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INTRODUCERE

In ultimele decenii, contaminarea mediului cu poluanti toxici a devenit una dintre cele
mai semnificative provocari cu care se confruntd umanitatea. Printre numeroSii poluanti de
naturd organicd Si anorganicd, o clasa anume ridica mari ingrijordri din cauza persistentei lor
in mediu, rezistentei la degradare Si capacitatii de a se acumula in organismele vii. AceSti
poluanti cunoscuti ca poluanti organici persistenti (POPs) sunt substante hidrofobe, lipofile,
semivolatile Si prezintd stabilitate ridicatd la degradarea chimica, fizica Si fotolitica [1]. Se
estimeaza ca la nivel global au fost produse Si comercializate aproximativ 31 de kilotone (kt)
de POPs, cuprinzand 25 de tipuri ale acestei clase [2]. POPs includ o varietate larga de poluanti
precum: pesticidele, hidrocarburile aromatice policiclice, bifenilii policlorurati, dioxinele Si
furanii, substantele perfluoroalchilate Si polifluoroalchilate, perturbatori endocrini, produsele
farmaceutice, produsele cosmetice, etc., [3], [4], [S], [6]. Din cauza persistentei, toxicitatii Si
bioacumularii lor n lantul trofic, POPs provoaca o gama larga de efecte adverse florei Si faunei
salbatice, vietii acvatice Si populatiilor umane [7]. Prin urmare, este imperios necesar sa fie
luate masuri urgente de minimizare a toxicitatii acestor poluanti prin dezvoltarea unor sisteme

care sa utilizeze tehnici Si materiale sustenabile.

O abordare sustenabild pentru degradarea acestor poluanti o reprezintd procesul de
bioremediere. In acest proces este valorifici activitatea enzimatici a microorganismelor (de
exemplu bacterii Si fungi) sau a plantelor pentru a degrada Si transforma poluantii din mediu
(sol, apa si aer) sub forme mai putin toxice [8]. Bioremedierea se poate realiza in-situ dar Si ex-
situ, fiecare metodd avand avantajele Si dezavantajele ei. Bioremedierea in situ este 0 metoda
putin costisitoare, sustenabild pentru mediu, ce permite tratarea/epurarea contaminantilor direct
la fata locului Si poate fi adaptata pentru o gama largd de poluanti [9]. Aceastd tehnicd este
dependenta de parametrii naturali (pH-ul, umiditatea, temperatura, nutrientii, etc.), avand o
durata relativ lunga de realizare Si este limitata in profunzime (adancime) [10]. Bioremedierea
ex-situ permite un control mai precis al conditiilor de degradare Si poate fi mai eficienta pentru
solurile puternic contaminate dar implica costuri ridicate, poate altera flora Si fauna autohtona,

Si poate conduce la dispersia contaminantilor in urma proceselor de excavare [11].

In procesul de bioremediere in-situ cei mai eficienti agenti de biodegradare ai
poluantilor, sunt bacteriile. Datorita versatilitatii metabolice, rezistentei Si numarului mare de

genuri bacteriene, acestea joaca un rol central in descompunerea Si transformarea poluantilor



organici, in special a celor care sunt greu de degradat prin metode chimice sau fizice
conventionale [12]. Cu toate acestea, pentru ca bioremedierea sa fie eficienta in diverse conditii
de mediu (ostile), imobilizarea microorganismelor pe suporturi solide poate imbunatati

stabilitatea Si activitatea pe termen lung a acestora.

Imobilizarea bacteriilor pe diverse materiale suport a capatat o atentie deosebitd in
ultimii ani, deoarece ofera multiple avantaje fatd de culturile microbiene libere. Culturile
bacteriene imobilizate prezinta o stabilitate crescuta, rezistenta sporita la stres de mediu Si pot
fi reutilizate 1n cicluri multiple [13]. Alegerea materialelor suport adecvate este esentiald pentru
procesul de imobilizare bacterian. In ultimii ani au fost studiate diverse suporturi sintetice, dar
existd un interes tot mai mare pentru utilizarea materialelor naturale Si regenerabile pentru

obtinerea de suporturi (naturale) pentru culturile bacteriene. In acest sens, deseurile de biomasa

.....

Biomasa rezultatd in urma culturilor agricole (~956 mii de tone/an) Si forestiere (~444
de mii de tone/an) reprezintd o sursd ideald pentru a obtine diferite bio-produse [14], [15].
Biomasa vegetala contine cantitati insemnate de hemiceluloze, celuloza si lignina [2], ce pot fi
valorificate pentru oblinerea de materiale poroase cu proprietati adsorbtive iar ulterior pot

constitui suporturi valoroase pentru imobilizarea microorganismelor [16].

Una dintre cele mai eficiente tehnici de conversie a biomasei agricole Si forestiere este
hidrotermoliza [17]. Acest proces presupune conversia biomasei la temperaturi relativ moderate
(180-280 °C) si presiuni ridicate in prezenta apei [18]. Aceastd metodd conduce la
descompunerea structurii complexe a lignocelulozei Si producerea unei faze solide, a unei faze
lichide precum Si a unor cantitati mici de gaze [19]. Faza solida rezultata, ce poartd denumirea
genericd de hidrocarbune, este un material bogat in carbon ce prezintd numeroase grupari

functionale, are o structura relativ poroasa Si capacitati bune de adsorbtie [20].

Totodata, utilizarea deSeurilor de biomasa agricold Si forestiera, transformate prin
hidrotermoliza se aliniaza principiilor economiei circulare, ce presupun transformarea
deseurilor in noi materiale cu valoare adaugatd, promovand sustenabilitatea Si reducand

folosirea materialelor de sinteza.

Obiectivul general al tezei de doctorat este elaborarea unui sistem eficient de adsorbtie
Si biodegradare a unor poluanti organici persistenti din apele uzate prin utilizarea unor tulpini

bacteriene imobilizate pe un suport sustenabil, de tip hidrocarbune.



Pentru atingerea acestui scop s-au propus urmatoarele obiective specifice:

» O: Identificarea deSeurilor de biomasa agricola Si forestiera studiate pentru obtinerea
de suporturi pentru imobilizare bacteriana Si caracterizarea fizico-chimica, morfologica
Si structurald a acestora;

» O, Valorificarea biomasei lignocelulozice prin procesul de hidrotermoliza pentru
obtinerea unor materiale suport pentru microorganisme cu aplicatii in bioremedierea
factorilor de mediu;

» 0O;: Modelarea Si optimizarea parametrilor procesului de conversie pentru obfinerea
unui grad de conversie ridicat Si a unei structuri eficiente pentru imobilizarea bacteriana;

» Oy Identificarea Si selectarea unor tulpini bacteriene capabile sa degradeze poluanti
organici persistenti;

» Os: Obtinerea sistemului microorganism-suport Si integrarea in studii experimentale de

bioremediere pentru evaluarea eficientei acestuia In conditii controlate.

Teza de doctorat este structurati in doua parti, dupa cum urmeaza:

Partea I: Studiul de literaturd intitulat ,,Stadiului actual al cercetarilor in domeniul

bioremedierii factorilor de mediu utilizand tulpini bacteriene imobilizate pe suporturi naturale.

Capitolul 1, sintetizeaza datele disponibile din literatura de specialitate referitoare la
utilizarea bacteriilor imobilizate pe suporturi naturale poroase pentru bioremedierea factorilor
de mediu afectati de poluantii organici persistenti. Partea de inceput contine o clasificare a
compusSilor organici persistenti Si a efectelor asupra ecosistemelor Si sdnatatii umane, precum
si a metodelor de bioremediere disponibile. Mai apoi, s-au studiat principalele surse de obtinere
termochimice (hidrotermolizd). De asemenea, factorul cheie pentru dezvoltarea sistemului de
bioremediere a fost identificarea unor microorganisme ce pot degrada poluanti organici
persistenti. lar in finalul primei parti au fost discutate mecanismele de imobilizare Si principalii

factori care influenteaza procesul de bioremediere.

Partea II: cuprinde contributiile originale, prezentate in 6 capitole, ce sunt realizate pe toata

durata de cercetare din cadrul programului de pregatire prin doctorat.



Capitolul 2 prezinta utilizarea diverselor materiale Si metode pentru a explora conversia
biomasei lignocelulozice, imobilizarea Si biodegradarea poluantilor organici persistenti. Pentru
inceput au fost prezentate metodele de caracterizare a principalilor parametri compozitionali ai
biomasei agricole Si forestiere, urmatd de hidrotermolizd pentru a obtine un hidrocarbune
suport pentru imobilizarea bacteriand. Hidrocarbunele a fost analizat chimic, morfologic Si
imobilizare. Tulpinile bacteriene au fost cultivate Si testate pentru metabolizarea dietilftalatului,
bisfenolului A si albastrului de metilen, incluzand imobilizarea acestora pe hidrocarbune,
urmati de o analizd morfo-structurala. In final, analizele efectuate prin Cromatografie Lichida
de Ultra-Performantd (UPLC) au evaluat eficienta sistemului in degradarea poluantilor organici

persistenti, oferind o abordare integrata Si concisa.

Capitolul 3 se concentreaza pe caracterizarea deseurilor de biomasa agricold Si
forestiera luate Tn studiu. Au fost studiati parametrii compozitionali ai biomasei lignocelulozice,
conform standardelor elaborate de Technical Association of the Pulp and Paper Industry
(TAPPI). De asemenea, s-a realizat analiza elementala utilizand Spectroscopia de raze X cu
dispersie de energie (EDX), aceasta oferind informatii despre compozitia chimica a suprafetei
materialelor lignocelulozice. Pentru a examina structura biomasei, s-a folosit Microscopia
Electronica de Baleiaj (SEM), metoda ce a permis obtinerea unor imagini de inaltd rezolutie.
Spectroscopia in InfraroSu cu Transformata Fourier (FT-IR) a fost utilizata pentru identificarea
grupelor functionale prezente in biomasa, spre final apelandu-se la Analiza Termogravimetrica
(TGA) pentru a evalua stabilitatea termica Si comportamentul de degradare al biomasei, aspecte

esentiale pentru Infelegerea potentialelor sale aplicatii ca suport natural pentru imobilizare.

Capitolul 4 prezintd rezultatele obtinute Tn studiul de modelare Si optimizare a
parametrilor procesului de hidrotermoliza in cazul deseurilor de biomasa. Principalii factori
(temperatura, timp, raport solid/lichid) de proces au fost analizati conform unui plan
experimental, aceasta analiza permitand o mai buna intelegere a conditiilor necesare pentru o

conversie eficienta Si un randament mai mare de obtinere de faza solida.

De asemenea, in acest capitol se prezintd rezultatele obtinute la analiza chimica,
morfologicd Si structurald a hidrocdrbunelui. Pentru acest scop s-a determinat compozitia
chimicd elementala utilizind SEM-EDX, iar cu ajutorul SEM au fost obtinute imagini morfo-
structurale ale hidrocarbunelui. De asemenea, hidrocarbunele a fost analizat folosind izotermele

de adsorbtie, acestea oferind informatii despre porozitate Si suprafata specifica. Au fost



efectuate Si teste de determinare a punctului izoelectric (pH;) pentru hidrocarbune, teste ce
aratd comportamentul de incarcare al suprafetei in diferite medii de pH céat Si interactiunile cu
alti compusi. O alta investigatie structurald suplimentard a fost realizatd prin spectroscopia
Raman care a furnizat informatii detaliate despre structura moleculard Si caracteristicile

legaturilor chimice ale hidrocarbunelui.

Capitolul 5 abordeaza partea de izolare, identificare Si caracterizare a tulpinilor
bacteriene utilizate in procesele de biodegradare. In aceasti etapa a fost prelevati proba ce
contine tulpinile bacteriene Si analizata pentru a identifica tulpina de interes, utilizand
secventierea ARN-ului (RNA-Seq). A urmat o etapa de selectie bacteriana utilizand un mediu
de cultura cu saruri minerale. Tulpinile bacteriene au fost testate la 1, 2, 3 Si 4 mM dietilftalat
(DEP), pentru a evalua rezistenta tulpinilor la acest poluant. Pentru a putea analiza morfo-
structural (prin SEM) aceste bacterii, s-a realizat o fixarea chimica a celulelor, acest proces

fiind necesar pentru a putea pastra structura peretelui celular.

In continuare, s-a studiat procesul de biodegradarea a DEP-ului utilizand culturi
bacteriene nepatogene (clasa S;) imobilizate pe suporturile de hidrocarbune obtinute, utilizand
mediu mineral. Cultura bacteriand a fost pregatitd pentru imobilizare, dupd ce in prealabil s-a
verificat daca celulele se aflau 1n starea optima pentru acest proces. Ulterior, celulele bacteriene
au fost imobilizate pe hidrocarbune, permitand o interactiune mai eficientd cu DEP-ul. Testele
de biodegradare au fost apoi realizate cu bacterii imobilizate in prezenta DEP-ului la
concentratii de 4, 8, 16 Si 32 mM. Aceste teste au fost esentiale pentru evaluarea potentialului
de degradare al bacteriilor in aceste conditii Si a le compara cu celulele bacteriene libere. Au
fost utilizate mai multe metode analitice pe parcursul studiilor de biodegradare, inclusiv analiza
UV-VIS pentru monitorizarea absorbtiei Si concentratiei poluantului, UPLC pentru separarea
Si identificarea precisd a produselor de degradare Si SEM pentru examinarea modificarilor

morfologice ale biofilmului bacterian la diferite perioade de timp.

Capitolul 6 prezintd aplicatii ale hidrocarbunelui ca suport de imobilizare pentru
celulele bacteriene cu rol in degradarea unor compusSi organici din apele uzate (sintetice Si
reale). Inifial, cultura bacteriana a fost pregatita Si imobilizatd pe hidrocarbune, asigurand o
interactiune optima cu poluantii. Testele cu hidrocarbune au evaluat mai intdi capacitatea de
adsorbtie a poluantilor (DEP, BPA si MB) din apele uzate. Apoi, culturile bacteriene
imobilizate pe hidrocarbune au fost utilizate pentru epurarea apelor uzate, acestea demonstrand

un potential ridicat de biodegradare. Eficienta procesului de degradare a poluantilor a fost



analizat prin Spectrofotometrie Ultraviolet-Vizibil (UV-VIS) si Cromatografie de Lichide de
Inalta Performantid (HPLC).

Teza de doctorat se incheie cu o serie de concluziile generale, ce sintetizeaza cele mai
importante rezultate obtinute privind dezvoltarea unui sistem de bioremediere sustenabil Si

eficient.

ACTIVITATE STITIFICA

Rezultatele obtinute de-a lungul celor patru ani de activitate de cercetare Stiintifica au fost

concretizate prin:

» Elaborarea a 6 articole publicate in reviste cotate ISI (Web of Science cu factor de
impact), total IF = 24,5;

» Elaborarea unui (1) articol publicat in revista indexata in baze de date internationale
(BDD);

» Participarea la 10 conferinte internationale (7 comunicari orale Si 4 postere);

> Referent stiintific pentru Springer Nature Link: Applied Microbiology and
Biotechnology (IF 4.3); Reviews of Environmental Contamination and Toxicology (IF
6.6) si ScienceDirect: Results in Engineering (IF 7.9);

» Efectuarea unui stagiu de cercetare de 1 an la Helmholtz Centre for Environmental
Research — UFZ din Leipzig, Germania, in cadrul programului Erasmus+ (01.11.2022-
01.11.2023);

» Efectuarea unui stagiu de cercetare “Short-term Scientific Missions” (STSM) in cadrul
proiectului COST: Sustainable Resource Recovery Strategies Toward Zero Waste
(FULLRECO4US). Acest stagiu a fost efectuat la Universitatea din Porto, Portugalia,
timp de 2 luni (12.08.2024 — 10.10.2024);

» Membru in echipa proiectului "Bio-based porous materials for hydrogen storage and
environmental applications” BIOPOROMAT, PN-III-P4-PCE-2021-1455;

» Cerere de brevet: Volf 1., Armanu G.E., Secula M.S., 2024, Suport natural sustenabil
pentru imobilizare microbiana cu rol in bioremedierea factorilor de mediu (A natural
sustainable carrier for bacterial immobilization used in bioremediation), A/00606 din
11.10.2024;

» Medalie de argint obtinutd in cadrul EUROINVENT — European Exhibition of

Creativity and Innovation din 8-10 mai 2025, Iasi, Romania. Prezentarea cererii de



brevet ,,Suport natural sustenabil pentru imobilizare microbiana cu rol in bioremedierea

factorilor de mediu (A natural sustainable carrier for bacterial immobilization used in

bioremediation)”, A/00606.
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3. Comunicari la conferinte internationale:

¢ Emanuel Gheorghitai Armanu, Irina Volf “Natural carriers for bacterial
immobilization used in bioremediation”, 5th International Conference of the
Doctoral School, 18-20 May, 2022, Iasi, Romania, (prezentare orald);

* Emanuel Gheorghiti Armanu, Bogdan Marian Tofénica, Irina Volf,
»Measurement of key compositional parameters in three type of biomass wastes in
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International Conference on Chemical Engineering (ICCE), 05-07 October, 2022,
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the feedstock”, International Chemical Engineering and Materials Symposium
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e Emanuel Gheorghiti Armanu, Simone Bertoldi, Zeel Chauhan, Christian
Eberlein, Marcell Nikolausz, Matthias Schmidt, Hermann Josef Heipieper, Irina
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¢ Emanuel Gheorghita Armanu, Sebastian Marius Secula, Irina Volf, “Eco-efficient
hydrochar for immobilization of Pseudomonas species”, 12th International
Conference on Environmental Engineering and Management (ICEEM), 13-16
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¢ Emanuel Gheorghita Armanu, Simone Bertoldi, Christian Eberlein, Hermann
Josef Heipieper, Sebastian Marius Secula, Irina Volf, “Immobilized bacterial cells

on a natural carbonaceous material for diethyl phthalate biodegradation” 7th
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PARTEA I: STUDII DE LITERATURA

CAPITOLUL 1. STADIUL ACTUAL AL CERCETARILOR iN DOMENIUL
BIOREMEDIERII FACTORILOR DE MEDIU UTILIZAND TULPINI BACTERIENE
IMOBILIZATE PE SUPORTURI NATURALE

1.1. Tipuri de poluanti ce afecteaza calitatea factorilor de mediu

Pana in prezent se cunosc aproximativ 160 de milioane de substante chimice ce au fost
produse la nivel mondial, din care aproximativ 60 de mii sunt utilizate activ in diferite domenii
de activitate [21]. Eliberarea constanta de noi compusi xenobiotici in mediu, duce la efecte pe
termen scurt, mediu Si lung asupra ecosistemelor naturale, sdnatatii umane Si biodiversitatii
globale [22].

Industrii precum cea chimica, farmaceutica, a materialelor plastice, auto, obtlinerii de
energie, textilelor, alimentard, constructiilor, miniera Si metalurgica au un impact semnificativ
asupra aerului, apei Si solului, provocand daune ireversibile ecosistemelor Si bunastarii umane
[23], [24], [25], [26].

Poluantii organici Si anorganici (Figura 1) sunt prezenti in toate mediile naturale Si
reprezintd riscuri accentuate de toxicitate Si bioacumulare [1], [27]. Dintre aceStia, poluantii
organici persistenti cunoscuti sub denumirea abreviata POPs (de exemplu: pesticide, compusSi
organici volatili, hidrocarburi aromatice policiclice, bifenili policlorurati, dioxine Si furani,
substante perfluoroalchilate Si  polifluoroalchilate, perturbatori endocrini, produse
farmaceutice, produse pentru ingrijire personala, etc.), reprezintd un grad de periculozitate
ridicat datorat in principal diversitatii lor, persistentei in mediu Si capacitatii de a se bioacumula
de-a lungul lantului trofic [28], [29], [30], [31]. Structura moleculara, activitatea biologica Si
proprietatile poluantilor organici influenteaza direct reactivitatea, toxicitatea Si comportarea

lor in mediu [32].
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Figura 1. Principalele clase de poluanti organici (persistenti) Si anorganici.

POPs sunt substante chimice cu o toxicitate ridicata Si care rezista degradarii chimice,
fizice si fotolitice [33]. AcesSti compusSi se pot acumula rapid in toate mediile (apa, aer Si sol),
reprezentand riscuri serioase pentru naturd Si sanatatea umana [34], [35]. POPs se pot
bioacumula 1n lantul trofic din cauza stabilitatii chimice, volatilitatii Si hidrofobicitatii ridicate.
Aceste proprietati cumulate pot fi ireversibile uneori, in special cand este vorba de efecte ce
perturba sistemul endocrin, imunitar Si cel reproducator al animalelor Si omului (Tabelul 1)

[33], [36], [37].

Tabelul 1. Poluanti organici persistenti: origine, productie globala, impact asupra mediului Si

sanatatii.

Tip de poluant Surse Productia Efecte asupra Referinte
globala mediului Si

populatiei umane




Pesticide Insecticide, erbicide, >2.5 Poluarea apei Si a [36], [37],
fungicide, acaricide, | milioane de solului; reducerea [38], [40],
nematocide, tone/an) | populatiilor de insecte [41]
rodenticide, benefice;
moluscide, etc. contaminarea lantului
alimentar.
Compusi organici | Emisii industriale, >100 Poluarea aerului; [39], [42]
volatili (COV) emisii auto, solventi, | milioane de | formarea smogului Si
etc. tone/an) | a ozonului troposferic.
Bifenili Compusi industriali, 1,5 Contaminarea solului | [43], [44]
policlorurati (PCB) echipamente milioane Si apei;
electrice, tone/ an bioacumularea in
transformatoare Si organismele acvatice;
condensatoare, perturbarea sistemului
vopsele Si produse endocrin la animale Si
de izolare. om.
Dioxine Si furani Incinerarea 5 tone pe Poluarea aerului, [45], [46]
deseurilor, procese an solului Si apei;
industriale. afectarea
biodiversitatii;
bioacumularea in
lanturile trofice.
Hidrocarburi Arderea incompleta | 300.000 de Poluarea aerului Si [47], [48],
aromatice a materialelor tone anual apei; formarea de [49]
policiclice (PAH) organice, inclusiv sediment contaminat

combustibili fosili,
lemn Si produse din

tutun.

in mediul acvatic;
afectarea vietii
acvatice Sia

biodiversitatii.




Substante Compusi industriali, 4,5 Contaminarea apei Si | [50], [51],
perfluoroalchilate | materiale rezistente | milioane de | solului; persistenta pe [52]
Si la foc. tone pana | termen lung in mediu;
polifluoroalchilate in prezent bioacumulare in
(PFAS) organismele acvatice.
Disruptori Pesticide, substante - Perturbarea [53], [54],
endocrini chimice, produse echilibrului hormonal [55]
farmaceutice. la animale Si om;
afectarea dezvoltarii
Si reproducerii
speciilor; diminuarea
biodiversitatii.
Produse Produse medicale, | 100.000 de | Contaminarea apei Si | [56], [57],
farmaceutice deseuri medicale. | miliarde de | solului; perturbarea [58]
doze ecosistemelor
(pastile, acvatice, modificarea
vaccinuri, | comportamentului Si
etc. fiziologiei
organismelor
acvatice.
Produse pentru Produse de uz 100 Poluarea apelor Si [59], [60],
ingrijirea personala casnic, Sampon, milioane solului; perturbarea [61], [62],
creme, parfumuri tone echilibrului hormonal [63]
(contin parabeni Si la animale Si om;
ftalati), etc. contaminarea
alimentelor.
1.2. Tehnici de bioremediere pentru soluri poluate Si apele uzate
Bioremedierea solurilor poluate
¢ In-situ: Include biodegradarea  atenuatd, bioaugmentarea  (introducerea

microorganismelor specializate), biostimularea (addugarea de nutrienti), bioventilarea

(introducerea oxigenului) Si fitoremedierea (utilizarea plantelor). Bioaugmentarea este




eficienta pentru poluanti recalcitranti, oferind rezultate rapide fata de metodele mai
lente precum biodegradarea atenuata sau fitoremedierea.

e Ex-situ: Implici excavarea solului Si epurarea in sisteme controlate, precum
compostarea, straturile biologice, bioreactoarele Si landfarming-ul. Bioreactoarele sunt
preferate pentru controlul precis al parametrilor (pH, temperaturd) Si eficienta ridicata

in degradarea poluantilor organici persistenti.

Bioremedierea apelor uzate

¢ In-situ: Utilizeazd bioaugmentarea, biostimularea, lagunele de stabilizare Si
fitoremedierea acvaticd. Bioaugmentarea accelereazd epurarea apelor contaminate cu
hidrocarburi sau metale grele, fiind ideala pentru contaminari severe.

¢ Ex-situ: Include bioreactoare, filtre biologice, sisteme cu ndmol activ Si zone umede
construite. Bioreactoarele ofera control ridicat Si eficientd superioara, fiind potrivite

pentru ape uzate industriale cu poluanti toxici.
1.3. Suporturi pentru imobilizarea microorganismelor
Materiale sintetice

Materialele precum polietilena, polipropilena, poliuretanul, poliacrilamida Si silicagelul
oferd stabilitate chimicd Si mecanica, fiind utilizate sub forma de granule, fibre sau spume.

Acestea sunt durabile, dar ridica probleme ecologice datoritd naturii greu biodegradabile.
Materiale naturale

Biomasa agricola si forestiera (coji de nuci, paie, rumegus), hidrocoloizii (alginat,
agar), chitosanul Si gelatina sunt biodegradabile, sustenabile Si compatibile cu principiile
economiei circulare. Acestea au o porozitate ridicata Si capacitate de adsorbtie ridicata, fiind

ideale pentru procese de bioremediere.
Caracteristici fizico-chimice

Suporturile utilizate trebuie sd fie chimic inerte, cu porozitate ridicatd, rezistenta
mecanica Si stabilitate termica pentru a sustine eficienta Si supravietuirea microorganismelor

in medii puternic poluate.



1.4. Tehnici de valorificare a deSeurilor de biomasa

Biomasa agricold Si forestiera este transformatd prin procese termochimice (ardere,
piroliza, gazificare, hidrotermolizi) in biocarbune, bio-uleiuri sau gaze. In urma procesului de
hidrotermolizd (HTC), Figura 2, rezulta hidrocarbune, un material poros ce este utilizat ca
amendament agricol, combustibil sau suport pentru microorganisme, acesta fiind eficient

energetic Si sustenabil pe termen lung.
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Figura 2. Variatia presiunii in functie de temperatura (HTC — hidrotermoliza; HTL —

lichefiere).
1.5. Tulpini bacteriene utilizate in procese de bioremediere

Tulpini  precum  Acinetobacter,  Arthrobacter,  Bacillus,  Flavobacterium,
Mycobacterium, Rhodococcus, Microbacterium Si Pseudomonas degradeaza poluanti organici
(hidrocarburi, pesticide) Si anorganici (metale grele). Imobilizarea pe suporturi naturale,
precum hidrocarbunele, Tmbunatateste eficienta Si stabilitatea acestora. Pseudomonas Si

Microbacterium fiind des utilizate pentru adaptabilitatea metabolica Si formarea biofilmelor.
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Figura 3. Utilizarea tulpinilor bacteriene in procese de bioremediere prin imobilizarea acestora

pe suporturi naturale poroase.
1.6. Metode de imobilizare a microorganismelor

Metode fizice: Captarea Si Incapsularea (de exemplu: alginat, chitosan) protejeaza

[ J
bacteriile Si permit difuzia poluantilor (Figura 4).
Metode chimice: Legarea covalentd Si adsorbtia (de exemplu: hidrocarbune) sunt

eficiente, dar legarea covalentd poate afecta viabilitatea celulard. Adsorbtia este

economica Si faciliteaza contactul direct cu poluantii .
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Figura 4. Principalele metode de imobilizare a celulelor bacteriene.



1.7. Factori care influenteaza eficienta proceselor de bioremediere

Parametri fizico-chimici: pH-ul (optim 6-8), temperatura (20-40°C), umiditatea (40-

60%), oxigenul Si salinitatea afecteazd metabolismul microbian. Conditiile extreme pot inhiba

activitatea enzimatica.

Interactiuni microorganisme-poluanti: adsorbtia, bioacumularea Si descompunerea

enzimatica sunt mecanisme cheie. Suporturile poroase (hidrocarbune) amplifica eficienta prin

concentrarea poluantilor.

Stabilitatea microorganismelor imobilizate: depinde de natura poluantilor, tipul

suportului Si conditiile de mediu (Tabelul 3). Suporturile naturale ofera protectie Si stabilitate

pe termen lung, optimizand bioremedierea.

Tabelul 3. Degradarea poluantilor organici utilizand tulpini bacteriene imobilizate pe diverse

materiale suport.

Eficienta de
Poluant tinta
Conditii degradare
Suport Gen bacterian Si concentratia Referinte
experimentale Non- |Imobilizat
initiala
imobilizat
Biocarbune Bacillus Apauzata | Clortetraciclina 66 % 83 % [272]
(73,75 mg/L)
Alginat de Bacillus Mediu sintetic | Trinitrotoluen 72 % 99 % [170]
sodiu (PVA); (120 mg/L)

caolin
Pulbere de | Mycobacterium | Apa poluatd |Piren (50 mg/L)| 45 % 70 % [273]

coaja de

arahide
modificata
Biocarbune | Mycobacterium |Sol contaminat| Fenantren (50 43 % 69 % [274]
din paie de mg/L)

orez
Fibre de Arthrobacter Mediu Diuron (10 86 % 99 % [275]




nanoceluloza imbogatit mg/L)
Polistiren Arthrobacter | Mediu sintetic Pentan (50 70 % 90 % [276]
expandat mL/500 mL)
Coji de Rhodococcus Sol Titei (25 g/kg) 28 % 66 % [277]
seminte de
floarea-
soarelui
Nanoparticule| Rhodococcus Mediu Clorofenol 50 % 80 % [278]
magnetice imbogatit (0,50 mM)
Alginat de | Flavobacterium Sol Azot amoniacal | 25 % >80 % [279]
sodiu + alcool (50 mg/L)
polivinilic
Poliuretan | Flavobacterium Mediu Pentaclorofenol | 20 % 90 % [280]
imbogatit (300 mg/L)
Alcool Acinetobacter Mediu Fenol (1100 50 % >99 % [281]
polivinilic imbogatit mg/L)
(PVA)
Bioreactor cu| Pseudomonas Apa uzata Fenantren (20 77 % 96 % [282]
membrana mg/L)
Alginat, agar | Pseudomonas Mediu Etilbenzen (1 2% 60 % [283]
Si imbogatit ml/L)
poliacrilamida
Biocarbune | Pseudomonas Apa uzata Triclocarban 32% 80 % [284]
activat (10 mg/L)
Carbune din Consortiu Apa uzata Nonilfenol (50 20 % 70 % [285]
bambus Si bacterian mg/L)
carbune din
lemn
Turba de Consortiu Apa de mare | DDT (pesticid) 25% 86 % [286]
cocos Si bacterian (0,75 mL/150
pulbere de mL)

coji de orez







PARTEA 2: CONTRIBUTII ORIGINALE

CAPITOLUL 2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Materiale utilizate in cercetare

Biomasa lignocelulozica

In acest studiu s-au utilizat trei tipuri de biomasa lignocelulozica colectatd din nord-
estul Romaniei (in sezonul de toamna): coaja de molid (SB, deseu forestier din Picea abies),
lemn de vita de vie (VSs, din tdieri de Vitis vinifera) Sipaie de grau (WSs, din recoltare Triticum

spp.). Toate probele au urmat aceleasi tehnici de pregatire.
Substante chimice

Substantele utilizate au fost de grad analitic (Thermo Fisher, Sigma-Aldrich, Merck,
VWR). Principalele includ: poluanti (DEP 99%, BPA 97%, MB 98%); solventi (MeOH 99.9%
pentru HPLC); ajustori pH (HCI 0.1 M, NaOH 0.1 M, NaCl 0.01 M); azot lichid (Praxair);
extractibile (etanol-benzen 1:2, etanol 99.8%); lignind (H>.SO4 72%); celuloza (H.SO4 3N,
NaOH 17.5%, sulfat de amoniu feros 99%); holoceluloza (NaClO, 80%, CHzCOOH 99.7%);
SEM (glutaraldehida 2.5%, HMDS 99%, crom 99.9%); cultura bacteriand (extract de drojdie
200 mg/L).

Metode utilizate in cercetare
Pregatirea probelor de biomasa

Biomasa a fost uscata la 20-25°C (umiditate <50%) pana la <10% umiditate, verificat
prin cantarire (+£0.001 g). Maruntitd cu moara Retsch GM 200 (320 rpm, 20 min), apoi sitatd
(Retsch AS 200) in fractii: mare (1-2 cm), medie (0.5-1 cm), fina (<0.1 cm). Stocata etans.

Metode analitice pentru analiza compozitiei biomasei

Cenusa (TAPPI 211): Proba in creuzet calcinat la 585+25°C (4 h, Nabertherm L3/11/B180).

Carbonizare la <600°C, calcinare pana la greutate constanta (0.1 mg).



(A x 100)

Cenusa (%) = B

#(1)

unde:

A = greutatea cenuSii, g

B = greutatea materialului de testat (fara umiditate), g.

Umiditate (TAPPI 264): 2 g proba uscata la 105+£3°C (2 h initial, apoi 1 h pana constanta +

0.002g).

Continutul de umiditate (%) = @ x 100#2)#

unde:
A = greutatea inifiala a probei, g

B = greutatea probei uscate adusa la pond constant, g.

Extractibile (TAPPI 204): Extractie Soxhlet cu 150 mL etanol-benzen (1:2, 4-5 h, 24 cicluri).
Evaporare, uscare 105°C (1 h), corectie martor.

[ (We - Wb) ]
Wp

Extractibile (%) = x 100#(3)

unde:
W, = greutatea extractului uscat la cuptor, g,

W, = greutatea materialului uscat la cuptor, g,

W, = greutatea reziduului martor uscat la cuptor, g.

Lignina (TAPPI 222): 15/40 mL H,SO4 72% (10-15°C), macerare 2 h (20°C), diluare la 3%
H>S0., fierbere 4 h (100°C). Filtrare, spalare, uscare 105°C, corectie cenusa (TAPPI 211).

Celuloza (TAPPI 203): 50 mL filtrat pulpa + 50 mL H>SO. 3N, coagulare 70-90°C,

sedimentare 8 h.
6.85 x(V4-V3)x N x20

Celuloza (%) = 2T W

#4)

unde:

V; = volumul consumat la titrarea solutiei dupa precipitarea beta-celulozei, Ml,

V4 = volumul consumat la titrarea martor, mL,

N = normalitatea reald a solutiei de sulfat de amoniu feros (FeSO4-(NH4)>SO4, utilizata ca
titrant, exprimata in echivalenti pe litru (e),

W = greutatea probei de pulpa uscata la cuptor, g.



Hemiceluloze: Prin diferentd dupa extractibile (TAPPI T204), holoceluloza (Jayme-Wise:

NaClOg/acetic 70-80°C, 2 h), celuloza (TAPPI T203).
Hemiceluloze (%) = Holoceluloza (%) - Celuloza (%)#(5)

Compozitie elementala: Analizor Vario Micro (combustie 950-1200°C, TCD). O calculat

indirect.
0 (%) =100 — (C (%) + H (%) + N (%) + S (%) + Cenusa (%)#(6)

Analiza Spectroscopica FTIR

Spectre PerkinElmer Spectrum GX1 (ATR ZnSe, 64 scanari, 4 cm™', 4000-500 cm™").
Convertite absorbanta, normalizate. HCA/PCA (Spectrum 10.6.1).

Analiza Termogravimetrica (TGA)

Mettler Toledo TGA/DSC 2 (~3 mg, 20°C/min, aer 60 mL/min, £0.2 K). Analiza TGA-
DTG (OriginPro 2019b).

Planificarea experimentald Si modelarea HTC

CCD (Design Expert 7.1.5). Autoclave micro (20 bar, vase 15 mL). 1 g biomasa + apa
sterila (1:5-1:10), 230-290°C, 30-90 min (presiuni 4.4-5.5 bar). Filtrare (Whatman 11 pm),

spalare, uscare 105°C (12 h). Randament: masa HC / masa initiala.

Conversia deseurilor prin hidrotermoliza

Reactor KQSA (150 mL, 10 MPa). 10 g biomasa + 100 mL apa sterila (1:10), 260°C/30
min (4.5 MPa), omogenizare 30 min. Racire (gheata la 100°C). Filtrare, spalare, uscare 105°C

(12 h). Triplicat.

Microscopia SEM si EDX

FE-SEM Zeiss Merlin (2 kV, 250-300 pA, secundari). Pregatire: fixare glutaraldehida
2.5% (12 h, 4°C), deshidratare etanol, HMDS, uscare, acoperire Cr 30 nm (Leica SCD500).
EDX (Bruker XFlash, 10 keV, Esprit 1.9).

Microscopia cu Ioni de Heliu (HIM)



Zeiss ORION NanoFab (He* 30 kV, 0.5-1 pA, 10.000-100.000x, DW 5 mm). Uscare

hota 12 h, montare banda carbon, fara acoperire.

Spectroscopia Raman

WITec Alpha 300RA (Nd:YAG/KTP, 1064/532 nm). Benzi D/G (1370/1583 cm™')

pentru carbonizare.

Suprafata specifica BET

Quantachrome Nova 4200e (N>, cicluri degazare: 30 min 80°C, 100°C, 3 h 150°C).
~0.1 g/proba, triplicat.

Punct izoelectric (pHy)

Metoda pH drift: 50 mL NaCl 0.01 M (pH 2-12), 0.1 g HC, agitare 150 rpm/25°C/48 h.
ApH =pH_final - pH_initial; pHI unde ApH=0 (pH-metru Hanna HI 2211).

Analiza hidrocarbunilor cu WEKA

Pentru a investiga topografia suprafetei Si a cuantifica structurile poroase In imaginile
SEM ale SB-HC, VSs-HC, si WSs-HC a fost utilizat pluginul Trainable Weka Segmentation
din ImageJ (versiunea Weka 3.8). Acest instrument bazat pe invatare automatd a permis
segmentarea la nivel de pixel, facilitand identificarea, clasificarea Si cuantificarea porilor din
probele de hidrocarbune. Parametrii din imaginile SEM au asigurat o vizualizare de inalta
rezolutie a topografiei suprafetei Si a morfologiei porilor, utilizand o scald de 50 pm Si o marire
constantd de 570x (interval testat: 191x pana la 570x, conform metadatelor imaginilor),

selectatd pentru analiza porilor.

Izolarea, identificarea Si cultivarea tulpinilor bacteriene

Consortiu Pseudomonas spp. + Microbacterium sp. (biofilm poliuretan, UFZ Leipzig). Cultiv

mediu mineral + extract drojdie 200 mg/L, 30°C/180 rpm, DEP ca C (2-32 mM).

pu(h™") =[In(ODt1) - In(ODt0)]/(t1 - t0)#(7)
Cresterea relativa (%) = [ux2mM % 100]/u2mM#(8)



unde,

OD = densitatea opticd masurata prin absorbtie la 560 nm.

Analiza UPLC

0.5 mL cultura filtrata (0.45 pm), +0.5 mL MeOH, vortex 5 min. 2 pL injectie: Aquity
UPLC BEH C18, 0.5 mL/min, 50:50 MeOH/apa, PAD 278 nm (Empower 3).

Metoda de adsorbtie cu hidrocarbuni

Batch: 20 mL S1/S2 + 5 mM poluanti (DEP/BPA/MB), 20 mg HC sterilizat (121°C/15
min). Agitare 150 rpm/30°C, probe 15 min-48 h, filtrare 0.2 um, 4°C. Analizd: HPLC DEP
(50:50 MeOH/apa, 230 nm), BPA (75:25, 224 nm); UV-Vis MB 665 nm.

Metode de imobilizare bacteriana Si biodegradare

Sisteme: libere vs. imobilizate pe 20 mg HC steril. 20 mL S1/S2 + 5 mM poluanti + 500
uL inocul (108 UFC/mL). Incubare 30°C/150 rpm/48 h, probe 15 min-48 h, filtrare 0.45 um,
4°C. Analiza: HPLC DEP/BPA; UV-Vis MB. Triplicat, comparatie eficiente.



CAPITOLUL 3. CARACTERIZAREA FIZICA, CHIMICA SI MORFOLOGICA A
DESEURILOR DE BIOMASA LIGNOCELULOZICA

Caracterizarea proprietatilor fizice, chimice Si morfologice ale biomasei lignocelulozice
(coaja de molid - SB, lemn de vitd de vie - VSs, paie de grau - WSs) este esentiald pentru
evaluarea comportamentului acesteia in procesul de hidrotermoliza (HTC) Si a randamentului
hidrocarbunelui obtinut. Analizele au inclus compozitia chimica (umiditate, cenusa,
extractibile, celuloza, hemiceluloza, lignind) conform standardelor TAPPI, spectroscopia FTIR
pentru grupe functionale, analiza termogravimetrici (TGA) pentru degradarea termicd Si
microscopia SEM pentru proprietati texturale. Corelarea acestor date permite optimizarea
procesului HTC si selectia biomasei pentru aplicatii ca suport microbian, adsorbant sau material

de stocare H/C.
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Figura 12. Structura chimica pentru celuloza, hemiceluloza si lignind [25].

Caracterizarea fizico-chimica

Analizele conform TAPPI (umiditate: T264, cenusa: T211, extractibile: T204, lignina: T222,
celuloza: T203, hemiceluloza: T222/T203) au evidentiat diferente compozitionale cu impact

asupra HTC:



e Umiditate: SB (9,55 £+ 0,33%), VSs (7,80 + 0,30%), WSs (7,40 &+ 0,28%). SB necesita
mai multa energie pentru evaporare in HTC.

e Cenusa (600°C): WSs (4,0 £ 0,34%), SB (2,75 + 0,29%), VSs (2,1 £ 0,27%). WSs
prezinta risc de zgurificare, VSs este avantajos datoritd cenusii reduse.

e Extractibile: SB (9,05 + 0,74%), WSs (5,1 + 0,58%), VSs (2,7 + 0,45%).

e Celuloza: VSs (49,30 = 1,03%), SB (48,10 + 1,10%), WSs (33,80 + 0,92%). VSs si SB
favorizeaza formarea hidrocarbunelui poros.

* Hemiceluloza: WSs (38,20 + 0,81%), VSs (21,50 = 0,57%), SB (19,75 £ 0,53%). WSs
este potrivit pentru HTC la temperaturi scazute.

e Lignina: VSs (24,40 £ 0,55%), SB (22,87 = 0,48%), WSs (18,90 + 0,45%). VSs si SB
favorizeaza bio-ulei la >300°C.

e Compozitie elementala: Carbon - VSs (52,72%), SB (52,07%), WSs (51,56%);
Hidrogen - SB (5,30%), VSs (5,26%), WSs (4,49%); Oxigen - WSs (43,93%), VSs
(42,01%), SB (41,98%). VSs are avantaje energetice datoritd carbonului ridicat.
Oxigenul ridicat al WSs reduce valoarea energetica a hidrocarbunelui.

e Oligoelemente: Cupru (SB: 3,1 mM, VSs: 3,3 mM, WSs: 3,5 mM), Cadmiu (SB: 1,0
mM, VSs: 0,41 mM, WSs: 0,1 mM), Plumb (SB: 2,5 mM, VSs: 0,2 mM, WSs: 0,7 mM).

Nivelurile scazute reduc riscul de coroziune/toxicitate in HTC.

Spectroscopia FTIR

Spectrele FTIR (SB, VSs, WSs) au evidentiat grupe functionale similare: -OH (~3700 cm™',
legaturi H), C-H/C-0 (2398-3023 cm™!, alifatice), C=0 (~1860 cm™!, celuloza/lignind), C=C
(~1695 cm™!, neconjugatda), C-C (1635-1060 cm™!'), C-O-C (1060-830 cm™', legaturi
aromatice), y(C-H) (~858 cm™!, olefinice/aromatice). Diferente minore indica variatii in

compozitia lignocelulozica.
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Figura 13. Spectrele FTIR pentru SB, VSs Si WSs.

Analiza termogravimetrica (TGA)

TGA a identificat trei etape de degradare:

1.

Pierdere umiditate (<114°C): SB (8,09%, varf 72°C), WSs (5,71%, 62°C), VSs
(6,07%, 74°C).

Degradare hemiceluloza/celuloza (255-350°C): WSs (61%, 291°C), VSs (48,08%,
343°C), SB (43,03%, 346°C). WSs are degradare maxima datoritd hemicelulozei
ridicate.

Degradare lignina (>350°C): SB (42,58%, 355°C), WSs (33,38%, 433°C), VSs
(16,77%, 445°C). Lignina complexa degradeaza lent.
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Figura 14. Analiza termogravimetrica pentru: (a) SB; (b) VSs; (c) WSs.

Microscopia SEM

Imaginile SEM au relevat structuri fibroase: SB - delaminare, matrice condensatd
(celuloza 48,10%, lignina guaiacil 22,87%); VSs - filamente fine, retea flexibild (celuloza
49,30%, lignina siringil 24,40%); WSs - suprafatd aspra, straturi suprapuse (hemiceluloza
38,20%).

50 pm




Figura 15. Imaginile SEM ale biomasei initiale: a) SB; b) VSs Si ¢) WSs.
Suprafata specifica

Izotermele BET indica suprafata specificd <1 m*/g pentru SB, VSs, WSs, reflectand
porozitate minimd Si capacitate redusa de adsorbtie a gazelor, datorita structurii fibroase

amorfe.
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Figura 16. [zotermele materialelor lignocelulozice (SB, VSs si WSs).

Randamentul conversiei termochimice

Randamentul teoretic al hidrocarbunelui (Y, %) a fost calculat cu ecuatia
Y(wt%) =C x yc,C+L x yc,L +H x yc,H#(9)
unde H, C, si L reprezinta procentele de hemiceluloze, celuloza respectiv lignina, iar yc, j

reprezinta randamentul de carbonizare al componentilor principali.

Coaja de molid

Lemn de vita Paie de grau
de vie
10g 10g 10g
A v y v A A v v
Celuloza Lignina Hemiceluloza Celulozi Lignina Hemicelulozi Celuloza Lignina Hemiceluloza
481g | |230¢g 197 ¢ 3.38¢ 1.89¢g 382¢g 493¢g | |244¢ 215g
1Yc=19. 1%1Y1.=44.9% l‘ln=23.5% Yc=19.1%|Y1=44.9% |Yu=23.5% Y c=19.1%[Y1=44.9% ‘YH=23-5%

Hidrocarbune 2.4 g Y 24.05 %

Hidrocirbune 2.4 9 Y 23.92 % Hidrocérbune 2.5g Y 25.42 %

EC mlL mH

uC mL mH meC ul mH

Figura 17. Randamentele estimate ale hidrocarbunelui obtinut din SB, VSs Si WSs.



Concluzii partiale

e Compozitie: SB Si VSs, cu celuloza (48,10-49,30%) si lignind (22,87-24,40%) ridicate,
sunt ideale pentru hidrocarbune poros; WSs, cu hemiceluloza (38,20%), favorizeaza
HTC la temperaturi scazute.

e Cenusa: VSs (2,1%) reduce riscul de zgurificare, spre deosebire de WSs (4,0%).

e Carbon: VSs (52,72%) are cel mai mare potential energetic.

e FTIR: Grupe functionale similare, cu diferente minore, confirma structura
lignocelulozica.

e TGA: Degradare in trei etape (umiditate, hemicelulozd/celuloza, lignind), WSs cu
pierdere maxima datoritd hemicelulozei.

e SEM: Structuri fibroase distincte, influentate de compozitie.

e Suprafata: Porozitate minima (<1 m?/g), limitand adsorbtia.

 Randament HTC: WSs (25,42%) uSor superior, dar SB Si VSs sunt mai potrivite

pentru hidrocarbune de calitate datorita ligninei Si celulozei.



CAPITOLUL 4. OBTINEREA UNOR MATERIALE SUPORT NATURALE PENTRU
IMOBILIZAREA BACTERIANA

Deseurile lignocelulozice (SB - coaja de molid, VSs - lemn de vita de vie, WSs - paie
de grau) sunt precursori valoroSi pentru suporturi de imobilizare bacteriana datorita compozitiei
lor chimice, dar umiditatea Si densitatea ridicatd necesitd conversie termochimica.
Hidrotermoliza (HTC) a fost aleasd pentru a transforma biomasa in hidrocarbune (HC) la

temperaturi moderate (230-290°C), maximizand faza solida pentru aplicatii microbiene.
Studiul procesului de hidrotermoliza

HTC s-a efectuat intr-o autoclava de laborator din otel inoxidabil cu vas de sticla (0,5 mm),

monitorizand presiunea. Parametrii principali:

e Temperatura (230-290°C): Influenteaza cinetica reactiilor; temperaturi mai ridicate
(290°C) reduc timpul de rezidenta, dar pot genera subproduse.

e Timpul de rezidenta (30-90 min): Determina gradul de conversie; timpi scurti (<30
min) reduc randamentul, timpi lungi (>90 min) cauzeaza degradare excesiva.

e Raport solid/lichid (s/l, 1:5, 1:6.67, 1:10 g/mL): Afecteaza transferul de masa/caldura;

raporturi mari (1:10) faciliteaza conversia.
Modelare Si optimizare

Un plan experimental cu 17 teste (3 factori, 3 teste centrale) a evaluat influenta parametrilor
asupra randamentului de masa (Y, %) Si gradului de conversie (CD, %) conform ecuatiei 10 Si

11:

Y, = 2HC » 100,#(10)
mg

_Mg-Mye 100,#(11)
mg

CD;

unde: 1= tipul de materie prima, ms = masa materiei prime (g), myc = masa hidrocarbunelui

(2)-



e Rezultate (Tabelul 7):
o Y:SB-HC (42,1-64,3%), VSs-HC (39,5-57,1%), WSs-HC (31,66-48,61%).
o CD: WSs-HC (66,44% max), SB-HC (57,9% max), VSs-HC (60,5% max).
o Temperaturile ridicate Si timpii lungi reduc Y, cresc CD; raportul s/l mare creSte

Y, scade CD.

Caracterizarea morfologica a hidrocarbunilor

SEM (Figura 21):

e 230°C, 60 min, 1:10: SB-HC - pori mici, dens (ligninad guaiacil); VSs-HC - pori mari
(lignina siringil); WSs-HC - pori moderati (lignind mixta).

e 260°C, 60 min, 1:10: SB-HC - pori uSor mai mari; VSs-HC - macropori proeminenti;
WSs-HC - porozitate echilibrata.

e 290°C, 60 min, 1:10: SB-HC - pori uniformi; VSs-HC - porozitate neomogena; WSs-

HC - fibroasa-poroasa.




Figura 21. Imaginile SEM ale hidrocarbunilor: a) SB-HC, b) VSs-HC, c) WSs-HC la

230 °C, 60 de minute si 1:10 g/mL; d) SB-HC, e) VSs-HC, f) WSs-HC la 260 °C, 60 de
minute Si 1:10 g/mL si g) SB-HC, h) VSs-HC, 1) WSs-HC la 290 °C, 60 de minute Si 1:10

g/mL.
SEM-EDX:

e SB-HC: C dominant, O (0,25 g), Ca (0,15 g), Si (0,20 g), A1 (0,10 g), P (0,05 g), S (0,05
g) - stabilitate termica ridicata.

e VSs-HC:0 (0,30 g),Ca (0,12 g), Si (0,18 g), P (0,07 g) - catalizatori minerali, porozitate
ridicata.

e  WSs-HC: O (0,20 g), Ca (0,18 g), Si (0,25 g) - compozitie echilibrata, versatilitate.
WEKA Segmentation (Figura 22):

e VSs-HC: 73 pori/2500 pm?, porozitate 2,63% (total 45%).
e SB-HC: 133 pori/2500 pm?, porozitate 3,19% (total 35%).
e WSs-HC: 95 pori/2500 pm?, porozitate 2,85% (total 40%).



Figura 22. Analiza segmentarii porilor utilizand WEKA plugin: (a) SB-HC, (b) VSs-

HC sic) WSs-HC. Culoarea galbena = forma definita a particulelor (structura poroasa).



Caracterizarea chimica Si structurala

SEM (conditii optime, 260°C, 30 min, 1:10) (Figura 23):

e SB-HC: Structurd densa, pori mici, ideald pentru stabilitate mecanica Si adeziune

bacteriana.

e VSs-HC: Macropori, suprafatda mare, optima pentru colonizare bacteriana.

e WSs-HC: Pori moderati, echilibru intre stabilitate Si porozitate, multifunctionala.

Izoterme BET (Figura 24, Tabelul 12):

e SB-HC: Tip II, 50 cm?*/g STP, 20 m%g, porozitate ridicata.

e VSs-HC: Tip II, 30 cm?®/g STP, 3 m?/g, porozitate moderata.

e WSs-HC: Tip II, 10 cm?/g STP, 1 m?/g, porozitate scazuta.

Tabel 12. Caracteristicile izotermelor hidrocarbunilor.

Materi Tip Capacita | Suprafat | Porozita | Continut | Volu | Dimensiu Eficienta
al izoterm te de a te de m al ne medie | hidrotermoliz
a adsorbtie | specifica micropo | porilo | a porilor ei
(cm?/g (m?/g) ri (%) r (nm)
STP la (cm?/g
P/Po=1) )
SB-HC | Tip Il 50 20 Ridicata 10 0,05 50-100 Ridicata
VSs- Tip II 30 3 Moderat 8 0,03 40-80 Medie
HC a
WSs- Tip I 10 1 Scazuta 5 0,01 30-60 Scazuta
HC
pH; (Figura 25):

e SB-HC: 4,9 (suprafata acida, adsorbtie cationi - MB, BPA).

e VSs-HC: 6,3 (aproape neutra, adsorbtie neutri - DEP).

e WSs-HC: 5,0 (suprafata acida, atractie electrostatica).
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ApH (pH_final - pH_initial)

Figura 25. pH; si pHp al hidrocarbunilor investigati.

Raman :

e Benzi D (1370 cm™"), G (1583 cm™") indica structuri grafitice.
e Picuri la 1812 em™, 1912 cm™' (grupdri -OH, compuSi aromatici) favorizeaza
adeziunea bacteriana.

e Celuloza/hemiceluloza se descompun, formand HMF, furfural, fenoli.

Concluzii partiale

e HTC a generat hidrocarbune (SB-HC, VSs-HC, WSs-HC) optim pentru imobilizare
bacteriana.

e Randamente: SB-HC (42,1-64,3%), VSs-HC (39,5-57,1%), WSs-HC (31,66-48,61%).
Temperatura este factorul principal (p < 0,01); SB-HC are cea mai buna corelatie (R?
=0,972).

e Optimizare: 260°C, 30 min, 1:10 s/l asigurd Y ~50% cu eficienta energetica; ajustari
(45,7-60 min, 0,15-0,2 g/mL) cresc eficienta.

e Morfologie: SB-HC - dens, pori mici; VSs-HC - macropori; WSs-HC - pori moderati.

e SEM-EDX: VSs-HC bogat in Ca, Si, P (conditionare sol); SB-HC stabil
(biocompozite); WSs-HC versatil.

WEKA: Porozitate totala: VSs-HC (45%), SB-HC (35%), WSs-HC (40%).



BET: SB-HC (20 m%g), VSs-HC (3 m?/g), WSs-HC (1 m%g).

pHI: SB-HC (4,9), WSs-HC (5,0) - adsorbtie cationi; VSs-HC (6,3) - poluanti neutri.
Raman: Structuri grafitice Si grupari oxidate sporesc adeziunea bacteriana.

Aplicatii: SB-HC (stabilitate, adsorbtie cationi), VSs-HC (colonizare bacteriand), WSs-

HC (versatilitate pentru bioremediere, conditionare sol).



CAPITOLUL 5. IZOLAREA SI IMOBILIZAREA TULPINILOR BACTERIENE
PENTRU DEGRADAREA DIETIL FTALATULUI

Dietil ftalatul (DEP), un poluant toxic Si persistent utilizat in industria plasticelor, a fost
studiat pentru bioremediere folosind un consortiu bacterian format din Pseudomonas spp. Si
Microbacterium sp., izolat din biofilm de pe tubulatura de poliuretan. Aceste tulpini degradeaza
DEP prin mecanisme enzimatice (monooxigenaze, dioxigenaze). Imobilizarea pe hidrocarbune
(VSs-HC) reduce efectele toxice ale DEP (>8 mM) Si imbunatateste eficienta degradarii.
Capitolul descrie izolarea, optimizarea mediului de culturd, testele de toxicitate (1-32 mM

DEP) si analizele MO/SEM pentru caracterizarea biofilmului.
Izolarea microorganismelor

Consortiul bacterian (Pseudomonas spp., Microbacterium sp.) a fost izolat din biofilm
de pe tubulatura de poliuretan la UFZ, Leipzig, Germania. Tulpinile degradeaza eficient esterii
ftalati prin hidroliza enzimatica Si oxidare, folosind monooxigenaze Si dioxigenaze, mecanisme

complementare (Figura 27).
Optimizarea mediului de cultura

Ratele de crestere (i, h™!) au fost determinate pentru concentratii de DEP de 1, 2 Si 4 mM,

cu 2 mM ca referinta (control):

e 1si2 mM DEP: Crestere comparabila, fara inhibitie semnificativa.
e 4 mM DEP: Reducere semnificativa a p, indicand efect inhibitor. Inocul standardizat
(sectiunea 2.2.16) a fost incubat 24 h cu 0,5% VSs-HC si DEP, analizat prin UPLC si

SEM pentru modificari morfologice Si degradare.
Teste de toxicitate cu DEP
Curba de crestere (OD560, 48 h, Figura 28):

e Control pozitiv (succinat): Crestere rapida, OD = 1,74 (ziua 1), scddere in ziua 2 (faza
stationara/declin).

e 1 mM DEP: Crestere moderata, OD = 0,57 (ziua 1), faza stationara.



e 2 mM DEP: Crestere limitata, OD = 0,70 (ziua 1), scadere uSoara.
e 4 mM DEP: Inhibitie semnificativa, OD = 0,80, scadere rapida.
e Control fara carbon: CreStere minima.

e Control steril: Fara modificari OD, confirmand lipsa contamindrii.

Control with succinate

4 mM DEP
2 mM DEP
1 mM DEP
Without carbon source

Sterile control

0 05

1 1.5 2
Timp (zile)
Figura 28. Curba de creSterea bacteriana la diferite concentratii initiale ale DEP: 1 mM,

2 mM si 4 mM DEP.
Analiza biofilmului (MO si SEM)

e SEM (Figura 29a): Biofilm matur dupa 24 h, cu microcolonii dense, retea
tridimensionald si EPS, indicand stabilitate structurala.

e Microscopie optica (Figura 29b): Stadiu incipient, celule dispersate, aderenta slaba,
fara matrice extracelulard. Diferentele reflectd progresia biofilmului de la atasare

reversibila la structura complexa.



b)

e Figura 29. Consortiul bacterian: imagine SEM (a) Si la microscopul optic (b). Este
observata structura de cilindru rotunjit (max. 3 microni) Si prezenta flagelului. O celula

poate contine mai multi flageli polari a Sib (1 micron) iar coloniile se formeaza circular.

Pregatirea si imobilizarea pe VSs-HC

e Pregatire: 50 mg VSs-HC sterilizat (121°C, 15 min) in eprubete de 50 mL. Adaugat 10
mL mediu mineral, 500 pL inocul, DEP (2-32 mM), incubat 24 h (30°C, 150 rpm).
Probe prelevate la 1, 12, 24 h pentru UPLC; probe uscate pentru SEM.



e Cultura: Consortiu crescut 12 h in 50 mL mediu mineral cu 200 mg/L extract de drojdie

(30°C, 150 rpm).
Adsorbtia DEP de VSs-HC

e Rezultate (Figura 30): La 0,5% VSs-HC si 4 mM DEP, adsorbtie de 3,59 mM (90%)
in 1 h, 3,81 mM (95%) 1n 24 h. Doze mai mari (1%, 2%) ating 98%, dar 0,5% este
optima economic.

e Capacitate de adsorbtie (ecuatia 18): q = (Co - Ct)V/m, =95% la 24 h.

e Cinetica (Figura 32): Faza rapida (0-60 min): Umplerea porilor mari, procese fizico-
chimice; Faza lenta (12-24 h): Difuzie in pori (model Weber-Morris).

e Mecanisme: Legaturi de hidrogen, interactiuni m-m, atractii electrostatice, datoritd
porozitatii (40-80 nm), suprafetei (3 m?/g) Si gruparilor functionale (-OH, -COOH, -
C=0).
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Figura 30. Analiza UPLC pentru evidentierea adsorbtiei DEP de catre hidrocarbune dupa
1 h(T1), 12 h (T12) si 24 h (T24). Concentratia initiald a fost de 4 mM DEP.

Biodegradarea DEP

e Fara VSs-HC (Figura 31, 32a): Inhibitie la 8 mM (11% degradare), 16 mM (5%), 32
mM (0%, celule inhibate). Degradare rezidualda (2%) datoratd sorbtiei pe biomasa

necrotica.



e Cu VSs-HC (Figura 32b): 65% degradare la 8 mM, 45% la 16 mM, 19% la 32 mM in
24 h. VSs-HC atenueaza toxicitatea, sustindnd formarea biofilmului.

e SEM (Figura 33): La 8 si 16 mM DEP, biofilme cu celule bastonas si flageli. La 32
mM, celule lizate, fragmente de membrana.

e Mecanism sinergic: Adsorbtia pe VSs-HC reduce concentratia liberda de DEP,

eliberarea treptata sustine biodegradarea.
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Figura 32. Degradarea DEP (a) de catre consortiul microbian in absenta hidrocarbunelui

Si (b) de catre consortiul microbian imobilizat pe hidrocarbune 0,5 % (g/mL).

Concluzii partiale

e Consortiul (Pseudomonas spp., Microbacterium sp.) degradeaza eficient DEP pe VSs-
HC, datorita adsorbtiei rapide (95% la 4 mM in 24 h) Si mecanismelor enzimatice
(monooxigenaze, dioxigenaze).

e VSs-HC (0,5% g/mL) reduce toxicitatea DEP, sustinand degradarea la § mM (65%) si
16 mM (45%). La 32 mM, inhibitia persista.

e Mediu optimizat (200 mg/L extract de drojdie, 30°C, 150 rpm) sustine creSterea
consortiului.

e Analizele MO/SEM confirma formarea biofilmului, de la atasare incipienta la structuri
mature cu EPS. La 32 mM DEP, celulele sunt lizate.

e Imobilizarea pe VSs-HC este o strategie eficientd pentru bioremedierea apelor

contaminate cu ftalati, prin sinergia adsorbtiei Si biodegradarii.



CAPITOLUL 6. EPURAREA APELOR UZATE MENAJERE UTILIZAND CULTURI
BACTERIENE IMOBILIZATE PE HIDROCARBUNE

Acest capitol analizeaza eficienta hidrocarbunilor (SB-HC, VSs-HC, WSs-HC) derivati
din biomasa lignocelulozica in epurarea apelor uzate contaminate cu poluanti organici
persistenti (DEP, BPA, MB). Prin combinarea adsorbtiei Si biodegradarii cu consorfiul
bacterian (Pseudomonas spp., Microbacterium sp.), studiul promoveaza o abordare sustenabila,
valorificand deseurile lignocelulozice in economia circulard. Analizele HIM dezvaluie
porozitatea Si gruparile functionale care faciliteaza interactiunile cu poluantii, iar experimentele
in apa uzata sintetica (S1) Si reald (S2) evidentiazd performantele hidrocarbunilor imobilizati,

cu eficiente superioare pentru DEP (pana la 5,0 mg/g) si MB (4,9 mg/g).

6.1. Analiza morfologica prin microscopia cu ioni de heliu (HIM)

HIM a caracterizat morfologia biomasei lignocelulozice (SB, VSs, WSs) si hidrocarbunilor

(SB-HC, VSs-HC, WSs-HC):

e SB (48,10% celuloza, 19,75% hemiceluloza, 22,87% lignina): Structurd fibroasa,
pori mici neuniformi, rugozitate datorata taninurilor (Figura 34a). Gruparile oxigenate
(-COOH, -OH) favorizeaza interactiuni electrostatice cu MB, dar porozitatea limitata
reduce difuzia.

e VSs (49,30% celuloza, 21,50% hemiceluloza, 24,40% lignina): Structurd densa,
fibroasd, porozitate limitatd (Figura 34b). Rigiditatea ligninei restrictioneaza
interactiunile n-n cu DEP.

e WSs (33,80% celuloza, 38,20% hemiceluloza, 18,90% lignind): Suprafata
fragmentata, porositate moderata (Figura 34c). Lignina scazuta limiteaza legaturile de
hidrogen cu BPA.

e SB-HC: Structura poroasa tip fagure, rugoasd (Figura 34d). Degradarea celulozei Si
retenfia grupdrilor oxigenate sustin interactiuni electrostatice cu MB Si imobilizarea
bacteriana.

e VSs-HC: Porozitate interconectata, texturda rugoasd (Figura 34e). Degradarea

hemicelulozei Si carbonizarea celulozei sporesc interactiunile -t cu DEP.



WSs-HC: Morfologie spongioasd, pori mici interconectati (Figura 34f). Matricea

carbonata faciliteaza legaturile de hidrogen Si interactiunile n-m cu BPA.

6.2. Pregatirea Si imobilizarea culturii bacteriene

Pregatire: 50 mg hidrocarbune (SB-HC, VSs-HC, WSs-HC) sterilizat (121°C, 15 min)
in baloane Erlenmayer de 50 mL. Adaugat 10 mL mediu mineral, 500 pL inocul
(Pseudomonas spp., Microbacterium sp.), DEP (8, 16, 32 mM), incubat 24 h (30°C,
150 rpm). Probe prelevate la 1, 12, 24 h (UPLC, filtre Whatman 0,45 pm).
Hidrocarbunele uscate (flux laminar, 12 h) au fost analizate prin HIM.

Cultura: Consortiu cultivat 12 h in 50 mL mediu mineral cu 200 mg/L extract de drojdie

(30°C, 150 rpm).

6.3. Adsorbtia in apa uzata sintetica

Capacitatea de adsorbtie (q, mg/g) dupa 48 h:

SB-HC: DEP (2,0 mg/g), BPA (2,6 mg/g), MB (4,8 mg/g) (Figura 35a). Suprafata mare
(20 m?/g) si gruparile -OH, -COOH favorizeaza interactiuni electrostatice (MB) Si
legaturi de hidrogen (DEP, BPA).

VSs-HC: DEP (2,1 mg/g), BPA (2,1 mg/g), MB (4,5 mg/g) (Figura 35b). Porozitatea
interconectatd Si structura aromatica sustin interactiunile n-n (DEP, MB).

WSs-HC: DEP (1,7 mg/g), BPA (1,7 mg/g), MB (4,1 mg/g) (Figura 35c). Suprafata

mica (1 m?g) Si porozitatea compacta limiteaza eficienta.
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Figura 35. Capacitatea de adsorbtie pentru DEP (a), BPA (b) Si MB (c) de catre
hidrocarbuni (SB-HC, VSs-HC si WSs-HC) in apa uzata sintetica.

6.4. Compozitia apelor uzate

Probele (colectate in septembrie 2024, nordul Portugaliei, Figura 36) au fost analizate

(Tabelul 14):

e Fizico-chimice: pH 6,44, COD 67 mg/L, CBOs 10,5 mg/L.



e Ioni: Nitrati (2 mg/L), nitriti (0,02 mg/L), azot amoniacal (42,01 mg/L).

e Microbiologic: Bacterii heterotrofe (5,03 log UFC/100 mL), enterobacterii (4,52 log
UFC/100 mL), E. coli (3,61 log UFC/100 mL), enterococi (14 log UFC/100 mL), 16S
rRNA (4,30 x 108 copii/100 mL), uidA (1,99 x 103 copii/100 mL).

e ARG: intll (7,56 x 107 copii/100 mL), sull (1,79 x 107), qnrS (6,19 x 10%), blaIMP
(1,65 x 10%), blaKPC (8,31 x 10°).

e Poluanti (Tabelul 13): DEP (78 pg/L), BPA (0,33-910 pg/L), MB (1-10 pg/L).

6.5. Adsorbtia in apa uzata reala
Capacitatea de adsorbtie (48 h):

e SB-HC: DEP (3,3 mg/g), BPA (2,6 mg/g), MB (4,9 mg/g) (Figura 37a). DOM Si ionii
amplifica interactiunile hidrofobe (DEP) si electrostatice (MB).

e VSs-HC: DEP (3,8 mg/g), BPA (2,4 mg/g), MB (4,9 mg/g) (Figura 37b). Interactiunile
n-1t Si efectele DOM sporesc eficienta DEP.

e  WSs-HC: DEP (2,6 mg/g), BPA (2,0 mg/g), MB (4,8 mg/g) (Figura 37c). DOM

compenseaza suprafata mica, dar ionii reduc accesibilitatea pentru BPA.
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Figura 37. Capacitatea de adsorbtie pentru DEP (a), BPA (b) si MB (c) de catre hidrocarbuni
(SB-HC, VSs-HC si WSs-HC) in apa uzata menajera.

6.6. Adsorbtia MB
Decolorarea MB (5 mM) este mai pronuntata in apa uzata reala (Figura 38):

e SB-HC: Cea mai mare eficienta datorita suprafetei (20 m?/g) Si gruparilor oxigenate.
e VSs-HC: Interactiuni n-w eficiente.
e WSs-HC: Eficientd mai scdzuta datorita suprafetei mici (1 m?/g), dar sustinutd de DOM.

Ordinea eficientei: SB-HC > VSs-HC > WSs-HC.



6.7. Adsorbtia si biodegradarea in apa uzata sintetica

Capacitatea de adsorbtie Si biodegradare (48 h, 5 mM poluanti):

« [I-SB-HC: DEP (3,8 mg/g), BPA (3,7 mg/g), MB (4,9 mg/g) (Figura 39a). Suprafata

poroasa Si oxidazele bacteriene sporesc eficienta.

e I-VSs-HC: DEP (4,1 mg/g), BPA (3,2 mg/g), MB (4,8 mg/g) (Figura 39Db).

Interactiunile n-7t Si hidroliza bacteriana optimizeaza DEP.

e I-WSs-HC: DEP (3,5 mg/g), BPA (2,4 mg/g), MB (4,8 mg/g) (Figura 39¢). Porozitatea

compacta limiteaza eficienta.

e Celule libere: DEP (2,0 mg/g), BPA (1,7 mg/g), MB (2,2 mg/g). Lipsa suportului

reduce performanta.
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Figura 39. Adsorbtia Si biodegradarea de DEP, BPA si MB de catre hidrocarbunii (SB-HC,
VSs-HC si WSs-HC) imobilizati cu consortiul bacterian (Pseudomonas spp. Si Microbacterium

sp.) In contact cu apa distilata. Timpi de prelevare ai probelor: 15 min., 30 min., 1 ord, 2 ore, 4

ore, 8 ore, 24 ore, Si 48 ore.
6.8. Adsorbtia si biodegradarea in apa uzata reala
Capacitatea (48 h, 5 mM):

e [I-SB-HC: DEP (4,98 mg/g), BPA (4,0 mg/g), MB (4,9 mg/g) (Figura 40a). Microbiota

nativa Si porozitatea sporesc eficienta.



o I-VSs-HC: DEP (5,0 mg/g), BPA (3,6 mg/g), MB (4,9 mg/g) (Figura 40b).
Interactiunile n-n Si DOM optimizeaza DEP.
e I-WSs-HC: DEP (3,8 mg/g), BPA (2,9 mg/g), MB (4,9 mg/g) (Figura 40c). DOM

compenseaza porozitatea scazuta.

Celule libere: DEP (1,7 mg/g), BPA (1,8 mg/g), MB (2,0 mg/g). Performante reduse fara
suport.
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Figura 40. Capacitatea de adsorbtie pentru DEP, BPA si MB de catre hidrocarbunii (SB-HC,
VSs-HC si WSs-HC) imobilizati cu consortiul bacterian (Pseudomonas spp. Si Microbacterium
sp.) in contact cu apa uzatd menajerd. Timpi de prelevare ai probelor: 15 min., 30 min., 1 ora,

2 ore, 4 ore, 8 ore, 24 ore, Si 48 ore.
6.9. Concluzii partiale

e Hidrocarbunii (SB-HC, VSs-HC, WSs-HC) sunt eficienti in epurarea apelor uzate
datorita adsorbtiei Si biodegradarii, sustindnd economia circulara.

« 1In S1, SB-HC exceleazi pentru MB (4,8 mg/g), VSs-HC pentru DEP (2,1 mg/g), SB-
HC pentru BPA (2,6 mg/g). In S2, eficienta creste (DEP: 5,0 mg/g I-VSs-HC; MB: 4,9
mg/g; BPA: 4,1 mg/g I-SB-HC) datorita DOM Si microbiotei native.

e Imobilizarea amplifica performanta (I-VSs-HC: 5,0 mg/g DEP; I-SB-HC: 4,0 mg/g
BPA) prin sinergia adsorbtiei (interactiuni n-w, legaturi de hidrogen) Si biodegradarii
(oxidaze, monooxigenaze).

e SB-HC favorizeaza MB si BPA, VSs-HC exceleaza pentru DEP, WSs-HC este limitat
de porozitate.

e Comparativ cu carbonul activat sau compozitele de oxid de grafena, hidrocarbunii sunt
sustenabili, cu performante competitive (Tabelul 15).

e Viitoarele cercetari ar trebui sa optimizeze porozitatea Si sd exploreze aplicabilitatea

industriala.
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CONCLUZII GENERALE

Studiile efectuate in cadrul acestei teze doctorat s-au concentrat pe valorificarea deSeurilor
de biomasa lignocelulozica pentru obtinerea de materiale poroase functionale Si utilizarea
acestora ca suporturi pentru imobilizarea unor tulpini bacteriene (in sisteme hibride de
adsorbtie-biodegradare) destinate indepartarii poluantilor organici persistenti din apele
uzate. Studiul a vizat poluanti reprezentativi precum: dietil ftalat (DEP), bisfenol A (BPA)
Si albastru de metilen (MB), poluanti aleSi datoritd persistentei, toxicitatii Si frecventei
ridicate de aparitie in apa uzata.

Analiza fizico-chimica detaliata a deseurilor de biomasa lignocelulozica (SB, VSs Si WSs)
a evidentiat diferente compozifionale semnificative in ceea ce priveSte continutul de
celuloza, hemiceluloza, lignina, cenuSa Si carbon, diferente care au influentat direct
comportamentul materialelor in procesul de hidrotermoliza Si proprietétile hidrocarbunilor
rezultati. Continutul ridicat de celuloza (48,10 £+ 1,10; 49,30 + 1,03) si lignina (22,87 +
0,48; 24,40 = 0,55) al SB si VSs, respectiv concentratia mai mare de hemiceluloza (38,20
+ 0,81) In WSs, au determinat randamente diferite de conversie Si structuri poroase
distincte, confirmate prin analize SEM, BET, FTIR, Raman Si TGA.

Modelarea statistica prin metodologia suprafetei de raspuns a demonstrat ca temperatura
este factorul dominant care controleaza randamentul de masa Si gradul de conversie pentru
toate tipurile de biomasa (p < 0,01), iar conditiile optime de proces (~260 °C, 30-60 min,
raport solid/lichid 1:10) permit obtinerea unor hidrocarbuni cu randamente de 49,95-54,3%
Si proprietati structurale adecvate pentru aplicatii de mediu. Analizele SEM corelate cu
segmentarea WEKA a imaginilor au evidentiat o ,,arhitectura poroasd” diferentiatd: VSs-
HC cu porozitate ridicata Si macropori (=<45%), SB-HC cu o structurd densa Si numar mare
de micropori, iar WSs-HC cu porozitate moderata Si distributie echilibrata a porilor.
Caracterizarea suprafetei specifice Si a punctului izoelectric au demonstrat cd in urma
procesul HTC rezulta materiale poroase cu suprafete specifice de pana la 20 m?/g pentru
SB-HC, 3 m%g pentru VSs-HC si 1 m?/g pentru WSs-HC. Valorile pH; (4,9-6,3) indica o
preferinta ridicata pentru adsorbtia poluantilor cationici, in special MB, pe suprafete acide
(SB-HC si WSs-HC), precum Si interactiuni eficiente cu poluanti neutri (DEP) in cazul
VSs-HC.

Studiile de adsorbtie efectuate in apa uzatd sintetica au demonstrat ca performanta

materialelor este strict dependenta de structura poroasa Si proprietatile suprafetei: SB-HC



*

>

X/
*

>

X/
*

¢

X/
*

a prezentat capacitatea maxima pentru MB (4,8 mg/g) si BPA (2,6 mg/g), iar VSs-HC
pentru DEP (2,1 mg/g). WSs-HC a inregistrat valori mai reduse (1,7-4,1 mg/g), ca urmare
a suprafetei specifice limitate Si porozitatii reduse.

In apele uzate reale, capacititile de adsorbtie au crescut semnificativ, confirmand rolul
favorabil al matricei complexe (materie organica dizolvata, sdruri, microorganisme native).
VSs-HC a atins 3,8 mg/g pentru DEP, SB-HC si VSs-HC 4,9 mg/g pentru MB, iar SB-HC
2,6 mg/g pentru BPA, indicand amplificarea interactiunilor hidrofobe Si m—n in prezenta
DOM, in pofida competitiei ionice.

Un rezultat esential al tezei 1l constituie eficienta imobilizarii consortiului bacterian format
din Pseudomonas spp. Si Microbacterium sp. pe un suport de tip hidrocarbune. In urma
experimentelor, VSs-HC faciliteaza adsorbtia rapida de DEP (pana la 95% la 4 mM in 24
h), reducand toxicitatea asupra celulelor Si permitand mineralizarea prin enzime de tip
monooxigenaze Si dioxigenaze. Imobilizarea a crescut semnificativ rezilienta bacteriana,
permitand degradarea a 65% din DEP la 8 mM si145% la 16 mM, in conditii in care celulele
libere erau sever inhibate.

Celulele bacteriene imobilizate pe hidrocarbune au demonstrat eficiente superioare fata de
celulele libere in ambele matrici. In S1, valorile au fost de 18,8% pentru DEP, 16,2% pentru
BPA si 15,3% pentru MB, in timp ce celulele libere au avut <9% pentru toti poluantii. In
S2, eficientele au crescut la 22,5% pentru DEP, 17,5% pentru BPA si 15,6% pentru MB,
fata de <8% pentru celulele libere, cresterea fiind determinata de sinergia dintre adsorbtie,
biodegradarea bacteriand, aportul microbiotei native Si influenta materiei organice
dizolvate (DOM).

Rezultatele obtinute demonstreazad cd hidrocarbunii obtinuti din deSeuri de biomasa
lignocelulozica constituie materiale multifunctionale, eficiente Si sustenabile pentru
epurarea apelor uzate contaminate cu poluanti organici persistenti. Comparativ cu
adsorbantii conventionali, aceste materiale oferd avantaje semnificative prin cost redus,
impact ecologic minim, posibilitatea valorificarii deSeurilor vegetale Si integrarea facila in
tehnologii biologice existente.

Prin abordarea interdisciplinara dintre ingineria materialelor, biotehnologie, microbiologie
Si ingineria mediului aceasta teza demonstreaza un sistem eficient de utilizare a unor tulpini
bacteriene imobilizate pe hidrocdrbune in procese de epurare a apei uzate cat Si pentru

dezvoltarea de solutii practice, scalabile la nivel pilot sau industrial.
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