 si 92,1 + 3,2 %, iar dupa 72 ore de epurare,
aceasta a scazut la 42,1 £ 0,5 - 54,8 £ 3 % ca rezultat al cresterii concentratiei ionilor ortofosfat in
mediul de reactie. Intrarea in faza de declin a populatiilor biomasei, sustinuta de un timp ridicat de
retentie hidraulica, ar putea fi consideratd un factor responsabil pentru scaderea eficientei de
indepartare a nutrientului, valoarea careia a atins, la sfarsitul secventei de epurare, un maxim de
62,5+ 1,7 %.

O contributie importantd a experimentelor conduse a constat in rezultatele investigatiilor
microscopice realizate asupra comunitatii bioindicatorilor. Raportat la conditiile experimentale date,
s-a dedus faptul cd, pe termen scurt, structura comunititii bioindicatorilor a fost similara celei
prezentate in procese conventionale de epurare aeroba cu namol activ. De asemenea, s-a
remarcat influenta generata de variatia anumitor indicatori (pH, concentratia oxigenului dizolvat)
asupra structurii comunitdtii bioindicatorilor. O biodiversitate bogata a comunitatii bioindicatorilor
a fost observatd in cazul variantei experimentale care a continut concentratia maxima de namol
activ inoculat, evidentiindu-se astfel influenta generatd de acesta asupra particularitatilor
biocenozei, dar si asupra performantei de epurare. Astfel, cresterea concentratici biomasei
namolului activ nu a favorizat doar imbunatatirea performantei de epurare, dar si cresterea eficientei
de indepartare a biomasei microalgelor, agregatele bacteriene sustinind reducerea gradului de
incdrcare a mediului de reactie in celule microalgale aflate in suspensie prin biofloculare.
Eficienta maximad de indepartare a biomasei microalgelor a fost observata in cazul variantei
experimentale inoculata cu 500 mg/L biomasdsy microalge-bacterii si 100 mg/L ndmol activs.u.,
valoarea acesteia fiind de 90 + 2 % - performanti obtinutd dupi 2°° min de decantare a biomasei.
Pentru celelalte variante experimentale, eficienta de indepartare a microalgelor s-a situat sub pragul
de 30 %, rezultate care au fost obtinute dupa 30 min de sedimentare a biomasei. Desi in cazul celor
doud variante inoculate cu namol activ raportul initial intre concentratia namolului activ si cea a
biomasei microalge - bacterii (mgsu/L) a fost de 5 : 1, capacitatea de sedimentare intre cele doua
variante a fost semnificativ diferitd ceea ce sustine importanta ce trebuie acordatd concentratiei
componentelor taxonomice implicate.

Rezultatele stiintifice obtinute au sustinut implementarea celorlalte etape experimentale
prevazute in cadrul programului de cercetare si implicit avansarea in cadrul domeniului
biotehnologiei bazate pe microalge pentru epurarea apelor uzate. De asemenea, prin rezultatele
obtinute au fost evidentiate particularititile biomasei si a fost demonstratd viabilitatea acesteia in
procese de epurare a apelor uzate conform obiectivului definit. O parte din rezultatele obtinute in
cadrul acestei etape experimentale au constituit subiectul unui articol stiintific (Tricolici et al.,

2014b).
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11.3. Etapa experimentala II

Tn cea de-a doua etapd experimentald s-a urmarit influenta intensititii luminoase asupra
performantei de epurare a apelor uzate, caracterizate printr-o concentratie ridicatd in materie
organica si nutrienti, utilizand sistemul microalge — bacterii. In completare, studiile demarate n
cadrul etapei au inclus si evaluarea influentei variatiei intensitdtii luminoase asupra: activitatii
fotosintetice a microalgelor, ratei de crestere a microalgelor si eficientei de Indepartare a biomasei
microalgelor din efluent. Originalitatea etapei experimentale este exprimata, in special, prin: (1)

tipul biomasei testate, aceasta fiind constituitd din populatii de microalge si populatii de bacterii

adaptate proceselor de epurare; (2) sursa apei uzate, fiind utilizat un efluent industrial, rezultat din

procesarea laptelui, fard a interveni asupra particularitatilor fizice, chimice si biologice ale acestuia;

(3) interesul adresat comunitatii bioindicatorilor in procese de epurare a apelor uzate utilizand

biomasa microalge — bacterii.

Experimentele au fost realizate in doud faze prin expunerea consecutivd a sistemului
biologic la doud valori ale intensititii luminoase: 360 si 820 pmol/m?/s. Rezultatele stiintifice
obtinute au evidentiat faptul ca, In cazul utilizérii unui influent bogat in materie organica, se poate
obtine, intr-o perioadd scurtd de timp, o crestere semnificativa a concentratiei biomasei bacteriilor.
In aceste conditii, este influentata eficienta de absorbtie a luminii de microalge. Astfel, in conditiile
experimentale date, intensitatea luminoasi de 360 umol/m?/s a fost insuficientd pentru a sustine
dezvoltarea, pe termen lung, a sistemului biologic mixt, fiind astfel compromisd performanta de
epurare. Prin urmare, simultan cu parcurgerea secventelor de epurare, derulate la 360 pmol/m?s, s-
a observat scaderea progresivd a saturatiei in oxigen molecular a mediului de reactie de la
aproximativ 189 % (valoarea maxima inregistratd pentru prima secventa de epurare) la aproximativ
12 % (valoarea maxima inregistratd pentru a patra secventa de epurare). O presiune a fost nuantata
si asupra ratei de crestere a microalgelor, rezultatele obtinute prezentand scdderea continud a valorii
indicatorului de la 0,42 + 0,026 zi"* (valoare inregistratd pentru prima secventi de epurare) la 0,06 +
0,005 zi! (valoare inregistrati pentru ultima secventi de epurare). In completare, analiza
microscopicd efectuatd asupra biomasei microalge - bacterii a evidentiat, pe parcursul derularii
secventelor de epurare si in comparatie cu inoculul utilizat, cresterea incarcarii flocoanelor in
biomasa bacteriand. Scaderea activitatii fotosintetice a influentat eficienta de indepartare a materiei
organice, care s-a situat intre 78,2 + 2,3 si 96,2 + 2,9 %, cu remarca ca, in primele 24 ore ale etapei
de reactie, asociate fiecdrei secvente de epurare, eficienta de indepartare a materiei organice a
scazut progresiv de la 74 + 2,2 % (eficienta obtinuta in prima secventa de epurare) la 39,8 + 2,4 %
(eficienta obtinutd pentru ultima secventa de epurare). O tendintd de scadere accentuata a eficientei
de indepartare a fost conturata si in cazul ionilor amoniu: de la 94,6 + 1,5 % (valoare inregistrata

pentru prima secventa de epurare) la 40,7 £ 3,1 % (valoare inregistratd pentru ultima secventa de
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epurare). Eficienta de indepartare a ortofosfatilor a fost cuprinsa intr-un domeniu larg (15,7 £ 1,5 -
90,8 + 1,3 %) fara a fi evidentiata o tendinta clara de variatie a concentratiei parametrului.

Cea de-a doua valoare testatd a intensititii luminoase (820 pmol/m?/s) a fost considerati
corespunzatoare pentru a asigura revenirea in faza de dezvoltare a sistemului microalge — bacterii,
obtinandu-se atét cresterea nivelului saturatiei in oxigen a mediului de reactiei de la aproximativ 4
% (valoarea maxima Inregistratd in cadrul primei secvente de epurare) la aproximativ 179 %
(valoarea maxima inregistratd pentru a sasea secventd de epurare), precum si Cea a ratei de crestere
a taxonilor microalgali: de la 0,09 + 0,004 zi! (valoarea maxima inregistrati in cadrul primei
secvente de epurare) la 0,33 £ 0,023 zi! (valoarea maximi inregistrati in cadrul ultimei secvente de
epurare), simultan cu cresterea numarului secventelor de epurare si implicit a timpului de retentie a
solidelor. Prin urmare, desi in comunitati individuale (culturi pure) microalgele pot sustine
realizarea proceselor de fotosintezd la valori mici ale intensitatii luminoase, in cazul utilizarii
sistemului mixt microalge — bacterii in procese de epurare a apelor uzate este necesara
ajustarea acestui parametru citre valori mai mari. in vederea asiguririi echilibrului intre
componentele sistemului biologic este punctatd necesitatea monitorizarii activitatii
fotoautotrofe, pentru a asigura eficienta de absorbtie a fotonilor minim necesara sustinerii
unei performante ridicate de epurare, precum si trebuie si se considere tipul apei uzate
utilizate.

Prin asigurarea unei intensititi luminoase de 820 pmol/m?/s, eficienta de indepirtare a
materiei organice a fost cuprinsa intre 85,8 + 2,6 si 97,4 = 1,9 %, fara a fi evidentiatd o tendinta de
scadere a valorii acesteia pe parcursul monitorizarii secventelor de epurare. Eficienta de indepartare
a materiei organice, obtinutd la finalul fiecdrei secvente de epurare, a fost comparabila cu cea
inregistratd dupa un timp de retentie hidraulica de 48 ore (85,7 £ 2,6 — 93,7 + 3,7 %) - timp alocat
proceselor de epurare a apelor uzate de statia de epurare furnizoare a influentului. Prin urmare,
cresterea incarcdrii bacteriene si aplicarea unei intensitati luminoase corespunzdtoare, care sa
asigure, in mod indirect, aportul de oxigen necesar bacteriilor heterotrofe, reprezinta conditii de
operare care pot fi considerate in vederea scdderii timpului de retentie hidraulicd, cu obtinerea
simultand a unei performante ridicate de indepértare a materiei organice.

In comparatie cu materia organica, eficienta de indepartare a ionilor amoniu s-a situat ntr-
un interval larg de variatie, aceasta fiind cuprinsad intre 46 + 3,9 si 86,7 + 2,9 %. Eficienta de
indepartare a ortofosfatilor a variat intre 67,5 + 4,8 s1 98,8 + 0,9 %.

Conform rezultatelor obtinute, au fost identificate doua limite ale procesului de epurare, in
conditiile de operare stabilite, acestea fiind: timpul ridicat de retentie hidraulica si dezechilibrul

creat intre eficienta de indepartare a materiei organice si cea a ionilor amoniu.
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Referitor la eficienta de indepartare a celulelor microalgale din efluent, aceasta a variat intre
79,5 + 3,2 si 87,8 £ 3,5 %, fiind astfel subliniata necesitatea aplicarii unei metode suplimentare de
recuperare In vederea cresterii valorii indicatorului.

In adaugare la rezultatele obtinute in cadrul primei etape experimentale, in cea de-a doua
etapa s-au obtinut date cu privire la dinamica structurii comunitatii bioindicatorilor in procese de
epurare a apelor uzate, fiind delimitate doud faze de dezvoltare. Prima faza s-a caracterizat printr-o
instabilitate a compozitiei structurale si o diversitate taxonomica ridicata - caracteristici similare
celor identificate intr-un sistem de epurare acroba cu namol activ. Cea de-a doua faza a fost asociata
cu reducerea bogatiei de specii de protozoare si s-a diferentiat de particularitatile raportate in cazul
epurdrii conventionale (utilizand namol activ) delimitand astfel, dupa acest criteriu, biotehnologiile
vizate.

Rezultatele au aratat ca utilizarea biomasei microalge - bacterii este eficienta in procese de
epurare a apelor uzate atunci cand sunt asigurate valori optime ale intensitatii luminoase. Insa, in
vederea asigurdrii unei performante ridicate de epurare, simultan cu reducerea timpului de retentie
hidraulica si eliminarea completa a celulelor microalgale din efluent, sunt necesare studii avansate
in domeniu, studii care au fost abordate in cadrul urmatoarei etape experimentale.

Rezultatele obtinute in cadrul celei de-a doua etape experimentale au fost publicate Tn

Jurnalul Water Science & Technology (Tricolici et al., 2014a).

11.4. Etapa experimentala I11

A lll-a etapa experimentala a proiectului de cercetare: ,,Optimizarea treptei biologice de
epurare a apelor uzate din industria laptelui utilizand sistemul microalge — bacterii”, s-a axat pe
solutionarea problemelor identificate pe parcursul evaludrii performantei de epurare a apelor uzate
utilizadnd sistemul microalge — bacterii la diferite valori ale intensitatii luminoase. Acestea au
constat n: timpul ridicat de retentie hidraulica, eficienta scdzuta de indepartare a ionilor amoniu si
eficienta scazuta de indepartare a biomasei microalgelor.

Conform limitelor identificate, s-a decis optimizarea treptei biologice de epurare a apei
uzate, provenita din industria laptelui, utilizdnd sistemul microalge - bacterii, prin fractionarea
fluxului de epurare in doua trepte. Ajustarea operationala propusa a fost realizata prin utilizarea a
doui bioreactoare de laborator. In cazul primei trepte de epurare s-a urmarit epurarea apei uzate din
industria laptelui utilizand sistemul microalge - bacterii adaptat la caracteristicile fizico-chimice ale
acesteia. A doua treaptd de epurare a avut rolul de treaptd aditionala de epurare, prin care sd se
asigure Indepartarea, cu o eficienta ridicatd, a materiei organice si a nutrientilor rezultati din prima
treaptd de epurare. Astfel, principiul care a stat la baza ajustarii operationale a constat in utilizarea a

doua sisteme biologice microalge — bacterii, adaptate la caracteristici diferite ale influentului si a
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caror functii vor conduce, cumulat, la solutionarea problemelor prezentate. Treptele de epurare au
functionat simultan, epurarea apei uzate realizdndu-se in regim secvential de operare, timpul alocat
fiecarei secvente fiind de 24 ore.

Rezultatele obtinute pe parcursul derularii experimentelor au confirmat impactul determinat
de optimizarea treptei biologice asupra performantei de epurare, fiind inregistratd atat cresterea
eficientei de Indepartare a ionilor amoniu (prin favorizarea proceselor de nitrificare), cét si cea a
eficientei de Indepartare a biomasei microalgelor. Astfel, eficienta de indepartare globala a materiei
organice a variat intre 98,6 + 0,4 - 99,6 £ 0,2 % fiind similara celei asociata ionilor amoniu, care a
fost cuprinsa intre 97,5 + 0,4 s1 99,8 + 0,1 %. Prezenta proceselor de nitrificare a fost semnalata in
cazul celei de-a doua trepte de epurare unde s-a inregistrat prezenta ionilor azotat, concentratia
carora a variat intre 18,3 + 1,8 si 45,4 + 2,3 mg/L. Concentratia ionilor azotit din efluentul final s-a
situat sub limita de detectie (< 0,1 mg/L). Concentratia ionilor fosfat din efluentul final a variat intre
0,7 £ 0,1 si 5,7 £ 0,3 mg/L, astfel eficienta globala de indepartare a nutrientului situdndu-se in
intervalul: 79,1 £2,3-94,1 + 1,8 %.

Conform celor mentionate, ajustarea conditiilor de operare a condus la cresterea eficientei
de indepartare a biomasei microalgelor din efluentul final, obtindndu-se o performanta de 94,4 +
1,8 %. In comparatie cu prima treaptid de epurare, s-a obtinut cresterea eficientei de indepartare a
microalgelor cu aproximativ 60 — 90 %. Tn completare, optimizarea fluxului biologic de epurare a
permis indepartarea completa a biomasei microalgelor prin centrifugare — performanta care nu a
putut fi realizata in cazul conditiilor anterioare de operare (Etapa experimentala II).

Realizand o comparatie intre rezultatele obtinute si cele identificate raportat la dinamica
structurii comunitatii bioindicatorilor pentru cea de-a doua etapd experimentald a proiectului de
cercetare, s-a observat influenta caracteristicilor fizico-chimice ale influentului asupra dinamicii
structurii comunitatii microalgelor. De asemenea, analizand rezultatele investigatiilor microscopice,
s-a observat ca dezvoltarea microalgelor filamentoase a influentat pozitiv eficienta de recuperare a
biomasei microalgelor prin cresterea stabilitatii flocoanelor, precum si a dimensiunii acestora. Se
considerd ca o crestere a dimensiunii flocoanelor in prezenta microalgelor filamentoase a fost
sustinuta printr-un proces de agregare a flocoanelor prin impletirea retelei de filamente, precum si
prin favorizarea dezvoltarii populatiilor de bacterii, In acest caz, microalgele filamentoase avand rol
similar bacteriilor filamentoase Tn procese de epurare a apelor uzate cu namol activ (Wagner et al.,
2015). In completare, prezenta microalgelor filamentoase a impiedicat cresterea gradului de
incarcare a efluentului final cu microalge provenite din prima treapta de epurare.

Alte rezultate importante obtinute prin derularea experimentelor au constat in stabilirea unui

model de variatie a valorii saturatiei in oxigen molecular si a pH-ului mediilor de reactie, prin care
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se poate stabili, in mod indirect, prezenta anumitor procese in cadrul secventei de epurare sau se
poate aproxima eficienta de indepartare a materiei organice, precum si cea a ionilor amoniu.

Raportat la diversitatea comunitatii bioindicatorilor, s-a sustinut concluzia raportata in cazul
celei de-a doua etape experimentale potrivit careia integrarea biomasei microalgelor n procese de
epurare a apelor uzate influenteazd semnificativ biodiversitatea comunitatii protozoarelor.
Principalele particularitati identificate in acest caz (pentru cea de-a doua treapta de epurare) au fost:
cresterea bogatiei speciilor de microalge, disparitia protozoarelor si diversificarea grupului
metazoarelor, acestea din urma fiind reprezentate de populatii de rotiferi. De asemenea, avand in
vedere conditiile de operare, cit si performanta de epurare obtinutd, s-a dedus faptul ca
biodiversitatea descrisa in cadrul sistemului optimizat difera fata de cea corespunzatoare proceselor
de epurare a apelor uzate cu ndmol activ.

O parte din rezultatele obtinute au fost comunicate la cea de-a 8-a Conferinta Internationala
“Ingineria si Managementul Mediului” (9-12 septembrie, 2015, lasi) (Tiron et al., 2015b) si in

cadrul Congresului European de Biotehnologie (Tiron et al., 2016).

11.5. Etapa experimentala IV

Etapa experimentald curenta a proiectului de cercetare a descris un procedeu de granulare a
sistemului microalge - bacterii si a evidentiat principalele particularitati morfologice, structurale si
biologice ale agregatelor astfel obtinute. Tranzitia propusa de la sistemul biologic conventional, tip
flocoane microalge — bacterii, la cel superior acestuia, tip granule, s-a realizat cu scopul indepartarii
eficiente a celulelor microalgale utilizate in procese de epurare a apelor uzate, fara a implica costuri
sau input-uri de energie n treapta de recoltare a biomasei. Studiul s-a desfasurat utilizand specii ale
genului Chlorella cu rol de celule microalgale tinta, insa particularitatile evidentiate pe parcursul
studiului (in special cele identificate in baza investigatiilor microscopice) ofera posibilitatea
aplicarii sistemului granular pentru diferite tipuri de celule microalgale conventionale utilizate in
procese de epurare. Principiul procedeului de granulare a constat in utilizarea microalgelor
filamentoase pentru a obtine retele dense si dezordonate de filamente, care asigurd, sub actiunea
fortei datd de omogenizarea mediului de reactie, captarea si blocarea celulelor microalgale tinta. Tn
Figura 4 este reprezentat schematic principiul obtinerii granulelor microalge - bacterii utilizand
microalge filamentoase.

Experimentele efectuate au punctat rolul detinut de microalgele filamentoase in procesul de
granulare, acestora fiindu-le atribuite proprietatile de ‘filtru biologic’ si ‘coloana vertebrala’ a
structurii granulare. Desi diametrul celular al microalgelor tinta (Chlorella sp.) a variat doar intre
1,25 si 7,63 um, valoarea medie fiind de 3,51 £ 0,18 um, prin utilizarea granulelor, a fost obtinuta o

eficienta de indepartare a biomasei microalgelor din efluent, prin sedimentare, mai mare de 99 %,
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concentratia reziduald a clorofilei a din efluent fiind situata intre 2,65 + 0,41 si 54,13 = 6,9 pg/L.
De asemenea, dezvoltarea sistemului granular a condus la cresterea semnificativa a vitezei de
decantare a agregatelor sistemului biologic fiind obtinuta o performanta echivalenta celei raportate
in cazul utilizarii namolului aerob granular. Astfel, viteza de decantare a celulelor microalgale tinta
Chlorella sp. a fost mai mici de 0,54 - 102 m/h; in comparatie cu microalgele tintd, viteza de
sedimentare a microalgelor filamentoase poate atinge pragul de 12 m/h (Pouliot et al., 1989),
performantd determinatd de capacitatea de auto-agregare a speciilor, morfologia si dimensiunea
acestora (2 - 10 pm latime, 100 - 200 pum lungime) (Bui & Han, 2015); simultan cu cresterea
numarului seventelor de cultivare S-a Inregistrat cresterea vitezei de decantare a entitatilor
microalge-bacterii de la 6,6 = 1,8 m/h (secventa de epurare nr. 59) la 21,6 = 0,9 m/h (secventa nr.
237). De altfel, la sfarsitul secventei de epurare nr. 59 entitatile microalge - bacterii prezentau un
diametru mediu de 730,62 + 11,28 um, iar la sfarsitul secventei nr. 237, diametrul agregatelor a fost

de 1343 £ 13,2 um.

Microalge filamentoase

Micro%e tinta

~ Biomasi bacteriani 3
Flocoane microalge-bacterii Granule microalge-bacterii

Figura 4.

Principiul schematic al procedeului de granulare a sistemului microalge - bacterii utilizand
microalge filamentoase.

Atat eficienta de recuperare a biomasei microalgelor obtinutd prin sedimentarea granulelor, cat si
proprietatile fizice, structurale si biologice ale granulelor (viteza de sedimentare, mecanismele de
biofloculare si agregare fizicd care stau la baza dezvoltdrii structurii granulare, dimensiunea
granulelor, structura comunitatii agregatelor) au demonstrat viabilitatea procedeului si au evidentiat
importanta acestuia in sustinerea dezvoltarii biotehnologiei bazate pe microalge prin eliminarea

barierei impuse de factorul economic al treptei de recoltare a biomasei microalgelor.
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In baza rezultatelor obtinute in cadrul celei de-a IV-a etape experimentale a fost elaborati
cererea de brevet de inventie nr. A/00111/12-02-2014, RO 130247-A0 intitulata: "Procedeu de

obtinere granule mixte microalge — bacterii pentru epurarea apelor uzate".

11.6. Etapa experimentala V

Una dintre particularitatile importante ale granulelor microalge-bacterii, mentinutd pe
parcursul deruldrii experimentelor de cercetare, a fost reprezentata de adaptabilitatea biomasei la
caracteristicile apei uzate. Tn cadrul cele de-a 1V-a etape experimentale s-a evidentiat eficienta de
utilizare a structurilor granulare microalge-bacterii in treapta de recuperare a biomasei microalgelor,
precum si au fost prezentate particularitatile morfologice si structurale ale acestora. Simultan cu
demonstrarea viabilitatii granulelor in treapta de recoltare a biomasei microalgelor, s-a subliniat
necesitatea evaludrii eficientei de utilizare a acestora in procese de epurare a apelor uzate.
Avansarea experimentelor de cercetare utilizdnd granule a reprezentat o strategie esentiala in
vederea demonstrarii eficientei de utilizare a acestora in domeniul epurdrii apelor uzate si sustinerii
dezvoltarii biotehnologiei alternative propuse.

Deoarece variatia concentratiei compusilor anorganici cu azot (NH4", NO2", NO3") si fosfor
(PO+*), precum si a concentratiei materiei organice, este influentatd de activitatea fotosintetica a
microalgelor utilizate, in cazul biotehnologiei alternative prezentate, a fost esential sa se analizeze
dinamica saturatiei in oxigen molecular a mediului de reactie pe parcursul deruldrii secventelor de
epurare. Conform rezultatelor obtinute s-a observat ca variatia valorii indicatorului inregistratd pe
parcursul deruldrii proceselor de epurare a reprezentat rezultanta urmatorilor factori: activitatea
fotosintetica a microalgelor, incarcarea In materie organicd si nutrienti a influentului si activitatea
bacteriilor (autotrofe si heterotrofe). Astfel, in conditiile de operare setate au fost inregistrate doua
tipuri de modele ale variatiei saturatiei in oxigen molecular a mediului de reactie, in cazul fiecaruia
fiind delimitate cateva etape de variatie parcurse de valoarea indicatorului in timpul epurarii apelor
uzate. Este important de mentionat faptul ca rezultatele stiintifice obtinute in ceea ce priveste
variatia saturatiei In oxigen molecular a mediului de reactie, in perioada derularii secventelor de
epurare, deschid oportunitatea valorificarii simultane a biomasei microalgelor pentru (1) epurarea
apelor uzate, (2) obtinerea de biomasa, dar si (3) obtinerea de biohidrogen.

In ceea ce priveste variatie valorilor pH-ului, aceasta a fost guvernata in principal de doi
factori: procesele de fotosintezd si procesele de nitrificare. In cazul proceselor de fotosinteza,
consumul de CO2 si HCOs de microalgele fotoautotrofe determina cresterea valorii pH-ului ca
rezultat al cresterii concentratiilor de OH™ in mediul de reactie (Markou & Georgakakis, 2011).
Referitor la procesele de nitrificare, influenta asupra tendintei de variatie a valorii pH-ului s-a

explicat prin efectul generat de acumularea de H* rezultati prin procesele de nitrificare. Ca rezultat,
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pH-ul mediului de reactie inregistrat pe durata celor doua cicluri lumina-intuneric s-a situat Tntr-un
domeniu larg de variatie: 5 - 8,5. Conform rezultatelor obtinute, s-a demonstrat faptul ca variatia
valorilor pH-ului in intervalul 5 - 8,5 in perioada derularii unei secvente de epurare, utilizand
granule microalge-bacterii, nu determind pentru o perioada scurtd de timp (24 ore) efecte negative
semnificative asupra integritatii structurii granulare. Valoarea indicatorului a urmat doud modele de
variatie, interpretarea acestora realizandu-se in corelare cu variatia saturatiei n oxigen.

Concentratia materiei organice din efluent a variat intre 4,4 si 26,4 mg O>/L. Raportat la
concentratia initiala a indicatorului, s-a obtinut o eficientd de indepartare a materiei organice
cuprinsa intre 86,4 si 97,9 %. Este important de mentionat faptul ca aceastd performantd a fost
atinsa in primele ore de epurare si a fost indicata (in mod indirect) de cresterea saturatiei in oxigen
molecular a mediului de reactie.

Referitor la ionul amoniu, intre 53 si 74% din concentratia initiald a acestuia a fost
indepartatd in primele ore de epurare, simultan cu degradarea intensivd a materiei organice.
Simultan cu cresterea saturatiei in oxigen molecular a mediului de reactie, cantitatea remanenta de
ioni amoniu (rdmasa dupa consumul aproape integral al materiei organice) a fost indepartata prin
procese de nitrificare, conducand la scaderea concentratici indicatorului in efluent sub 0,1 mg
NH4*/L.

Ca rezultat al desfasurdrii proceselor de nitrificare, in efluent a fost Inregistrata prezenta
ionilor azotat, concentratia carora a variat intr-un domeniu larg (intre 18,9 si 63,2 mg/L) in functie
de concentratia initiala a ionilor amoniu. Prin monitorizarea variatiei concentratiei ionilor amoniu
pe parcursul deruldrii secventei de epurare a apelor uzate, s-a observat ca un proces complet de
nitrificare s-a realizat, Tn general, in primele 8 ore de epurare (din 24 ore ale secventei de epurare).

O caracteristica importanta identificatd pe parcursul derularii etapelor experimentale a fost
prezenta activitatii denitrificatorilor. Densitatea biologica ridicata a structurilor granulare, precum si
diametrul granulelor pot fi considerati factori promotori ai proceselor de denitrificare. Acesti factori
contribuie la limitarea gradului de difuzie a oxigenului n interiorul structurilor granulare, credndu-
se un nucleu al granulei care conferd conditii optime pentru dezvoltarea bacteriilor denitrificatoare
(Figura b).

Eficienta de indepartare a ortofosfatilor s-a situat intr-un domeniu larg de variatie (11,2 -
84,9 %). In cazul unor secvente de epurare, a fost inregistrati o crestere a concentratiei ionilor
fosfat Tn mediul de reactie fara a fi definita o tendinta clara de variatie a concentratiei indicatorului,
o caracteristica similara fiind identificatd in studiile anterioare (Etapa experimentald II). Acest
fenomen a fost observat dupa consumul aproape integral al materiei organice, perioada in care

intensitatea reactiilor catabolice a scdzut semnificativ ca rezultat al limitarii substratului. Prin
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urmare, o cauzd posibila a cresterii concentratiei nutrientului in mediul de reactie ar fi eliberarea
ortofosfatului intracelular pentru obtinerea de energie necesara desfasurarii proceselor de sinteza.

Raportat la concentratia

de clorofila a a ntregului sistem ——

. . n . | concentratiei
biologic, s-a Tinregistrat o ' -
eficientd de recuperare a 0 mg/L

biomasei microalgale din efluent P

y ; \
/  anaerobie
\
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cuprinsd intre 99,85 si 99,99%,
performantd obtinutda exclusiv i
prin decantarea  biomasei.
Concentratia  reziduala  de

clorofila a din efluent a fost

situatd in intervalul 5,9 - 23

. . . Figura 5.
ng/L.  Densitatea  biologica

L _ Reprezentarea schematica a structurii posibile a unei
ridicatd a granulelor, precum si granulei microalge-bacterii raportat la gradientul de

dimensiunea  acestora  au difuzie a oxigenului.

contribuit la sedimentarea rapida
a biomasei, inregistrandu-se o vitezi de decantare de 19 + 3,6 m/h. In timpul derularii
experimentelor, diametrul granulelor a variat intre 600 si 1900 um, diametrul mediu fiind situat
intre 1300 si 1400 um.

Sistemul granular microalge - bacterii reprezinti un sistem microalgal alternativ si
solutie alternativd de epurare a apelor uzate, care permite: realizarea proceselor
conventionale care au loc in cadrul treptei biologice de epurare, eliminarea sistemelor de
aerare si eliminarea costurilor alocate treptei de recuperare a biomasei microalgale, granulele
decantand cu o vitezd mai ridicata decat cea a flocoanelor namolului activ si similara celei
raportate in cazul nimolului aerob granular. Astfel, granulele pot reprezenta o solutie
sustenabili de promovare a biotehnologiei microalgale si o provocare pentru abordarea
curenti a procesului de epurare in vederea reducerii costurilor de operare (obiectiv major al
operatorilor statiilor de epurare), prin eliminarea costurilor de aerare si posibilitatea
valorificarii biomasei reziduale.

O parte din rezultatele obtinute au fost diseminate prin publicare in Jurnalul Water Science

& Technology (Tiron et al., 2015a) si Journal of Biotechnology (Tiron et al., 2015c).
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CONCLUZII

Prezenta teza de doctorat s-a adresat domeniului epurarii apelor uzate, propundnd o
biotehnologie alternativa de epurare prin integrarea biomasei microalgelor in treapta biologica. Teza
contine doud capitole prin care s-a prezentat motivul conducerii programului de cercetare vizat
(Capitolul I - Analiza critica a cunoasterii) si contributia originald in cadrul domeniului de interes
(Capitolul Il - Proiectul de cercetare). Proiectul de cercetare stiintifica a fost impartit in cinci etape
experimentale, efectuate in vederea indeplinirii a cinci obiective definite.

In lipsa identificarii altor studii adresate biotehnologiei alternative propuse, la nivel national,
in prima etapd experimentald a tezei s-a prezentat viabilitatea sistemului microalge — bacterii in
procese de epurare a apelor uzate, rezultatele obtinute sustinand extinderea studiilor de cercetare
definite Tn cadrul proiectului (etapele experimentale Il — V). Originalitatea primei etape
experimentale constd din obtinerea de rezultate stiintifice adresate (1) utilizarii sistemului mixt
microalge - bacterii pentru epurarea apelor uzate cu un continut ridicat in materie organica si
nutrienti si (2) investigarii pe termen scurt a structurii comunitatii bioindicatorilor.

Celelalte etape experimentale urmate s-au caracterizat, de asemenea, prin originalitate,
obtinandu-se rezultate importante In domeniu care au fost diseminate prin publicatii, comunicari
stiintifice nationale si internationale si prin realizarea unei cereri de brevet de inventie (RO130247-
AO0). In cadrul fiecirei etape experimentale s-a enuntat un obiectiv specific care fie a fost dedus prin
analiza critica a literaturii de specialitate (etapa experimentald II, 1V), fie prin analiza rezultatelor
etapelor anterioare (etapa experimentala III, V). Astfel, cel de-al doilea capitol al tezei, in care se
prezintd programul de cercetare, se adreseazi lacunelor identificate in cazul altor studii
internationale sau studiilor experimentale proprii.

Sumar, 1n cadrul tezei au fost abordate urmatoarele subiecte: (1) raspunsul sistemului mixt
microalge — bacterii, analizat din punct de vedere al performantei de epurare, la anumite valori ale
intensitatii luminoase la care este expus, cu obtinerea de date experimentale importante adresate
modului Tn care tipul apei uzate poate influenta acest raspuns (etapa experimentala II), (2) adaptarea
strategiei de operare a treptei biologice de epurare Tn scopul cresterii performantei de epurare,
scaderii timpului de retentie hidraulica si cresterii eficientei de indepartare a biomasei microalgelor
(etapa experimentald III), (3) studiul unei metode biologice alternative de indepartare a biomasei
microalgelor din efluent (etapa experimentald IV) si (4) evaluarea eficientei de utilizare a sistemului
alternativ dezvoltat (granule microalge — bacterii) Tn procese de epurare a apelor uzate (etapa
experimentala V). Fiecare etapa experimentald include un subcapitol de concluzii in care sunt

prezentate principalele rezultate obtinute.
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Contributiile originale ale fiecarei etape experimentale derulate in cadrul proiectului de
cercetare sunt:

- testarea unui sistem mixt microalge-bacterii in procese de epurare a apelor uzate, cu
utilizarea de specii native, adaptate conditiilor de epurare selectate / dobandite;

- analiza influentei intensitatii luminoase asupra intregului sistem microalge - bacterii n
procese de epurare a apelor uzate;

- dobandirea de informatii cu privire la dinamica structurii comunitatii bioindicatorilor in
procese de epurare a apelor uzate utilizand sistemul microalge - bacterii;

- propunerea unei trepte biologice alternative de epurare a apelor uzate cu un continut ridicat
in materie organica si nutrienti utilizand sistemul mixt microalge - bacterii;

- tranzitia realizata de la sistemul conventional microalge — bacterii, reprezentat de
flocoane, la cel constituit din entitati granulare;

- obtinerea de rezultate cu privire la viabilitatea sistemului granular mixt microalge - bacterii
in procese de indepartare a apelor uzate;

- identificarea unor modele de variatie a saturatiei in oxigen molecular si a valorii pH-ului
mediului de reactie prin care se poate preconiza realizarea anumitor procese de epurare (degradarea
aerobd a materiei organice, nitrificare);

- obtinerea performantei de a indeparta rapid biomasa microalgelor din mediul de reactie
prin sedimentare, fara consum de energie si reactivi.

Datele experimentale prezentate Tn cadrul proiectului de cercetare pot avea un impact
semnificativ asupra:

(1) Cailor de valorificare energetica a biomasei (incepand de la productia de biohidrogen in
procese de epurare). Rezultatele cercetarilor experimentale au aratat ca activitatea bacteriilor aerobe
din sistemul biologic conduce la scdderea saturatiei in oxigen a mediului de reactie fara a
compromite desfasurarea proceselor aerobe, oxigenul fiind asigurat continuu de microalge prin
procesul de fotosinteza. In astfel de conditii, se poate urmari obtinerea de biohidrogen fari a fi
necesara ajustarea parametrilor / conditiilor de operare. Biomasa microalgelor rezultata din procese
de epurare poate fi utilizata pentru obtinerea si a altor tipuri de biocombutibili (biodiesel, etanol,
metan).

(2) Programului de gestionare a deseurilor rezultate din procesele de epurare, biomasa
microalgelor fiind utilizata in diverse ramuri industriale.

(3) Costurilor de productie a biomasei microalgelor, nutrientii necesari dezvoltarii celulare

fiind preluati direct din apele uzate.
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(4) Costurilor aferente consumului de energie pentru aerarea bioreactoarelor. Rezultatele
programului de cercetare au demonstrat cd microalgele pot sustine desfagurarea proceselor aerobe
prin procesul de fotosinteza.

Biotehnologia bazatd pe sistemul simbiotic indus microalge-bacterii pentru epurarea apelor
uzate cuprinde un domeniu complex transdisciplinar care, la momentul actual, reprezinta o solutie
promitatoare pentru retehnologizarea statiilor de epurare in vederea eliminarii limitelor si care ofera
0 noud perspectiva asupra productiei biomasei microalgelor. Biotehnologia alternativa propusa este
in curs de dezvoltare si rezultatele obtinute pe parcursul programului de cercetare pot contribui la
extinderea biotehnologiei vizate fiind necesara aprofundarea studiilor in domeniu. O parte din
acestea se adreseaza particularitatilor functionale caracteristice sistemului simbiotic indus microalge
— bacterii cu vizarea relatiilor intertrofice cuantificate pana la scard moleculara. Obtinerea unor
astfel de informatii va permite identificarea parametrilor optimi care influenteaza fluxurile
metabolice stabilite intre comunitatea populatiilor de bacterii si cea a microalgelor. Tndeplinirea
acestui obiectiv va avea un impact semnificativ asupra dezvoltarii biotehnologiei alternative
propuse. Pentru realizarea acestui obiectiv a fost depus un proiect de cercetare (PN-I111-P4-1D-PCE-
2016-0865) aflat in stadiu de evaluare, acesta fiind propus in cadrul Planului National de Cercetare
— Dezvoltare si Inovare 2014-2020, Program 4 - “Cercetare fundamentala si de frontiera”,
subprogram 4.1 — “Proiecte de Cercetare Exploratorie”. Titlul proiectului: “Cercetari avansate
asupra relatiilor intercelulare si metabolice microalge — bacterii din sistemul inovativ granular

pentru epurarea apelor uzate”; acronim: ALBAREL.
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