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Boboescu, lulian Zoltan

Epurarea apelor uzate cu producerea si valorificarea simultana a
biohidrogenului

Teze de doctorat ale UPT, Seria X, Nr. YY, Editura Politehnica, 2013, 168 pagini,
39 figuri, 27 tabele.

Cuvinte cheie: procese anaerobe fermentative, ape reziduale, biohidrogen,
tehnologii bioenergetice avansate.

Rezumat

In prezent omenirea se confruntd cu o criza energeticd accentuatd cauzat3
de cerintele energetice tot mai ridicate, in conditiile in care sursele principale de
energie utilizate sunt reprezentate de combustibili fosili epuizabili. Tn acelasi timp,
utilizarea acestor surse de energie are repercursiuni negative asupra integritatii
biosferei prin degajarea diferitilor compusi toxici si a gazelor cu efect de sera. In
plus, o alta problema ce necesita o atentie deosebita se refera la, managementul
deseurilor organice, Tn special a apelor uzate menajere si industriale, datorita
efectului negativ a acestora asupra mediului si implicit asupra sanatatii umane.

Cercetarea doctorala de fata, are ca scop dezvoltarea si optimizarea unei
biotehnologii prin intermediul careia se realizeaza valorificare energetica a apelor
uzate, prin realizarea unei tranzitii de la tehnologia clasica de epurare a apelor
uzate, la o tehnologie noua de producere a biohidrogenului in urma procesului de
degradare anaerobad a apelor reziduale in cadrul statiilor de epurare a apelor uzate
comunale si industriale. Hidrogenul reprezinta un transportor energetic versatil ce
poate fi utilizat direct intr-o gama larga de procese tehnologice. Mai mult, in urma
utilizarii acestuia, sunt eliberati ca produsi secundari doar vapori de apa. Avantajul
acestei abordari de producere a hidrogenului in comparatie cu tehnologiile
existente, este si acela de a realiza o pretratare, sau chiar In unele cazuri o tratare
biologica completa, a acestor ape reziduale, in paralel cu generarea unei surse
regenerabile de energiei, cu un impact redus asupra mediului.
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Biogaz - in general se refera la gazul produs de catre un grup divers de
microorganisme, in urma degradarii anaerobe a substantelor organice. Compozitia
acestuia este dominata de prezenta metanului (65-70%), urmata de prezenta
dioxidului de carbon (25-30%) si mici cantitati de hidrogen sulfurat, vapori de apa si
siloxani.

Biohidrogen - biohidrogenul este produs de catre un grup divers de
microorganisme anaerobe sau facultativ anaerobe, Tn urma degradarii substantelor
organice. Acesta poate fi insa produs si de anumite microorganisme in prezenta
luminii, fie prin degradarea substantelor organice simple, fie prin scindarea
moleculei de ap3. In general, biohidrogenul produs in urma degraddrii anaerobe a
substantelor organice, se afla in amestec cu azot si cantitati foarte mici de dioxid de
carbon si metan.

Bazin de activare cu procese aerobe si anaerobe - reprezintd o componenta a
epurarii biologice a apelor reziduale. Prezinta in general o treapta aeroba in care se
realizeaza procesele microbiologice de nitrificare prin aditia de oxigen, urmata de o
treapta anaeroba de denitrificare, prin care se asigura eliminarea nitratilor in urma
activitatii microorganismelor facultativ sau strict anaerobe.

Bioreactor anaerob (digestor) - bazin etans, de diferite forme si marimi, in
interiorul caruia au loc procese fermentative de degradare a substantelor organice,
conduse de catre un grup divers de microorganisme anaerobe, in urma carora
rezultd biogaz sau biohidrogen. Aceste bioreactoare sunt proiectate pentru a
functiona fie in regim static, cu incdrcarea influentului si fermentarea integrala a
acestuia, fie in regim dinamic, cu alimentare continud sau intermitenta a
influentului.

Cai metabolice - strategii metabolice adoptate de microorganismele investigate,
sub influenta diferitilor factori ecologici externi.

Energie alternativa neconventionala - reprezinta o forma de energie diferitd de
cele utilizate in prezent, bazate pe arderea combustibililor fosili. Tn general, energiile
alternative neconventionale au caracter regenerabil si utilizarea acestora este neutra
sau chiar negativa din punct de vedere al generarii dioxidului de carbon.

Inocul - o populatie de microorganisme formata fie dintr-o singura specie fie din
mai multe specii atent selectionate, utilizata pentru a declansa si mentine un proces
biotehnologic in urma caruia se urmareste obtinerea anumitor functii obiectiv
(produsi metabolici, biogaz, biohidrogen, etc.).

Material organic combustibil - contine resturile vegetale (solid, semilichid si
lichid) utilizate in productia de energie, provenite fie in urma prelucrarii materialului
lemnos (rumegus, resturi lemnoase, etc.), fie din culturi vegetale modificate genetic
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si suplimentate cu nutrienti proveniti din ndmol bogat in metale grele si poluanti, ce
nu sunt destinate consumului uman (soia cu modificari genetice, sfecla de zahar cu
modificari genetice, etc.).

Material organic comestibil - contine resturile vegetale provenite din industria
alimentara, alterate.

Metagenomica (metagenomics) - reprezintd o tehnica a biologiei moleculare ce
face posibila caracterizarea sistemelor genetice complexe si a cailor metabolice
urmate de organismele partial sau deloc cultivabile.

Microorganisme autotrofe - sunt acele microorganisme capabile de a produce
compusi organici complecsi din diferite substante simple, utilizand energie provenita
fie direct de la soare (fotosinteza), fie provenita Tn urma reactilor chimice
(chimiosinteza).

Microorganisme heterotrofe - sunt acele microorganisme ce nu au abilitatea de a
fixa carbonul anorganic, utilizand astfel carbonul organic provenit din degradarea
substantelor organice.

Microorganisme anaerobe - stau la baza proceselor microbiologice anoxice.
Aceste microorganisme nu au nevoie de oxigen pentru a se dezvolta, acesta fiind
toxic pentru ele.

Microorganisme facultativ anaerobe - reprezintd microorganisme capabile de
respiratie aeroba in prezenta oxigenului insa in acelasi timp pot realiza tranzitia
metabolica spre fermentatie anaeroba in absenta oxigenului.

Microorganisme aerobe - stau la baza proceselor microbiologice oxice. Aceste
microorganisme au nevoie de oxigen pentru a se dezvolta in conditii hormale.

Microorganisme microaerofile - aceste microorganisme au nevoie de concentratii
mici ale oxigenului (2-10%) pentru a se dezvolta in conditii normale.

Microorganisme patogene - reprezinta in general agenti infectiosi capabili de a
provoca o serie de afectiuni mai mult sau mai putin grave in organismele gazda
infectate (animale, plante, fungi sau chiar alte microorganisme).

Microorganisme nepatogene - nu influenteaza negativ organismele cu care intra
n contact. Sunt admise Tn anumite limite in evaluarea calitatii apelor, produse
alimentare, etc.

Namol activat - reprezintd un amestec grosier de apa uzata si o comunitate
puternic dezvoltata de microorganisme capabile de a degrada substantele organice
din aceste ape reziduale.

Pile de combustie - reprezinta un sistem proiectat pentru convertirea unui gaz in
electricitate prin intermediul unei reactii chimice cu oxigenul. Cel mai folosit gaz este
hidrogenul insa mai pot fi folosite si gaze naturale sau metanol. Avantajul principal
al utilizarii hidrogenului in aceste sisteme este acela ca in urma interactiei chimice
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cu oxigenul rezulta electricitate si vapori de apa, fiind astfel o alternativa cu impact
redus asupra mediului.

Procese microbiologice criofile - se desfasoara la temperaturi scazute (in unele
cazuri chiar si spre 0°C) si sunt guvernate de microorganisme capabile de a fTsi
sustine metabolismul la aceste temperaturi extreme. Datorita temperaturilor scazute
la care au loc aceste procese microbiologice, timpii de reactie sunt in general foarte
lungi.

Procese microbiologice mezofile - se desfasoara la temperaturi medii, cuprinse
n general intre 20-35°C.

Procese microbiologice termofile - se desfdsoara la temperaturi ridicate (in
unele cazuri atingand chiar si 75°C) si sunt guvernate de microorganisme capabile
de a isi sustine metabolismul la aceste temperaturi extreme. Datoritd temperaturilor
foarte ridicate la care au loc aceste procese microbiologice, timpii de reactie sunt in
general foarte scurti.

Produsi metabolici - reprezintd diferitele substante rezultate in urma
metabolismului microorganismului, in functie de cdile metabolice adoptate de catre
acestea.

Substrat fermentescibil - este Tn general reprezentat de diferite substante
organice simple si complexe, sub forma apelor reziduale, deseuri animale si
vegetale, etc., utilizate in procese de fermentare anaeroba in vederea obtinerii
anumitor raspunsuri (produsi metabolici, biogaz, biohidrogen, etc.).

Tehnologii bioenergetice ecologice (prietenoase cu mediul) - reprezinta acele
tehnologii bioenergetice in urma cdrora rezultd combustibili sau vectori energetici a
caror utilizare nu elibereaza compusi chimici daunatori mediului inconjurator sau
sanatatii umane.

Fermentatia hidrolitica - prima etapa a degradarii anaerobe a substantelor
organice, hidroliza reprezinta reactia in urma careia moleculele organice complexe
sunt convertite Tn monomeri simpli in urma activitatii bacteriilor hidrolitice.

Fermentatie acidogena - a doua etapa a degradarii anaerobe a substantelor
organice, acidogeneza reprezinta reactia in urma careia monomerii simpli sunt
convertiti in acizi grasi volatili in urma activitatii bacteriilor acidogene.

Fermentatie acetogena - a treia etapa a degradarii anaerobe a substantelor
organice, acetogeneza reprezinta reactia in urma careia acizi grasi volatili sunt
convertiti in acid acetic, dioxid de carbon si hidrogen in urma activitatii bacteriilor
acetogene.

Fermentatie metanogena - ultima etapd a degradarii anaerobe a substantelor
organice, metanogeneza reprezinta reactia in urma careia acetatii sunt convertiti in
metan si dioxid de carbon in timp ce hidrogenul este consumat, in urma activitatii
bacteriilor metanogene.
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1.1. Contextul stiintific

Principalele probleme cu care se confruntd omenirea la nivel global n
ultimele decenii sunt reprezentate de cresterea demografica acceleratda [45]. Odata
cu aceasta crestere, apar o serie de probleme ce variaza de la cresterea cantitatii de
deseuri organice rezultate in urma activitatii umane, cu repercursiuni grave asupra
mediului, pand la epuizarea resurselor energetice ale planetei [26]. Tn ceea ce
priveste deseurile organice, apele reziduale reprezinta o sursa majora de infectii.
Astfel rezultd necesitatea dezvoltarii unor tehnologii de epurare a acestor ape uzate
menajere si industriale. Primele tehnologii de epurare a apelor reziduale erau
compuse dintr-o treapta mecanicd de epurare si o treaptd de producere a
biogazului. Aceste statii de epurare a apelor reziduale s-au dovedit a fi insa
insuficiente pentru a asigura eliminarea unui efluent la standardele actuale de
calitate. Tn continuare, aceste statii de epurare au fost completate cu o treaptd
biologica secundara, in care erau dezvoltate procesele de nitrificare prin aerarea
bazinelor biologice. Tn ultimii ani Tns3, aceste tehnologii de epurare a apelor
reziduale au fost completate cu o treapta biologica avansata, in cadrul careia se
dezvolta procesele anaerobe de denitrificare. Astfel, compusii de azot (N) si fosfor
(P) sunt complet eliminati din efluent, atingandu-se conditiile actuale stricte de
calitate. Tn plus, aceste statii de epurare a apelor reziduale sunt prevdzute cu o
treapta separata de tratare a namolului provenit din decantoarele primare. Datorita
cresterilor consumului specific, inregistrate n ultimii ani, s-a facut simtita
necesitatea Tmbunatatirii liniei tehnologice a proceselor de epurare a apelor
reziduale, astfel incat materialul organic prezent in aceste ape sa fie suficient pentru
dezvoltarea microorganismelor aerobe si anaerobe ce stau la baza proceselor de
nitrificare si denitrificare. Astfel s-a realizat o scadere a timpilor de retentie a apei in
decantorul primar de la 1,5 ore la 0,5 ore, sau chiar in unele cazuri o eliminare
completd a acestora. In aceste conditii s-a incercat realizarea neutralizarii ndmolului
prin intermediul bioreactoarelor (digestoare sau bazine de contact), dispuse n serie
sau in paralel, in vederea eliminarii materiilor organice si a compusilor pe baza de N
si P. In acest context, teza de doctorat incearca s3 aducd o contributie in sensul de a
raspunde cerintelor impuse de legislatia de mediu referitoare la poluantii din efluent
si namolul retinut.

Tn contextul global al epuizdrii resurselor de petrol, sustenabilitatea
resurselor de energie reprezintd o importanta problema actuald. La nivel mondial,
cererea de energie va creste constant in urmatorii ani, rezervele de combustibili
fosili nefiind suficiente pentru alimentarea aceastor nevoi crescdnde [60]. Un bun
management al deseurilor, in special a celor sub forma apelor reziduale ar putea
oferii o solutie la aceasta problema, diminuand energia necesara depozitarii si
epurdrii acestora. Cantitatea de ape reziduale produsd la ora actuald in urma
activitatii societatii umane este foarte mare, insa o cantitate considerabila din aceste
deseuri inmagazineaza cantitati foarte mari de energie care ar putea fi recuperata
odatd cu degradarea acestora [4]. Un astfel de exemplu il repreiznta deseurile
organice sub forma de ape uzare si namoluri rezultate din Industria Alimentara:
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fabrici de bere, lapte, mezeluri, dar si din statiile de epurare municipale, ca de
exemplu namolul in exces rezultat in cantitati foarte mari in urma proceselor de
epurarea biologicd avansatd a apelor uzate [70]. In prezent, aceste ape reziduale
sunt putin valorificate din punct de vedere al recuperarii energiei prin degradarea
lor. Tehnologiile existente si utilizate in prezent, recupereaza o parte din aceasta
energie sub forma metanului, utilizat mai apoi fie direct prin combustie fie indirect
pentru obtinerea electricitatii [27]. Fermentarea anaeroba in metantancuri
(digestoare) a namolului cu un raport de apa/materii organice de 0,4 - 0,5, duce la
producerea biogazului cu un continut de metan de aproximativ 65-70%, in cazul
apelor bogate in materii organice. Acest procedeu a fost observat si descris pentru
prima data de catre contele Alessandro Volta, care asociaza biogazul produs pe
fundul anumitor lacuri cu cantitatea de materie organica degradata anaerob de catre
microorganismele metanogene. Aceste procese biologice sunt de o mare
complexitate, fiind determinate de o serie de factori fizici, chimici si biologici. Astfel,
biogazul obtinut poate fi, din punct de vedere al continutului de metan (CH,),
combustibil sau inert.

Exista microorganisme prezente in naturd, inclusiv cele aflate in deseurile
organice, capabile sa genereze compusi cu continut energetic deosebit de mare, ce
pot fi folositi ca si vectori alternativi de energie [136]. Biomasa poate fi convertita
astfel In bioetanol, biogaz cu un mare continut de metan sau in biohidrogen, prin
intermediul diverselor procese biologice [73]. Biogazul bogat in CH,4, prin
caracteristica sa, se manifestd ca un element poluator pentru mediu. Tn plus,
biogazul in exces nu se transportda datoritd costurilor mari necesare pentru
lichefierea acestuia. Datoritda acestor neajunsuri, analizdndu-se procesul de
producere al biogazului, s-a observat o etapa preliminara, etapa acidogend, n
cadrul careia rezulta hidrogenul (H,), numit si biohidrogen. Acest biohidrogen, prin
natura sa, reprezintd un vector energetic valoros, cu caracteristici superioare
biogazului bogat in CH,. Descompunerea hidrogenului nu genereaza poluanti spre
deosebire de etanol sau metan, a carui folosinta duce la eliberarea unor cantitati
mari de gaze cu evect de serd [53]. Tn plus, hidrogenul detine cel mai mare continut
de energie pe unitate de masa dintre toti combustibilii cunoscuti (142 kJ/g sau
61,000 Btu/Ib) si poate fi transportat Tn scopul consumului domestic sau industrial
prin intermediul mijloacelor conventionale [64]. De asemenea, hidrogenul reprezinta
0 sursa regenerabila de energie si o alternativd ideald la combustibilii fosili,
necontribuind la efectul accelerat de sera [79]. Astfel, hidrogenul satisface toate
conditiile unui combustibil alternativ regenerabil si cu impact redus asupra mediului.
Folosirea Iui in pilele de combustie este considerabil mai eficienta in comparatie cu
combustia necesara la ora actuala pentru conversia combustibililor clasici in energie
mecanica [23]. Recent, subiectul abordat privind tehnologii bioenergetice din cadrul
epurarii apelor uzate menajere, face obiectul unei derii de publicatii ce v-a fi
elaboratd in 12 volume, cu titlul "Compendiumul stiintelor energetice si a
tehnologiilor". Acesta v-a include un volum dedicat cercetarilor din domeniul
producerii hidrogenului, cu o serie de capitole ce fac referire la tehnologiile
bioenergetice de obtinere a biohidrogenului in urma degradarii apelor reziduale.
Astfel, rezultatele obtinute in cadrul cercetarii doctorale, completeaza si pun in
evidentd conditiile de producere a biohidrogenului in urma degradarii anaerobe a
apelor reziduale.
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1.2. Starea actuala la nivel national si international

Dezvoltarea exponentiala a industriei in ultimul secol a atras dupa sine o
presiune sporita asupra echilibrului ecologic mondial. Resursele cele mai vulnerabile
la aceste pericole sunt in special cele de apa. Acest lucru a dus la dezvoltarea atat a
unor reglementari referitoare la calitatea apelor cat si a unor organisme de
monitorizare a calitatii apelor, in special a celor dulci, potential destinate consumului
uman. Astfel s-au identificat diferite surse de poluare a acestor resurse de apa, n
functie de caracteristicile proceselor tehnologice ce utilizeazd apele respective
(tabelul 1.1).

Tabelul 1.1 Caracteristici ale diferitelor tipuri de ape uzate

Tip apa Caracteristici
Ape menajere CBO5: 200-600 mg/I
Reziduuri de la prelucrarea diferitelor CBO5: 200-5000 mg/I
tesuturi vegetale Solide Tn suspensie: 50-1800 mg/I
Reziduuri de la crescatoriile de porcine CCOCr: 100 000 mg/I
Solide totale: 70 000 mg/I
Efluenti de la crescatoriile de bovine CBO5: 20 000 mg/I

CCOCr: 100 000 mg/I
Solide totale: 120 000 mg/I

Romania a fost declarata de Uniunea Europeana drept zona de interes
ecologic si vulnerabila in acelasi timp, motiv pentru care se impune asigurarea unui
grad avansat de epurare a apelor reziduale, atat pentru cele menajere cat si pentru
cele industriale. Strategia Roméniei de aderare la Uniunea Europeana implica
necesitatea rezolvarii problemelor de protejare a mediului prin modernizarea
tehnologiilor existente, prin realizarea si punerea in functiune a unor instalatii noi,
performante si prin oferirea unor servicii adaptate exigentelor normelor de mediu.
Astfel calitatea ecologica a surselor de apa constituie o problema de interes national
si international. Prin reglementarile in domeniu se arata faptul ca in receptorii
naturali este interzisa deversarea oricaror tipuri de ape uzate fara o prealabila
epurare care sa o faca compatibila calitativ cu receptorul.

Pentru epurarea apelor uzate se urmareste parcurgerea unor etape pe doua
linii: linia apei, In care are loc retinerea substantelor poluante din apele uzate;
linia namolului, in care are loc prelucrarea substantelor retinute din ape uzate, sub
forma de namoluri.

Aceasta epurare a apelor reziduale se realizeaza datoritd necesitatii
readucerii la starea initialda a acestora din punct de vedere a unor parametri fizici,
chimici si biologici ca: Tncarcatura organicd, concentratia anumitor nutrienti precum
azotul si fosforul, valoarea pH-ului, incdrcdtura microbiana etc. Tn Romania, apa
uzata deversata in emisari trebuie sa respecte limitele reglementate prin NTPA
001/2005 (tabelul 1.2).
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Tabelul 1.2. Limitele de evacuare a apelor uzate conform NTPA 001/2005

Nr.crt.
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© 0 N0 0 DNWONRPOO®NODOUNNWNROOOONO®GONWNLERO

Indicatorul de calitate
Temperatura

pH
Materii in suspensie (MS)
CBOs
CCO-Cr
Azot amoniacal(NH,)
Azotiti(NO2Y)
Azotati(NO3Y)
Azot total
Sulfuri si hidrogen sulfurat
Sulfiti
Sulfati
Fenoli antrenabili cu vapori de apa
Substante extractibile cu solventi
Produse petroliere
Fosfor total
Detergenti sintetici
Cianuri totale
Clor rezidual liber
Cloruri
Fluoruri
Reziduu filtrat la 105°C
Calciu
Plumb
Cadmiu Cd**
Crom total
Crom hexavalent
Fier total ionic
Cupru
Nichel
Zinc
Mercur Hg**
Argint
Aluminiu
Molibden
Seleniu
Mangan total
Magneziu
Cobalt

U.M.

°C

mg/dm?
mgO,/dm?
mgO./dm?
mg/dm?®
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?®
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?®
mg/dm?
mg/dm?®
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?®
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?
mg/dm?

Valorile limita
admise

35

35,0
25
125
2,0 (3,0)
1,0 (2,0)
25,0 (37,0)
10,0 (15,0)
0,5
1,0
600
0,3
20,0
5,0
1,0 (2,0)
0,5
0,1
0,2
500
5,0
2000
300
0,2
0,2
1,0
0,1
5,0
0,1
0,5
0,5
0,05
0,1
5,0
0,1
0,1
1,0
100
1,0
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In multe cazuri, In special atunci cand apele reziduale contin concentratii
ridicate de materii organice, procesele de epurare a acestora pot fi Tnsotite de
tehnologii de obtinere a energiei sub forma biogazului bogat in metan. Acest lucru
reduce considerabil costurile de operare a statiilor de epurare, in functie de rata de
productie a biogazului si a concentratiei de metan din acesta [8384; 101]. Tn cadrul
acestor procese, poluantii si deseurile organice sunt convertite in biogaz cu un
continut mare de metan printr-o serie de reactii in lant declansate de un grup
distinct de microorganisme [86; 9195; 98]. Complexele organice sunt mai intai
hidrolizate si fermentate in acizi grasi, care mai apoi sunt convertiti la acetat si
hidrogen si, in cele din urma, la metan [137]. Prin comparatie cu procesele de
epurare aeroba a deseurilor/apei uzate, procesul metanogenic prezintd mai multe
avantaje intrinseci: (a) economisirea energiei care altfel ar fi necesara pentru aerare
(b) reducerea producerii de namol si (c) producerea unui combustibil rapid utilizabil
- metanul. Puterea caloricd a biogazului ce prezinta un continut mare de metan este
de 5500-5900 Kcal/Nm3 si cea utilizabila la arzatoare este de 4750 Kcal/Nm3. In
compozitia biogazului predomina metanul (70%) si dioxidul de carbon (30%). 1m3
de biogaz este echivalent cu: 1 kg cox; 1,27 Nm=3 gaz de iluminat, 5,1Kwh; 0,56 kg
motorina si 0,47 Nm3 gaze naturale [110]. Pana in prezent, la nivel mondial au fost
instalate peste 2000 de sisteme metanogene la scara functionala de epurare a apei
uzate [91].

Tn ultimii ani, accentul a inceput sa fie pus pe dezvoltarea proceselor
anaerobe noi pentru convertirea poluantilor organici in biohidrogen, in locul
metanului. Hidrogenul reprezinta un vector energetic superior metanului din doua
motive: in primul rénd, hidrogenul are o arie de aplicatie mult mai extinsa in
comparatie cu metanul, putand fi folosit pentru sintetizarea amoniacului, alcoolului
si aldehidelor, cat si pentru hidrogenarea uleiurilor, a petrolului, carbunelui si a
uleiului sintetic, in timp ce metanul est folosit doar ca si combustibil [52]. Tn al
doilea rand, hidrogenul este un combustibil ideal, producand doar apa ca si produs
secundar Tn urma combustiei. Hidrogenul poate fi folosit Tn mod direct in motoarele
cu combustie internd, sau in pilele de combustie, in scopul producerii de energie
electrica [60]. Multi specialisti in domeniul energetic sunt de parere ca hidrogenul va
inlocui combustibilii fosili, el reprezentdand urmatoarea generatie de sursa de
energie. Unii dintre acesti specialisti preconizeazd ca o noua economie, bazata pe
utilizarea hidrogenului, va schimba fundamental natura pietei institutiilor noastre
sociale si politice, asa cum au facut-o carbunele in secolul XIX si petrolul in secolul
XX [26]. Mai mult, metanul are un efect de sera de 21 de ori mai mare decat al
dioxidului de carbon. Desi metanul constituie doar 0.00017% din atmosfera, poseda
o forta de radiatie de 0.47 W/m2, ceea ce reprezinta 19% din forta globala actuala a
efectului de sera [24].

Hidrogenul este produs in prezent la nivel comercial prin intermediul
proceselor termo-chimice sau electrolitice, amandoud procese fiind insa intense din
punct de vedere al producerii de energie [22]. Totusi, in natura, hidrogenul poate fi
produs pe cale biologica atat de catre organismele autotrofe cat si de cele
heterotrofe. Organismele autotrofe, cum sunt de exemplu algele, folosesc dioxidul
de carbon ca si sursa de carbon, in timp ce organismele heterotrofe folosesc materia
organica ca si sursa de carbon [69]. Din punctul de vedere al specialistilor in
protectia mediului, utilizarea organismelor heterotrofe este recomandatd datorita
abiIitétiiAacestora de a degrada poluantii organici [111].

In ultimii ani, pe masura ce cresterea populatie raméne un proces
exponential, cantitati mari de deseuri organice sunt tot mai mult produse de
industria alimentara si vatra centrelor populate. Aceste deseuri organice au nevoie
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de depozitare si tratare, in scopul prevenirii contaminarii mediului si al riscurilor
fmbolnavirii populatiei. Acest lucru este din ce in ce mai dificil, datorita cresterii
cantitatilor de deseuri organice precum si costurile lor de tratare [27]. O solutie
generald la aceste probleme este tratamentul si inactivarea acestor deseuri organice
odatd cu producerea unei surse de energie regenerabile [53; 85]. Tn prezent,
majoritatea proceselor de producere a energiei legate de epurarea deseurilor
organice sunt axate pe generarea metanului prin combustia caruia sunt produse
gaze cu accentuat efect de sera [84]. Aceasta nu reprezinta o solutie viabila pe
termen lung avand in vedere tendintele actuale la nivel mondial de a reduce
utilizarea acestor gaze.

Tn ultimii ani cercetdrile In domeniu s-au axat pe dezvoltarea unor concepte
si tehnologii noi de producere a biohidrogenului prin utilizarea deseurilor organice ca
si substrat fermentescibil [60]. Totusi, pana in prezent niciunul dintre conceptele
descrise nu a condus la realizarea unui sistem functional la scard industriald de
producere a biohidrogenului pentru o perioada indelungata. Unul dintre
impedimentele majore ale comercializarii acestor tehnologii il reprezinta rata scazuta
de productie a acestora cat si incorporarea acestei tehnologii in cadrul strategiilor
clasice de epurare a apelor reziduale [55]. Dezvoltarea cu succes a unei tehnologii
de degradare a apelor uzate in paralel cu producerea biohidrogenului ar atrage dupa
sine avantaje tehnologice si financiare enorme. Aceasta tehnologie are potentialul
de a inlocui si astfel elimina anumite etape prezente in linia tehnologica de epurare
a apelor reziduale, scdzand dramatic costurile de proiectare, constructie si operare a
statiilor de epurare a apelor uzate, in paralel cu obtinerea unui vector energetic
versatil, cu impact redus asupra mediului [15].

La nivel national, producerea biohidrogenului in urma degradarii apelor
reziduale ca si substrat, cu exceplia unor studii teoretice, reprezinta o tema
neexploratd inca [15; 95]. Tn prezent, in Romania, se produce in unele statii de
epurare si pre-epurare a apelor uzate, energie doar sub forma metanului. Astfel,
importanta practica a cerccetarii doctorale va fi evidentiatd prin identificarea si
solutionarea unor serii de probleme tehnice si stiintifice care ingreuneaza
producerea eficientd a biohidrogenului in urma utilizarii diferitelor deseuri organice
ca si substrat de fermentatie. In prezent, barierele stiintifice si tehnice ce trebuiesc
depasite pentru a dezvolta o tehnologie fezabild in acest sens se referd la
urmatoarele aspecte:

- epurarea deseurilor organice provenite din industria alimentara si vatra
centrelor populate;

- diminuarea costurilor proceselor de tratare a diferitelor deseuri organice
prin cuplarea acestor procese cu producerea unei energii regenerabile si cu impact
derus asupra mediului, sub forma biohidrogenului;

- Tmbunatdtirea productiei biohydrogenului rezultat n urma degradarii
anaerobe a diferitelor deseuri organice, prin optimizarea diferitilor parametrii care
influenteaza acest proces;

- dezvoltarea unei noi tehnologii de producere a biohidrogenului capabila de
a finlocui tehnologia existentd de producere a metanului folositd in statiile de
epurare, prin conceperea unui sistem tehnologic rentabil din punct de vedere
economic;

- proiectarea eficientd a unor pilelor de combustie capabile sa utilizeze direct
biohidrogenul generat direct in procesele de degradare anaeroba a apelor reziduale.

Depasirea acestor bariere tehnice si stiintifice ar duce la atingerea unei
economii sustenabile, bazate pe hidrogen, cu impact considerabil redus asupra
mediului.
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1.3. Obiectivele stiintifice si tehnice ale cercetarii
doctorale

Obiectivele principale al cercetarii doctorale se incadreaza in directiile
generale Europene si internationale de cercetare. Prin realizarea acestor obiective se
va putea realiza un transfer tehnologic si de know-how catre mediul economic global
si national. De asemenea, se urmareste coordonarea directiilor de cercetare
nationale cu tendintele cercetarii stiintifice europene si internationale, pentru un
prestigiu si o mai buna vizibilitate la nivel international a rezultatelor cercetarii
stiintifice romanesti.

Tn urma cercetérii doctorale se urméareste epurarea avansatd a apelor de
scurgere, concomitent cu neutralizarea namolului, intr-o tehnica unitara, coerenta,
ce necesitd investitii si cheltuieli de exploatere reduse. Tn acest context, scopul
general al cercetarii doctorale este acela de a propune un sistem tehnologic de
producere a biohidrogenului, cu posibila aplicatie in statiile de epurare precum si in
industria alimentara, aducand astfel producerea hidrogenului prin intermediul
proceselor fermentative mai aproape de comercializare. Prin eliminarea de pe linia
tehnologica a apei a decantoarelor primare si inlocuirea lor cu digestoare (operate in
serie sau in paralel), se pot obtine reduceri importante asupra investitiilor in statiile
de epurare. In cazurile Tn care digestoarele incluse pe linia apei neutralizeazd si
efectele namolului, se obtin, prin eliminarea decantoarelor primare, reduceri
importante asupra costurilor de investitie. Tn cadrul acestui concept, digestoarele
introduse pe linia apei, au o dubld functionalitate. Tn primul rand asigurd, in urma
proceselor de degradare anaerobd, producerea de biohidrogen. Deasemenea,
acestea dezvoltd semnificativ treapta biologicd de denitrificare (Tabel 1.3). in plus,
namolul rezultat in urma acestor procese biotehnologice, reprezintd un bun
fertilizator pentru culturile agricole ecologice, sau pentru cele agricole cu modificari
genetice (in cazul in care exista prezente metale grele). Aceste aspecte motiveaza
necesitatea implementarii tehnologiilor bioenergetice pentru epurarea apelor de
scurgere, in paralel cu valorificarea potentialului energetic din masele organice
continute Tn apele reziduale (menajere si industriale).

Astfel, obiectivele principale avute in vedere iTn cadrul tehnologiilor
bioenergetice constau n:

1) reducerea sau chiar eliminarea completda a compusilor pe baza de N si P din apele
de scurgere;

2) neutralizarea efectelor poluatoare a materiilor organice din apele reziduale;

3) utilizarea namolului fermentat ca fertilizant pentru culturile agricole ecologice, in
cazurile n care caracteristicile acestuia se incadreaza in parametrii. Deasemenea, n
conditiile Tn care aceste caracteristici nu sunt indeplinite, namolul poate fi utilizat ca
ingrasamant pentru culturi energetice, cu modificari genetice. Acestea pot fi utilizate
ca si sursa organica aditionald pentru procesele microbiologice din cadrul
digestoarelor anaerobe (corectarea raportului C/N).
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Tabelul 1.3. Obiectivele cercetarii doctorale

No Obiectivele stiintifice

0.1 Stabilirea unor metode standardadizate pentru crearea unor inoculi
microbieni initiali Tmbogatiti selectiv, capabili de degradarea si epurarea
substratelor organice complexe (ex. ape uzate comunale si industriale)
simultan cu producerea biohidrogenului (prin intermediul proceselor
fermentative);

0.2 Dezvoltarea unui proces de fermentare anaeroba a apelor uzate comunale
si industriale in urma caruia sa se realizeze trecerea de la tehnologia clasica
de epurare a apelor uzate la o tehnologie noua de producere a
biohidrogenului prin eliminarea si Tnlocuirea anumitor elemente tehnologice,
reducand linia namolului;

0.3 Descifrarea cailor metabolice cheie implicate Tn procesele de producere a
biohidrogenului in urma fermentdrii anaerobe a apelor uzate comunale si
industriale, prin intermediul analizelor metagenomice si transcriptomice;

0.4 Identificarea atat a gradului de influenta cat si a interactiunilor prezente la
nivelul diferitilor factori fizici, chimici si biologici ce influenteaza procesul
fermentativ de producere a biohidrogenului in urma degradarii apelor
uzate, aplicand unelte statistice de proiectare experimentala multifactoriala
si de interpretare a datelor;

0.5 Optimizarea proceselor de producere a biohidrogenului in urma degradarii
anaerobe a apelor uzate comunale si industriale;

0.6 Modelarea matematicd si simularea proceselor implicate in productia
biohidrogenului prin degradarea anaeroba a apelor uzate comunale si
industriale, n incercarea de a aprofunda atat intelegerea acestora cat si de
a dezvolta o strategie de optimizare caracteristica diferitelor tipuri de
substrat utilizat (ape reziduale);

0.7 Diseminarea la scara larga a rezultatelor cercetarii doctorale.

Culturile microbiene mixte tipic anaerobe nu pot produce cantitati
semnificative de H,, deoarece acesta reprezintda un intermediar pentru formarea
CH,, astfel hidrogenul este rapid consumat de catre bacteriile producatoare de CH,
[142; 147; 159]. Una dintre cele mai eficiente metode de stimulare a producerii
biohidrogenului prin intermediul culturilor anaerobe este restrictionarea sau chiar
inlaturarea completd a procesului metanogen, permitand astfel hidrogenului sa
devina un produs final al procesului metabolic [20]. Intelegerea profunda a rolului
acestor microorganisme precum si a cailor metabolice urmate de cdtre acestea in
timpul proceselor de fermentatie v-a permite realizarea unui inocul initial eficient,
capabil de a derula procesele de fermentatie in urma carora rezulta biohidrogenul.

Abordarea metagenomica propusa in cercetarea noastra doctoralad are rolul
de a demonstra eficienta diferitelor metode de pretratament precum si evolutia in
timp a populatiilor microbiene producatoare de hidrogen. Analizele metagenomice se
concentreaza pe acizii nucleici dintr-o mostra completa de mediu (sol, sistem
digestiv, cavitati orale umane , etc.). Acest tip de analize fac posibila caracterizarea
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sistemelor genetice complexe si a cailor metabolice urmate de organismele partial
sau deloc cultivabile [38; 139]. Aceasta este o disciplind noud, dar care se dezvolta
rapid, iar cercetarile tehnnologice pot fi folosite si aplicate in cercetarea industriala,
intr-un mod cat mai rentabil din punct de vedere economic (capacitati secventiale,
preturi) [131]. Analizele metagenomice ne ajuta sa descriem, intr-un mod mult mai
complex, viata microscopica de pe Terra, datorita faptului ca acestea nu se limiteaza
la un numar mic de microorganisme cultivabile. Toate microorganismele trdiesc in
comunitati care au un rol bine definit in cadrul ecosistemului (inclusiv namolul activ,
fiind un sistem microbian complex). Cu ajutorul acestor analize, chiar si in cazul in
care nu toti genomii pot fi separati, se pot determina microorganismele
constituente ale acestui ecosistem, raportul exact al acestor specii,
microorganismele dominante in cadrul ecosistemului, toate acestea prin procedeul
de extragere a ADN-ului total din probele prelevate din diferite habitate [130].
Principalele domenii de exploatare in care sunt folosite aceste analize metagenomice
de inalta rezolutie sunt: industria alimentara, protectia mediului, cercetarea energiei
obtinuta din biomasa, etc.; deasemenea aceste investigatii sunt utilizate si n
diagnosticarea diferitelor afectiuni [51]. In plus, analiza metatranscriptomica ne
ofera informatii valoroase despre cdile metabolice urmate de bacteriile producatoare
de hidrogen, contribuind astfel la o mai buna intelegere si un control mai bun al
procesului de obtinere a hidrogenului prin procese fermentative [158].

Producerea biohidrogenului prin intermediul proceselor de fermentatie
reprezinta un proces foarte complex, fiind influentat de multi factori ca: inoculii
microbiali initiali, substratul fermentativ, tipul bioreactoarelor, raportul azot/fosfor,
concentratia ionilor metalici, temperatura, pH-ul s.a.m.d. [120; 151]. Efectul
acestora asupra proceselor fermentative a fost Tndelung discutat in cadrul studiilor
intreprinse la nivel mondial in ultimii ani, existadnd Tn prezent anumite contradictii in
ceea ce priveste influenta acestor factori asupra procesele fermentative de
producere a hidrogenului, de aceea sunt recomandate mai multe studii in aceasta
privintd [52; 64; 147]. Tn plus, majoritatea acestor studii au fost realizate in
bioreactoare cu regim stationar utilizand glucoza si sucroza ca singura sursa de
carbon, astfel, se recomanda in continuare realizarea studiilor referitoare la
producerea biohidrogenului prin fermentare anaeroba in sisteme continue, utilizand
deseuri organice ca si substrat de fermentare [75; 157].

Metode si strategii variate au fost folosite in ultimele decenii in scopul
imbunatatirii ratelor de productie si cantitatea de biohidrogen produsa. Au fost
realizate multe studii in ceea ce priveste producerea biohidrogenului prin procese
fermentative folosind culturi pure si mixte pe substrat sintetic sau diverse ape uzate
[102; 127; 150]. Rezultatele au evidentiat rolul important pe care il detin un mare
numar de factori fizici, chimici si biologici, influentand considerabil ratele de
productie si cantitatea de hidrogen produsa [150]. Tn ciuda faptului cad in general
producerea biohidrogenului prin procese de fermentatie a substraturilor de
carbohidrati necesita conditii asemenatoare, exista totusi variatii semnificative in
ceea ce priveste influenta si interactiunile dintre parametrii implicati in proces, n
functie de substratul organic supus fermentarii [47]. Aceste variatii apar chiar si
atunci cand este folosit acelsi tip de substrat si aceleasi tipuri de microorganisme.
De aici deriva importanta optimizarii parametrilor implicati in producerea
biohidrogenului.

Pentru intelegerea gradului de influenta a acestor parametri se recomanda
realizarea unei optimizari a procesului de producere a biohidrogenului in urma
degradarii apelor uzate, utilizind unelte statistice avansate de proiectare
experimentalda multifactoriala (DOE) [106]. Aceasta abordare reprezintd o metoda

BUPT



26 Introducere

structuratd prin care anumiti factori sunt selectati si modificati intentionat intr-un
mod controlat in scopul obtinerii unor anumite efecte ale acestora asupra procesului
desfasurat. Aceastd metoda este adesea urmata de analiza rezultatelor
experimentale, din care reiese care sunt cei mai importanti parametrii ai procesului,
cat si interactiunile dintre acestia [48]. In functie de numdrul de factori care se pot
investiga, proiectarea experimentala se poate clasifica in doud categorii: proiectarea
experimentald factoriald si proiectarea experimentala multifactoriald [61; 119].

Deasemenea, pentru o mai buna intelegere si descriere a acestor procese,
se recomanda utilizarea diferitelor modele matematice dezvoltate pentru a descrie
mecanismele fizice, chimice si biologice ce stau la baza influentei factorilor implicati
[103; 106; 126]. Aceste modele ofera informatii valoroase referitoare la analiza si
performanta sistemelor de producere a biohidrogenului prin fermentatia anaeroba a
apelor uzate . Ecuatiile matematice care descriu diferite procese chimice, fizice si
biologice, sunt cruciale pentru intelegerea completa a mecanismelor de fermentatie
implicate. Este astfel importanta intelegerea operatiilor atunci cand apar interactiuni
complexe [8; 116; 152]. Pentru eficienta proiectarii si scalarii sistemelor de
producere a biohidrogenului, este necesar un model matematic potrivit al
procesului. Modelarea unui astfel de proces complex necesitd descrierea matematica
a mai multor procese distincte cum sunt: cresterea microbiana (formarea biomasei)
corelata cu degradarea substratului, precum si a produsilor rezultati (hidrogen, acizi
grasi volatili, solventi, etc.) care au efecte de inhibare a intregului proces [43]. Tn
plus, sunt dezvoltate unele modele pentru a descrie efectele mai multor parametrii
fizico-chimici cum sunt : temperatura, pH-ul, rata de dilutie etc., asupra producerii
de biohidrogen, metode realizate in pat stationar [141] sau prin fermentare
anaeroba in sistem continu [16; 71; 104; 109; 129; 154].
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2. CARACTERISTICILE APELOR REZIDUALE

2.1. Apele reziduale menajere

Caracteristicile fizice, chimice si biologice ale apelor uzate menajere din
centrele populate, cat si limitele de calitate admise prin normele romanesti pentru
deversare in emisarii naturali, sunt redate in tabelul 2.1 [114115; 117; 122].

Tabelul 2.1. Caracteristicile fizice, chimice si biologice ale apelor uzate
menajere din centrele populate.

Nr. Indicatori Concentratii la intrarea in NTPA
Crt. de calitate statiile de epurare [mg/dm?3] 001/05
1. MTS 110-350 35
2. CBO5 120-300 20-25
3. CCO-Cr 150-500 70-125
4. NH4-N 5-10 2
5. NO2-N 0,05-2 1
6. NO3-N 11-40 1
7. N 25-35 10
8. PO4-P 6-12 4
9. P 2-3 1
10. pH 6,2-10 6,5-8,5
11. T 25-35 35

Caracteristicile apelor uzate din centrele populate, n functie de marimea
debitelor de scurgere, sunt redate in tabelul 2.2 [66; 121; 124].

Tabelul 2.2. Caracteristicile apelor uzate din centrele populate.

Nr. Q MTS CBO5 SV
Crt. [1/s] [mg/dm3] [mg/dm=3] [mg/dm3]
1. 1800-2000 50-550 20-200 10-210
2 250-300 35-235 20-65 12-50
3 80-100 60-200 30-415 20-195
4. 30-50 10-500 25-627 5-185
5 10-15 8-780 60-2740 15-375

Concentratia indicatorilor de calitate, este determinata de provenienta
apelor reziduale, dar si de marimea debitelor de scurgere [114]. Procesele
biochimice de fermentare anaeroba necesare pentru producerea biogazului si pentru
eliminarea nutrientilor din apele de scurgere, sunt determinate, in principal, de
masa organica din apele de scurgere, exprimatda prin continutul de CBOs, de
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substantele volatile, cat si de temperaturile la care se produc procesele biochimice
aerobe si anaerobe. Continutul chimic al namolurilor din apele uzate menajere, este
redat procentual din totalul masei solide in stare uscata, in tabelul 2.3 [115].

Tabelul 2.3. Continutul chimic al namolurilor din apele uzate menajere.

Substantele continute in namoluri Namol

proaspat % fermentat %
Substante organice (volatile) 60-80 45-60
Substante minerale totale 20-40 40-55
Cenusa insolubila 17-35 35-40
Azot (N,) (2,4-3,5) (3-3,5)
Nitrat de sodiu 1-3,5 1,4
Fosfor (P>Os) 1-3,5 0,5-3,7
Potasiu (K50) 0,2-0,5 0,4
Siliciu (SiO,) 15-16
Fier (Fe,03) (3-2) 5,4
Celuloza si alte substante 10-13 10-13
Grasimi si alte uleiuri 7-35 3-17
Proteine 22-28 16-21
Lignina (5,8-8,5) (5,2-5,6)

Caracteristicile apelor uzate determina tehnologia bioenergetica ce se poate
utiliza pentru asigurarea unei productii de biogaz cat mai mari si o eficientd de
operare cat mai ridicata, la toti indicatorii de calitate ceruti prin NTPA 001/2005 [57;
91; 114].

2.2. Apele reziduale generate de industria alimentara

Apele reziduale din industria alimentard constau din ape de transport si
spalare a materiei prime, ape tehnologice, ape de condens sau de racire, ape de la
spalarea si dezinfectia salilor de fabricatie, a utilajelor si ambalajelor, ape de la
instalatiile sanitare [96]. Acestea contin cantitdti importante de reziduuri solide
compuse din resturi de materie prima, produse finite rebutate, materiale
neutilizabile in proces [65]. De asemenea, datorita varietatii provenientei si
compozitiei acestora, apele reziduale se caracterizeaza printr-o mare fluctuatie a
proprietatilor fizico-chimice si microbiologice [95].

Caracteristicile apelor uzate industriale variazd in functie de ramurile
industriale si chiar si in cadrul aceleasi industrii, in functie de fazele procesului de
productie. Compozitia apelor uzate stabileste intr-o mare masura tipul de tehnologie
de epurare adoptata, tipul si dimensiunea constructiilor si instalatiilor care o
formeaza. Acestea sunt determinate pe baza unor analize de laborator care pun in
evidenta caracteristicile fizice, chimice si biologice ale apelor. Acestea au ca scop:

- furnizarea de informatii despre gradul de poluare a apei;
- stabilirea eficientei necesare pentru statiile de epurare;
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- determinarea tehnologiei de epurare necesare.

Principala caracteristica a apelor din industria alimentard o constituie
incarcarea organica, concentratiile mari a diferitelor elemente si temperaturile
ridicate rezultate din procesele tehnologice de fabricatie. Astfel, datorita
concentratilor mari a acestor poluanti este necesard de cele mai multe ori o
preepurare sau chiar o epurare completd a acestor ape reziduale, inclusiv in
conditiile in care acestea sunt deversate n canalizarea centrelor populate.

Una dintre industriile alimentare ce utilizeaza cele mai mari cantitdt de ape
reziduale este industria berii. Cea mai importanta caracteristica a apelor reziduale
provenite de la fabricile de bere este varietatea mare de concentratii a substantelor
reziduale precum si volumul de ape reziduale (Tabelul 2.4). Aceasta fluctuatie este
cauzata de alternarea fazelor de productie in cadrul procesului de fabricare precum
si de necesarul de apa folosit la faza respectiva, unele avand nevoie de cantitati
importante de apa, iar altele mai putin: de exemplu, prelucrarea materiilor prime,
prepararea mustului de fermentatie, filtrarea, Tmbutelierea etc. Efluentii de Ia
fabricile de bere au de obicei un continut organic usor biodegradabil fiind constituiti
in cea mai mare parte din zahar, amidon solubil, etanol, acizi grasi volatili. Pe langa
aceste reziduuri usor biodegradabile, apa reziduala contine si reziduuri solide
precum resturi de seminte de la cerealele folosite in proces, kiselgur, tescovinag,
drojdie neutilizata, bucati rupte de ambalaj (sticla sau aluminiu), bucati de carton
[87].

Tabelul 2.4. Caracteristici tipice efluentilor din industria berii [86]

Repere tipice

Parametru UmEate .(.je Compozma_ ale fabricilor de
masura efluentului
bere
2-8 hl efluent/ hl
Flux - -
bere
0,5-3 kg
CCOCr mg/I 2000-6000 CCOCr/hl bere
CBOS mg/I 1200-3600 07552 L) @ikl
bere
0,1-0,5 kg
MTS mg/I 200-1000 MTS/hl bere
T °C 18-40
pH - 4,5-12
Nt mg/I 25-80 B
Pt mg/I| 10-50

Volumele de ape reziduale produse la fabricarea berii oscileaza intre 3-5 si
40-60 ori productia de bere exprimata in hectolitri; in aceasta categorie intrd si
fabricile complexe bere-malt, ca si cele care nu au fabrici de malt. In functie de
gradul de recuperare a reziduurilor din apele uzate precum si de tehnologia de
fabricatie, indicatorii specifici de impurificare pe unitatea de produs variaza, intre
limitele: CBO5 = 0,3 - 1,1 kg/hl bere produs; MTS = 0,1 — 1,1 s.u./hl bere produs
(Tabelul 2.5). Datorita continutului mare de substante organice degradabile si a
germenilor de fermentare antrenati, apele uzate concentrate in special, dar si cele
de spalare si clatire suferd o descompunere rapida insotita de acidulare si degajare
de mirosuri [121].
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Tabelul 2.5. Caracteristicile apelor uzate generate de fabricile de bere [86]

Cantitatea de apa

N = CBO5 . -
Felul apei uzate reZIdua[a mediu, Proportia fata c‘l'e
evacuata/ poluarea totala
mg/I|
hl bere
Lichid la presarea boabelor 1,8-3,0 15000 3,5
Lichid de la presarea resturilor de 1.2 7340 1.1
hame
Apa de spalgre aﬁltrulw de 8.0 2930 4.6
plamada
Apa de spalare a drojdiei 1,5 7400 1,3
Filtrat de la separarea drojdiei 1,5 69000 13,3
Apa de spélare a instalatiilor,
pierderi de bere, ape de racire, - - -
ape menajere
Efluent total 1500 660 100

2.3. Potentialul energetic al maselor organice din apele
reziduale

In general, atat apele reziduale menajere cat si cele provenite in urma
proceselor tehnologice realizate in industria alimentara, prezintda un potential
energetic sub forma maselor organice [58]. Acest potential poate fi exploatat sub
diferite forme, Tn special sub forma biogazului cu continut mare de metan sau
hidrogen. Procesele microbiologice in urma carora sunt generati acesti vectori
energetici sunt direct influentate de concentratia maselor organice disponibile.
Astfel, pentru desfasurarea optima a acestor procese, este necesarda mentinerea
debitelor apelor reziduale la nivele optime. Pentru un debit mediu situat in jurul unei
valori de 150 I/om-zi rezultda o proportie de aproximativ 58% materii organice si
42% materii anorganice [imhoff]. Astfel, un consum excesiv al resurselor de apa
(peste 200 I/om-zi) atrage dupd sine atat risipa acestora cat si diluarea apelor
reziduale, acest lucru ducand la reducerea maselor organice si implicit a
potentialului energetic stocat in acestea. Pe de alta parte, un consum specific redus
al surselor de apa (50-60 I/om-zi) poate duce la sedimentarea materiilor organice si
anorganice prezente n apele reziduale, colmatand astfel reteaua de canalizare a
centrelor populate. In acelasi timp, acest consum redus de apd denotd lipsa igienei
elementare necesara mentinerii in limite normale a sanatatii populatiei.

Deasemenea, atat din punctul de vedere al potentialului energetic al maselor
organice din apele reziduale cat si al sistemelor si tehnologiilor de epurare avansata
a acestora, sistemul de colectare unitar este considerat perimat, deoarece apa
meteorica dilueaza apele reziduale colectate, reducand astfel parametrii de calitate
ai acesteia (Tabelul 2.6) [40]. Acest sistem unitar a fost promovat in primul rand din
considerente tehnice si economice si mai putin ecologice. Cu toate acestea, apele
reziduale se supun reglementarilor specificate in NTPA 002 inainte de a fi deversate
in emisari.
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Tabelul 2.6. Concentratiile indicatorilor de calitate a apelor reziduale

Indicatori de calitate Ape uzate menajere Ape uzate industriale
(g/om-zi) (g/om-zi)
Cuts 70 130
Ccgos 60 200
Ccco 120 280
Cn 11 60
Cor 2 5
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3. TEHNOLOGII BIOENERGETICE PENTRU
EPURAREA APELOR REZIDUALE

3.1. Evolutia tehnologiilor de epurare a apelor reziduale

Procesele de epurare a apelor reziduale menajere si industriale, avand o
aplicabilitate de peste 100 ani, au aparut ca o necesitate privind protectia emisarilor
si a asezarilor urbane impotriva poludrii. Tocmai de aceea, evacuarea apelor
reziduale in emisari trebuie astfel facuta incat sa nu afecteze folosirea ulterioara a
acestora. Calitatea apelor evacuate depinde de tehnologiile de epurare adoptate, iar
stabilirea acestora se face in functie de caracteristicile fizice, chimice, biologice si
bacteriologice ale apelor reziduale si tinand cont de categoriile de calitate ale
emisarilor. Categoriile de calitate ale apelor de suprafata, in Romania, sunt
reglementate de Ordinul 1146 din 10 decembrie 2002, (Anexa 1) .

Dezvoltarea acceleratéd a tehnologiilor casnice, diversificarea industriilor in
ultimii ani a dus la accentuarea poludrii chimice, biologice, bacteriologice, ceea ce a
determinat adoptarea unor tehnici si tehnologii de epurare cat mai eficiente. In
urma activitatilor umane apele se impurifica, iar deversarea acestora in emisari fara
o prealabild epurare duce la schimbarea compozitiei si reduce capacitatea lor de
folosinta.

Epurarea apelor reziduale constituie ansamblul de masuri si procedee prin
care impuritatile de natura minerald, organica, bacteriologica continute in apele
reziduale sunt reduse sub limitele admise, astfel incadt sa nu afecteze calitatea
mediului Tnconjurator.

Procesele de epurare pot fi de naturd fizica, chimica, biologica sau
combinate. Gradele de epurare impuse de normele de protectie a mediului se pot
obtine doar daca aceste metode sunt combinate [121].

Metodele clasice sau conventionale utilizate in epurarea apelor reziduale se pot
grupa in trei categorii principale:

- mecano - chimice, au ca scop retinerea materiilor in suspensie;

- mecano - biologice, ce au ca scop reducerea impuritatilor organice;

- avansate.

De asemenea, namolul generat trebuie prelucrat prin procedee fizice si
biologice, neglijarea acestuia conducand la anularea efectului realizat asupra
mediului inconjurator de procedeele de epurare a apei [87].

Tehnologiile de epurare se bazeaza pe retinerea materiilor in suspensie si
reducerea compusilor pe bazd de carbon, azot, fosfor utilizand metode mecanice,
mecano-chimice si biologice; aceste procese se combind in cazul unui anumit
procedeu sau in diferite procedee, ceea ce permite obtinerea unor eficiente ridicate
de epurare, precum si posibilitatea esalonarii investitiilor necesare executiei statiei
de epurare.

Procesele chimice intervin in cazul dezinfectarii apelor reziduale in
compozitia carora predominad bacterii patogene sau la eliminarea substantelor in
suspensie, coloidale si dizolvate cu ajutorul substantelor chimice.
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Pentru eliminarea din apele reziduale a substantelor organice in stare de
solutie, actioneaza procesele chimice in paralel cu cele biologice, constituind asa
numitele procese de natura biochimica. Procesele biologice care intervin la epurarea
apelor reziduale sunt procese aerobe, conditionate fiind de existenta
microorganismelor aerobe a caror activitate de oxidare si mineralizare a
substantelor organice depinde de realizarea unui mediu aerob definit de existenta
oxigenului furnizat de atmosferd sau de apa. Cele mai importante produse ale
oxidarii substantelor organice sunt bioxidul de carbon (CO,), oxizi de azot si oxizi de
sulf, iar CO, se degaja partial in atmosfera.

Procesele biologice utilizate la stabilizarea depunerilor organice (namoluri)
rezultate din epurarea apelor reziduale sunt procese biologice anaerobe care
folosesc, in activitatea microorganismelor oxigenul legat chimic de azot din nitritii si
nitratii existenti in namoluri. Aceste procese se realizeaza in bazine de fermentare a
namolurilor (metantancuri, decantoare cu etaj etc.).

Exista o succesiune in timp a schemelor tehnologice de epurare a apelor
reziduale, aplicate in raport cu cerintele si reglementarile diferitelor etape de
dezvoltare a societatilor umane de-a lungul timpului. Primele scheme tehnologice au
fost concepute numai cu treapta mecanica/primara cu fermentarea namolurilor
pentru producerea de biogaz in metantancuri ,sau fara producere de biogaz, cu
fermentarea namolurilor in decantoare cu etaj (Fig. 3.1) [89]. Biogazul astfel
obtinut, era utilizat atat pentru incalzirea spatiilor componente statiei de epurare cat
si metantancurilor. Apa epuratd mecanic era deversata direct in emisar, solutie
improprie n prezent datoritd nerespectarii limitelor admise a indicilor de calitate
actuali. Aceasta schema tehnologica a fost proiectata si utilizata pentru epurarea
apelor reziduale ale orasului Timisoara in 1912. Mai apoi, aceste scheme tehnologice
au fost completate cu o treapta biologicd/ secundard, constituita din bazine de
aerare cu namol activat, cu scopul de a se imbunatati conditiile calitative ale apelor
epurate (Fig. 3.2) [89]. Epurarea biologica se poate asigura in constructii pentru
epurare in conditii apropiate de cele naturale (campuri de irigare, campuri de
infiltrare) sau arificiale (filtre biologice de mica si mare incarcare, filtre biologice
turn, bazine de aerare,iazuri biologice, santuri de oxidare, puturi absorbante, fose
septice etc.). Chiar si asa insa, apele epurate aveau incarcari ce depdseau limitele
admise pentru nitriti si nitrati. Aceasta solutie tehnologica a fost adoptata si in
cadrul statiei de epurare a apelor uzate provenite din orasul timisoara, pentru a
completa tehnologia existenta, Functiondnd pana in 2012, caénd s-a dat in functiune
statia de epurare cu tehnologia modernizata.

Tehnologiile de epurare, dezvoltate in ulimii 20-25 ani s-au axat pe
eliminarea compusilor de azot si de fosfor prin introducerea, in fluxul tehnologic a
unei trepte biologice de epurare avansat/tertiara (Fig.3.3) [89]. Epurarea avansata
se poate aplica dupa epurarea mecanica/primara, ca o completare a epurarii
biologice/secundara sau dupa epurarea secundara, ca treapta tertiara [87].
Epurarea avansata/tertiara se poate realiza prin: metode fizice (filtrare prin mase
granulare si  micorofiltrare); metode fizico-chimice (coagulare chimica,
adsorbtie,spumare, electroliza, osmoza inversa, distilare, inghetare, schimb ionic,
oxidare chimica si electrochimica etc.); metode biologice (bazine de activare/
nitrificare-denitrificare, bazine de defosforizare, bazine cu namol activat, filtre
biologice, biofiltre, irigare cu ape uzate iazuri de stabilizare etc).

Tehnologiile de epurare avansata au fost prevazute cu linii de producere si
utilizare de biogaz, sistem aplicat pentru retehnologizarea si a modernizarea
statiilor de epurare existente. In cazul statiile noi proiectate, tehnologiile de epurare
avansata, prevad o tratare separata a namolurilor rezultate, cu sau fara producere
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de biogaz [89; 134]. In cazurile in care apele reziduale prezintd o incarcare organicd
redusd, aspect provocat de existenta sistemelor unitare de colectare a apelor uzate
menajere si meteorice, s-a renuntat la linia tehnologica de producere a biogazului.
Masa organica din aceste ape de scurgere este utilizata in totalitate in timpul
proceselor microbiologice de pe linia apei (bazine de activare cu procese oxice si
anoxice.

Tehnologiile de epurare aplicate cu precadere Tn zonele rurale si in
localitatile cu colectare separativa a apelor de scurgere, au determnat gasirea unor
solutii pentru realizarea epurarii poluantilor din apele reziduale si namol. Pornind de
la aceasta cerinta fundamentald, s-a conturat o tehnologie noud, cunoscuta sub
numele de tehnologii bioingineresti, prin care sunt asigurate procesele
biotehnologice pentru retinerea compusilor de N si P in paralel cu captarea energiei
sub forma biohidrogenului, in urma degradarii anaerobe a maselor organice
continute Tn apele reziduale. Aceasta tehnologie de epurare a apelor reziduale, cu
producerea simultana a biohidrogenului, este redatd in figura 3.4. Tehnologia
propusa se caracterizeaza prin faptul ca sunt inlocuite decantoarele primare cu
digestoare anaerobe dispuse Tn serie sau in paralel, prin intermediul carora se
asigura captarea biohidrogenului din masele organice a apelor de scurgere. Aceasta
tehnologie elimind bioreactoarele utilizate pentru fermentarea namolurilor. Biogazul
produs poate fi utilizat pentru a genera energia utilizata in cadrul statiei de epurare
a apelor reziduale. Acest biogaz poate fi biogaz bogat in metan sau Tn hidrogen.
Obtinerea unei forme sau a alteia de gaz se realizeaza in urma unui studiu tehnic,
economic, ecologic si social. Forma noua de energie sub forma biohidrogenului, se
incadreaza Tn viziunea moderna si in cerintele impuse de UE privind valorificarea
energiei alternative si a protectiei mediului inconjurator.
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Figura 3.1. Schema tehnologica de epurare mecanica cu producere de biogaz
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3.2. Scheme bioenergetice avansate pentru epurarea
apelor reziduale

Tehnologiile utilizate pentru epurarea apelor uzate menajere provenite de pe
vatra centrelor populate, au cunoscut, Tn ultimii 20-25 de ani, evolutii considerabile,
determinate fiind de cerintele impuse de legislatia pentru protectia mediului
inconjurator, dar si de Directiva Parlamentului European privind promovarea
utilizarii energiei din surse regenerabile . In contextul acestor cerinte, se evidentiaza
tehnologiile bioenergetice specifice, pentru epurarea avansata a apelor uzate
menajere provenite de pe vatra centrelor populate, Tn paralel cu producerea de
biogaz prin fermentare anaeroba a maselor organice din continutul acestor ape (Fig.
3.5).

Materii organice complexe
zaharuri, proteine, lipide

Hidroliza

A 4

Materii organice simple
acizi aminati, pectide

Acidogeneza

v

Acizi grasi, volatili
propionat, butirat, alcool

Acetogeneza
v
A\ 4 A
H,, CO, acetat
Metanogeneza
A\ 4
CH4 + CO,

Figura 3.5. Stadiile bioconversiei anaerobe a substantelor organice; este de
remarcat faptul ca hidrogenul rezultat in urma acetogenezei este consumat in timpul
metanogenezei.

Tehnologiile propuse, dezvolta treapta de epurare mecanica (TM) a
influentului (1), pentru retinerea suspensiilor grosiere, a nisipurilor si a grasimilor,
inlocuiesc decantoarele primare, cu bazine de fermentare anaeroba/digestoare (DG)
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pentru producerea si captarea biogazului (GZ), urmand ca pe filiera apei, sa se
asigure eliminarea compusilor de azot si de fosfor, printr-o succesiune de obiecte si
procese tehnologice [29; 138]. Epurarea avansata a apelor de scurgere, se poate
asigura prin: bazine de activare; bazine de aerare; decantoare secundare (DS);
biofiltre; membrane filtrante; filtre rapide ascendente sau descendente, echipate cu
diferite tipuri de mase granulare; sisteme pentru dezinfectia apelor epurate [37].

Productia de biogaz si eficienta epurarii, evidentiata prin marimea
concentratiilor de azot si de fosfor in efluentul epurat, este determinata de
caracteristicile apelor de scurgere (fizice, chimice si biologice), de succesiunea
proceselor si a obiectelor componente, dar si de modul in care sunt exploatate si
intretinute obiectele procesului tehnologic [9; 25]. Procesele microbiologice
necesare atat pentru producerea de biogaz, cat si pentru eliminarea nutrientilor pe
baza de azot si fosfor, sunt posibile datoritd incarcarii organice si a temperaturii
apelor uzate de scurgere (20-25°C) [77; 82]. Biogazul produs in digestoarele
anaerobe, poate fi utilizat pentru incalzitul biomasei din reactoare (30-37°C) si a
spatiilor tehnologice, dar si pentru producerea de energie electrica, prin cogenerare
[81; 91; 99; 135]. Namolul rezultat din fermentarea anaeroba mezofila, se poate
utiliza ca ingrasamant pentru terenurile cu culturi ecologice [90; 97; 100].

Tehnologiile biotehnologice pentru epurarea avansata a apelor uzate
menajere provenite de pe vatra centrelor populate, se stabilesc Tn raport cu
marimea debitelor si de caracteristicile apelor [28].

Tehnologiile redate in figurile 3.6-3.11, dezvolta treapta de epurare
mecanica pentru retinerea corpurilor grosiere si a nisipurilor, dupa care sunt
pompate in digestoarele anaerobe, producatoare de biogaz, urmand ca prin filiera
de epurare a efluentului, sa se asigure , prin diferite tipuri de constructii si instalatii,
eliminarea compusilor de azot si de fosfor [8788; 95; 125].
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A 4
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Figura 3.6. Schema de epurare bioenergetica cu digestoare in serie, cu nitrificare in
bazine de namol activat si denitrificare.
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] ™M BNA cu Ds
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Figura 3.7. Schema de epurare bioenergetica cu bazine de namol activat, cu
nitrificare.
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Figura 3.8. Schema de epurare bioenergetica cu digestoare in paralel, cu nitrificare
in bazine de namol activat si denitrificare.

AUM o
—_p M BNA cu DS FN/FM
nitrificare

Figura 3.9. Schema biotehnologica de epurare cu namol activat si filtrare pe mase
granulare.
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AUM
BNA cu »l o5 P oF

nitrificare

Figura 3.10. Schema biotehnologica de epurare cu namol activat si biofiltre cu
carbune activ.

Tn cadrul schemelor propuse, decantoarele primare au fost eliminate, rolul
lor fiind ocupat de digestoarele anaerobe, fiind inserate pe linia apei. Acestea pot
functiona n regim caloric diferit. Astfel, bioreactoarele dispuse in serie pot functiona
atat in regim termofil (la temperaturi situate in jurul a 50-55°C) cat si in regim
mezofil (30-35°C). Aceasta configuratie prezintd avantajul de a necesita Tncalzirea
doar a primului reactor pentru a asigura regimul termofil de degradare.
Deasemenea, un avantaj semnificativ reprezinta faptul ca in treapta termofila exista
posibilitatea degradarii unui procent semnificativ din masa organica disponibila
(30%), iar in treapta urmatoare, mezofild, un procent similar v-a fi degradat,
dubland astfel eficienta sistemului [95]. Digestoarele anaerobe utilizate pentru
producerea de biogaz, dispuse in serie sau in paralel, pot fi prevazute cu material de
suport. Materialul de suport al reactoarelor anaerobe este constituit din nisip, bile de
sticla sau PVC, pentru fixarea microorganismelor si mentinerea lor in stare activa,
datorita faptului ca apa circula in digestoare [95]. Acest suport are insa si avantajul
de a marii suprafata de contact a microorganismelor implicate n procesele de
degradare a apelor reziduale cu producere simultana de biohidrogen, eficientizand
considerabil productia acestuia.

Digestoarele anaerobe, fara material de suport, sunt echipate cu dispozitive
de amestec continuu, cu scopul de a se mentine dezvoltarea microorganismelor
producatoare de biogaz [121]. Efluentul rezultat in urma fermentatiei anaerobe din
digestoare, este trecut prin diferite tipuri de constructii si instalatii, necesare pentru
eliminarea compusilor pe baza de azot si de fosfor.

Treapta biologica pentru eliminarea compusilor de azot si fosfor, se poate
constituii din: bazine cu namol activat (BNA) pentru nitrificare; reactoare aerobe cu
namol activat; bazine pentru denitrificare (BDN) si decantoare secundare (DS);
bazine de activare (BA) in care se pot dezvolta simultan sau separat procesele de
nitrificare-denitrificare; biofiltre (BF); filtre nisip (FN); membrane filtrante (FM)
filtre rapide echipate cu nisip (FR), carbune activ sau alte tipuri de materiale cu
proprietati absorbante; aparate si dispozitive pentru dezinfectia efluentului epurat
(BE) [121].

Aceste tehnologii bioingineresti sunt recomandate fin special pentru
sistemele de colectare separative. Sistemele unitare prezintd o serie de neajunsuri
semnificative pentru procesele de epurare a apelor reziduale datorita dilutiei masei
organice, acest lucru ducdnd la reducerea proceselor microbiologice prezente in
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treapta biologica de epurare a apelor reziduale. Astfel, aceste sisteme de colectare
necesita o extinsa campanie de reabilitare in scopul prevenirii infiltratiilor provenite
din hiporeic. Deasemenea, performantele tehnologice bioenergetice sunt
determinate de gradul de incdrcare cu masa organicd a apelor reziduale si de
calitatea retelelor de canalizare, pentru a nu permite diluarea acestor ape.

Schemele propuse au fost inspirate din tehnologiile practicate la epurarea
apelor uzate din industria alimentara (fig. 3.9 si 3.10) [87].

Boiler
4 Biogaz
Tanc nimol pompe
Reactor Reactor
anaerob anaerob

AN
Influent VAVAVAN

Bazin
aerare

Figura 3.11. Schema de epurare a apelor uzate din industria alimentara

biogaz . Reactor Cl,
aer sare metalicd CH,-OH clor
polimer
AUM BNA cu Bazin oS — E
Digestoare i, denitrif F ™ °
— R
n.s. )
apa spalare

S.P.N.

Figura 3.12. Schema de epurare cu nitrificare si adaos de reactivi chimici in bazine
cu namol activat (BNA) pentru precipitarea fosforului si denitrificare, folosind
metanol.
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Astfel, pentru a produce biohidrogen in urma degradarii anaerobe a apelor
reziduale, este necesara dezvoltarea proceselor microbiologice ale acetogenezei in
detrimentul celor de metanogeneza, cand acest hidrogen este transformat in metan.
Acest lucru presupune modificari in cadrul tehnologiilor de epurare a apelor
reziduale in urma carora treapta biologica este dezvoltatda prin aditia unor
bioreactoare (digestoare) fin interiorul cdrora apa reziduald este degradatd in
absenta oxigenului. Aceste modificari ar atrage dupa sine o serie de avantaje ca: a)
Tnlocuirea decantoarelor primare; b) obtinerea unei surse alternative de energie sub
forma biohidrogenului; ¢) dezvoltarea procesului microbiologic de denitrificare; d)
Tnlocuirea etapei anaerobe din cadrul bazinelor de activare. De aceea, producerea
biohidrogenului n locul metanului, prin degradarea anaeroba a apelor reziduale,
simultan cu tratamentul acestor deseuri, castiga tot mai multa importantd la nivel
international reprezentand un mod efficient de a obtine energie verde dintr-o sursa
regenerabila printr-o abordare durabild. Avantajele majore ale energiei produse din
apa uzata precum si din alte deseuri organice se refera in principal la reducerea
impactului asupra mediului Tmpreuna cu recuperarea energiei, simultan cu tratarea
si epurarea acestora. Rentabilitatea economica, facilitatea si fezabilitatea tehnicg,
nevoile sociale si prioritatile politice reprezinta factorii cheie 1in alegerea
bioproceselor care vor fi folosite pentru utilizarea apei uzate in urmatorii ani [118].
Astfel, principalul scop al cercetarii doctorale de fatd este acela de a stabili si
optimiza un proces tehnologic in scopul obtinerii unei surse de energie regenerabila
cu impact minim asupra mediului sub forma biohydrogenului, simultan cu
tratamentul deseurilor biologice provenite din industria alimentara si vatra centrelor
populate. Acest proces tehnologic ar putea inlocui atdt decantoarele primare cat si
treapta anaerobd a bazinelor de activare din cadrul statiilor de epurare a apelor
uzate, cu o serie de bioreactoare (dispuse in serie sau in paralel, in functie de
caracteristicile apelor reziduale) in care se vor desfasura procese de degradare
anaerobd a apei uzate brute, in urma cdrora v-a rezulta biohidrogen (Fig. 3.12 si
3.13). Deasemenea aceste modificari duc la dezvoltarea etapei de denitrificare a
etapei biologice de epurare a apelor reziduale, ducand la cresterea calitatii generale
a efluentului rezultat. Aceste modificari aduse fluxului tehnologic au potentialul de a
scade dramatic costurile de constructie si operare a statiilor de epurare a apelor
reziduale, pe de o parte prin simplificarea elementelor tehnologice componente si pe
de o altd parte prin generarea unei forme de energie regenerabile, cu impact redus
asupra mediului, sub forma biohidrogenului (Fig. 3.14).

Treapta mecanica Treapta energetica Treapta biologica

Influent C|e - Efluent
——— e | Desnisipator | messfis— —_— Reactor biologic | = Reactor biologic e
. ?.; e | anaerob aerob -

Figura 3.13. Schema tehnologica alternativa a unei statii de epurare a
apelor reziduale comunale

MNamal recirculat

Diminuarea costurilor implicate in managementul deseurilor organice
impreunad cu epurarea acestora cat si obtinerea unor vectori energetici regenerabili,
cu impact redus asupra mediului, Tnurma degradarii anaerobe a acestora, a capatat
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o importanta din ce in ce mai mare in ultimii ani, in contextul epuizarii surselor
clasice de energie si a protectiei mediului [4950; 56]. O metoda de a controla
acumularea constanta a acestor deseuri organice diverse cat si de a diminua
costurile de tratament a acestora este generarea de bioenergie sub forma
biohidrogenului in urma fermentatiei anaerobe a acestora. Astfel, procesul confera
beneficiile utilizarii si tratarii acestor deseuri organice cu generarea concomitenta a
unei energii regenerabile, cu impact scazut asupra mediului. Apa uzata generata de
catre diferite procese industriale, este considerata a fi substratul ideal pentru aceste
procese bio-tehnologice, datorita continutului mare de material organic degradabil
[70].

BIOGAZ

BIOMASA
acid propiohic
acid butrc
alcool ete
I:I bacterii bacterii bacterii
acidogene acetogene metanogene

Figura 3.14. Etapele proceselor de fermentare anaeroba
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4. PROCESE BIOLOGICE IMPLICATE IN
EPURAREA APELOR REZIDUALE

4.1. Procesele fermentarii anaerobe a namolurilor din
apele reziduale

Producerea microorganismelor producatoare de biogaz din apele uzate
menajere, este rezultatul metabiozei dintre trei comunitati de microorganisme:
nemetanogene, dar lichefiante si acidogene; nemetanogene, dar acetogene si a
celor metanogene [78]. Astfel, procesele fermentarii anaerobe cuprinde trei etape:
lichefierea acidogena; acetogeneza cu formarea acizilor; metanogeneza cu formarea
metanului [77]. Reactiile biochimice ce au loc pentru producerea de biogaz, sunt
descrise in cele ce urmeaza. In partea a doua a primei etape, microorganismele
transforma@ compusii organici micromoleculari, rezultati in urma procesului de
lichefiere, n acizi organici. Acest stadiu de acidogenezd, este numit stadiul
continutului biochimic de oxigen, constant, care se continud cu o descompunere
realizatd de catre bacteriile metanogene, formandu-se acizi organici redusi (acidul
formic si acidul acetic), dioxid de carbon, hidrogen si apa. Bacteriile metanogene pot
reduce dioxidul de carbon si oxida hidrogenul molecular, producédnd metan si apa. In
acest caz, dioxidul de carbon serveste drept acceptor de electroni, iar hidrogenul
molecular drept donator de electroni conform reactiei:

CO,; + 4H, == CH4 + 2H,0 + energie 4.1

Energia rezultatda este utilizata pentru asimilarea carbonului din CO2,
contribuind astfel la formarea substantelor celulare [63].

CO, — substante celulare 4.2)
Unele tulpini de bacterii metanogene pot produce metan si din CO si H,, insa
viteza lor de dezvoltare este mult mai lenta.
Sub actiunea bacteriilor metanogene, acidul acetic se poate descompune
direct in metan si dioxid de carbon conform relatiei:
H3C-COOH — CH, + CO, 4.3)
Tntr-un sistem, in care anumite comunitdti de bacterii s-au adaptat la
conditiile de mediu, celuloza este descompusa direct in metan si in dioxid de carbon
conform relatiei:

(C6H1005)n —> 3nCH4 + 3nC02 (44)

Dacad substantele organice folosite se noteaza prin H,A, atunci reactia de
formare a metanului poate fi redata sumar sub forma:
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CO, + 4H,A —» CH,4 + 2H,0 + 4A + energie 4.5

Energia rezultata se foloseste pentru asimilarea carbonului din dioxid de
carbon sau acetat. Bacteriile metanogene pot asimila din acetat, pana la 60% din
carbonul total al substantelor celulare, iar restul de 40% provenind din dioxidul de
carbon [67]. Procesele nutritive si cele biologice au loc sub actiunea bacteriilor
metanogene dar numai in absenta oxigenului.

Pentru conversia biogazului obtinut prin prelucrarea apelor uzate, este
nevoie de un sistem format din doua parti, A si B. Partea A reprezintd procesul de
livrare a metanului si dioxidului de carbon, fiind procesul in care biogazul este
generat prin digestie anaerobd, iar partea B este procesul catalitic, care permite
conversia biogazului in carbon solid si apa sau permite valorificarea Iui in pile de
combustie [121].

Conversia metanului si a dioxidului de carbon in carbon si apa se realizeaza
conform urmatoarelor reactii:

CH, - C + 2H,+ 76,5 kdJ/mol (4.6)
CO, + 2H, > C+ 2 H,0 - 90,1 k/mol 4.7)
Reactia globala:

CO, + CHy — 2 C + 2 H,0 — 15,5 kJ/mol (4.8)

in aceste reactii hidrogenul functioneazé ca donor, hidrogenul produs reduce
dioxidul de carbon si moleculele de metan sunt convertite in carbon. Estimand,
aceste reactii produc aproximativ 4 tone carbon solid si 6 tone apa pentru 10 tone
de amestec gaz metan si dioxid de carbon.

Productia de biogaz este in stransa legatura cu compozitia namolului
proaspat din apele uzate si cu durata de fermentare (varsta namolului), aceasta
fiind estimata cu ajutorul relatiei [117]:

Tpgr = 138/ 0 Gy 4.9
unde,

— — LT
B =175 10 (4.10)

In care: G este cantitatea de biogaz, in Nm3/zi; © reprezinta temperatura de
fermentare, in ©C; Go - cantitatea de materii organice solide din namolul proaspat,
n t/zi.

Puterea calorica a biogazului produs, este de 5500-5900 Kcal/Nm? si cea
utilizabila la arzatoare este de 4750 Kcal/Nm3. In compozitia biogazului predomina
metanul (70%) si dioxidul de carbon (30%). 1m3 de biogaz este echivalent cu: 1 kg
cox; 1,27 Nm3 gaz de iluminat, 5,1Kwh; 0,56 kg motorind si 0,47 Nm3 gaze
naturale [110].
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4.2. Procesele biochimice ale nitrificarii si denitrificarii
din cadrul epurarii avansate a apelor uzate menajere

Nitrificarea este procesul de oxidare a ionului de amoniu in nitrit si apoi in
nitrat, cu ajutorul bacteriilor autotrofe si heterotrofe, proces ce se desfasoara in
doua faze, conform reactiilor [29]:

2NH4 + 30, - 2NO; + 2H,0 + 4H (4.11)
NH; + 20, - NO3 + H,O + 2H (4.13)

Tn procesul de denitrificare, nitratul existent in apd este descompus pe cale
biologica, in azot liber, dioxid de carbon si apd, concomitent cu un consum de
carbon. Reactiile chimice ale denitrificarii se bazeaza pe faptul ca in locul asimilarii
de oxigen:

5 Corganic + 502 g I:_’COZ (4.14)
Se produce consum de nitrat:
5 Corganic + 4H + 4NO3; — 5CO, + 2N, + 2H,0 (4.15)

Sursele de carbon sunt constituite din metanol (CH3;0H), glucoza (CgH1,06),
etanol, etc., substante organice usor asimilabile de catre bacteriile denitrificatoare
[30].

Reactiile de denitrificare pentru metanol in glucoza, ca sursa de carbon sunt
urmatoarele:

6NO3; + 5CH3;0H — 5CO; + 7H,0 + 60H + 3N, (4.16)
24NO3 + 5CH 1,06 — 30CO, + 18H,0 + 240H + 12N, 4.17)

Aceste procese se dezvolta in functie de tehnologia bioenergetica de epurare
avansata propusa [155]. Succesiunea acestora poate fi influentata de prezenta
proceselor anaerobe ce au loc in digestoarele aflate Tn amonte de bazinele de
activare, masa organica fiind transformata decatre microorganismele anaerobe,
rezultand o serie de acizi si alti compusi organici.
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4.3. Procesele biochimice din digestoarele anaerobe de
contact cu producere de biohidrogen

Dintre procesele variate de producere a hidrogenului, calea biologica este
cunoscuta ca fiind cea ce necesita cel mai mic consum energetic [10; 31; 46; 68].
Tn plus, In cadrul procesului de fermentatie in urma cdruia rezultd biohidrogen se
pot folosi diverse deseuri organice ca si substrat de fermentatie. Astfel, prin
combinarea producerii biohidrogenului cu tratamentul biologic al deseurilor organice
se obtine un mare avantaj economic fata de metodele traditionale de producere a
hidrogenului [21; 36; 42; 47]. In plus, apele uzate generate In urma proceselor
industriale, constituie un substrat ideal datorita continutului mare de material
organic usor degradabil [70]. In cadrul proceselor clasice, deseurile organice, n
principal apele uzate, sunt convertite Tn metan; studiile recente insa, s-au
concentrat pe dezvoltarea unor procese anaerobe in urma carora se poate obtine
conversia deseurilor organice in biohidrogen [5; 68].

Dezvoltarea cu succes a unei tehnologii de degradare a apelor uzate in
paralel cu producerea biohidrogenului prin dezvoltarea etapei acetogene, ar atrage
dupd sine avantaje tehnologice si financiare enorme. In unele cazuri, ar fi posibild
eliminarea atat a decantoarelor primare din treapta mecanicad de epurare cat si a
etapei anaerobe din treapta biologicd de epurare, acestea fiind inlocuite cu o serie
de bioreactoare anaerobe legate n serie sau in paralel, in functie de specificitatea
apei uzate, in care apa uzata brutd ar trece printr-un proces de degradare anaeroba
in urma caruia rezultd biohidrogen in paralel cu realizarea treptei de denitrificare a
acesteia [87; 95]. Acest proces este guvernat de un inocul microbian Tmbogatit
selectiv, capabil de a degrada aceste substraturi organice complexe, in paralel cu
producerea biohidrogenului. Eliminarea acestor decantoare primare si instalarea
bioreactoarelor pentru producerea biohidrogenului ar putea reduce considerabil linia
namolului in cadrul acestor statii de epurare. Namolul rezultat in urma treptei
biologice de epurare a apelor reziduale este supus unor pretratamente si recirculat
n aceste bioreactoare pentru producerea biohidrogenului (Fig.3.11). Astfel, aceasta
tehnologie are potentialul de a Tnlocui si astfel elimina anumite etape prezente Tn
linia tehnologicd de epurare a apelor reziduale, scdzdnd dramatic costurile de
proiectare, constructie si operare a statiilor de epurare a apelor uzate, in paralel cu
obtinerea unui vector energetic versatil, cu impact redus asupra mediului [15].

Procesul de producere a biohidrogenului prin intermediul degradarii
fermentative este des intalnit in conditii anoxice. Tn timpul procesului de
fermentatie, substratul organic este initial convertit la piruvat, pe cai glicolitice.
Acesta este apoi oxidat la acetil Co-A, care poate fi convertit la acetil fosfat
generand astfel ATP si acetat [78]. Astfel procesele de fermenattie anaerobe permit
productia in masa a hidrogenului prin procese relativ simple, dintr-un spectru larg
de deseuri organice, incluzand ape uzate comunale sau provenite din industria
alimentara. Cand bacteriile degradeaza substraturile organice, sunt generati
electroni care trebuie eliberati in scopul mentinerii neutralitatii electrice a sistemului.
Tn medii anoxice, protonii se pot comporta ca si acceptori de electroni pentru a
produce hydrogen molecular [44]. Astfel, hidrogenul poate fi produs de catre
bacteriile producatoare de hydrogen aflate in diferite substraturi reziduale organice
(Fig. 4.1) [44].

Majoritatea microorganismelor capabile de a genera hidrogen ca si produs
metabolic secundar, fac parte din procariotele apartindnd domeniilor de viata
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Bacteria si Arhaea [145]. Enzima implicatd in acest proces (hidrogenaza) a fost
deasemenea identificata in organitele subcelulare ale unor eucariote [144]. Procesul
de degradarea fermentativa a substratului in H, este comun unor grupe variate de
microorganisme, avand loc printr-o serie de reactii biochimice complexe, similare
bioconversiei anaerobe [33]. Acest proces reprezinta o etapa de tranzitie in cadrul
acestor ecosisteme complexe, fiind de cele mai multe ori un precursor al metanului
(CH,) [54]. Degradarea anaeroba a deseurilor organice complexe in metan
(productia de biogaz), necesita patru etape importante si cinci grupe de
microorganisme distincte din punct de vedere fiziologic [136]. Acest fenomen
implica o serie de procese biologice declansate de reactiile diferitelor specii de
microorganisme in care hidrocarburile sunt convertite de la molecule complexe la
molecule simple si, in cele din urma, la dioxidul de carbon (CO,) si metan (CH,),
printr-o serie de reactii fermentative mediate de catre un grup variat de
microorganisme [80]. Este de asteptat ca elementele preliminare ale retelei de
degradare metanogena sa joace un rol in producerea biohidrogenului. Multe sisteme
termofilice folosesc oxidarea sintroficad a acetatului la CO, si H, de catre bacteriile
acetogene si homoacetogene, cuplata cu consumul de H, de catre microorganismele
metanogene hidrogenotrofe [140]. Bacteriile acetogene producatoare de H, cresc in
asociatii sintrofe cu metanogene hidrogenotrofe, care pastreaza presiunea partiala
a H, suficient de scazutda pentru a permite acetogenezei sa devina favorabila
termodinamic, printr-un transfer interspecific [41]. Astfel, interactiunile metabolice
dintre diversele grupe de microorganisme sunt esentiale, functionarea sistemului
dinamic de producere a H, necesitdnd o profunda intelegere a factorilor implicati.
Optimizarea parametrilor procesului fermentativ pentru imbunatatirea performantei
sistemului este un procedeu important atat pentru productia biohidrogenului cat si
pentru ritmul de degradare a substratului organic.

b
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Fig. 4.1. Caile metabolice adoptate de microorganismele strict anaerobe in timpul
producerii biohidrogenului in urma degradarii substratului organic (glucoza).
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Bacteriile facultativ anaerobe degaja 2 moli de hidrogen pentru fiecare mol
de glucoza degradatd, in timp ce bacteriile strict anaerobe produc 4 moli de
hidrogen pentru 1 mol de glucoza [60]. Organismele facultativ anaerobe sunt mai
putin sensibile la oxigen si sunt capabile in general de a isi relua activitatea de
producere a hidrogenului Tn cazul contaminarii cu oxigen a sistemului. In consecinta,
in ciuda ratei mai mici de generare a biohidrogenului, organismele facultativ
anaerobe sunt de preferat pentru functionarea pe termen lung a acestor sisteme
[2]. Procesul de producere a biohidrogenului prin procese fermentative poate fi
realizat atat prin folosirea unor culturi microbiale pure, cat si a comunitatilor
microbiale mixte. Daca se folosesc comunitati microbiale mixte insa, biohidrogenul
produs de bacteriile producatoare de hidrogen poate fi consumat rapid de bacteriile
consumatoare de hidrogen [143]. Asadar, pentru a evita acest lucru, este nevoie de
crearea unui consortiu microbian specific, capabil sa degradeze deseurile organice si
sa produca hidrogen fara ca acesta sa fie apoi consumat de catre speciile microbiale
metanogene, prin limitarea dezvoltarii acestor din urma [76].

Astfel, unele microorganisme poseda caracteristici care ofera o potentiald
exploatare a acestora in productia biohydrogenului. Aceste caracteristici trebuie
controlate adecvat si chiar ajustate in unele cazuri pentru atingerea scopurilor
propuse [1]. Caracteristicile si functiie acestor microorganismelor sunt guvernate de
multiple enzime si cai metabolice precum sistemul fotosintetic, complexul respirator,
enzimele hidrogenaza si nitrogenaza etc. [46].

4.4. Notiuni de proiectare experimentala

In vederea dezvoltdrii unor astfel de tehnologii de producere a
biohidrogenului in urma degradarii apelor reziduale in cadrul statiilor de epurare si
preepurare a apelor uzate provenite din vatra centrelor populate si industria
alimentard, este necesard depasirea unui impediment major al acestui proces, si
anume rata foarte scazuta de producere a biohidrogenului. Aceasta rata este
guvernata de o serie de parametri fizici, chimici si biologici ca: dezvoltarea bacterilor
producdtoare si consumatoare de hidrogen, substratul utilizat, nutrientii inorganici,
conditiile de operare a bioreactoarelor, etc. [127]. Astfel, optimizarea parametrilor
de functionare a acestor factori, in special a celor nutritivi si ambientali, reprezinta
un aspect deciziv pentru buna functionare a procesului. Cea mai des utilizata
strategie de optimizare este reprezentatd de metoda statisticd de proiectare
experimentald, prin care sunt variati o serie de factori considerati importanti pentru
proces. Aceasta abordare este adesea insotitd de o analiza amanuntita a rezultatelor
experimentale, putand astfel realiza predictii referitoare atat la influenta acestor
factori cat si la interactiunile prezente intre ei [150]. Astfel, datorita naturii dinamice
si complexe a acestor sisteme, utilizarea acestor abordari statistice de proiectare
experimentald reprezintd o necesitate in optimizarea proceselor de productie a
biohidrogenului. Luand in considerare aceste aspecte, se recomanda utilizarea
metodelor de proiectare experimentald pentru a studia efectele diferitilor factori
implicati in procesele analizate, oferind astfel o mai buna intelegere a acestor
fenomene si imbunatatind n acelasi timp performantele tehnologiei [102].

O astfel de abordare experimentala necesita un numar de trei pasi
principali: i) un pas de ierarhizare a factorilor analizati, in functie de importanta
acestora pentru iesirile sistemului ce urmeaza a fi optimizate, utilizand metode
factoriale simple sau multifactoriale, in functie de numarul factorilor ce urmeaza a fi
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investigati; ii) un pas de apropiere de optimul vizat prin variatii a factorilor
investigati utilizand metoda Box-Behnken sau metoda pantei cele mai abrupte; iii)
identificarea zonei de optim, unde nivelurile optime ale factorilor investigati sunt
determinate utilizand metoda suprafetei de raspuns sau alte metode statistice [13].

Analiza componentelor principale si a algoritmilor genetici bazati pe retele
neuronale au fost deasemenea utilizate in vederea optimizarii parametrilor de
proces a sistemelor de producere a biohidrogenului. Tn functie de numarul factorilor
ce sunt supusi investigarii, proiectarea experimentala poate fi clasificatda in doua
categori principale: proiectarea experimentala factoriald simpla si proiectarea
experimentald multifactoriald [150].

4.4.1. Metode factoriale simple

Metoda factorialda simpla reprezintd o abordare directa ce are n vedere
investigarea influentei a cate unui singur factor asupra procesului supus optimizarii,
n timp ce restul factorilor considerati importanti in proces, sunt mentinuti constanti.
Astfel se poate analiza treptat raspunsul tuturot acestor factori asupra procesului
investigat. Datorita usurintei cu care aceastd metoda poate fi aplicatda, metoda
factoriala simpla a fost utilizat adesea Tn studii directionate spre elucidarea efectelor
anumitor factori fizici, chimici si biologici asupra procesului de productie al
biohidrogenului [39; 48]. Cu toate acestea, aceasta abordare prezinta dezavantajul
de a nu releva posibilele interactiuni ce apar intre factorii vizati. Astfel, este posibil
ca zona de optim identificatd, sd nu fie cea reald. In plus, aplicarea acestei metode
presupune realizarea unui numar foarte mare de experimente, in special atunci cand
sunt implicati un numar ridicat de factori, facadnd procesul de optimizare costisitor si
laborios.

4.4.2. Metode multifactoriale

Spre deosebire de metoda factorialda simpld, proiectarea experimentala
multifactoriala este capabila de a evalua influenta mai multor factori simultan pe
mai multe nivele, permitand astfel observarea interactiunilor ce au loc intre acestia.
Analiza statistica a acestei abordari de optimizare se poate realiza fie pe baza
valorilor reale fie pe baza valorilor codificate a factorilor analizati. In cazul din urma,
se poate realiza o comparatie directa a acestor factori, acestia fiind comparabili in
mod direct indiferent de natura lor, realizadndu-se o determinare eficientd a marimii
acestora asupra raspunsului vizat. [39]. Proiectarea experimentala multifactoriala
poate fi clasificata Tn doua categorii principale: metoda multifactoriala completa si
metoda multifactoriala fractionala.

4.4.2.1. Metode multifactoriale complete

Tn cazul utilizdrii unei metode multifactoriale complete, sunt testate toate
combinatiile a fiecarui factor luat in considerare, pe toate nivelurile. Pe baza
rezultatelor obtinute, se poate realiza un model polinomial pentru a descrie efectul
factorilor studiati asupra unui raspuns, urmand optimizarea acestuia [61]. Datorita
capacitatii acestei metode de proiectare experimentald de a acoperii influenta
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factorilor studiati utilizand toate combinatiile posibile, aceasta a fost utilizata
extensiv in studii ce au vizat optimizarea procesului de productie al biohidrogenului
prin fermentare anaeroba [32; 59]. Principalul dezavantaj al utilizarii acestei metode
se refera la faptul cd numarul experimentelor creste exponential odatd cu numarul
factorilor investigati si a nivelurilor acestora. Aceasta abordare statistica de
proiectare experimentald necesita perioade experimentale extinse si costisitoare,
nefezabile din punct de vedere practic si economic.

4.4.2.2. Metode multifactoriale fractionale

Metodele multifactoriale fractionale de proiectare experimentald oferda o
alternativd atunci cand numarul factorilor investigati este prea mare pentru a fi
cercetat utilizand o metoda multifactoriala completa. Acest lucru este posibil datorita
capacitatii acestei abordari statistice de a extrage informatiile necesare utilizand
doar o fractie din numarul de experimente necesare in cazul metodelor
multifactoriale complete [119]. Astfel, utilizind aceste abordari multifactoriale
fractionale, se pot obtine efectele anumitor factori implicati in procesul de producere
al biohidrogenului céat si interactiunile dintre acestia Tn conditii viabile din punct de
vedere economic si practic. Din pacate insa nu poate fi garantata obtinerea unor
predictii optime datoritd capacitatii reduse de modelare a modelului polinomial de
ordinul doi. Dintre cele mai des utilizate metode multifactoriale fractionale de
proiectare experimentala in optimizarea proceselor biologice amintim: metoda
Plackett—Burman, Taguchi, central-compus si Box—Behnken, adesea cuplate cu
metoda suprafetei de rdspuns.

4.4.2.2.1. Metoda Taguchi

Metoda multifactoriala fractionala de proiectare experimentala Taguchi
permite investigarea efectului asupra unui raspuns dat a unui numar ridicat de
factori cu douda sau mai multe nivele intr-un numar relativ scazut de experimente.
Acest lucru face din metoda de proiectare experimentala Taguchi o unealta foarte
eficienta in analiza combinatiei optime a factorilor avuti in vedere pentru a atinge
optimul dorit al raspunsului investigat [3]. Tn urma aplicarii acestei metode, utilizand
0 serie de unelte statistice se pot identifica factorii cheie ce au efect significant
asupra raspunsului avut in studiu. Cu toate acestea, uneori metoda Taguchi nu este
foarte exacta deoarece optimul raspunsului investigat poate fi departe de nivelurile
predeterminate ale factorilor investigati [125].

4.4.2.2.2. Metoda Plackett-Burman

Primul pas spre optimizarea proceselor de producere al biohidrogenului il
reprezinta identificarea importantei factorilor investigati asupra procesului. Metoda
multifactoriald fractionald de proiectare experimentald Plackett—Burman poate fi
folosita cu succes in ierarhizarea importantei factorilor investigati asupra raspunsului
[61]. Deoarece principalele efecte pot fi determinate nu doar de factorii studiati ci si
de posibilile interactiuni dintre acesti, metoda de proiectare experimentala Plackett-
Burman se preteaza situatilor in care aceste interactiuni sunt considerate neglijabile.
De cele mai multe ori se utilizeaza un model polinomial de ordinul 1 (Eq. (4.18))
pentru a descrie efectele factorilor analizati.
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y=pp+ Z.EEXE
= (4.18)

unde y este raspunsul, B0 este constanta, Bi este coeficientul linear si Xi reprezinta
nivelul factorilor codificati. In urma unei analize ANOVA a modelului estimat se pot
ierarhiza factorii analizati in functie de importanta acestora asupra raspunsului [7].

4.4.2.2.3. Metoda pantei ascendente

Estimarea initiala a conditiilor optime ale unui bioproces este de cele mai
multe ori departe de optimul real. Astfel este necesar un al doilea pas de optimizare,
bazat pe identificarea factorilor cheie a procesului respectiv si identificarea
conditiilor optime a acestora. Metoda multifactoriala fractionala de proiectare
experimentald a pantei ascendente este una dintre cele mai eficiente metode
dezvoltate in acest sens. Pentru a obtine aceasta panta ascendenta pentru factorii
investigati Tn prealabil utilizand abordarea Plackett-Burman sau Taguchi, adesea se
utilizeaza un model polinomial de ordinul 1 (Eq. (4.1)). Panta ascendentd atfel
rezultatd pleaca de la centrul proiectarii experimentale, terminandu-se in zona in
care nu mai pot fi aduse imbunatatiri sistemului, astfel indicind zona de optim
pentru raspunsul investigat [74].

4.4.2.2.4. Metodele compus centrale si Box-Behnken

Dupa identificarea regiunii raspunsului optim pentru un proces urmarit, este
necesara o caracterizare amanuntita a raspunsului Tn acea zona de optim. Metodele
multifactoriale fractionale de proiectare experimentala central-compus si Box—
Behnken pot fi utilizate pentru estimarea unui model polinomial de ordinul doi al
raspunsului in zona de optim generand o suprafata de raspuns.

Modelul central-compus reprezintd o metoda multifactoriala fractionala pe
cinci niveluri dezvoltata de Box si Wilson. Modelul este alcatuit in general din un
model factorial complet de tip 2n, un model axial de tip 2n si un model central de tip
m [17]. Aceasta abordare necesita un numar relativ ridicat de nivele ale factorilor
investigati, continand extreme la ambele capete ale acestor factori.

Modelul Box—Behnken este o metoda multifactoriala fractionala pe trei
nivele, dezvoltatd de Box si Behnken. Acest model poate fi considerat o combinatie
a unei proiectari factoriale pe doua nivele si o proiectare incompleta de tip "block".
In fiecare structurd de tip "block", un anumit numar de factori implicati in procesul
investigat sunt analizati in toate combinatiile, Tn timp ce restul factorilor sunt
mentinuti la valori centrale [11]. Proiectare experimentald Box—Behnken reprezinta
o alternativa economicd modelului central-compus datoritd numarului redus de
nivele la care sunt investigati factorii implicati in proces si considerati relevanti.
Deasemenea, nivelele considerate pentru acesti factori nu necesita extreme
superioare si inferioare.

4.4.2.2.5. Metoda suprafetei de raspuns

Pentru aplicarea metodei suprafetei de raspuns, in general se utilizeaza un
model polinomial (Eq. (4.19)) capabil de a descrie efectul factorilor analizati n
prealabil prin metodele central-compus sau Box—Behnken, asupra unui raspuns.
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y="F+ iﬁifﬁ +iﬁ'ﬁ-¥£: + z Bij XX

=1 =1 i (4.19)

unde y reprezintd raspunsul, B, reprezintd consstanta, Bi reprezinta coeficientul
linear, Bii reprezinta patratul coeficientului, Bij reprezinta coeficientul interactiv si Xi
reprezinta nivelurile factorilor codati. Modelul polinomial de ordinul doi poate fi
reprezentat grafic ca o suprafata de raspuns si a unui contur de raspuns. Aceste
reprezentari grafice pot identifica importanta factorilor studiati asupra raspunsului
cat si interactiunile ce apar intre acesti factori. Utilizand analiza ANOVA, pot fi
identificati factorii si interactiunile ce exercita cea mai mare influenta asupra
réspunsului. Tn plus, utilizand modelul de regresie este posibild estimarea
raspunsului optim al factorilor cheie impreund cu interactiunile acestora, pentru
procesul de productie al biohidrogenului utilizdnd ape uzate ca substrat
fermentescibil [105106; 156].

4.4.3. Metoda retelelor neuronale si algoritmul genetic

Tn ultimii ani a fost dezvoltatd reprezentarea matematicd a functiilor
neuronale. Acest model este capabil de a descrie efectele ce interactioneaza la
nivelul diferitilor factori ai unui proces non-linear. Exista studii ce concluzioneaza
faptul ca un astfel de model neuronal este mult mai potrivit pentru modelarea cat
mai exacta a unui proces biologic ca producerea biohidrogenului in comparatie cu un
model polinomial de ordinul doi [128]. Tnsd utilizarea acestui model necesitd
abordarea unor tehnici de optimizare diferite cat si a unui numar sporit de
experimente. Algoritmul genetic bazat pe principiul evolutiei prin selectie natural3,
reprezintd o astfel de abordare a optimizarii unor astfel de procese biologice non-
lineare si complexe de producere a biohidrogenului utilizind modelul functiilor
neuronale

4.4.4. Optimizarea raspunsurilor multiple

Avand n vedere faptul ca procesul de producere al biohidrogenului utilizand
ape uzate reziduale poate fi legat de procesul de preepurare sau chiar epurare a
acestora, poate aparea necesitatea de a optimiza doua sau mai multe raspunsuri
simultan. Adesea optimizarea unui raspuns intervine in optimizarea altui raspuns n
cazurile in care se doreste optimizarea simultana a doua sau mai multe raspunsuri.
Pentru evitarea acestor situatii, este necesara o strategie de optimizare simultana a
raspunsurilor vizate. Acest pas necesita dezvoltarea cate unui model caracteristic
fiecarui raspuns in parte si mentinerea simultana a acestora in zona de optim. Acest
pas este urmat de identificarea unui raspuns general, astfel optimizarea mai multor
raspunsuri poate fi redusa la optimizarea acestui singur rdaspuns general utilizand
strategiile de proiectare experimentala descrise anterior [123].
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4.5. Modelarea matematica si simularea proceselor
biologice generatoare de biohidrogen

O serie de modele matematice si simulari au fost dezvoltate in ultimii ani
pentru o mai buna intelegere a proceselor implicate in producerea biohidrogenului si
astfel pentru o abordare eficienta a optimizarii acestora. Aceste modele matematice
si simulari pot fi utilizate in determinarea valorilor optime a parametrilor relevanti in
procesul de productie al biohidrogenului. Tn ultimii ani au fost dezvoltate o serie de
modele matematice capabile de a descrie o gama larga de procese biotehnologice
[132133; 152]. Unele dintre aceste modele pot fi utilizate pentru descrierea
fenomenelor biotehnologice implicate n procesul de productie al biohidrogenului
[47; 132]. Astfel au fost dezvoltate modele matematice capabile de a descrie
degradarea substratului organic de catre microorganismele producatoare de
hidrogen, cresterea acestor microorganisme, generarea hidrogenului ca si produs
metabolic final, producerea diferitilor produsi metabolici, etc. [107; 152]. Datele
obtinute Tn urma dezvoltarii si utilizarii acestor modele matematice, pot oferii o
imagine completd a proceselor implicate in degradarea anaerobda a rezidurilor
organice cu producere simultana de biohidrogen.

Material ne-degradabi

Biomasa Descompunere Materie organica
influentului anaeroba - biodegradabila
Nutrientii si compusii metalici eliminati Hidroliza realizata de

microorganismele heterotrofe

PO, ~

COD biodegradabil
Azot organic solubil

Amenificarea realizata de Fermentatie anaeroba realizata

microorganismele heterotrofe de microorganisme heterotrofe
H, si
V co,
Precipitare - NH, Acid propionic .
: ) : ) Acid acetic - A.:C‘“?C”“.Z" realizata de | H. si . Transfer
Fosfali de amoniu si calciu microorganisme acetogene CO, gaz-lichid

Metanogeneza
acetoclastica

Metanogeneza

Cl:t. s hidrogenotrofa

CO,

Figura 4.2. Reprezentare grafica a unui concept de modelare matematica a
procesului de producere al biohidrogenului in urma fermentarii anaerobe.

Pentru a obtine predictii reale este necesara Tnsa utilizarea unui sistem

complex de modele matematice in care fiecare model este dezvoltat pentru a
descrie diferite etape ale procesului de producere al biohidrogenului (Fig. 4.2) [43].
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Aceastd necesitate este data de complexitatea sistemului ce necesita o descriere
matematica a unui numar considerabil de etape si factori diferiti implicati in procesul
fermentativ. Acesti factori se refera la cresterea si inmultirea microorganismelor
producatoare de hidrogen, compozitia microbiald initiala, degradarea substratului,
generarea produsilor metabolici finali (hidrogen, acizi grasi volatili, solventi, etc) si
gradul de inhibitie a acestora asupra sistemului. Deasemenea este necesara
descrierea amanuntitd a efectului unor parametri fizico-chimici ca temperatura, pH-
ul, rata de dilutie a substratului, etc., cat si interactiile dintre acestia, asupra
procesului de producere al biohidrogenului [107; 109].

4.5.1. Modelarea progresului productiei de biohidrogen

Producerea biohidrogenului in urma fermentarii anaerobe reprezinta un
proces complex si dinamic. Cu toate acestea, in ultimii ani au fost dezvoltate o serie
de modele matematice capabile de a descrie In detaliu fenomenele implicate in acest
proces. Printre primele modele matematice utilizate pentru descrierea progresului
productiei biohidrogenului, este modelul modificat Gompertz (Eqg. (4.20)). Dezvoltat
de M.H. ZWIETERING & al. [160], modelul a fost utilizat atdt pentru descrierea
degradarii substratului de catre bacteriile producatoare de hidrogen si inmultirea
acestora cat si generarea hidrogenului si a altor produsi metabolici secundari Tn
fermentatii anaerobe in regim stationar [18; 72].

Tn ultimii ani, avand la bazad modelul Logistic (Eq. (4.21)), folosit de cele mai
multe ori pentru a descrie progresul cresterii microbiale Tn experimentele de
producere al biohidrogenului Tn pat stationar, a fost dezvoltat modelul Logistic
modificat (Eq. (4.22)). Acesta a fost dezvoltat in special pentru descrierea
progresului producerii biohidrogenului utilizand sisteme model [103]. Deasemenea,
acest model a fost utilizat si pentru descrierea cresterii bacterilor producatoare de
biohidrogen, reusind sa descrie mai exact acest fenomen in comparatie cu modelul
Logistic clasic [104; 148]. O serie de studii au comparat abilitatea modelelor
modificate Gompertz, Logistic si Richards (Eq. (4.23)) de a descrie progresul
cresterii microbiale in pat stationar, concluzionand ca modelul Gompertz modificat
este cel mai in masura de a modela acest factor [104].

v Xpexp(k 1)
1- {an;{mcr:'lil - E-W{'I‘rr:'j (4.20)
Rirgfp
H = Hypg ot i—s [ﬁi}f— t)+ 1]}
maxSXpP | —exp Hepox (4.21)
H= HI‘T‘LEI
1+ exp[dR o ¥ — ) Hppr + 2] 4.22)
Moy Ty 1-';'1-—”’-:'
5=5 [1 - {1 + (m—1)e™x exp [—m Hm=1y — tj]l o ]
Sy (4.23)

unde H si Hy. reprezintd valoarea cumulata a substratului degradat cat si valoarea
maxima a substratului degradat (atunci cand ecuatia este utilizatd pentru descrierea
degradarii substratului), sau inmultirea cumulata a microorganismelor producatoare
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de hidrogen cat si inmultirea maxima a acestora (atunci cand ecuatia este utilizata
pentru a descrie inmultirea microorganismelor producatoare de hidrogen).

Deasemenea, o serie de grupuri de cercetare au modificat si utilizat modelul
matematic Nr. 1 al digestiei anaerobe (ADM1), dezvoltat de Asociatia Internationala
a Apei (IWA), pentru a descrie progresul degradarii glucozei, cresterii microbiene si
producerea metabolitilor secundari, inclusiv hidrogenul, in conditii de pat stationar
[35; 113]. Unul dintre principalele dezavantaje ale utilizarii acestui model provine
din gradul inalt de dificultate al aplicarii.

Atat modelul matematic Luedeking—Piret (Eq. (4.24)) cat si forma modificata
a acestuia (Eq. (4.25)) sunt adesea utilizate pentru a descrie relatia dintre rata de
crestere a microorganismelor producatoare de hidrogen si rata de formare a
metabolitilor secundari [107]. Deasemenea, Eq. (4.26) si (4.27) au fost utilizate
pentru a descrie relatiile dintre degradarea substratului organic, producerea
metabolitilor secundari, inclusiv a hidrogenului, cat si rata de crestere a
microorganismelor implicate Tn procesul fermentativ [104].

P _ . dX o
ar = Yexgr TE (4.24)
dp_ . dX

dt ~ Pi¥gg (4.25)
dp_ . s

dt ~ PS4 (4.26)
dx _ _, ds

dr ~ T ¥de (4.27)

Tn concluzie, se poate afirma ca modelul matematic Gompertz modificat
permite descrierea unei palete largi de factor ice influenteazd producerea
biohidrogenului. Deasemenea, utilizdnd modelul matematic Logistic modificat se pot
obtine predictii similare. In ceea ce priveste modelul modificat ADM1, se poate
afirma ca utilizarea acestuia este considerabil limitatd de dificultatea aplicarii
acestuia [13]. Se recomanda realizarea unor studii aditionale referitoare la modelul
matematic Luedeking—Piret si forma modificata a acestuia in sisteme continue.
Pentru o mai bund intelegere a acestor sisteme se recomanda deasemenea
utilizarea Eq. (26) pentru a descrie relatia dintre degradarea substratului organic si
producerea metabolitilor secundari, cat si utilizarea Eq. (4.26) si (4.27) pentru a
descrie comparativ aceastd relatie utilizand culturi microbiene pure cat si culturi
microbiene mixte [13]. Studiile comparative ce vizeaza abilitatea acestor modele
matematice de a descrie progresul procesului fermentativ de producere al
biohidrogenului sunt limitate, astfel se recomanda o aprofundare a acestui subiect.

4.5.2. Modelarea cresterii microbiene in paralel cu degradarea
substratului

Substratul organic utilizat in fermentarea anaeroba cu producere de
hidrogen contine o concentratie ridicatd de carbohidrati, o sursa importantd de
energie si carbon pentru bacteriile producatoare de hidrogen, influentand astfel in
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mod direct rata de producere a biohidrogenului a acestor organisme. Exista o serie
de modele matematice utilizate pentru a descrie mecanismele implicate 1n
degradarea substratului, producerea biohidrogenului si cresterea microorganismelor
implicate Tn aceste procese [107].

Printre primele modele matematice utilizate pentru a descrie relatia dintre
cresterea microorganismelor si degradarea substratului, se numara modelul
matematic clasic Monod (Eq. (4.28)) [62]. Tn ultimii ani Tns& au fost dezvoltate o
serie de modele matematice capabile de a descrie mai exact aceste fenomene.
Studii ce au comparat abilitatea modelului clasic Monod de a descrie relatia dintre
progresul degradarii glucozei si cresterea microorganismelor producdtoare de
hidrogen, cu modelul matematic Andrew (Eg. (4.29)) si forma modificatd a acestuia
(Eg. (4.30)) au concluzionat ca cele din urma descriu mai exact aceste fenomene
[108]. Acest lucru este pus pe seama faptului ca spre deosebire de modelul clasic
Monod, modelul Andrew si forma sa modificatd tin cont si de inhibitia substratului,
aducand modelul mai aproape de sistemul real.

@5 _ —1 Ry

E[t - Yxl.'sKs + .5 (4.28)
ds _ -1 Rimgad ¥

dt — Yyl + 5 +5°/K; (4.29)
@5 _ -1 R yd ¥

dt ~ YysKe+5—5 K, (4.30)

unde X = Xo + Yxs(So - S) Si Rmax reprezinta rata de crestere specifica a
microorganismelor.

Modelul matematic Monod cu modificari (Eq. (4.31)) poate fi utilizat pentru
a descrie efectele concentratiei substratului asupra ratei de producere al
biohidrogenului si a cresterii microorganismelor implicate in proces, Tn conditiile n
care substratul organic utilizat pentru fermentatie inhiba cresterea acestor
microorganisme si implicit rata de productie a hidrogenului. Tn plus, au fost
dezvoltate douda modele matematice (Egs. (4.32) si (4.33)) avand la baza modelul
Monod modificat, Tncorporand inhibitiille ce apar Tn procesul biotehnologic de
producere al biohidrogenului provocate de valori foarte acide ale pH-ului si
degradarea substratului, pentru a descrie progresul degradarii glucozei si al cresterii
microbiene Tn fermentatii anaerobe realizate n pat stationar [71; 112]. Aceste
modele matematice pot deasemenea descrie progresul productiei biohidrogenului
impreuna cu generarea anumitor produsi metabolici secundari.

pH —pHy,, ]
Iy =exp|-3|— T
i IPI (PHL'L —pHy,/ (4.31)
A5 —1 RypgyS
dt ~ Yy K +5 FF (4.32)
d“r Rmcrs- I. =
&t T R +5 e (4.33)
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unde Rnax reprezinta rata de crestere specifica a microorganismelor producatoare de
hidrogen.

In ultimii ani au fost dezvoltate doud variante extinse ale modelului Monod,
si anume modelul Han—Levenspiel (Eq. (4.34)) impreuna cu o variantd modificata a
acestuia (Eq. (4.35)). Aceste modele matematice au fost utilizate pentru a descrie
efectele concentratiei glucozei si a sucrozei asupra ratei de productie a
biohidrogenului concluzionand ca aceste modele descriu mai exact aceste procese in
comparatie cu modelul clasic Monod [16].

S ™
(s
C S+ KEs(1—5/Sg)" (4.34)
S Tr
R Rmrs':l ~ Scrit:]
= S+EK, (4.35)

In general, modelul matematic Monod, ncorporand termeni aditionali ce
descriu diverse inhibitii ale procesului sau rata de degradare a biomasei, poate fi
utilizat cu succes pentru a descrie efectele concentratiei substratului asupra ratei de
degradare a acestuia, cresterea microorganismelor si producerea biohidrogenului in
sisteme de fermentare anaeroba [13]. Se recomanda studii aditionale de comparare
a acestor modele matematice dezvoltate din modelul Monod pentru identificarea
celui mai potrivit model pentru descrierea cazurilor particulare de fermentare
anaeroba cu producere de biohidrogen céat si pentru a descrie efectele concentratiei
substratului sau a anumitor produsi metabolici asupra procesului fermentativ.

4.5.3. Modelarea formarii produsilor metabolici secundari si a
inhibitiei procesului

Tn ultimii ani, o serie de studii au confirmat faptul ca acumularea anumitor
produsi metabolici, saruri sau chiar a hidrogenului, poate influenta necesitatile
energetice ale microorganismelor producatoare de hidrogen si chiar inhiba o serie de
enzime specifice implicate Tn generarea hidrogenului. Astfel, totalitatea acestor
factori pot inhiba cresterea microorganismelor implicate Tn producerea hidrogenului
prin fermentarea anaeroba a substratului organic si implicit producerea acestuia.

Pana in prezent au fost dezvoltate o serie de modele matematice capabile de
a descrie efectele inhibitorii ale unor saruri cat si a concentratiei in sistem a
hidrogenului, asupra proceselor fermentative de producere a biohidrogenului. Dintre
acestea, foarte des utilizat este modelul matematic Han—Levenspiel modificat (Eq.
(4.35)). Pe langa acesta, o serie de alte modele matematice (Eq. (4.36), (4.37) si
(4.38)) au fost propuse pentru a descrie efectele inhibitori ale concentratiilor
sucrozei, acetatului de sodiu si a acidului butiric asupra ratei de degradare a
substratului organic si a productiei biohidrogenului cat si asupra cresterii
microorganismelor implicate in procesele de degradare anaeroba a substratului
organic cu producere simultand de biohidrogen [154].

Ri‘KEI

ST AL (4.36)
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_ Bmaafc
K. +C (4.37)
5 5 4™ € 4"
R=Rp———(1-—) [1-—
MK +5 ( Scrir'] ( Ifr.:rir'] (4.38)

Temperatura este considerata ca fiind unul dintre cei mai importanti factori
ce influenteaza productia de hidrogen prin procese de fermentatie anaeroba datorita
efectului direct atat asupra activitatii microorganismelor implicate in proces cat si
asupra enzimelor esentiale, ca de exemplu hidrogenaza. Unul dintre primele modele
matematice utilizate pentru a descrie efectele temperaturii asupra ratei de productie
a hidrogenului si a cresterii microorganismelor implicate Tn acest proces, este
modelul Arrhenius (Eq. (4.39)). In plus, acest model a fost utilizat cu succes pentru
a descrie efectele temperaturii asupra ratei de degradare a substratului organic si a
productiei anumitor metaboliti finali Tn timpul proceselor fermentative de producere
a biohidrogenului [16].

S
R=Aexp|—== )
rp( BT, (4.39)
O limitare importanta insa a acestui model o reprezinta imposibilitatea de a
modela scaderea raspunsului odata cu cresterea temperaturii peste valorile optime.
Tocmai pentru a raspunde acestei necesitati a fost dezvoltat modelul matematic
Ratkowsky (Eq. (4.40)). Acest model reuseste cu succes sa descrie efectul
temperaturii asupra proceselor fermentative de producere a biohidrogenului de-a
lungul Tntregii plaje de valori a temperaturii. Astfel, modelul matematic Ratkowsky
reda curba trasata de valorile temperaturii de la T, 12 Tmax, avand valori optime la
Topt [149].

R = [A(T — Ty )11 — exp[B(T — Ty ) 11° (4.40)

pH-ul este deasemenea considerat un factor cheie in procesle fermentative
de producere a biohidrogenului, influentadnd Tn primul radnd activitatea hidrogenazelor
si cresterea microorganismelor implicate Tn proces. Modelul matematic Andrew (Eq.
(4.29 si 4.41)) a fost utilizat pentru a descrie efectul concentratiei H" asupra ratei
specifice de productie a biohidrogenului in sisteme fermentative. In plus, acest
model poate fi utilizat pentru a descrie efectul concentratiei H* asupra factorilor ca
rata degradarii substratului organic, cresterea microorganismelor implicate in aceste
procese cat si producerea anumitor produsi metabolici secundari [34]. Deasemenea
este posibilda modelarea efectului pH-ului asupra sistemelor fermentative de
producere a biohidrogenului utilizdnd acest model. Modelul matematic Ratkowsky
(Eq. (4.42)) reprezinta deasemenea un candidat potrivit pentru descrierea efectului
pH-ului asupra diferitilor parametri ai procesului de producere al biohidrogenului
degradand substante organice complexe [153].

5= RingalH ]
T K+ [H+ [H T Ky (4.41)
R=[A(pH - PHmin:']:{l — exp[B (pH — PHmcx:']}: (4.42)
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Rata de dilutie a substratului organic reprezinta deasemenea un factor
decisiv n procesul fermentativ de producere a biohidrogenului, influentand abilitatea
microorganismelor de a degrada substantele organice din sistem. O serie de studii
au utilizat atadt modelele matematice "substrat unic" cu si fara elemente ce descriu
degradarea biomasei cat si modelul "substrat dublu" cu elemente incorporate de
degradare a biomasei (bazate pe Eqgs. (4.43-4.46)) pentru a descrie efectele ratei de
dilutie atat asupra generarii biohidrogenului in sisteme fermentative anaerobe cét si
asupra concentratiei glucozei, peptonei, sucrozei, biomasei si o serie de produsi
metabolici ca acid formic, acid acetic, acid butiric, acid propionic si etanol. Aceste
studii au concluzionat faptul cd modelul matematic "substrat dublu” cu elemente
incorporate de degradare a biomasei este cel mai Tn masura de a descrie corect
efectele acestor factori asupra ratei de productie a biohidrogenului [153]. Alti autori
au utilizat Eq. (4.47) pentru a descrie efectele ratei de dilutie asupra degradarii
sucrozei Intr-un proces fermentativ de producere a biohidrogenului [19].

o__ DEs

T Rpar— D (4.43)
. (D +ka)Es

" Rpax—D — kg (4.44)
X = Vyys(Sp —5) (4.45)
P =Vp X (4.46)
where R« is the specific microbial growth rate.

D+k
R= Voo =
x5 (4.47)

Avand in vedere faptul cd majoritate studiilor referitoare la modelarea
matematica a producerii diferitilor produsi metabolici impreuna cu efectul inhibitor al
acestora asupra proceselor fermentative de producere al biohidrogenului au fost
realizate in sistem stationar, se recomanda investigarea acestor modele si in
sisteme semi-stationare si continue. Dintre toate modelele matematice prezentate,
doar modelul Han—Levenspiel cu modificari ulterioare a fost utilizat pentru a descrie
efectele inhibitorii ale concentratiei sarurilor si a hidrogenului asupra ratei de
producere a biohidrogenului in procese de fermentare anaeroba [13]. Acest model
ar putea fi utilizat pentru a descrie efectul acestor factori si asupra degradarii
substratului, a cresterii microorganismelor producatoare de hidrogen si asupra ratei
de producere a anumitor produsi metabolici secundari. Se considera necesara
investigarea mai amanuntitd a capacitatii acestor modele matematice de a descrie
efectul diferitilor produsi metabolici asupra proceselor fermentative de producere a
biohidrogenului in sisteme continue si semi-continue.
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5. ETAPE SI METODE EXPERIMENTALE
ABORDATE

5.1. Baza materiala

Cercetarile doctorale au fost realizate atat in laboratoarele de "Alimentari cu
apa si canalizari", "Producere a Biogazului" si "Microbiologia si Chimia Apei" din
cadrul Departamentului de Hidrotehnica al Universitatii "Politehnica" din Timisoara,
cat si in laboratoarele de Biologie moleculara si Biotehnologii din cadrul Institutului
de Cercetari Biologice al Academiei Maghiare, Szeged, Ungaria.

Intr-o faza incipientd, au fost realizate studii preliminare pe statii pilot
referitoare metodologia de obtinere a biogazului din masa organica (Figurile 5.1 si
5.2). Aceste cercetari preliminare s-au realizat utilizand o solutie pe baza de glucoza
fermentata termofil (digestorul 1) si mezofil (digestorul 2). Aceastd tehnologie
bioenergetica prezinta doua digestoare de contact, echipate cu suport mobil din
piese de PVC, cu scopul de a stimula procesele de dezvoltare a microorganismelor
anaerobe. Aceste digestoare pot functiona fie in regim mezofil (28-39°C), fie in
regim fie Tn regim termofil. Temperaturile de fermentare pot fi programate individual
pentru fiecare digestor astfel acestea pot fi operate fie la aceasi temperatura fie la
temperaturi diferite (ex. primul digestor este operat in regim termofil iar cel de-al
doilea digestor este operat in regim mezofil).

[2) savniavior
)

W8 ANAEROBIC DIGESTER

Figura 5.1. Schema tehnica a instalatiei experimentale Armfield.
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Dispunerea in serie a digestoarelor anaerobe determind un plus de energie
obtinuta, de circa 30% in prima etapa si 28% in cea de-a doua etapa. Volumele de
reactie pot fi egale sau diferite, in functie de temperaturile de fermentare specifice
fiecarui bioreactor. Astfel, In cazul unui regim de functionare mixt, digestorul
termofil trebuie prevazut cu o capacitate de 50-75% mai mare in comparatie cu
digestorul anterior termofil [6]. Aceste concluzii sunt utile pentru derularea in
continuare a cercetarilor pe instalatii pilot de tip industrial.

Figura 5.2. Instalatia experimentalda Armfield, alcatuita din doud digestoare
anaerobe de contact cu suport (fix sau mobil) sau fara suport, ce pot functiona atat
in paralel cat si in serie, In regim continuu sau stationar; instalatia este prevazuta cu
sistem de control si monitorizare al temperaturii din digestoare, pompe pentru
circularea fluidelor si recipiente prevazute cu lichid, utilizate in captarea si
contorizarea n paralel a biogazului produs.

Figura 5.3. Instalatia experimentala pilot cu capacitate de 300L.
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5.2. Obtinerea inoculilor

5.2.1. Prelevarea inoculilor

Tn scopul obtinerii unui inocul complex de microorganisme capabile de
degradarea apelor uzate provenite din vatra centrelor populate si industria
alimentara cu obtinerea in paralel a biohidrogenului, au fost prelevate probe din o
serie de habitate bogate in materie organica (Figura 5.2). Astfel microorganismele
selectate pentru utilizarea ca inocul primar Tn experimentele ntreprinse n cadrul
cercetarii doctorale provin din: ape uzate din industria berii, namol activ prelevat de
la un bioreactor de mari dimensiuni ce utilizeaza dejectii menajere pentru a produce
metan Tn regim continu, treapta de denitrificare a statiei de epurare a apelor uzate a
orasului Timisoara, namol prelevat din un brat inchis al raului Barzava. Aceste
ecosisteme prezinta o biodiversitate ridicata de microorganisme capabile de
degradarea diversilor compusi organici.

Figura 5.3. Punctele de prelevare a microorganismelor ce urmeaza a fi utilizate ca
inoculi in procesele fermentative de producere a biohidrogenului in urma degradarii
apelor uzate; A - fabrica de bere Timisoreana, B - brat inchis al raului Barzava, C -
treapta de denitrificare a statiei de epurare a orasului Timisoara, D - bioreactor al
platformei de cercetare USAMVBT utilizat pentru producerea metanului Tn urma
degradarii dejectiilor animaliere.
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5.2.2. ldentificarea metodelor optime de pretratament a
inoculilor

Datorita faptului cd in experimmentele de fermentare anaeroba a apelor
uzate au fost utilizati inoculi formati din populatii mixte de microorganisme, este
necesara realizarea unei selectii a populatiilor microbiene producatoare de hidrogen
in detrimentul celor consumatoare de hidrogen. In scopul imbogatirii acestor
microorganisme generatoare de hidrogen capabile de a forma spori de rezistenta si
de a limita dezvoltarea microorganismelor metanogene incapabile de a forma acesti
spori, s-au utilizat o serie de strategii de pretratament a acestor inoculi (Fig. 5.4).
Pretratamentele adoptate au constat in: incalzirea inoculului initial la o temperatura
de 70°C timp de o ora; scaderea valorii pH-ului inoculului initial pana la o valoare de
3, pentru o perioada de 24 de ore la temperatura camerei utilizand HCI 1N;
ultrasonicarea inoculului pentru o perioada de 30 de minute la descarcari
discontinue de 24 KHz (0.5 secunde descarcare urmata de o pauza de 0.5 secunde);
o combinatie a tuturor acestor pretratamente. Deasemenea, pentru fiecare tip de
inocul utilizat, au existat experimente martor in care inoculii microbieni nu au fost
supusi pretratamentelor. Toate experimentele in care au fost utilizati atat inoculii
supusi pretratamentelor céat si cei fara aceste pretratamente, au fost realizate in trei
paralele simultane pentru identificarea eventualelor erori experimentale standard.

Figura 5.4. Realizarea diferitelor strategii de pretratament a consortiilor initiale de
microorganisme; A - pretratamentul cu caldura in baie de apa, B - pretratamentul
cu acid utilizand HCI 1N, C - pretratamentul prin ultrasonicare utilizand
ultrasonicatorul, D - inocularea consortiilor microbiene dupa aplicarea
pretratamentelor.
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5.3. Determinarea compozitiei comunitatilor microbiene

5.3.1. Cultivarea microorganismelor

Pe toata durata experimentelor de fermentare a apelor uzate s-au realizat
proceduri de cultivare a microorganismelor utilizate ca inoculi initiali (Fig. 5.5).
Acestea au fost cultivate atit Tnainte cat si dupd realizarea pretratamentelor,
utilizand mediul de cultura TGM (30 g/L tryptone, 1 g/L yeast extract, 10 g/L
glucose) si mediul de culturd clasic DMI, ambele solidificate cu 1.5% agar.
Microorganismele au fost supuse dilutilor in serie si apoi cultivate n trei serii
paralele la o temperatura de 30°C atat in conditii aerobe cat si in conditii anaerobe.

Figura 5.5. Cultivarea pe medii solide a microorganismelor utilizate Tn
experimentele de productie a biohidrogenului in urma degradarii apei uzate.

5.3.2. Extragerea si izolarea ADN-ului total

Deasemenea, Tn paralel cu metodele de cultivare a microorganismelor, s-au
realizat procedee de extractie si izolare a ADN-ului total conform metodelor
standard, cu modificari [23]. Probele (0.5 g) au fost mai intai tratate cu 1.3 ml
solutie tampon de extractie (Fig. 5.6). Dupa agitarea si amestecarea acestora a fost
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addugata 7 pl de proteinazd K (20.2 mg/ml). In pasul urmétor s-au addugat 160 pl
de 20% SDS urmat de agitarea prin inversie si incubarea probelor la 60°C pentru o
ord agitand probele la intervale de 15 minute. Apoi probele au fost centrifugate la
13000 RPM timp de 5 minute, transferdnd supernatantul in tuburi eppendorf noi.
Depunerea solida astfel rezultata, a fost tratata in trei repetitii cu 400 pl solutie
tampon de extractie si 60 ul solutie SDS (20%) urmand ca probele sa fie incubate la
60°C pentru 15 minute cu agitare intermitenta la intervale de 5 minute.
Supernatantul colectat a fost amestecat cu cloroform si alcool isoamilic (25:24:1).
Stratul apos a fost separat si precipitat cu 0.7 volum izopropanol. Dupad o
centrifugare la 13000 RPM pentru 15 min, precipitatul brun a fost spalat cu 70%
etanol, uscat la temperatura camerei si dizolvat in solutie TE (10 mM Tris Cl, 1 mM
EDTA, pH 8.0).

Figura 5.6. Extragerea si izolarea ADN-ului total al microorganismelor utilizate Tn
experimentele de productie a biohidrogenului in urma degradarii apei uzate.

5.3.3. Determinarea compozitiei comunitatiilor microbiene
prin metoda 16S rRNA

Comunitatiile microbiene au fost supuse deasemenea analizelor genetice
prin metoda 16S rRNA (Fig. 5.6). Pentru o identificare completd a compozitiei
acestor comunitati s-au utilizat primeri specifici atat pentru bacterii cat si pentru
arhei (63F 5’-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3' 1542R 5’-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3' si respectiv UA571F 5'-GCYTAAAGSRICCGTAGC-3'
UA1204R 5'-TTMGGGGCATRCIKACCT-3') Aceste analize au fost efectuate atat la
nivelul coloniilor izolate din probele anallizate cat si la nivelul ADN-ului total extras
din aceste probe. Metoda moleculara 16S rRNA a fost utilizata extensiv in cadrul
cercetarilor de profil taxonomic in ultimii ani. Secventierea capilard a fost utilizata
pentru a determina secventele fragmentelor 16S rRNA amplificate. Identificarea
comunitatilor microbiene a fost realizatd prin asocieri homologe utilizand baza de
date online BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

BUPT



Determinarea compozitiei comunitatilor microbiene 67

Figura 5.7. Analiza geneticd prin metoda 16S rRNA a microorganismelor utilizate n
experimentele de productie a biohidrogenului in urma degradarii apei uzate.

5.3.4. Caracterizarea metagenomica a comunitatiilor
microbiene

Tn ultimii ani a fost dezvoltatd o metod& de secventiere si analizd a ADN-ului
microbian total de inaltda rezolutie (Fig. 5.8). Aceastd metoda ne permite analiza
detaliata a tuturor taxonilor componenti din cadrul unui consortiu microbian
complex. Probele au fost astfel pregatite pentru analiza metagenomica si analizate
pe platforma lon Torrent PGM (Life Technologies). Pentru fiecare probd analizatad au
fost generate Tn medie aproximativ 291.322 de fragmente secventiale cu o lungime
medie de 161 de nucleotide. Analize extinse de bioinformatica (generarea profilelor
taxonomice, evaluarea potentialului metabolic, etc.) au fost efectuate utilizand
packetul software online MG-RAST, o versiune modificata a pachetului RAST (Rapid
Annotations based on Subsystem Technology) [24].

Figura 5.8. Caracterizarea metagenomica a microorganismelor utilizate n
experimentele de productie a biohidrogenului in urma degradarii apei uzate.
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5.4. Proiectarea si operarea bioreactoarelor

Bioreactoare de diferite volume au fost utilizate in conditii diferite pe
parcursul cercetarilor experimentale. Diferite substraturi organice au fost utilizate n
experimentele de fermentare anaeroba in paralel cu generarea biohidrogenului,
variand de la apa uzata sinteticd pana la apa uzata provenita din industria
alimentard. Adesea aceste experimente au fost precedate de o Tmbogatire in
prealabil a inoculilor microbieni Tn mediu lichid complet DMI (Fig. 5.9). Motivul
pentru care uneori s-a realizat aceasta imbogatire este legat atat de cresterea
numarului microorganismelor ce au supravietuit pretratamentelor realizate in
prealabil cat si pentru aclimatiza aceste microorganisme la conditiile specifice ale
proceselor de fermentare anaerobda a apelor uzate si productia simultana a
biohidrogenului. Toate experimentele de fermentare au fost realizate Tn cate trei
paralele pentru a identifica deviatia standard a rezultatelor inregistrate.

Figura 5.9. Inocularea in mediu lichid de Tmbogatire DMI a microorganismelor
utilizate Tn experimentele de productie a biohidrogenului in urma degradarii apei
uzate, utilizand hota microbiologica anaeroba.

Un litru de mediu de imbogatire lichid DMI contine 3.54 g de NH,CI, 6.72 g
de NaHCOj;, 0.125 g de K,HPO4, 0.21 g de MgCI,x6H,0, 0.017 g de MnSO4xH,0,
0.61 g de Na,SxH,O, 0.018 g de FeSO,x7H,0, 0.01 g de resazurina si 17.8 g de
glucoza in 1 L apa distilatda. Mediul DMI a fost apoi sterilizat la 160°C pentru o
perioadda de 30 de minute. Timbogatirea inoculului microbian a fost realizata in
bioreactoare de mici dimensiuni (sticlute serologice de 100 ml) contindnd 50 ml
mediu DMI si 10 ml proba microbiand supusd in prealabil pretratamentelor.
Sticlutele au fost apoi capsate cu dop de cauciuc si inel de aluminiu Tn conditii
anaerobe Tn interiorul unei hote microbiene anaerobe COY (Toepffer Lab Systems).
Incubarea culturilor microbiene s-a realizat la 30°C pentru o perioada de sapte zile.
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In primele etape experimentale s-a utilizat ca substrat fermentativ apa uzat3
sintetica. Aceasta abordare are ca scop utilizarea unui sistem model, constant, de
fermentare. Un litru de apa uzata sintetica contine: 15 g glucoza, 0.5 g de NH,CI,
0.25 g de KH,PO,, 0.25 g de K,HPO,4, 0.3 g de MgCl,x6H,0, 0.039 g de FeCl;x4H,0,
NiCl,x6H,0, 0.025 g de CoCl,, 0.0115 g de ZnCl,, 0.0133 g de CuCl,x2H,0, 0.006 g
de CaCl,x2H,0 si 0.015 g de MnCl,. pH-ul initial a fost ajustat la 5.5 utilizand 1N
HCI. Consortiile de microorganisme pretratate si imbogatite in prealabil au fost
utilizate pentru a inocula bioreactoarele de mici dimensiuni (sticlute serologice de
100 ml) utilizand ca substrat de fermentare apa uzata sinteticd (Fig. 5.9). Astfel,
dupa etapa de imbogatire, s-au utilizat 10 ml (20%) din consortiile microbiene
respective pentru a inocula 50 ml de apa uzata sintetica in bioreactoarele de mici
dimensiuni. Sticlutele au fost apoi capsate cu dop de cauciuc si inel de aluminiu n
conditii anaerobe in interiorul unei hote microbiene anaerobe COY (Toepffer Lab
Systems). Incubarea culturilor microbiene s-a realizat la 30°C pentru o perioada de
sapte zile la o agitatie de 130 RPM.

Figura 5.10. Inocularea apei uzate sintetice folosind microorganismele pretratate si
imbogatite in prealabil in mediu lichid de imbogatire DMI, utilizadnd hota
microbiologica anaeroba (A) si fermentarea acestora in conditii controlate de
temperatura si agitare (B).
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5.5. Optimizarea procesului

5.5.1. Proiectarea experimentala

Experimentele de proiectare experimentald au fost realizate in etape
succesive, utilizadnd ca strat fermentescibil atat apa uzata sintetica cat si apa uzata
provenitd in urma proceselor tehnologice de productie a berii. In prima etapa
experimentald a fost utilizata apa uzata sintetica in diferite combinatii experimentale
(Tabelele 5.1-5.3). Aceastda prima etapa experimentald a fost realizata in trei pasi
consecutivi, desfasurarea fiecarui pas fiind decisa de rezultatele obtinute n pasul
experimental anterior.

Derularea acestei prime etape experimentale a inceput cu efectuarea unui
numar de 18 linii experimentale, fiecare dintre acestea fiind realizate Tn trei paralele
experimentale, in care au fost analizate efectele diferitilor parametri ce guverneaza
procesul de fermentare anaeroba a proceselor fermentative cu producere paralela a
biohidrogenului, asupra raspunsului vizat (rata de productie a biohidrogenului)
(Tabelul 5.1 si Fig. 5.11). In paralel cu analiza acestor parametri, au fost identificati
si produsii metabolici rezultati in urma acestor fermentatii.

In functie de rezultatele obtinute in acest prim pas experimental, au fost
realizate urmatoarele doua matrici experimentale pentru a identifica atat influenta
factorilor anallizati asupra acestor procese cat si eventualele interactiuni dintre
acestia (Tabelele 5.2 si 5.3).

Figura 5.11. A - pregatirea diferitelor conditii experimentale conform matricilor
propuse; B - raspunsurile diferite obtinute in urma degradarii apei uzate sintetice in
cadrul matricilor experimentale dezvoltate.

Urmatoarea etapa experimentala majora a fost conceputa in vederea
obtinerii unei strategii de optimizare a procesului de productie al biohidrogenului
utilizand apad uzatd provenita in urma proceselor tehnologice de fermentare a berii,
avand la baza informatiile acumulate n etapele experimentale anterioare (Fig.
5.12). Caracteristicile acestei ape uzate provenite din cadrul proceselor tehnologice
realizate la fabrica de bere Timisoreana, localitatea Timisoara, Romania, sunt: CCO
total-6558 mg/l, CCO solubil-5066 mg/l, Ntotal-75,8 mg/l si Ptotal-58,4 mg/I.

Aceasta etapa experimentald a fost impartitda deasemenea in mai multi pasi
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consecutivi. In primul pas s-a dezvoltat o abordare experimentald factoriald
completa in vederea discriminarii influentei anumitor factori (suport de atasare a
biofilmului microbian, temperatura de fermentatie, valoarea pH-ului initial si
concentratia sunstratului organic) asupra procesului de producere al biohidrogenului
in urma degradarii apei uzate provenite din procesele tehnologice de producere a
berii. Aceasta abordare experimentald completa ofera avantajul de a obtine o
rezolutie suficient de mare pentru a nu exista suprapuneri ale efectelor sau
interactiunilor dintre diferitii factori de influenta analizati. Factorii de influenta
analizati au fost alesi pe baza rezultatelor obtinute n etapele experimentale
anterioare, fiind testati la nivele joase si inalte, codate cu (-1) si respectiv (+1)
(Tabel 5.4). Au fost propuse doud matrici experimentale, fiecare continand 8 linii
experimentale diferite. Prima matrice experimentalda a fost dezvoltatda in jurul
nivelului (-1) pentru prezenta substratului de aderenta a biofilmului in timp ce cea
de-a doua matrice experimentald a fost dezvoltata pentru nivelul (+1) al aceluiasi
factor de influenta. Motivul acestei abordari este faptul cd prezenta sau absenta
substratului de aderentda pentru biofilmul bacterian este un factor de influenta
calitativ, spre deosebire de restul factorilor luati in considerare, acestia fiind de tip
cantitativ.

Figura 5.12. A - pregatirea diferitelor conditii experimentale conform matricilor
propuse; B - raspunsurile diferite obtinute in urma degradarii apei uzate rezultate in
urma proceselor tehnologice de producere a berii, in cadrul matricilor experimentale

propuse.

In cel de-al doilea pas experimental, considerand rezultatele obtinute in
urma etapei de discriminare a influentei factorilor analizati si a interactiunilor dintre
acestia asupra productiei de biohidrogen in urma degradarii apei uzate provenite din
industria berii, s-a dezvoltat un model nou experimental, mentinand pe tot parcursul
acestui model prezenta substratului de adeziune a biofilmului bacterian la (+1).
Astfel, utilizadnd trei variabile independente (temperatura, valorile pH-ului initial si
concentratia initialda a glucozei), s-a dezvoltat o strategie experimentald central-
compusa pentru optimizarea productiei biohidrogenului utilizand ca substrat
fermentescibil apd uzata provenita in urma proceselor de productie a berii (Tabelul
5.5). Modelul experimental este compus dintr-o matrice experimentala de tip
Placket-Burman cu 8 incercari experimentale (2° factori), urmat de o a doua matrice
experimentald de tip central-compus cu 6 puncte axiale, localizate la o distanta de a
= 1,287 de centrul modelului experimental, valoare ce fi asigura caracterul de
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ortogonalitate. Modelul experimental prezintd deasemenea doud puncte in centru
(Fig. 5.13).

Toate aceste modele de proiectare experimentala au fost analizate utilizand
pachetul software Statistica 8 (StatSoft) iar graficele au fost editate utilizadnd
pachetul software GraphPad Prism 5.01.

Figura 5.13. Raspunsurile diferite obtinute in urma degradarii apei uzate rezultate
n urma proceselor tehnologice de producere a berii, Tn cadrul matricilor
experimentale propuse, la nivelul bioreactoarelor de dimensiuni mici (A), medii (B)
si respectiv mari (C).
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Tabelul 5.1. Factorii de influentd Tmpreund cu nivelele codate ale acestora, analizati in prima
etapa experimentald a proiectarii statistice factoriale.

o - o Nivelul Nivelul mediu Nivelul
Codul Factorii de influenta inferior (-1) (0) superior (+1)

X1 Viteza de agitare 75 RPM - 150 RPM
Xz Originea inoculului® 11 12 13
Xa Pretratamentul adoptat® M C A
Xa Temperatura de operare 25°C 30°C 37°C
Xs Concentratia |rj|t|ala a 15 g/l 20 g/l 25 g/l

glucozei
Xe Valoarea |n|t_|ala a pH- 5 6 7

ului
Suportul de aderenta ncapsulare in gel
X7 pentru biofilmul Absent psulé g Sfere rugoase
. alginat

bacterian

Xs Raportul N/P 3 7 11

a l1- Bazinul de stationare din treapta biologica de epurare a apei uzate din cadrul fabricii de
bere Timisoreana; I[2- Bioreactorul utilizat in producerea metanului; 13- Treapta de
denitrificare a statiei de epurare a orasului Timisoara.

b M- martor, nesupus pretratamentelor; C- pretratament prin caldura; A- pretratament
utilizand HCI.

Tabelul 5.2. Factorii de influenta Tmpreuna cu nivelele codate ale acestora, analizati in a doua
etapa experimentald a proiectarii statistice factoriale.

Codul Factorii de Nivelul Nivelul mediu Nivelul Nivelul
influenta inferior ) superior aditional
(-1) +1 (+2)
X1 Originea inoculului® 11 12 13 -
X2 Pretratamentul © A U CAU
adoptat®
X3 Temperatura de 25°C 30°C 37°C -
operare
Xa Concentratia initiala 15 g/l 20 g/l 25 g/l -
a glucozei
Xs Valoarea initiala a 5 6 7 -
pH-ului
Xe Suportul de aderenta Absent - Sfere rugoase -
pentru biofilmul
bacterian
X7 Raportul N/P 3 - 11 -

a 11- Bazinul de stationare din treapta biologica de epurare a apei uzate din cadrul fabricii de
bere Timisoreana; I2- Bioreactorul utilizat in producerea metanului; 13- Treapta de
denitrificare a statiei de epurare a orasului Timisoara.

b C- pretratament prin caldurd; A- pretratament utilizand HCI; U- pretratament prin
ultrasonicare; CAU- utilizarea concomitenta a celor trei pretratamente.
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Tabelul 5.3. Factorii de influenta Tmpreuna cu nivelele codate ale acestora, analizati in a
treia etapa experimentala a proiectarii statistice factoriale.

Codul Factorii de influenta Nivelul inferior Nivelul superior

1) (+1)

X1 Originea inoculului® 12 13

X2 Pretratamentul adoptat® A CAU

Xa Concentratia initiala a glucozei 15 g/l 25 g/l

Xa Suportul de aderenta pentru Absent Sfere rugoase

biofilmul bacterian
Xs Raportul N/P 3 11

a 12- Bioreactorul utilizat in producerea metanului; 13- Treapta de denitrificare a statiei de
epurare a orasului Timisoara.
b A- pretratament utilizand HCI; CAU- utilizarea concomitentd a celor trei pretratamente.

Tabelul 5.4. Factorii de influenta impreuna cu nivelele codate ale acestora, analizati in etapa
experimentala factoriald completd de optimizare a productiei biohidrogenului in urma
degradarii apei uzate provenite din industria berii.

Codul Factorii de influenta Nivelul inferior Nivelul superior
-1 +1)
X1 Suport_ul_de adere”t"’? pentru Absent Sfere rugoase
biofilmul bacterian
X2 Temperatura de operare 25°C 37°C
X3 Valoarea initiala a pH-ului 4.8 6.5
Xq Concentratia initiala a glucozei 5 g/l 15 g/l

Tabelul 5.5. Factorii de influenta Tmpreuna cu nivelele codate ale acestora, analizati in
etapa experimentala multifactoriala Placet-Burnman si central-compusa de optimizare a
productiei biohidrogenului in urma degradarii apei uzate provenite din industria berii.

Codul Factorii de influenta Nivelul Nivelul mediu Nivelul
inferior (-1) 0) superior (+1)

X1 Temperatura de 25°C 31°C 37°C
operare

Xa Valoarea initiala a pH- 4.8 5.6 6.5

ului

X Concentratia initiala a 5 g/l 10 g/I 15 g/I

glucozei
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5.5.2. Modelarea matematica si simularea fermentatiei
anaerobe in absenta luminii cu producere de biohidrogen utilizand
programele Eureqa™ Pro Desktop si BioWin

Tn paralel cu desfasurarea experimentelor de fermentare si producere a
biohidrogenului utilizand ape uzate sintetice si industriale ca substrat fermentescibil
si diversi inoculi microbieni, s-au realizat activitati de modelare si simulare
matematica a acestor procese. Aceasta abordare are scopul intelegerii mai
aprofundate a fenomenelor fizice, chimice si biologice implicate in aceste procese, n
scopul realizarii unei optimizari complete, precum si validarea implementarii
tehnologiei noi dezvoltate de producere a biohidrogenului in urma degradarii apelor
reziduale, Tn cadrul procesului tehnologic de epurare a apelor uzate.

Pentru studiul procesului de fermentare anaeroba a apelor uzate utilizate ca
substrat, a fost utilizat programul BioWin, pachet software dedicat modelarii si
simularii proceselor din statiile de epurare a apelor uzate. Acesta este un program
complex de modelare si simulare a functionarii statiilor de epurare a apelor uzate
comunale si industriale. Acest pachet software poate fi utilizat pentru calcularea si
simularea a pana la 50 de variabile si 60 de procese unitare aerobe si anaerobe. La
baza programului se afla modelul biologic de degradare a materiei organice,
suplimentat cu o serie de alte modele matematice (modelul chimiei apei utilizat
pentru calcularea valorii pH-ului de-a lungul proceselor biologice; modelul de
transfer al masei, utilizat pentru modelarea valorilor oxigenului dizolvat si alte
interactiuni gaz-lichid; etc.).

Pentru modificarea si optimmizarea modelelor matematice utilizate n
modulele componente ale programului BioWin, s-a utilizat pachetul de unelte
software Eureqa. Acesta permite analizarea datelor experimentale si detectarea atat
a ecuatiilor guvernante cat si a relatiilor existente intre acestea.

5.6. Metode analitice

De-alungul  etapelor experimentale, atat in timpul Tmbogatirii
microorganismelor cat si in timpul experimentelor propriuzise, s-au realizat o serie
de masuratori de control atat a diversilor parametri implicati in desfdsurarea
proceselor fermentative cat si a raspunsurilor acestor procese (Fig. 5.14).
Concentratia celulelor microorganismelor din probele analizate a fost identificata
prin metoda absorbtiei optice la 600 nm (ODggp) utilizand spectrofotometru Jenway
6320D. Masuratorile pH-ului s-au realizat in general la intervale de 48 de ore
utilizdnd un pH-metru Thermo Scientific Orion 3-star. Nivelul oxigenului dizolvat din
cadrul bioreactoarelor a fost monitorizat in timp real utilizdnd un AD 132 DO-metru
(ADWA Instruments).

Cantitatea si compozitia biogazului produs in timpul experimentelor de
fermentare a apelor uzate, au fost evaluate prin gazcromatografie (GC) utilizdnd un
sistem GC Agilent Technologies 7890A echipat cu detector de conductivitate
termica, utilizand argon ca si gaz transportor. Temperaturile injectorului, a
detectorului si a coloanei au fost mentinute la valori de 30° C, 200° C si respectiv
230° C. Coloana utilizata a fost de tip HP PLOTQ (15 m x 530 mm x 40 mm). nainte
de injectarea biogazului Tn GC (0.5 ml), acesta a fost In prealabil agitat utilizdnd
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seringi etanse pentru gaz, pentru a evita acumuldrile hidrogenului n partea
superioara a bioreactoarelor.

Produsii metabolici rezultati in timpul proceselor fermentative si zaharurile
ramase nedegradate, au fost analizate prin intermediul cromatografiei lichide de
inaltd performanta (HPLC) utilizind un Hitachi LaChrom Elite HPLC echipat cu un
detector de index de refractie L-2490 (temperatura fiind fixatd la 41°C) si un
termostat de coloand L-2350. Pentru injectarea probelor (40 ul) a fost utilizat un
prelevator automat L-2200. Pentru separarea diferitilor compusi organici s-a utilizat
o coloand de analliza a acizilor organici model Transgenomic ICSep COREGEL-64H
(7.8 x 300mm). Temperatura acesteia a fost fixata la 50°C. Elutia probelor a fost
realizatd utilizand o solutie de H,SO, 0.01M cu o curgere constantd de 0.8 ml min™t.

Figura 5.14. Diferitele aparate utilizate pentru monitorizarea proceselor
fermentative; A - pH metru, B - spectrofotometru, C - HPLC, D - gaz-cromatograf.
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6. STUDII SI CERCETARI EXPERIMENTALE

6.1. Identificarea grupelor principale de
microorganisme implicate in procesul de producere al
biohdrogenului

Pentru a obtine si controla un inocul microbian capabil de a degrada atat ape
uzate comunale cat si ape uzate provenite din industria alimentara, au fost prelevate
probe din diferite ecosisteme bogate in substante organice [14]. Din aceste probe
au fost mai apoi izolate si imbogatite populatii microbiene utilizate ca inocul in
bioreactoarele de mici dimensiuni, pentru producerea biohidrogenului Th urma
degradarii apei uzate sintetice. Mediile de prelevare a acestor consortii microbiene
sunt: namol activ rezultat din treapta de preepurare a apelor uzate provenite din
industria berii, Fabrica de Bere Timisoreana (Inocul 1); namol prelevat din un canal
inchis al raului Barzava, supus unei accentuate poluari organice provenite din
supraplinul foselor septice a unui cartier al orasului Bocsa (Inocul 2); namol activ
provenit dintr-un bioreactor utilizat Tn productia metanului Tn urma digestii anaerobe
a dejectilor animaliere (Inocul 3); namol activ provenit din treapta de denitrificare
a apelor uzate din cadrul statiei de epurare a orasului Timisoara (Inocul 4). Aceste
ecosisteme prezintd o biodiversitate ridicatd de microorganisme capabile de
degradarea diversilor compusi organici. Inainte de inocularea bioreactoarelor de mici
dimensiuni in vederea fermentarii apei uzate sintetice, aceste consortii microbiene
au fost supuse proceselor de pretratament si cultivare pe mediu lichid de imbogatire
DMI. Aceste pretratamente au constat in supunerea inoculilor la caldura ridicata (C),
acid (A), ultrasonicare (U) si o combinatie a tuturor acestor pretratamente (CAU).
Deasemenea, pentru fiecare tip de inocul utilizat, au existat experimente martor in
care inoculii microbieni nu au fost supusi pretratamentelor (M).

6.1.1. Efectul diferitelor metode de Timbogatire a
microorganismelor producatoare de hidrogen asupra
metabolismului acestora

In timpul Tmbogatirii diferitelor consort microbiene in medii de cultura lichid
DMI, s-au realizat o serie de analize atat Tn ceea ce priveste compozitia biogazului
rezultat si a compusilor metabolici, cat si a dinamicii populationale microbiene. Astfel
s-a realizat o monitorizare completa a metabolismului si dinamicii microorganismelor
implicate in procesele fermentative de producere al biohidrogenului atat in timpul
imbogatirii acestora cat si in timpul experimentelor propriuzise de degradare a
apelor uzate sintetice in vederea generdrii biohidrogenului. Tncd din timpul
dezvoltarii acestor microorganisme in mediu de Tmbogatire DMI, se observa
diferente majore intre abilitatea acestora de a produce biohidrogen, atat din punct
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de vedere a provenientei lor cat si a pretratamentelor la care acestea au fost
supuse. Microorganismele provenite din Inoculul 1 (11) si cele provenite din Inoculul
4 (14) au manifestat o productie generalda mai ridicata de biohidrogen. Astfel
continutul de H, din totalul biogazului generat in cele 7 zile de imbogatire a atins un
maxim de 38% in cazul I1 supus ultrasonicarii (U) si 42% in cazul 14 supus
deasemenea ultrasonicarii (U). In acelasi timp, microorganismele provenite din
Inoculul 2 (12) au atins o concentratie a H, de maxim 17% din totalul de biogaz
generat in cazul supunerii acestora la pretratamentul prin caldura (C), in timp ce
microorganismele provenite din Inoculul 3 (13) au produs o concentratie de maxim
14% H, in compozitia totalului de biogaz produs cand acestea au fost supuse
ultrasonicarii (U) (Fig.6.1).

Diferitele pretratamente utilizate asupra inoculilor microbieni au generat
raspunsuri diferite in cadrul populatiilor de microorganisme asupra cailor metabolice
si implicit a ratei de producere a biohidrogenului. Tn general, in timpul imbogatirii
populatiilor microbiene, inoculii supusi pretratamentelor au produs cantitati mai mari
de hidrogen indiferent de originea acestora. Pretratamentul ce a generat cantitatea
cea mai mare de biohidrogen, este ultrasonicarea (U), Tn urma careia I4 a produs un
total maxim de 50.94 ml, in timp ce microorganismele supuse pretratamentului cu
acid (A) au generat cele mai mici cantitati de biohidrogen (un maxim de 10.93 ml in
cazul 13).
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Figura 6.1. Continutul de hidrogen din biogazul analizat la sfarsitul etapei de
imbogatire a microorganismelor; M- martor, A- pretratament cu acid, C-
pretratament cu caldura, U- pretratament prin ultrasonicare si CAU- utilizarea
tuturor pretratamentelor.

La finalul perioadei de Tmbogatire a comunitatilor microbiene in mediu lichid
DMI s-au analizat produsii metabolici primari (concentratiile glucozei, etanolului,
acidului butiric, etc.) prin metoda cromatografiei lichide de Tnalta performanta
(HPLC) (Fig. 6.2). Concentratia initiald a glucozei (sursa principala de carbon pentru
procesele biologice) a fost stabilita la 17.8 g/I. Cea mai accentuatd ratd de
degradare a glucozei a fost inregistrata la nivelul microorganismelor provenite din I1
si 14 supuse ultrasonicarii (U) (cu o concentratie finald de 0.62 g/l glucoza pentru 11
si 0.95 g/l glucozd pentru I4 respectiv). In comparatie, microorganismele provenite
din 12 si I3 au prezentat o rata mai scazuta a degradarii glucozei (o concentratie
finald de 11 g/l glucoza in cazul 12 pretratat cu acid si 12.57 g/l in cazul I3 fara
pretratament). In ceea ce priveste productia de etanol nu existd diferente majore
intre diferitii inoculi utilizati si diferitele pretratamente aplicate (Fig. 6.2).
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Concentratia finald a etanolului a variat intre 2 si 2.5 g/, diferente notabile fiind
inregistrate doar Tn cazul pretratamentului cu acid al I1 si I4 supus tuturor
pretratamentelor (CAU) unde au fost inregistrate valori usor mai mici (Fig. 6.2).
Exista diferente notabile intre diferitii inoculi utilizati, la nivelul concentratiei finale a
acidului butiric. Aceste valori variaza considerabil deasemenea si intre diferitele
tipuri de pretratamente aplicate acestor inoculi (Fig. 6.2). In general se observad o
tendinta mai mare de acumulare a acidului butiric in urma activitatii metabolice a
microorganismelor provenite din I1 si I4 in comparatie cu cele provenite din 12 si I3.
Cele mai mari concentratii finale de acid butiric au fost de 2.87 g/I (I1) si 3.21 g/l
(14). Tn ambele cazuri probele respective au fost supuse ultrasonicarii (U). Cele mai
mari concentratii de acid butiric inregistrate in cazul microorganismelor provenite
din 12 si I3 au fost de 0.64 g/l (pretratament prin caldurd) si respectiv 0.55 g/I
(pretratament prin ultrasonicare). Concentratiile acizilor lactici, acetici si propionici
au variat deasemenea considerabil Tn functie de natura inoculilor si pretratamentele
la care acestia au fost supusi (Fig. 6.2). Cele mai mari concentratii ale acidului
acetic au fost identificate in urma activitatii metabolice a microorganismelor supuse
ultrasonicarii provenite din I1 si I4, atingadnd valorile de 1.73 g/l si respectiv 1.03
g/l. Concentratia cea mai mare a acidului lactic a fost masuratda in cazul
microorganismelor netratate (M) provenite din 14, atingand o valoare finala de 3.55
g/l. Concentratiile finale ale acidului propionic au fost nesemnificatife in majoritatea
cazurilor, exceptie facadnd microorganismele pretratate cu acid provenite din 12,
atingand o valoare finala de 0.88 g/I.
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Figura 6.2. Concentratia produsilor metabolici analizati, la sfarsitul etapei de
imbogatire a consortiilor microbiene; Panoul A- 11, Panoul B- 12, Panoul C- 13 si
Panoul D- 14; M- martor, A- pretratament cu acid, C- pretratament cu caldura, U-

pretratament prin ultrasonicare si CAU- utilizarea tuturor pretratamentelor.
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Valorile pH-ului au fost inregistrate pe intreg parcursul experimentelor de
imbogatire si degradare a apelor uzate sintetice. Valoarea initiala a acestuia a fost
de 8.5, inregistrandu-se o scadere continua de-a lungul fazei de imbogatire in mediu
lichid DMI, indiferent de tipurile de pretratament utilizate sau de originea inoculilor.
Cu toate acestea, au fost identificate mici diferente in evolutia pH-ului in cadrul
probelor diferite. Tn cazul microorganismelor provenite din 11 nu au fost detectate
diferente semnificative ale valorilor pH-ului in cadrul diferitelor pretratamente
utilizate, inregistrandu-se o valoare finala a acestuia de 4.0. La nivelul
microorganismelor provenite din S2, cea mai bazica valoare finalda a pH-ului s-a
inregistrat in cazul utilizarii tuturor pretratamentelor (5.4), restul pretratamentelor
impreuna cu martorul inregistrand valori cuprinse intre 4.2 si 4.5. Cea mai mare
variatie a valorilor finale ale pH-ului intre diferitele pretratamente aplicate au fost in
cazul microorganismelor provenite din I3 (intre 4.5 si 6.1). In mod similar situatiei
intalnite in cazul microorganismelor provenite din I1, si cele provenite din 14 au
inregistrat diferente minore intre valorile finale ale pH-ului, variand intre 3.7 si 4.0.

6.1.2. Fermentarea apei uzate sintetice utilizand diferiti
inoculi microbieni

Dupa etapa de Tmbogatire a culturilor microbiene prelevate din diferitele
medii (I1, 12, I3 si I4) si supuse Tn prealabil pretratamentelor, acestea au fost
utilizate pentru a inocula bioreactoare de mici dimensiuni contindnd apa uzata
sintetica. Sa optat pentru utilizarea apei uzate sintetice Tn aceasta etapa
experimental pentru a avea un sistem model si constant ce permite compararea
diferitilor inoculi Tn conditii de laborator controlabile. Tn timpul acestei etape
experimentale s-au inregistrat diferente semnificative in productia biohidrogenului in
functie de provenienta inoculilor si tipul de pretratament la care acestia au fost
supusi. Astfel, valori notabile ale cantitatii de hidrogen produse in urma degradarii
apei uzate sintetice au fost inregistrate doar la nivelul microorganismelor provenite
din I1 si I3 (Fig. 6.3). Microorganismele provenite din I2 si I4 nu au produs cantitati
semnificative de biohidrogen in urma degradarii apei uzate sintetice, indiferent de
strategiile de pretratament utilizate.

Tn aceastd etapd experimentald, microorganismele provenite din I1 si
supuse pretratamentului prin ultrasonicare, au generat doar o cantitate totala de
9% H, din totalul de biogaz produs, desi in etapa de imbogatire in mediu lichid DMI,
acestea au produs o cantitate totald de 38% H2 din totalul de biogaz generat (Fig.
6.1). In urma degradarii apei uzate sintetice, cea mai mare cantitate de biohidrogen
produsa de microorganismele provenite din I1 a rezultat in urma utilizarii inoculului
martor, netratat (M), atingando concentratie de 27% H, in volumul total de biogaz
produs. In mod interesant, in cadrul consortiului microbian martor (M) provenit din
13 nu a fost inregistrat biohidrogen n aceasta etapa experimentala. Doar populatiile
microbiene provenite din acest inocul supuse pretratamentelor au produs cantitati
considerabile de biohidrogen (intre 5 si 13% din volumul total de biogaz produs)
(Fig. 6.3).
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Figura 6.3. Continutul de hidrogen din biogazul analizat la sfarsitul etapei de
degradare a apei uzate sintetice; M- martor, A- pretratament cu acid, C-
pretratament cu caldura, U- pretratament prin ultrasonicare si CAU- utilizarea
tuturor pretratamentelor.

Deoarece cantitatile cele mai mari de biohidrogen produse in aceasta etapa
experimentald au fost generate de microorganismele provenite din 11, in urma
degradarii apei uzate sintetice, in continuare sunt prezentate rutele metabolice
adoptate doar de aceste microorganisme. Exista diferente considerabile in ceea ce
priveste producerea diferitilor produsi metabolici In cadrul pretratamentelor utilizate
asupra microorganismelor provenite din 11 (Fig. 6.4). Concentratia initiald a glucozei
din apa uzata sintetica a fost de 3.7 g/l. Rata cea mai mare de consum a glucozei a
fost intélnita in cazul inoculului martor, ce nu a fost supus pretratamentelor (M),
ducand la consumul total al acesteia pana la finalul experimentelor de degradare a
apei uzate sintetice (Fig. 6.5). La capatul opus se afla cazul in care au fost utilizate
toate pretratamentele asupra inoculului (CAU), conditii in care la sfarsitul
fermentatiei apei uzate sintetice a fost detectata o concentratie a glucozei de 2.31
g/l. Concentratia etanolului masuratéa in cazul fermentatiilor realizate de
microorganismele provenite din I1 difera in functie de strategiile diferite de
pretratament utilizate (Fig. 6.4). Cea mai mare concentratie a etanolului a fost
intalnita in cazul inoculului martor, ce nu a fost supus pretratamentelor (M),
atingand o valoare de 2.68 g/l pana la finalul experimentelor de degradare a apei
uzate sintetice (ziua 12 de fermentatie) (Fig. 6.5). Deasemenea, concentratia cea
mai mica a etanolului a fost detectatd in cazul in care au fost utilizate toate
pretratamentele asupra inoculului (CAU), cu o concentratie maxima de 1.91 g/l (ziua
5 de fermentatie). Si concentratiile acidului butiric au variat considerabil intre
diferitele metode de pretratament utilizate asupra microorganismelor provenite din
11 (Fig. 6.4). Consortiul martor (M) a generat concentratia cea mai mare de acid
butiric (1.3 g/l la finalul etapei experimentale). In contrast, cea mai mic3
concentratie a acidului butiric a fost detectata in cazul utilizarii pretratamentului cu
acid a inoculului microbian provenit din 11, generdnd o concentratie maxima de 0.24
g/l spre finalul experimentelor de degradare anaerobad a apei uzate sintetice (Fig.
6.4).
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Concentratiile acizilor lactic acetic si propionic deasemenea variaza dramatic
intre diferitele pretratamente ale comunitatilor microbiene provenite din I1 (Fig.
6.4). Concentratiile acidului lactic au fost relativ ridicate in cazul tuturor
pretratamentelor utilizate, atingdnd valoarea maxima de 1.83 g/l in cazul inoculului
pretratat cu cdldurd. Tn mod interesant, consortiul martor (M), nesupus
pretratamentelor, a inregistrat o productie de doar maxim 0.08 g/I. In general au
fost detectate concentratii scazute ale acidului acetic in cazul pretratamentelor
utilizate (intre 0.18 si 0.26 g/l). O concentratie mai mare a fost inregistrata in cazul
consortiului martor (M), nesupus pretratamentelor, atingdnd un maxim de 0.48 g/I
(Fig. 6.4). Acidul propionic a fost detectat Tn concentratii foarte mici in cazul atat a
inoculilor microbieni supusi diferitelor strategii de pretratament cat si in cazul
inoculului martor.
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Figura 6.4. Concentratia produsilor metabolici analizati, la sfarsitul etapei de

degradare a apei uzate sintetice; M- martor, A- pretratament cu acid, C-
pretratament cu caldura, U- pretratament prin ultrasonicare si CAU- utilizarea
tuturor pretratamentelor.
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Figura 6.5. Evolutia fermentatiei anaerobe a apei uzate sintetice in cazul inoculului
martor, nesupus pretratamentelor, provenit din 11; Panoul A- evolutia pH-ului,
Panoul B- rata productiei de H, si Panoul C- concentratia produsilor metabolici.

Tn ceea ce priveste variatiile pH-ului intre diferitii inoculi proveniti de la I1,
nu au fost detectate diferente majore, inregistrandu-se o tendintd generald de
scadere constantd a pH-ului de-a lungul fazei experimentale de degradare a apei
uzate sintetice, de la o valoare initiala de 5.5, la valori finale cuprinse intre 3.5 si
3.8 inregistrate spre sfarsitul fazei experimentale.
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6.1.3. Investigarea compozitiei comunitatilor microbiene

Rata de supravietuire a microorganismelor utilizate ca inocul, supuse
pretratamentelor, a fost determinata de-a lungul celor doua etape experimentale,
Tmbogatire in mediul lichid DMI respectiv degradarea apei uzate sintetice. In acest
scop s-au aplicat metode de cultivare Tn conditii aerobe si anaerobe a
microorganismelor prelevate din aceste consortii, urmate de metode moleculare de
identificare a acestor comunitati microbiene. Numarul coloniilor microbiene formate
in urma cultivarii acestor microorganisme pe perioada etapelor experimentale,
sugereaza faptul ca efectul cel mai mare asupra biodiversitatii inoculilor I-au avut
atat utilizarea combinatiei tuturor celor trei pretratamente (CAU) cat si utilizarea
ultrasonicarii (U). Tn comparatie cu aceste metode de pretratament, utilizarea
acidului (A) si a caldurii (C) asupra consortiilor microbiene a generat o scadere
moderata a biodiversitatii acestora. Dupa cum este de asteptat, populatiile
microbiene martor, nesupuse pretratamentelor (M) au mentinut un grad ridicat de
biodiversitate de-a lungul etapelor experimentale. Cu toate acestea insa, metodele
de cultivare a microorganismelor pot oferii doar o estimare orientativa a efectului
acestor pretratamente asupra populatillor microbiene datorita faptului ca
majoritatea microorganismelor nu pot fi cultivate in conditii de laborator. Astfel,
pentru a obtine o imagine de ansamblu, completd, asupra biodiversitatii acestor
populatii si dinamica acesteia in urma aplicarii strategiilor de pretratament si a
inocularii apei uzate sintetice, s-au utilizat metode moleculare si genomice
utilizdndu-se ADN-ul total purificat din aceste probe. Astfel s-au utilizat analize 16S
rRNA specifice bacteriilor, arheelor si a eucariotelor pentru a determina raportul
dintre aceste grupe principale de organisme. Ca si o metodad independenta, s-a
utilizat secventierea metagenomica de nalta rezolutie pentru a obtine o imagine si
mai detaliatd asupra profilelor taxonomice a inoculilor investigati. In continuare,
datorita faptului ca productia cea mai mare de biohidrogen in urma degradarii apei
uzate sintetice a fost obtinuta Tn cazurile n care s-au utilizat ca inocul
microorganisme provenite din 11, prezentam compozitia si evolutia taxonomica doar
a acestor consortii microbiene.

Tn general, se observd o accentuatd modificare in compozitia inoculilor
utilizati, in comparatie cu structura initiala a acestora, in functie de strategiile de
pretratament utilizate. Modificarea cea mai evidenta apare in raportul dintre bacterii
si arhei (Tabelul 6.1). Se observa o tendintd generala de scadere a membrilor
apartinand arheelor in detrimentul bacteriilor, in urma utilizarii pretratamentelor. O
privire mai indetaliata releva faptul ca desi numarul arheelor scade in comparatie cu
bacteriile de-a lungul desfasurarii etapelor experimentale, compozitia acestora
ramane relativ constantda spre deosebire de membrii bacteriilor, unde au loc
modificari majore a compozitiei si structurii populationale (Fig. 6.6).

Analizele metagenomice efectuate asupra microorganismelor provenite din
I1 aratd o modificare pregnantda a compozitiei populationale bacteriene, de la o
comunitate initiald cu o biodiversitate relativ ridicata, la un sistem taxonomic mult
mai putin complex. Inoculul initial provenit din I1 este dominat de Proteobacteria
(55.24% din totalul speciilor bacteriene), urmat de Firmicutes (19,12% din totalul
speciilor bacteriene), Bacteroidetes (14.98% din totalul speciilor bacteriene) si alti
taxoni (10.66% din totalul speciilor bacteriene). Aceasta compozitie taxonomica se
restructureaza complet ca si raspuns la diferitele strategii de pretratament utilizate
urmate de Tmbogatirea acestora in mediu de cultura lichid DMI; de ex. compozitia
finala a bacteriilor din cadrul inoculului supus pretratamentului prin caldura (H), este
dominata la finalul fermentarii apei uzate sintetice de Firmicutes (84.29% din totalul
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speciilor bacteriene), prezentdnd un numar considerabil redus de Proteobacteria
(12.31% din totalul speciilor bacteriene) si alti taxoni (3.4% din totalul speciilor
bacteriene) (Fig. 6.6). Astfel de rearanjamente drastice in cadrul comunitatilor
microbiene au fost observate n cazul tuturor pretratamentelor.

Tabelul 6.1. Compozitia microorganismelor provenite din I1 in diferite etape experimentale.

Domeniile de viata (96)
Inoculul
Archaea Bacteria Eukaryota

Populatia microbiana initiald a I1 6 92 2

Comunitatea microbiand martor, nesupusa
pretratamentelor, la sfarsitul fazei de imbogatire in 18.3 79 2.7
mediu lichid DMI

Comunitatea microbiana supusa pretratamentului prin
caldura, la sfarsitul fazei de imbogatire in mediu lichid 10 87 2
DMI

Comunitatea microbiana supusa pretratamentului prin
acid, la sfarsitul fazei de imbogatire in mediu lichid DMI

Comunitatea microbiana supusa pretratamentului prin
ultrasonicare, la sfarsitul fazei de imbogatire in mediu 2.4 95.7 1.9
lichid DMI

Comunitatea microbiana martor, nesupusa

pretratamentelor, la sfarsitul fazei de degradare a apei 2.8 95.2 2
uzate sintetice

Comunitatea microbiana supusa pretratamentului prin

caldurd, la sfarsitul fazei de degradare a apei uzate