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Bevezetés

Az elmult évszazadban kornyezetiink szennyezddése Oriasi
mértékben megndvekedett. Az ipari fejlddés, az emberi populacio
rohamos ndvekedése, valamint a kornyezetiinkbe kibocsajtott toxikus
vegyliletek hatdsai mind hozzajarultak kornyezetiink szennyezettségéhez.
Kiilonosen  aggaszt6  méreteket  Olt  vildgszerte a  kémiai
kdrnyezetszennyezés, amely egy globalis probléma forrdsa és a foldi élet
alapjait veszélyezteti.

A kémiai kornyezetszennyezés kérdéskorében egyre nagyobb
figyelem fordul a nehézfémekkel Osszefiiggd veszélyek felé, hiszen a
mikroelemek és a toxikus nehézfémek felhalmozdddsa meghatirozo
human-egészségiigyi, Okologiai, biologiai jelentéséggel bir. A
mikroelemek és a nehézfémek kibocsajtasa az ipari korszak fejlodésével
tobbszordsére emelkedett, amelyben a kozlekedés és az ipari tevékenység
mellett a mezdgazdasidgi modernizacié szintén potencialis nehézfém-
szennyez0 forrassa valt.

Az utébbi évtizedek kutatdsi eredményei, valamint a kornyezet
allapotara vonatkoz6 felmérések igazoltdk, hogy az ipari korzetekben,
varosokban, kozlekedési foutvonalak mentén, és sok esetben a
szennyvizek, szennyviziszapok mezdgazdasagi teriileteken torténd
elhelyezésével  kritikus  mértékben = megemelkedett a  talaj
nehézfémtartalma. Ezek a nehézfémmel szennyezett teriiletek alapvetd
kornyezeti- €s human-egészségligyi problémat jelentenek. A talajok
hosszii évekig képesek a nehézfémeket toxikus mennyiségben
akkumulalni anélkiil, hogy azok akut mérgezdé hatisa megnyilvanulna,
amelyek ha kozvetve vagy kozvetleniil bekeriilnek a taplaléklancba -igy
az emberi szervezetbe is (pl. a nehézfémmel szennyezett teriileteken
termeszett novények elfogyasztasaval) ott felhalmozdodhatnak és az €16
szervezetek heveny vagy idiilt karosodasat, végsé esetben pusztuldsat
idézhetik eld.

Orémmel mondhatjuk, hogy az elmult két évtizedben a szennyezett
természeti elemek (pl. foldtani kozeg, felszin alatti vizek) allapotdnak
felmérésére, megismerésére ¢és megtisztitdsara irdnyuld tevékenység
lavinaszeriien megindult. Igy a kornyezetvédelem keretein belill a
karmentesités fokozatosan sajatos iparagga fejlédott ki, amely irant egyre



inkabb fokoz6d6 tarsadalmi ¢és gazdasagi igény jelentkezik. A
karmentesitési technoldgia a szennyezett teriileten a helyi adottsagok
alapjan torténik, igy egyre elterjedtebbek az olyan modszerek, amelyeknél
az ¢l6 rendszerek bonyolult folyamatait hasznaljak fel a végsd cél
eléréséhez.

A kornyezeti rehabilitacio (kdrmentesités) egyik alternativ yj
lehetdsége a bioremediacid, mely olyan technologidkat foglal magaba,
melyekben mikroorganizmusokat hasznalnak a szennyezett kozeg (talaj,
talajviz, felszini viz vagy felszini vizi iiledék) kornyezeti kockazatanak
csokkentésére, megtisztitasara. A bioremediacids technoldgidk lehetove
teszik, hogy bizonyos szennyezett teriiletet olcson, mégis hatékonyan
tisztitsanak meg. Napjainkban a bioremediacids technologidk szamos
kutatds témajat képezik, s fontos teriiletét jelentik a biotechnologiai
eljarasoknak.

A bioremediaciéo egyik teriilete a bioszorpcio. Ez egy olyan
modszer, melynek soran mikroorganizmusok alkalmazhatok adszorpcios
folyamatokban. A leggyakrabban alkalmazhat6 mikroorganizmusok a
baktériumok, gombdk ¢és az algdk. Az eljards kiilonb6zd tipust
szennyezOdések megkdtésére, eltdvolitdsara alkalmas, leggyakrabban a
nehézfémek adszorpcids tulajdonsédgait vizsgaltak. Az elonyds gazdasagi,
okologiai ¢€s technologiai szempontok felvetik a modszer ipari
alkalmazasat.

Jelen dolgozat a bioszorpcios folyamaton alapuld viztisztitasi
modszerekkel foglalkozik. A bioszorpcios folyamatot kiilonb6zo 0 tipust
adszorbensekkel, Cd?*, zn** és Cu®* ionokkal szennyezett vizes
oldatokban vizsgaljuk. Bioszorbensként élesztésejteket és zold algat
hasznalunk szuszpenzid, illetve immobilizalt formaban. Az immobilizacid
Na-alginattal torténik. Az adszorpcids kapacitas novelése érdekében az
immobilizacid soran bentonitot is hasznaltunk kiilonb6z6 tomegaranyu
keverékek forméjdban. Az adszorpcids folyamatot minden esetben az id6
fliggvényében vizsgaltuk az adszorpcios egyensuly eléréséig, a folyamatot
adszorpcids izotermdkkal jellemeztilk, egyes esetekben kinetikai
vizsgalatokat is végeztiink.

A bioszorpcidés mechanizmus tanulményozdsa érdekében a
biomasszan kiilonb6z6 kémiai kezeléseket végeztiink. A kémiai kezelések



igazoltak a sejtfal funkcids csoportjainak (-COOH, -HO, -NH;, -SH)
fontos szerepét az adszorpcios folyamatban.

Kiilon eredményként értékeljik a sorgyari fermentacios
folyamatokbol visszamaradt élesztdsejtek alkalmazéasanak
tanulméanyozasat. Eredményeink igazoltak, hogy a ,,faradt” élesztdsejtek
sikeresen alkalmazhatoak a szennyviztisztitdsban, szuszpenzioban illetve
immobilizalt formaban egyarant.

Szamos europai forum ¢és nemzetkozi projektek sora bizonyitja,
hogy nagy jovéje van a kornyezeti, gazdasagi és tarsadalmi szempontbol
eldnyos biotechnoldgidknak.

Meggydzddésem, hogy a kornyezetszennyezés csokkentése
hosszutavon a felndvekvd generacidk, kornyezeti karok eldidézésének
elkeriilésére iranyuld, tudatos neveléssel érhetd el, mig a meglévd
problémakat csakis a kornyezetvédelem és a kornyezetvédelmi
biotechnologia rohamléptékii fejlodése oldhatja meg. Hiszek abban, hogy
kutatdomunkdm sorozata valamilyen szinten hozzajarul a bioremedidcios
modszerek fejlédéséhez.

Célkituzések

A PhD dolgozat a kornyezetszennyezés altalanos témakorével
foglalkozik, ezen beliil a nehézfémek (Cd?*, Zn?*, Cu*") megkotési
lehetdségeit vizsgalja, kiilonbozé bioszorbensek alkalmazéasaval. A
dolgozat 1j tipust bioszorbensek adszorpcios képességét tanulmanyozza
az alkalmazasi lehet6ségek figyelembevételével. Scenedesmus opoliensis
zold algat és Saccharomyces cerevisiae tenyésztett, kereskedelmi,
valamint sorgyari-hulladék élesztdsejteket tanulmanyoztuk €16, élettelen
¢s immobilizalt forméaban. A dolgozat rdviden ismerteti a témahoz
kapcsolodo szakirodalmat, hangsulyozva az 6nallo kutatas iranyait.

A disszertacio célkitlizései a kovetkezok:

e A Scenedesmus opoliensis zold algdk bioszorbenskénti
alkalmazasa nehézfémek eltavolitdsira, a bioszorpciés kapacitas
meghatarozasa ¢és értékelése.

e Az immobilizalt Saccharomyces cerevisiae élesztésejtek nehéz-
fémekkel szembeni adszorpcids képességének vizsgalata.



e  Immobilizalt bentonit ¢és élesztokeverékek —alkalmazésa
nehézfém eltavolitdsara adszorpcids oszlopban ipari szennyvizekbdl
(adszorpcidés  kapacitas, attorési  gorbék, deszorpciés folyamatok
tanulmanyozasa).

e Az immobilizdlt  sorgyari  élesztOsejtek  adszorpcids
kapacitasanak, eltavolitasi hatékonysaganak vizsgalata, valamint a
bioszorpcids folyamat leirasa az adszorpcidos egyensulyi és kinetikai
modellek segitségével.

e Az immobilizalt sorgyari élesztd ¢és az immobilizalt
kereskedelemben kaphatd friss ¢élesztd bioszorpcids kapacitasdnak
Osszehasonlitdsa ¢és vizsgalata, valamint a bioszorpcids folyamat
bemutatdsa az adszorpcios 1d6 €s a termodinamikai vizsgélatok alapjan.

e Az immobilizalt Saccharomyces cerevisiae (DSM 1333)
tenyésztett ¢élesztd bioszorpcids kapacitdsdnak vizsgdlata, valamint a
bioszorpcids folyamat leirdsa az adszorpcids egyensulyi és kinetikai
modellek segitségével.

o Az ¢élesztdsejtek kémiai kezelésének és hatasanak vizsgalata a
bioszorpcidés  kapacitdsra, valamint a  bioszorpcidos  folyamat
hatékonysdganak meghatarozasa.

e A sejtfal felszinén levd funkcids csoportok szerepének
meghatdrozasa a bioszorpcids folyamatban Fourier Transzformacios
Infravords Spektroszkopia (FTIR) segitségével.

Kisérleti modszerek

A dolgozat bioszorpcion alapuld szennyviztisztitdsi modszerekkel
foglalkozik. A kisérleteinkben Cd**, Zn®*, Cu®* ionok adszorpcios
tulajdonsagait vizsgaljuk. Bioszorbensként €16, élettelen Saccharomyces
cerevisiae, valamint Scenedesmus opoliensis zold algat hasznaltunk. A
bioszorbenseket vizes szuszpenziés forméban, illetve immobilizalt
forméaban alkalmaztuk. Minden esetben tanulmanyoztuk az adszorpcios
egyensulyt, az adszorpcios kapacitast meghatarozo paramétereket, illetve
kinetikai vizsgalatokat is végeztiink. A bioszorpciés mechanizmus
meghatarozasanak érdekében vizsgaltuk a kiilonbozé tipust kémiai
kezelések hatasat.



A kisérleti modszereket, valamint a kapott eredményeket az alabbi
fejezetek foglaljak Gssze.

A Cd* ionok eltavolitasa mesterséges szennyvizekbdl Scenedesmus
opoliensis zold algak segitségével

A fémion alapt oldatot analitikai tisztasagth Cd(NO3),x4H20 sobol
allitottuk el6 a sziikséges mennyiségii desztillalt vizzel. A kadmium oldat
kiilonb6zé koncentracioit a torzsoldat higitasabol nyertiik. Az oldatban
lev6  nehézfém  ionok  koncentracidjat az  atomabszorpcios
spektrofotométerrel (SensAA Dual GBS Scientific Equipment, Australia)
hataroztuk meg.

A Scenedesmus opoliensis algakat a kolozsvari (P. Richter)
Biologiai Kutatd Intézet gyiijtésébdl szarmaztak, melyet Kuhl-Lorenzen
(KL) taptalajon szaporitottak. A bioszorpcidés folyamatot szakaszos
kortilmények kozott szobahdmérsékleten vizsgaltuk (15 ml tdomény alga,
150 ml kiilonb6z6 koncentracioja 4.35, 12.7, 20.49 mg Cd?" /L kadmium
mintakat 45 um M.E. Cellulose filter segitségével atszlrtiink, majd
atomabszorpcidos  spektrofotometriaval (1=228.8 nm, 0-2.5 mg/L
koncentraci6 tartomanyban, standard kadmium oldattal végzett
kalibracioval) hatdroztuk meg. A biomassza szdrazanyag tomege 0.66 g
volt.

A Zn**ionok eltavolitasa mesterséges szennyvizekb6l immobilizalt
Saccharomyces cerevisiae sejtek segitségével

Vizsgalatainkhoz a kereskedelemben kaphaté Saccharomyces
cerevisiae (Pakmaya) éleszt6t alkalmaztuk.

Immobilizalas mdédszere

Az élesztét slrli szuszpenzi6 formdajaban natrium-alginattal
elegyitettiik, majd az oldatot kalcium ionokat tartalmazé pufferbe
csepegtettiik. Az igy létrejott, élesztd tartalmii Ca-algindt golydcskakat
hasznaltuk fel a tovabbi vizsgalataink soran.



Az adszorpcios kapacitas jellemzésére a maximalisan adszorbealt
Cd* mennyiségét mg-ban, 1 g bioszorbensre vonatkoztatva a kovetkezd
képlet alapjan hataroztuk meg:

e= [(Co-Ce)/m]-V

ahol, ge - adszorbealt Cd mennyisége mg-ban, 1 g biomasszara
vonatkoztatva, Cy - kiindulasi Cd koncentracié, (mg/L), Ce - egyensulyi
Cd koncentracid, (mg/L), m - bemért biomassza mennyisége, (g), V - Cd
oldat térfogata, (L).

A fémion alapu oldatot analitikai tisztasdgih ZnSO4x7H>0O sobol
allitottuk el6 desztillalt vizzel. A cink oldat kiilonb6z6 koncentracioit a
torzsoldat higitasabol nyertiik (129.60 mg Zn**/L, 213.41 mg Zn®*/L és
304.88 mg Zn?*/L). A kisérletet szakaszos koriilmények kozott folyamatos
magneses keveréssel végeztiik, allando kinetikai paraméterek mellett. Az

cres

(kdlium-ferrocianattal, 1 =420 nm-en, STAS 6327-81 szerint) mértiik.

Immobilizalt bentonit és éleszté keverékek alkalmazasa Cd**
eltavolitasara adszorpcios oszlopban ipari szennyvizekbal

Vizsgalataink sordn a kereskedelmi forgalomban levé Fort Benton
(B) nevli bentonit mintat alkalmaztuk por alakjdban (d < 0.2 mm),
valamint a szintén kereskedelmi forgalomban levé Pakmaya (D)
stitééleszt6t. Felhasznalt vegyszerek (Cd(NO3),%x4H,0, natrium-alginat és
CacCly).

Az adszorbens immobilizacidhoz kiilonb6z6 mennyiségli bentonitot
(2,4, 6,8 g) és ¢elesztdt (2, 4, 6, 8 g) kiilonbozd kombinaciokban (8g B, 6g
B+2gD,49gB +4gD, 29 B + 6g D, 89 D) alkalmaztuk, melyet 50 ml
desztillalt vizben szuszpendaltunk. Ezt a szuszpenziot elegyitettiik 1 g Na-
alginattal és 2 ml etanollal. Ezt a keveréket egy perisztaltikus pumpaval
0.2 M CaCl, oldatba csepegtettiik. Igy jottek 1étre a kalcium-alginat (4.0 +
0.2 mm atmérdjii) gélbezart gyongyok, melyet tovabbi 0.2 M CaCl,
oldatban tartottunk 4°C-on 1 6ran keresztiil, a keresztkotések kialakulasa
végett. Hasznalat el6tt a gyongyoket desztillalt vizzel lemostuk. A
nehézfémionok koncentracidjat atomabszorpcios spektrofotométerrel
(SensAA Dual GBS Scientific Equipment, Australia) mértiik.



A nehézfémionok bioszorpcids vizsgalata szakaszos koriilmények
kozott (825 rpm, 100 ml kadmium oldat, mely tartalmazta a Ca-alginat
bentonit gyongyoket), illetve adszorpcios oszlopban (32 mm) tortént. Az
adszorpcids oszlopon a kadmium oldat atfolyasi ideje 4 ml/perc volt.

A Dbioszorpcios  folyamatot a  kadmium  koncentricio
meghatarozasaival kovettiik, a mintdkat 5 illetve 15 percenként mértiik.
Vizsgéaltuk a bentonit és élesztd ardnyanak hatdsat, valamint az
adszorpcids folyamatot (20°C, pH = 5.4).

Immobilizalt hulladék sorgyari élesztésejtek alkalmazasa Cd>* ionok
eltavolitasara. Egyensuly és kinetika

A bioszorbenst, mint hulladék biomasszat a Csiki sorf6zdébdl
(Csikszereda, Romania) kaptuk, mely a kiilonb6zé fermentacios
folyamatokbol visszamaradt melléktermék. A bioszorbens el6készitése a
kifaradt ¢éleszté moséasaval, majd szaritasaval tortént. Az immobilizélési
folyamat, valamint a nehézfém koncentracié meghatarozasa a mar ismert
modszerekkel tortént.

Szuszpendalt és immobilizalt hulladék sorgyari élesztésejtek és
kereskedelmi éleszt6 bioszorbenskénti alkalmazasa Cd** eltavolitasra.
Termodinamikai tanulmany

A bioszorpci6 vizsgalatara négyféle biszorbenst hasznaltunk:
1. Szuszpendalt sorgyari hulladék biomassza
2. Immobilizalt sorgyari hulladék biomassza
3. Szuszpendalt kereskedelmi (Pakmaya) friss éleszté biomassza
4. Immobilizalt kereskedelmi (Pakmaya) friss élesztd biomassza

A bioszorpcid tanulmanyozasara mesterséges kadmium ionok vizes
oldatit hasznaltuk (C=5.75 mg Cd* I?), analitikai tisztasagh
Cd(NO3),x4H,0 sobol.

Tanulméanyoztuk az érintkezési 1d6 befolydsat, jellemeztiik
egyensuly szempontjabodl a  bioszorpciés folyamatot, valamint
termodinamikai vizsgalatokat végeztiik (295, 308 és 323 K, ¢és alland6 pH
értéken, pH = 5.5). A kadmium ionok mennyiségét az oldatban pHoenix
Electrode Co. ion-szelektiv elektroddal a pH-t pedig Jenway 3330 pH
méterrel mértiik.



Meghataroztuk a termodikamikai paramétereket (Gibbs-féle
szabadenergiat (AG®), az entalpiat (AH®) és az entropiat (AS®).

AG°=-RTInK,
InK, =- AH + AS
RT R

ahol: R az univerzalis gazallandd, T homérséklet (K), és Ky terjedési
egyiitthato (1 g™).

A Cd ionok bioszorpcioja immobilizalt Saccharomyces cerevisiae
sejtekkel. Adszorpcios egyensuly és kinetikai tanulmany.

A Dbioszorpcios  vizsgalatainkhoz tenyésztett Saccharomyces
cerevisiae (DSM 1333) ¢élesztOtorzset hasznaltunk, melyet a Pécsi
Orvostudomanyi Egyetem, Orvosi Mikrobioldgiai és és Immunitdstani
Intézetben tenyésztettiink, majd liofilizalt formaban hasznaltuk. A
tenyésztés koriilményei: Miiller-Hinton taptalaj (3 % gliikkoz, pepton,
yeast-extra, NaCl, pH=7). Az immobilizalas, valamint a bioszorpcios
folyamat tanulmanyozasa az altalunk kidolgozott mddszer alapjan tortént.
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1. abra. A feliiletkezelés mddszereinek grafikus 6sszefoglalasa.



A feliiletkezelés hatasa a hulladék soréleszté6 Cd2+, Zn2+, és a Cu2+
adszorpcidjara.

A feliiletkezelés modszerét az 1. abra foglalja 6ssze. Az infravoros
spektroszkopia (FTIR) vizsgalatokat Jasco 615 tipust spektrofotométerrel

végeztiik, (hullamhossz tartomany 400-4000 cm™, felbontas 2 cm™).

Eredmények

A Cd* ionok eltavolitasa mesterséges szennyvizekbél Scenedesmus
opoliensis zold algak segitségével

Kisérleteink igazoljak, hogy a Scenedesmus opoliensis zold alga
alkalmazhato bioszorbensként Cd®* ionok eltavolitasara a szennyvizekbdl.
Kisérleteinkben a kdvetkezd paramétereket vizsgaltunk:

1. A nehézfémionok koncentracidjanak valtozasat az id6
fliggvényében

2. A bioszorpcios folyamat hozamat

3. Az alga nehézfémmegkoto képességét

A kadmium ionok koncentracidjanak  valtozasat kovetve
megallapithatd, hogy két 6ra expozicids id6 utdn a nehézfém koncentracio
jelentdsen csokken, gyorsabban az elsd 10 perc alatt, majd 60 perc mulva
eléri az egyensulyi koncentraciot.

Kovetkezésképpen, mindhdrom kadmium koncentracio esetében
(C1=4.36 mg Cd**/L, C,=12.7 mg Cd*/L, C3=20.48 mg Cd*/L) az
adszorpcid hozama 50-52%-o0s volt, a bioszorpcids kapacitas értéke 0.67
¢s 3.28 mg Cd2+/g kozott valtozott. Az eredmények igazoljak, hogy
lehetséges a Cd** ionok eltavolitdsa szennyvizekbSl Scenedesmus
opoliensis zold algak segitségével.

A Zn*" ionok eltavolitasa mesterséges szennyvizekbdl immobilizalt
Saccharomyces cerevisiae sejtek segitségével

Vizsgéalataink sordn sikeresen alkalmaztuk az immobilizalt
Saccharomyces cerevisiae sejteket Zn?* jonok eltavolitasara mesterséges
szennyvizekbdl. A bioszorpcids kisérleteinkhez immobilizalt biomasszat



hasznaltunk. A kezdeti koncentracié C; = 129.60 mg Zn2+/L, korulbelil
55 — 60 perc eltelte utan a vizsgalt nehézfémion tartalom a 0-hoz kozelit.

Meghataroztuk a maximalisan adszorbealt mennyiségeket harom
fémion koncentraciora nézve (C; = 129.60 mg Zn**/L, C, = 213.41 mg
Zn?/ L, C3 =304.88 mg Zn2+/L). Altalanos kovetkeztetésként elmondhato,
hogy az altalunk hasznalt éleszt6, valamint a kidolgozott moddszer
alkalmas a nehézfémionok eltavolitasara a szennyvizekbdl.

A Cd** eltavolitasa adszorpcios oszlopban ipari szennyvizekbol
immobilizalt bentonit és éleszto keverékek alkalmazasaval

A bentonitminta, ¢lesztd biomassza ¢s ezek keveréke hatékonynak
bizonyult a mintaoldatokban talalhaté kadmium eltavolitasanal.

A legnagyobb adszorpcios kapacitast akkor értiik el, amikor a Ca-
alginat gyongyok csak bentonitot tartalmaztak. A bentonit koncentracid
csOkkenésével, az adszorpciods kapacitas is csokkent, az élesztomennyiség
novelése ellenére is, kivéve a tiszta ¢€lesztOminta esetét, mely koztes
értéket eredményezett.

A kisérleteket a szakaszos koriilmények kozott, illetve adszorpcids
oszlopokkal végeztiik.

Immobilizalt hulladék sorgyari élesztosejtek alkalmazasa Cd*" ionok
eltavolitasara. Egyensuly és kinetika

Ebben a tanulmdnyban a (Ca-alginat gyongydkkel) immobilizalt,
csikszeredai sOrgyartasbol szarmazo hulladék biomasszat
(¢lesztdsejteket), sikeresen hasznaltuk bioszorbensként a Cd®* ionok vizes
oldatbdl val6 eltavolitasa céljabol. A kalcium-alginat megfeleld6 matrixnak
bizonyult sorélesztd sejtek immobilizacidjara.

A maximalis bioszorpcids kapacitas szamitdsaink szerint 5,96 mg
Cd* /g™ volt 169 mg Cd** /L™ kezdeti koncentracié esetén.

Az egyensulyi adszorpcid jellemzésére a Langmuir és a Freundlich
adszorpcids izotermakat hasznaltuk. A korrelacios egyiitthatok alapjan,
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Langmuir izoterma alkalmasabb a
kadmium bioszorpcids egyensulyi folyamatok leirasara.

A bioszorpcios folyamat leirdsara az elsé és pszeudo-masodrendii
kinetika szerinti modelleket haszndltuk. Az elvégzett matematikai
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szamitasok alapjan ugy talaltuk, hogy az adszorpcios folyamat pszeudo-
masodrend(i kinetikai modell szerint torténik, és az ehhez a kinetikahoz
kapcsolddo paraméterek is meghatarozasra kertiltek.

A tanulmanyban bemutatott eredmények bebizonyitottdk, hogy a
fermentacios iparbol szarmazd bioszorbens, a sorgyartds soran
visszamaradt  hulladék  biomassza, mely egy ipari folyamat
melléktermékeként olcson €s nagy mennyiségben hozzaférhetd, sikeresen
hasznalhat6 a kadmium ionok eltavolitasara vizes oldatbol.

Szuszpendalt és immobilizalt sorgyari biomassza és kereskedelmi
4 7 . 7 . r + o r rgr r
élesztd bioszorbenskénti alkalmazasa Cd** ionok eltavolitasara.
Termodinamikai tanulmany.

A két kiilonb6z6 forrasbdl szarmazo élesztét (kereskedelmi élesztd
¢s sorgyartasbol szarmazd élesztéhulladék biomassza) két formdban,
(szuszpendalt ¢és immobilizalt) vizsgaltuk meg a kadmium ionok
bioszorpciés  folyamata  sordn.  Kiszamitottuk az  adszorpcid
termodinamikai paramétereit, beleértve a Gibbs-féle szabadenergiat
(AG®), az entalpiat (AH®) és az entropiat (AS®). A kapott eredmények azt
mutattak, hogy a Cd?* bioszorpcidja a Saccharomyces cerevisiae altal
megval6sithatd, spontdn ¢és endoterm folyamat. A négy tesztelt
bioszorbens koziil a legnagyobb hatékonysagot és adszorpcios kapacitast a
sorgyartasbol szarmazo élesztohulladék biomassza esetében kaptuk, mely
bizonyitja, hogy alkalmazhat6, olcso, alternativ bioszorbens lehet
kiilonb6z6 szennyezddések eltdvolitasara.

A Cd*" ionok bioszorpciéja immobilizalt Saccharomyces cerevisiae
sejtekkel. Adszorpcios egyensuly és kinetikai tanulmany.

A kutatas az immobilizalt tenyésztett Saccharomyces cerevisiae
sejtek (DSM 1333) vizes oldatbol torténd adszorpcidos képességét
vizsgalta a Cd?** ionokra nézve. Az eredmények azt mutattdk, hogy a
kezdeti Cd** koncentracié nagymértékben befolyasolta a kadmium
bioszorpcidt. A bioszorpcids kapacitds novekedett a kezdeti kadmium
koncentracidé ndvelésével. A tanulméanyozott fémionok bioszorpcidja
gyors folyamat, mely gyakran harom oran belill eléri az egyensulyi
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allapotot; a maximalis bioszorpcids kapacitds 3.7825 mg Cd**/g volt
99.75 mg Cd?* /L™ kezdeti koncentracié esetén.

Az egyensulyi adszorpcids folyamatok leirasara a Langmuir és
Freundlich adszorpcids izotermakat alkalmaztuk.

Azt tapasztaltuk, hogy a kadmium bioszorpcidja a szorbensen
foként a fizikai és az ioncsere kolcsOnhatasokon alapszik, és ezt az
adszorpcids izoterméak eredményei is igazoltak.

A nehézfémionok bioszorpcidja immobilizalt Saccharomyces
cerevisiae sejteken a Langmuir izoterma modell szerint kdvetkezik be.

Az elvégzett matematikai szamitasok alapjan ugy talaltuk, hogy az
adszorpcids folyamat leirasa sordn a kinetikai adatok jol igazodtak a
pszeudo-masodrendii kinetikai modellhez. Az chhez a kinetikdhoz
kapcsolodd paraméterek is meghatarozasra keriiltek. Kisérleteinkben
Osszehasonlitottuk a tenyésztett Saccharomyces cerevisiae sejtek, illetve a
kereskedelmi, valamint a sorgyari élesztdsejtek adszorpcids kapacitasat,
valamint tanulméanyoztuk az adszorpcios egyensuly termodinamikéjat és
kinetik4ajat.

A feliiletkezelés hatasa a hulladék soréleszté Cd®*, Zn*, és a Cu®*
adszorpcidjara. Infravoros spektroszkopias vizsgalatok eredményei

Az adszorpcios kapacitas ndvelése, valamint az adszorpcios
mechanizmus felderitésének érdekében kiilonb6zd tipusu kezeléseket
alkalmaztunk az ¢€lesztdsejtek esetében.

Kisérleteink igazoljdk, hogy a sejtfal feliiletén levd karboxil
csoportoknak alapvetd szerepiik van a bioszorpcios folyamatban, mikor
ezeket a csoportokat megvaltoztattuk (észterezési reakcio) az adszorpcios
kapacitas nagymértékben lecsokkent.

A sorélesztd feliiletén levd funkcidos csoportokat az IR
spektroszkopidval jellemeztiikk. A vizsgalt spektrumok aldtdmasztjdk a
vizsgalataink egyik alapelvét, mely szerint a NaOH-al vald kezelés nem
modositja a sejtfeliileti funkcids csoportokat, de igenis annal inkébb
megkonnyiti a fémionok adszorpcidjat a sejt feliileten, ezaltal eldsegitve a
megfeleld aktiv kotohelyek kialakulasat. Feltételezziik tovabba, hogy
hidrolizises reakcié megy végbe, mely karboxil (-COOH), karboxilat (-
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COO) ¢s alkohol (-OH) csoportok kialakulasdhoz vezet, mely ndveli a
kationok bioszorpciojat.

A benzollal val6 kémiai kezelés soran a sejtfalban levd lipidek
nagyrésze szétroncsolodik, ezaltal szdmos kotohely sziinik meg, ami az
adszorpcids kapacitas csokkenését eredményezte.

A foszforsavval tortént kezelés szintén az adszorpcios kapacitas
csokkenését eredményezte, aminek feltehetéen az az oka, hogy H' ionok
kotédnek a sejtfelszin aktiv kotdhelyeihez, ezaltal megakadalyozzék a
nehézfém ionok adszorpcidjat. A sejtfal feliiletének polimér struktiraja
negativ toltést mutat a szerves €s szervetlen csoportok ionizacidja miatt,
ami arra utal, hogy minél nagyobb a biomassza elektronegativitasa, annal
nagyobb a vonzereje, igy a nehézfém kationok adszorpcidja is
konnyebben kellene végbemenjen. Ennek ellenére a H™ ionok a savas
elokezelés hatasara megvaltoztatjak a sejtfal elektronegativitasat, ennek
kovetkeztében csokken az adszorpcids kapacités.

A metilezés adszorpciés kapacitascsokkentd hatdsa azzal
magyarazhatd, hogy a sejtfelszinen talalhatdo aminosavak amino-csoportjai
metilez6dnek, mely egy fontos adszorpcios kotdhely megsziinését
eredményezi.

A FTIR vizsgalatok alapjan bebizonyosodott, hogy a biomassza
sejtfelilletén levé funkcids csoportok fontos szerepet jatszanak a
bioszorpcidés mechanizmusban. Igazoltuk annak Iétezését és modjat,
amelyben a kationok hozzakapcsolodnak a funkcidés csoportokhoz a
sejtfeliileten, ezt a tényt igazolja a funkciés csoportokhoz kapcsolt
csticsok elmozdulasa az IR spektrumon.

Ezen feliil az IR vizsgalatok megmagyarazzak a NaOH-os kezelés
hatasat. Igazoljak tovabba, az észterezett sorélesztd alacsonyabb
adszorpcids kapacitasat, ezaltal kiemelve az adszorpcioért felelds
funkciondlis csoportok jelentdségét.

A Kkisérleteink igazoljak tehat, hogy a biomassza sejtfalainak kémiai
szerkezete ¢€s funkcids csoportjai nagymértékben meghatarozzak a
bioszorpcid hatékonysagat. A NaOH-al valé kezelés mindharom kation
esetben novelte az élesztdsejtek adszorpcids kapacitasat, ami azt jelzi,
hogy az alkali vegyliletek alkalmasak lehetnek a kiilonb6z6 viztisztitasi
technologidk hatékonysaganak novelésében.
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Uj tudomanyos eredmények

1. A kutatasi eredmények lehetdvé tették 1) bioszorpcidos modszerek
kidolgozasat. Kétféle mikroorganizmust vizsgaltunk, Saccharomyces
cerevisiae gombat, valamint Scenedesmus opoliensis zo6ld algat, ezeket
alkalmaztunk bioszorbensként a nehézfémek (Cd2+, Zn2+, Cu2+)
szennyvizb6dl vald eltavolitdsara bioszorpcié utjan. Az adszorpcios
folyamat tanulmanyozasa kétféleképpen tortént: (1) szakaszos
koriilmények kozott (szuszpenzids, illetve Na-alginattal immobilizalt
¢lesztosejtekkel), valamint zold algékkal (szuszpenzid formaban), és (2)
adszorpcids oszlopban végzett vizsgalatokkal.

2. Kifejlesztettink egy moddszert a nehézfémek szennyvizbdl vald
eltavolitasara, melynek soran bioszorbensként Scenedesmus opoliensis
zold algat alkalmaztunk vizes szuszpenzidoban. Héarom mindségi
meghatarozasara az oldatban az algaval vald érintkezés utan; (2) a
bioszorpcids folyamat hozamanak kiszamitasara; (3) az algdk nehézfém
megkotd képességének tanulményozasara az adszorpcids folyamatban,
valamint vizsgéaltuk a kiilonb6z6 paraméterek hatdsat bioszorpciods
folyamatra nézve.

3. Kidolgoztuk az élesztdsejtek immobilizdlasainak modszerét Na-
alginattal, ez a matrix alkalmas a Saccharomyces cerevisiae sejtek
immobilizalasara. Abban az esetben, amikor immobilizalt Saccharomyces
cerevisiae sejteket alkalmazunk Zn®* ionok eltavolitisara mesterséges
szennyvizekbdl, az oldatban levd nehézfém teljes mértékben megkotddott
a biomasszan. Eredményeink Osszhangban vannak a szakirodalomban
taldlhatd adatokkal, melyek szerint a fémmegkotés a bioszorpcios
folyamatokban két lépésben megy végbe. Az elsd 1épés a sejtfeliilet
iranyaba vald diffuzio, itt megy végbe a tulajdonképpeni adszorpcid, a
sejtfeliiletet felépitd funkcionalis csoportokhoz vald kotddés. A masodik
Iépés a sejt belsejébe valo szallitds (transzportalds), ez a fémion
koncentraci6 lassu csokkenését jelenti. Ez a csokkenés azzal
magyarazhatd, hogy a fém dathalad a sejtfalon és megtorténik a sejten
beliili (intracellularis) akkumulédci6. Ez a folyamat addig tart, amig be
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nem all az adszorpcids egyensuly a biomassza mennyisé€g €s a szennyezo
(nehézfém) mennyiség kozott.

4, Az immobilizdlasi modszert Kkiterjesztettik a bentonit ¢és
¢lesztOkeverékek Na-alginattal vald immobilizalasara. A bentonitminta,
az ¢lesztd biomassza és ezek keveréke hatékonynak bizonyult a
mintaoldatokban talalhatdé kadmium eltavolitasanal. A legnagyobb
adszorpcids kapacitast akkor értiik el, amikor a Ca-alginat gyongyok csak
bentonitot tartalmaztak. A bentonit koncentricido csokkenésével az
adszorpcios kapacitas is csokkent, az élesztomennyiség novelése ellenére
is, kivéve a tiszta ¢élesztOminta esetét, mely koztes értéket eredményezett.
A kisérleteket szakaszos koriilmények kozott, illetve adszorpcios
oszlopokkal végeztiik.

5. Az adszorpcios vizsgalataink sordn, a fémmegkotésre vonatkozoan
kiemelkedd eredmények sziilettek a csikszeredai sorgyartasbol szarmazéd
hulladék élesztdsejtek esetén. Kisérleteinkben az élesztdsejteket sikeresen
alkalmaztuk bioszorbensként ugy szuszpenzié, mint immobilizalt
formaban, a Cd?" ionok vizes oldatabol valé eltavolitasara.

6. Az egyensulyi adszorpcio jellemzésére a Langmuir és a Freundlich
adszorpcids izotermdkat hasznaltuk. A korrelacids egyiitthatok alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Langmuir izoterma alkalmasabb a
kadmium bioszorpcids egyensulyi folyamatok leirasara. A bioszorpciods
folyamat leirdsara az els6é és pszeudo-masodrendii kinetika szerinti
modelleket hasznaltuk. Az elvégzett matematikai szamitdsok alapjan Ggy
talaltuk, hogy az adszorpcios folyamat pszeudo-mdsodrendii kinetikai
modell szerint torténik, és az ehhez a kinetikdhoz kapcsolodo paraméterek
is meghatarozasra keriiltek.

7. A sorgyartasbol szdrmazd biomassza esetén a kapott eredmények
azt mutatjak, hogy a Cd®* bioszorpcidja Saccharomyces cerevisiae sejtek
altal megvalodsithatd, spontan és endoterm folyamat. Kiszamitottuk az
adszorpcid termodinamikai paramétereit, beleértve a Gibbs-féle
szabadenergiat (AG®), az entalpiat (AH®) és az entropiat (AS°®).

8. A csikszeredai soOrgyartasbol szadrmazd bioszorbens esetén
tanulmanyoztuk a biomassza sejtfeliiletét alkotd funkcionalis csoportok
szerepét az adszorpcids folyamatban, ¢és megéllapitottuk, hogy a
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fermentaciobol  visszamaradt  élesztOsejtek  nagyobb  adszorpcios
kapacitassal rendelkeznek.

9. Az adszorpcids kapacitas, valamint az adszorpcidés mechanizmus
felderitése érdekében a biomasszan kiilonboz6 kémiai kezeléseket
végeztink — pl. metilezés, észterezes, extrahalas, protonalds, stb., —
tanulmanyozva ezaltal a sejtfal funkcids csoportjainak szerepét az
adszorpcids folyamatban. Megallapithatd, hogy az a szennyezd
mennyiség, melyet egy bioszorbens képes eltdvolitani csak a kinetikai
egyensulytol, valamint a biomassza feliileti Gsszetevojétol, funkcios
csoportjaitél fiigg. A szorpcid végbemenetele a szorbens magas
affinitasatol is fiigg, valamint a szennyezd és a biomassza specifikus
funkcidés  csoportjai  kozott  levé  interakcid  mechanizmusatol.
Vizsgélataink alatamasztjadk, hogy a biomassza kémiai természete
nagymértékben = meghatdrozza ~a  bioszorpcid  hatékonysagat.
Bebizonyitottuk tovabba, hogy a sejtfal szerkezetéb6l mely csoportok
befolyasoljak dontben az adszorpcids kapacitast.

10. Kisérleteink igazoljak, hogy a sejtfal feliiletén levd karboxil
csoportoknak alapvetd szerepiik van a bioszorpcids folyamatban, ugyanis
mikor ezeket a csoportokat megvaltoztattuk (észtereztiik), az adszorpcids
kapacitas nagymértékben lecsokkent.

11. Javasolhatd a viztisztitasi folyamatban a NaOH-al kezelt
biomassza alkalmazasa, mivel mindharom kation esetében novekedett az
¢lesztOsejtek adszorpcios kapacitdsa, ami azt jelzi, hogy az alkali
vegylletek alkalmasak lehetnek a kiilonb6z0 viztisztitasi technoldgidk
hatékonysaganak novelésében.

12. A FTIR vizsgalatok alapjan bebizonyosodott, hogy a sejtfeliileten
levd funkcidés csoportok alapvetdé szerepet jatszanak a nehézfém
megkotésben. Igazoltuk annak létezését és modjat, amelyben a kationok
hozzékapcsolodnak a funkcios csoportokhoz a sejtfeliileten, ezt a tényt
igazolja a funkcids csoportokhoz kapcsolt csucsok elmozdulasa az IR
spektrumon.

13. Az altalunk hasznalt moddszer ipari alkalmazéasa szempontjabol
igen lényeges kiemelni, hogy egy koltséghatékony lehetéséggel allunk
szemben, ugyanis a sorgyartasbol szarmazo hulladék biomassza ingyen
vagy igen alacsony aron szerezhetd be az egyes ipari létesitményekbdl.
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Ugyanakkor, tekintettel a  sorgyartdsi folyamatok  széleskori
elterjedtségére, a hulladék biomassza nagy mennyiségben allhat
rendelkezésre, ami — a jelentds gazdasagi elonyok mellett — eredményesen
jérulhat hozzd a szennyviztisztitasi folyamatokhoz, s ezéltal a veszélyes
hulladékok mennyiségének csokkentéséhez.
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Introduction

The pollution of environment increased considerably in the past
century. Industrial expansion, the rapid growth of human population, as
well as the effects of released toxic compounds all had their impact on the
pollution of the environment. The worldwide proportion of chemical
pollution become alarming.

Dangers related to heavy metals, as the accumulation of micro-
elements and toxic heavy metals can have decisive human health related,
ecological and biological consequences. The emission of micro-elements
and heavy metals considerably increased with industrial evolution, where
beside traffic and industrial activities, the modernization of agriculture
has also become a potential source of heavy metal pollution.

In the recent decades the levels of heavy metals in the soil have
become critically higher as a result of the placement of sewage water and
sewage sludge on agricultural fields, around industrial districts, in cities,
and along main traffic roads. These contaminated areas represent basic
environmental and health-related problems. Soils are able to accumulate
heavy metals for long periods of time without any sign of toxic effects,
yet in case these metals reach the nutrition chain (for instance by the
consumption of plants grown on contaminated fields, and thus they enter
the human body) they can accumulate there and cause acute or chronic
damage, ultimately bringing about the destruction of living organisms.

Over the past two decades the activities to assess and recognise the
status of contaminated natural elements (such as geological media, waters
under surface), and to clean them from pollutants have multiplied
exponentially. As a result, environmental protection has become a specific
industry, for which a cumulative social and economic demand emerges.
Remediation technologies depend on the local characteristics of
contaminated fields; therefore, methods that rely on the highly sofisticated
processes of living organisms are used more often to achieve the best
results.
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Aim of the research

It examines the opportunities of heavy metal (Cd®*, Zn**, Cu*)
binding by using various biosorbents. The adsorption capacity of new
types of biosorbents was studied to explore the possibilities of industrial
applications. We have studied Scenedesmus opoliensis green algae and
cultivated commercial and brewery waste Saccharomyces cerevisiae yeast
cells in living, non-living and immaobilised form.

The dissertation has got the following objectives:

e To evaluate the biosorption capacity of the Scenedesmus
opoliensis green algae for heavy metal removal.

e To compare the biosorption capacity of immobilized
Saccharomyces cerevisiae cells to adsorb heavy metals.

e To compare the combined adsorptive properties of Saccharomyces
cerevisiae cells and bentonite in immobilized form and to establish
adsoption capacities towards cadmium from aqueous solution.

e To investigate the biosorption of cadmium ion by Romanian
immobilized brewery waste biomass, to determine the removal
efficiency and adsorption capacity and to describe the biosorption
process with the adsorption equilibrium and kinetic models.

e To investigate the biosorption capacities of suspended and
immobilized brewery waste biomass for cadmium removal, to
compare with suspended and immobilized commercial fresh yeast
and to describe the biosorption process (effect of contact time and
thermodynamics).

e To determine the potential of Saccharomyces cerevisiae
immobilized living cells (DSM 1333) to adsorb cadmium ions and
to describe the adsorption isotherm and Kkinetic studies.

e To study the influence of the chemical treatment and to determine
the efficiencies of the biosorption process.

e To use Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) analyses
to determine functional groups and their functionality on the cell
wall surface.
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Materials and methods

We are studying the wastewater treatment methods based on
biosorption process. In the experiments, the adsorption properties of Cd*,
Zn?*, Cu* ions were examined. As biosorbents living and non-living
Saccharomyces cerevisiae cells, and Scenedesmus opoliensis green algae
were used. The biosorbents were used in aqueous suspension form,
respectively in immobilized form.

In all cases the adsorption equilibrium was studied, and adsorption
capacity and kinetic studies were also performed. In order to determine
the biosorption mechanism, different types of chemical treatments have
been used.

The experimental methods and the results are summarized in the
following chapters.

Cd* removal from synthetic wastewaters using Scenedesmus opoliensis
green algae

The metal ion solution was prepared by dissolving
Cd(NO3)2x4H,0 (analytically reagent) in deionized water. Different
concentrations of the cadmium solution was obtained by the dilution of
the stock solution. The analytical method employed in the Cd*
concentration measurements was atomic absorption carried out with a
Senso AA Spectrometer.

Axenic monoalgal cultures of Scenedesmus opoliensis P. Richter,
obtained from the culture collection of Cluj Biological Research Institute,
were grown in Kuhl-Lorenzen (KL) nutrient media supplemented. The
biosorption process was conducted in batch conditions in a Berzelius flask
(beaker) where 15 ml of concentrated algae solution was poured over 150
ml solution of Cd** of different concentrations (4.35, 12.7 or 20.49 mg
Cd?*/L). The cadmium ion concentration was monitored in time, the
samples were filtered using 45 um ME cellulose filters. The samples were
analyzed with atomic absorption spectrophotometry (I = 228.8 nm, 0-2.5
mg/L concentration range, standard cadmium solution). The biomass dry
weight was 0.66 g.
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Removal of Zn* from some synthetic wastewaters by immobilized
Saccharomyces cerevisiae cells

The microorganisms were obtained from commercial type
Saccharomyces cerevisiae cells (Pakmaya).

Immobilization method

For the calcium alginate immobilization of yeast, 2.5 g biosorbent
(baker yeast’s) was suspended in 30 ml alginate solution (3g Na-alginate
mixed with 1 ml ethanol was added to 100 ml distillated water and
incubate for 30 minutes). A 100 ml aliquot of alginate - biosorbent
suspension containing 2% Na-alginate was added drop by drop to 1000 ml
of 2% CaCl; solution with a peristaltic pump. Alginate drops solidified
upon contact with CaCl,, forming beads and thus entrapping biosorbent
particles. The beads were allowed to harden for 30 min and then were
washed with distillated water in order to remove the excess of calcium
ions. These beads were used in the course of futher investigation. The
amount of adsorbed cadmium in equilibrium (adsorption capacity qe,
mg/g) was calculated using the following formula:

Je= [(Co-Ce)/m]-V,
where, . — is the adsorption capacity (mg/g), Co — initial cadmium
concentration (mg/L), C. — cadmium concentration in equilibrium (mg/L),
m — the quantity of the adsorbent (g), V — volume of cadmium solution
(L).

The stock solution of Zn?* was prepared by dissolving a weighed
quantity of 2ZnSO,x7H,O in deionized water. The immobilized
biosorbent, 2.75 g, was added in a flask over 150 ml Zn** solution (129.60
mg Zn®*/L, 213.41 mg Zn**/L and 304.88 mg Zn?*/L) under continuous
magnetic stirring at 200 rot/min for 2 h. The experiment was continued
until a constant Zn®* ion concentration was obtained. 1 ml samples were
taken at different intervals of time and analyzed in order to determine
Zn?* concentration.

Zn®* ions concentration was determined in the supernatant
according to STAS 6327-81 using the spectrophotometric method
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(potassium ferricyanide, | = 420 nm, UV/VIS JENWAY 6305
spectrophotometer).

Fixed Bed Studies for Cd** Removal from Model Solutions Using
Immobilized Bentonite/Yeast Mixtures

In this study a commercial bentonite (B) sample from Fort Benton
was used distributed by Interker-Wein Kft.,, Hungary. The bentonite
sample was used as powder, (d < 0.2 mm), without any chemical
treatment. We used also commercial baker’s yeast (D) produced by
Pakmaya (wet). All chemicals used in this study were analytical reagent
grade (Cd(NO3),x4H,0, alginic acid sodium salt and CaCl,).

For adsorbent immobilization, various gquantities of bentonite (2,
4, 6, 8 g) and baker’s yeast (2, 4, 6, 8 g) in different combinations (8g B,
6g B +29D,49B +4gD, 2g B + 6g D, 8g D), were suspended in 50 ml
of distilled water. This suspension was blended with a mixture formed
from 1 g Na-alginate and 2 ml ethanol. The mixture was then dropped
with a peristaltic pump into a 0.2 M CaCl; solution. During this process,
alginate-bentonite-yeast mixture drops were gelled into beads of a 4.0 +
0.2 mm diameter. The Ca-alginate immobilized adsorbent beads were
stored in 0.2 M CacCl; solution at 4°C for 1 hour to cure. The beads were
rinsed with distilled water in order to remove the excess of calcium ions
and stored at 4°C prior to use.

For the heavy metal ion removal study we used model
monocomponent solutions containing cadmium ions of 40 and 120 mg
Cd*/L. The concentration of cadmium ions in solution was determined
using a flame atomic absorption spectrophotometer (SensAA Dual GBS
Scientific Equipment, Australia).

The heavy metal ions removal process was realized in a batch
reactor under magnetic stirring (825 rpm), using 100 ml of cadmium
solution in which Ca-alginate bentonite beads obtained from the desired
quantity of adsorbent were suspended. For the fixed bed column
experiments we used a 32 mm diameter column, in which Ca-alginate
beads obtained from the desired quantity of adsorbent were placed.
Cadmium solution passed the fixed bed with a flow rate of 4 ml/min.
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In order to determine the exact concentration of cadmium ions and
establish the evolution of the removal process, in batch conditions,
samples of 1 mL (dilution in each case was 25) from the supernatant were
collected at different time intervals, every 5 minutes for the first 30
minutes and next every 15 minutes until equilibrium was reached. In case
of the fixed bed experiments, 50 ml solution is collected at the outflow of
the column every 12.5 minutes until the adsorbent is exhausted
(exhaustion point).

We studied the influence of the bentonite and baker’s yeast
quantity, cadmium concentration in solution over the process efficiency in
batch and fixed bed conditions. The experiments were carried out at room
temperature (20°C) and without any modification of the pH value (pH 5.4
of the initial cadmium solution).

The amount of adsorbed cadmium (adsorption capacity ge, mg/g)
was calculated. We also calculated the removal efficiencies (E, %), in
order to establish the effectiveness of the considered adsorbent in the
heavy metal ion removal process, in batch conditions.

Application of immobilized waste brewery yeast cells for Cd** removal.
Equilibrium and kinetics

The biosorbent, brewery waste biomass, Saccharomyces
cerevisiae, was collected from CIUC brewery (Miercurea-Ciuc, Romania)
after being used in fermentation processes and transported to the
laboratory in plastic containers. The yeast was then washed with bi-
distillated water, separated by vacuum filtration, and dried in a hot air
oven at 80°C for 24 hours. The immobilization process and the
determination of adsorption capacity was carried out with well-known
methods.

Suspended and immobilized brewery waste biomass and commercial
yeast as biosorbents for Cd** removal. A themodynamic study

In the experiments we used four types of biosorbents:

1. suspended brewery yeast waste biomass (SBW)
2. Immobilized brewery yeast waste biomass (IBW)
3. Suspended fresh yeast (SFY)
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4. Immobilized fresh yeast (IFY)

For the cadmium ions biosorption study we used synthetic
monocomponent solutions containing Cd** ions (5.75 mg Cd** I,
prepared from Cd(NO3),x4H,0 salt, analytically pure reagent. Effect of
contact time and thermodynamic study of cadmium biosorption were
conducted at 295, 308 and 323 K, and at a constant pH for the synthetic
solutions (pH = 5.5).

The thermodynamic parameters were determined using the
equilibrium constant, Ky (qe/Ce), Which depends on temperature. The
modification in free energy (AG®), entropy (AS°) and enthalpy (AH®)
associated with the adsorption process were calculated using the
following equations:

AG°=-RTInK,
n Kdz_AH A8
RT R

where, R is the universal gas constant, T is temperature (K), and Ky is the
distribution coefficient (I g™).

According to the equation of van’t Hoff (2), enthalpy (AH®) and
entropy (AS°) parameters were calculated from the slope and intercept of
the plot InKq versus 1/T.

Biosorption of Cd?* lons By Immobilized Cells of Saccharomyces
cerevisiae. Adsorption Equilibrium and Kinetic Studies

Saccharomyces cerevisiae (DSM 1333) yeast was used in this
study. The yeast was provided from the University of Pécs Medical
School, the Department of Medical Microbiology and Immunology
(Hungary), in the lyophilized form. The composition of growth medium
was Miiller-Hinton substrate (3 % glucose, pepton, yeast-extra, NaCl,
pH=7). The immobilization process and the determination of adsorption
capacity was carried out with well-known methods.
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Effect of surface modification of waste yeast from brewery onto Cd**,
Zn**, and Cu?* adsorption

The chemical treatment methods are summarized on figure 1.
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n e P e Dol hemepee: "> | Gluteraldehyde
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Figure 1. Schematic of the chemical treatments performed on brewery
yeast.

The infrared spectroscopy (FTIR) analysis was performed with a
Jasco 615-type spectrophotometer (wavelenght range of 400-4000 cm™,
resolution 2 cm™).

Results

Cd* removal from synthetic wastewaters using Scenedesmus opoliensis
green algae

The present study proved that Scenedesmus opoliensis is an
effective biosorbent for the removal Cd** from wastewaters. In this
respect, three quality parameters were investigated: (1) heavy metal ions
concentration in solution after contact with algae, (2) the yield calculated
for the biosorption process, and (3) heavy metal ions retention capacity of
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algae. Residual cadmium in the aqueous solutions, measured after 2 hours
exposure periods, showed that the concentrations of Cd*" significantly
decrease, faster in initial 10 minutes, achieving the equilibrium after 60
minutes for solution with initial concentration C;=4.36 mg Cd**/L, 70-80
minutes for C,=12.7 mg Cd**/L and approximately 120 minutes for the
most concentrated initial solution, C3=20.48 mg Cd**/L.

In conclusion, for the three initial concentrations used in our
experiment, cadmium was adsorbed up to yields of 50-52%, with
retention capacity values comprised between 0.67 and 3.28 mg Cd**/g
biosorbent. Hence, it is possible to remove cadmium in a simple treatment
using Scenedesmus opoliensis green algae.

Removal of Zn** from some synthetic wastewaters by immobilized
Saccharomyces cerevisiae cells

In this study, immobilized S. cerevisiae cells have been
successfully used as a biosorbent for the removal of Zn®* ions from
synthetic wastewaters. For the successful application of biosorption,
biomass needs to be immobilized to increase its mechanical strength,
density, reusability and resistance to mechanical environments. In this
study, Calcium alginate gel was chosen for the immobilization
experiments as it is cheaply and abundantly available, nontoxic and highly
selective for certain ion species. Calcium alginate proved to be a suitable
material for immobilization of Saccharomyces cerevisiae cells. The initial
Zn?* concentration decreases in every biosorption experiment. For the
initial concentration C; = 129.60 mg Zn?*/L, after approximately 55-60
minutes the heavy metal ion content from analyzed samples goes to zero,
which means that Zn?* ions are totally removed from the water sample.
The maximum retention capacity, g, was calculated to be 7.1 mg Zn**/ g
adsorbent for the biggest initial concentration (C3=304.88 mg Zn**/L). As
a general conclusion we can say that using yeast as a biological filter it’s a
good method in reducing the concentration of heavy metals ions from
wastewaters.
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Fixed Bed Studies for Cd** Removal from Model Solutions Using
Immobilized Bentonite/Yeast Mixtures

The bentonite sample, yeast biomass and their mixtures, proved to
be efficient for the removal of cadmium from model solutions. The
highest adsorption capacity was obtained when only bentonite was
included in the Ca-alginate beads in batch conditions. As the bentonite
concentration decreases, the adsorption capacity decreases as well, even if
the amount of yeast increases in batch conditions, excepting the case of
the pure yeast sample, which has an intermediate value.

When the removal process was realized in fixed bed conditions,
also the most efficient sample was the immobilized bentonite. The
mixture containing the same quantity of bentonite and yeast (4 g) has
intermediate values for both cadmium initial concentrations. The
breakthrough point for fixed bed experiments was observed at 75 minutes
in all cases.

Application of immobilized waste brewery yeast cells for Cd** removal.
Equilibrium and kinetics

In this study, immobilized (Ca-alginate beads) a waste brewery
biomass (yeast cells) from Miercurea-Ciuc, Romania, was successfully
used as biosorbent for removal of Cd** ions from aqueous solutions.
Calcium alginate proved to be a suitable matrix for immobilization of
bakers’ yeast cells. The maximum biosorption capacity was calculated to
be 5.9600 mg Cd** g* yeast for 169 mg Cd*" L™ initial concentration.
Langmuir and Freundlich adsorption isotherms were used to correlate the
equilibrium adsorption data. Based on correlation coefficients, we
concluded that Langmuir isotherm is more suitable to describe the
cadmium biosorption equilibrium data. Also first and pseudo second order
kinetic models were applied to describe cadmium biosorption process.
Based on mathematical calculations carried out we concluded that this
process has a kinetic of pseudo second order and the parameters for this
kinetic were determined.

The results presented in this paper proved that a biosorbent from
fermentation industry, brewery waste biomass, which is as a by-product
(inexpensive and available in high quantities) of an industrial process can
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be successfully used to remove cadmium ions from aqueous solutions.
Further investigations will be conducted in order to explain the adsorption
mechanism and to establish the optimum parameters for the biosorption
process.

Suspended and immobilized brewery waste biomass and commercial
yeast as biosorbents for Cd?* removal. A themodynamic study

Bioremediation of heavy metals pollution remains a major
challenge in environmental biotechnology. Biosorption of heavy metals is
one of the most promising technologies involved in the removal of heavy
metals from wastewaters. Saccharomyces cerevisiae was selected for
studying biosorption in order to assess the possibility of utilizing a
brewery yeast waste biomass (CIUC brewery) for Cd** removal from
monocomponent synthetic solution.

Yeast collected from two sources, used in two forms (commercial
yeast and brewery waste biomass, in suspended and immobilized forms)
was investigated in cadmium ions biosorption process. Thermodynamic
parameters, including Gibbs free energy (AG°®), enthalpy (AH°) and
entropy (AS®) of adsorption were calculated. The obtained results showed
that the biosorption of Cd®* onto Saccharomyces cerevisiae strain was a
feasible, spontaneous and endothermic process in nature. Between the
four tested biosorbents, the best efficiency and adsorption capacity was
determined for the brewery waste biomass, which could be successfully
used as an alternative low-cost biosorbent.

Biosorption of Cd®* lons By Immobilized Cells of Saccharomyces
cerevisiae. Adsorption Equilibrium and Kinetic Studies

The ability of immobilized cells (DSM 1333) to adsorb cadmium
ions from aqueous solution was investigated. Results showed that the
initial cadmium concentration highly affected the cadmium biosorption.
The biosorption capacity increased with the initial cadmium ion
concentration. The biosorption of metal ions studied is a rapid process and
often reaches equilibrium within three hours; the maximum biosorption
capacity was 3.7825 mg Cd**/g yeast. Langmuir and Freudlich adsorption
isotherms were used to correlate the equilibrium adsorption data. The
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biosorption of cadmium on the sorbent was found to be mainly based on
physical and ion-exchange interactions, and these were confirmed by the
results of adsorption isotherms. The heavy metal ions biosorption by
immobilized Saccharomyces cerevisiae cells takes place after Langmuir
isotherm model. Based on mathematical calculations carried out, it was
found that the kinetics data fitted well the pseudo-second order model to
describe the adsorption process. The parameters for this kinetic were
determined.

Effect of surface modification of waste yeast from brewery onto Cd**,
Zn**, and Cu?* adsorption

The experimental study demonstrated that yeast resulting from
beer production process waste had the capacity of eliminating metallic
ions from wastewaters. At the same time, the present research points out
the importance of different functional groups on the biomass cell walls
and the way how these are affected by the application of several
treatments. As a cost approach, it is important to notice, that for the
potential application on an industrial scale, it is extremely important to
remark that yeast can be obtained free of charge or at least at a very low
cost from the different industries where it is used. Analyzing the results of
experiments we can say that yeast biomass is effective to remove metal
ions from aqueous solutions. It would be convenient to use NaOH treated
biomass, because in all three cases (Cd**, Zn?*, Cu?") the adsorption
capacities increase compared to the biomass untreated adsorption
experiments. In this way it was demonstrated the efficiencies of NaOH
treatment.

An other important aspect that can be sustained by the resulting
data is that carboxyl groups play a fundamental role in biosorption
process, and when these were modified, the adsorption capacity decrease
dramatically. From the FTIR analyses the functional groups were shown,
and also the way how these are influenced as a result of metal adsorption,
treatment with ethanol and treatment with NaOH, affirming once more the
initial presumptions. In conclusion, the results biosorption is a promising
technology and the chemical nature of biomass is extremely important for
the efficiency of the process.
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Summary of scientific results

1. The research findings enabled us to develop new biosorption
methods. Two types of microorganism were used, Saccharomyces
cerevisiae and Scenedesmus opoliensis green algae for heavy metals
(Cd*, zn?*, Cu®") removal from wastewater based on biosorption. The
adsorption process was studied in two ways: (1) batch conditions
(suspension and Na-alginate immobilized form of yeast) and green algae
(suspension), (2) fixed bed column experiments.

2. We developed a method for the removal of heavy metals from
synthetic wastewater using Scenedesmus opoliensis green algae in
aqueous suspension. Three quality parameters were investigated: (1)
heavy metal ions concentration in solution after contact with algae, (2) the
yield calculated for the biosorption process, and (3) heavy metal ions
biosorption capacity of algae and was studied the effect of different
parameters of the biosorption.

3. We developed the method of immobilized yeast cells with Na-
alginate, this matrix as a suitable material for immobilization of
Saccharomyces cerevisiae cells. In the case of Zn?* uptake with
immobilized yeast cells with Na-alginate, the heavy metal (Zn*") was
totally removed from the water samples. Our results are in agreement with
literature data regarding biosorption mechanism that is considered to take
place in two stages. In a first stage (dynamic regime) a pseudo-
equilibrium is reached, while in a second stage (that takes place in some
cases in static regime, on longer time intervals) a slow decrease of metal
concentration takes place. This decrease may be explained by metal
crossing through the cell wall, when intracellular accumulation takes
place.

4. The bentonite sample, yeast biomass and their mixtures, proved to
be efficient for the removal of cadmium from model solutions. The
highest adsorption capacity was obtained when only bentonite was
included in the Ca-alginate beads in batch conditions. As the bentonite
concentration decreases, the adsorption capacity decreases as well, even if
the amount of yeast increases in batch conditions, excepting the case of
the pure yeast sample, which has an intermediate value. When the
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removal process was realized in fixed bed conditions, the most efficient
sample was also the immobilized bentonite.

5. The best results were obtained in case of waste brewery biomass
from Miercurea-Ciuc, Romania for removal of Cd** from aqueous
solutions. Calcium-alginate provided to be a suitable matrix for the
immobilization of bakers’ yeast cells.

6. Langmuir and Freundlich adsorption isotherms were used to
correlate the equilibrium adsorption data. Based on the correlation
coefficients, it was concluded that the Langmuir isotherm was more
suitable for describing the equilibrium data of cadmium adsorption. In
addition, first and pseudo-second order kinetic models were applied to
describe the biosorption process. The kinetic parameters for the pseudo-
second order kinetics were determined.

7. In the case of brewery yeast biomass the obtained results showed
that the biosorption of Cd®" onto Saccharomyces cerevisiae strain was a
feasible, spontaneous and endothermic process in nature. Thermodynamic
parameters, including Gibbs free energy (AG®), enthalpy (AH°) and
entropy (AS°®) of adsorption were calculated.

8. In the case of waste yeast from brewery (Miercurea-Ciuc,
Romania) a study was developed on the importance of different functional
groups on the biomass cell walls and the way how these are affected by
the application of several treatments. The role of functional groups in
adsorption process was determined.

9. The adsorption capacity of waste yeast was affected by different
chemical treatments studied, contributing thereby to the study of
adsorption mechanism. Different chemical treatments were used such as:
NaOH, detergent, metylation, esterification, benzene, gluteraldehyde,
CaCly, phosphorylation, oxidation.

10. The treatment with ethanol (esterification of carboxylic groups)
gives information about the significant role of carboxyl groups in the cell
wall, which contributes to heavy metals biosorption. Another important
aspect that can be sustained by the resulting data is that carboxyl groups
play a fundamental role in biosorption process, and when these were
modified, the adsorption capacity decreased dramatically.
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11. It would be convenient to use NaOH treated biomass, because in
all three cases (Cd**, zn?*, Cu®") the adsorption capacities increase
compared to the biomass untreated adsorption experiments. In this way
the efficiencies of NaOH treatment was demonstrated.

12. From the FTIR analyses the functional groups were shown, and
also the way how these are influenced as a result of metal adsorption,
treatment with ethanol and treatment with NaOH, affirming once more the
initial presumptions.

13.In conclusion it can be stated that according to the results
biosorption is a promising technology and the chemical nature of biomass
is extremely important for the efficiency of the process.

14. Analyzing the results of experiments we can say that yeast
biomass is effective to remove metal ions from aqueous solutions.

15. As a cost approach, it is important to note, that for the potential
application on an industrial scale, it is extremely important to remark that
yeast can be obtained free of charge or at least at a very low cost from the
different industries where it is used.

16. The results proved that the biosorbent from fermentation industry,
i.e., waste brewery biomass, which, as a by-product of an industrial
process is inexpensive and available in large quantities, could be
successfully used to remove cadmium ions from aqueous solutions.
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