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INTRODUCERE

Metalele grele sunt considerate a fi printre cei mai importanti poluanti
ai mediului acvatic din cauza abundentei, bioacumularii usoare, persistentei
si toxicitatii acestora. Desi existd multe surse de contaminare a apei,
industrializarea si urbanizarea sunt sursele care au contribuit cel mai mult la
contaminarea resurselor de apa cu metale grele (Masindi si Muedi, 2018). La
nivel European, conform bazei de date a Registrului European al Poluantilor
Emisi si Transferati (E-PRTR), activitatile industriale care elibereaza in apa
cele mai mai cantitati de metale grele sunt: sectorul energetic, industria
minierd, industria procesdrii si productiei de metale, epurarea apelor uzate
urbane, industria fabricarii hartiei si cartonului, industria chimica si altele.
Aceste activitati industriale au descarcat in 2017 in raurile Europei, 1895 tone
de zinc, 911 tone de cupru, 834 tone de crom total, 260 tone de nichel, 86,4
tone de plumb, 70,1 tone de arsen, 13,9 tone de cadmiu si 3,78 tone de mercur
(E-PRTR, 2020). Odata ajunse 1n apa, majoritatea acestor metale ajung s se
acumuleze 1n sol si sedimentele corpurilor de apa, se propaga de-a lungul
lantului trofic, provocand efecte negative asupra tuturor formelor de viata
(Namiesnik si Rabajczyk, 2010).

Indepiartarea si recuperarea acestora din apele uzate industriale
reprezintd cele mai importante alternative ce pot fi aplicate pentru a reduce
poluarea apelor cu metale grele si implicit a riscurilor acestora asupra
sanatatii umane. Pentru indepartarea ionilor metalici din solutiile apoase au
fost elaborate si dezvoltate tehnologii care au la baza procese fizice, fizico-
chimice, chimice sau biologice (Gavrilescu, 2004, Rosca si colab., 2019). S-
a dovedit ca biosorbtia si bioacumularea pot fi aplicate eficient pentru
indepértarea metalelor grele chiar si la concentratii mai mici de 100 mg/L
(Gavrilescu, 2004, 2010).

Biosorbentii de origine biologica, precum bacteriile, ciupercile, alge si
plante mari, sunt din ce in ce mai studiati pentru indepartarea compusilor
toxici, inclusiv a metalelor grele (Bulgariu si Gavrilescu, 2015; Diaconu et
al., 2013). Microorganismele reprezintd o resursd promitatoare, in mare
masurd neexploatata incd pentru noile biotehnologii. Cele mai utilizate
microorganisme pentru retinerea metalelor grele sunt bacteriile si ciupercile,
care pot fi utilizate atdt in stare viabild cat si neviabila (Gavrilescu, 2004;
2010; Hlihor si colab., 2017). Pentru exploatarea acestor procese este
important realizarea la nivel de laborator a unor studii pentru a intelege
mecanismul de retinere a ionilor de metal din solutii apoase de catre
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microorganisme in functie de variatia factorilor biotici si abiotici care ar putea
afecta procesele (Hlihor, 2012).

Necesitatea utilizarii pe scard largd a microorganismelor a condus la
conceperea si dezvoltarea unor reactoare (bioreactoare) care sa fie in masura
sa asigure culturilor de microorganisme un mediu controlat si conditiile
optime necesare pentru cresterea si dezvoltarea eficientd (conditii
hidrodinamice, biologice si fizico-chimice), in vederea atingerii scopurilor
propuse (Jossen si colab., 2017; Tekere, 2019). In acest context se poate
realiza depoluarea fluxurilor gazoase si lichide, precum si a unor solide prin
explotarea eficienta a sistemelor biologice in bioreactoare selectate astfel
incat sa asigure conditiile ambientale pentru desfasurarea cu succes a
bioproceselor (Cozma si Gavrilescu, 2010, 2012; Gavrilescu, 2004;
Gavrilescu si Macoveanu, 1999, 2000). Utilizarea bioreactoarelor in
bioremediere reprezintd o alternativa foarte atractiva intrucat in interiorul
acestora pot fi controlati parametrii critici ai procesului, astfel incat
bioremedierea sa se desfasoare in conditiile optime (Gavrilescu si Chisti,
2005; Tekere, 2019).

De asemenea, transpunerea tehnologiei de la scara de laborator la scara
industriald implica modelarea matematica a datelor obtinute in laborator sau
la scard de micropilot (Narayani si Shetty, 2013). Aplicarea modelelor
adecvate poate sprijini intelegerea mecanismelor procesului, analizarea
datelor experimentale, prezicerea raspunsurilor in functie de conditiile
operationale si optimizarea proceselor. Astfel, utilizarea modelelor
matematice pentru predictia capacitatii de retinere poate fi utila in
compararea punctelor forte gi In proiectarea proceselor de biosorbtie (Abdi si
Kazemi, 2015). Modelele matematice se bazeaza pe diferite concepte
teoretice si atunci cand sunt aplicate pe datele experimentale ar trebui ca
acestea sd fie in concordantd cu un model. Aceste modele oferd informatii
despre cinetica procesului, capacitatea maxima de biosorbtie si
termodinamica (Bulgariu si colab., 2015; Gavrilescu, 2004)

Pe baza acestor considerente a fost formulat obiectivul principal al
prezentei teze de doctorat si au fost stabilite obiectivele specifice.

Prezenta tezd de doctorat intitulata ‘“(BIO)REMEDIEREA
EFLUENTILOR CONTAMINATI CU METALE GRELE IN SISTEME
CU AGITARE MECANICA SI PNEUMATICA” are ca obiectiv principal
studiul conditiilor de desfasurare a proceselor de biosorbtie si
bioacumulare a ionilor de Cd** si Cr%" din solutii apoase de catre
microorganisme, in trei tipuri de bioreactoare (cu strat fix, cu agitare
mecanicd §i amestecare pneumaticd), in conformitate cu nevoile de
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remediere a fluxurilor lichide contaminate si de evaluare a performantelor
proceselor cu ajutorul modelelor statistice, in vederea optimizdrii acestora.

Atingerea obiectivului principal al cercetdrii implicd indeplinirea
urmatoarelor obiective specifice:

- analiza critica a stadiul cercetarilor privind bioremedierea efluentilor
lichizi poluati cu metale grele si identificarea unor lacune in cunoasterea
actuala;

- selectarea s§i caracterizarea microorganismelor si a ionilor metalelor
grele ce trebuie indepartate din efluentii poluati;

- selectarea unor sisteme de contactare a sistemelor eterogene (gaz)-
lichid-solid pentru cresterea eficientei de retinere a ionilor metalici de catre
microorganisme prin biosorbtie si bioacumulare;

- stabilirea metodologiilor si metodelor de investigare, analizd si
prelucrare a datelor experimentale;

- studii experimentale pentru eliminarea ionilor de cadmiu si crom
hexavalent din solutii apoase prin utilizarea unor specii de microorganisme
in sistem discontinuu (factori de influentd, echilibrul sorbtiei si modelarea
izotermelor de adsorbtie, modelare cinetica);

- studii privind eliminarea ionilor de cadmiu si crom in coloana cu strat
fix utilizind microorganismele Bacillus megaterium $i Rhodotorula sp.
imobilizate pe zeolit 13X

- studii privind retinerea ionilor de Cd*>" in bioreactoare cu agitare
mecanica si pneumatica utilizand bacteria Bacillus megaterium in suspensie;

- modelarea matematicd empiricd pentru descrierea si optimizarea
potentialului de eliminare a ionilor metale grele in bioreactoare si stabilirea
unor premise pentru simulare si transpunere la scar;

- analiza costurilor implicate in procesele de retinere a ionilor metalici
in bioreactoare si implicatii asupra transpunerii la scara mare;

- formularea de concluzii si recomandari in vederea dezvoltarii si
aplicarii procesului de biosorbtie-bioacumulare pentru eliminarea unor ioni
ai metalelor grele din efluenti industriali utilizand in mod durabil, diverse
microorganisme (bacterii, fungi) in diverse tipuri de contactoare, altele decat
coloanele conventionale cu strat fix, cu potential sporit de transpunere la
scara.

Pentru indeplinirea obiectivelor propuse, teza de doctorat a fost
structuratd in doud parti principale formate din opt capitole, urmate de
concluziile generale si anexe.

Partea intdi este constituitd din primele trei capitole si cuprinde
informatii privind stadiul actual al cercetdrilor stintifice cu privire la
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bioremedierea efluentilor lichizi poluati cu metale grele de catre
microorganisme, aplicabilitatea acestor procese in bioreactoare cu diferite
configuratii, precum si materialele si metodele de cercetare aplicate pentru
indeplinirea obiectivelor propuse.

A doua parte a tezei de doctorat este structuratd pe cinci capitole si
cuprinde contributiile originale referitoare la biosorbtia si bioacumularea
ionilor de cadmiu si crom hexavalent de catre speciile microbiene Bacillus
megaterium si Rhodotorula sp. in flacoane cu agitare orbitala si trei tipuri de
bioreactoare (cu agitare mecanicd, cu agitare pneumatica si cu strat fix) in
functie de o serie de factori de influenta.

In fig. I este prezentati schematic metodologia experimentali
utilizatd pentru studiul biosorbtiei si bioacumulirii ionilor metalici
considerati din solutii apoase in bioreactoare cu diferite configuratii.

Activitatea de cercetare pentru elaborarea tezei de doctorat a inceput la
data de 1 octombrie 2014 in cadrul Universitatii Tehnice "Gheorghe Asachi"
din Iasi, Facultatea de Inginerie Chimica si Protectia Mediului ,,Cristofor
Simionescu”, Departamentul Ingineria si Managementul Mediului. Studiile
prevazute in cadrul programului experimental s-au realizat in cadrul
Laboratorului de Ingineria Proceselor Chimice si Biologice din
Departamentul Ingineria si Managementul Mediului - Facultatea de Inginerie
Chimica si Protectia Mediului ,,Cristofor Simionescu” si in cadrul
Laboratorului de Inginerie Chimica al Centrului de Inginerie Biologica de la
Universitatea Minho, Braga, Portugalia, pe parcursul a doua stagii de
plasament sustinute de Programul ERASMUS+ (februarie — iunie 2016 si
februarie — iunie 2017).

Rezultatele obtinute in prezenta tezia de doctorat constituie baza
stiintificA pentru evaluarea fezabilititii tehnice, economice §i in ceea ce
priveste protectia mediului a proceslor de biosorbtie si bioacumularea a
ionilor de Cd?* si Cr®" aplicate in bioareactoare cu strat fix, cu agitare
mecanica si de tip gaz-lift la scara pilot si/sau industriala.
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_ Capitolul 1.
STADIUL CERCETARILOR PRIVIND BIOREMEDIEREA
EFLUENTILOR LICHIZI POLUATI CU METALE GRELE

1.1. Prezenta metalelor grele in mediu

Metalele sunt elemente naturale ce se gésesc in scoarta terestra si sunt
utilizate Tn numeroase domenii de activitate, iar extractia si utilizarea acestora
au dus la contaminarea tuturor componentelor de mediu cu aceste elemente.
Poluarea mediului cu metale grele provine preponderent din surse antropice
si a devenit o problema majora, generatd de functionarea nesustenabild a
sistemelor de productie care produc sau utilizeaza metale grele si de
monitorizarea insuficientd a sistemelor de epurare a efluentilor lichizi, a
instalatiilor de tratare a efluentilor gazosi, de managementul deficitar al
deseurilor(Masindi si Muedi, 2018; Rajeswari si Sailaja, 2014)

1.2. Metale grele cu toxicitate ridicata

1.2.1. Cadmiul

Cadmiul este prezent in mod natural 1n scoarta terestra, fiind al 67 —lea
cel mai abundent element (Odobasic, 2012). Expunerea acutd la cantitati
ridicate de cadmiu provoaca greatd, varsaturi, dureri abdominale, crampe
musculare, tulburari senzoriale, leziuni hepatice, convulsii, soc si insuficientd
renald. In cazul expunerii cronice, cadmiul patruns in organismul uman
cauzeaza leziuni severe la multiple organe, precum plamanii, rinichii, creierul
si chiar placenta, dar afecteaza si sistemul osos, sistemul cardio-vascular,
sistemul nervos central, glandele endocrine si poate provoca cancer (Godt si
colab., 2006; Jarup si colab., 1998).

1.2.2. Cromul

Cromul se gaseste in mod natural in scoarta terestra in minereul cromit,
sub starea de oxidare 3+ (Cr*"). Acest metal greu poate avea mai multe stari
de oxidare (intre -2 si +6), dar in mediul inconjurator acesta este stabil doar
sub forma elementald (Cr?), de crom trivalent (Cr**) si hexavalent (Cr®"), care
au comportamente diferite din punctul de vedere al toxicitatii si mobilitatii in
mediu (Daulton si Little, 2006). Eliberarea acestuia in mediu din sursele
antropice poate genera probleme severe atat pentru mediul inconjurator cat si
pentru sanatatea umana, efectele toxice ale acestuia depizand foarte mult de
starea de oxidare sub care se giseste si concentratia acestuia. Dintre cele trei
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forme stabile a cromului, forma hexavalenta este cea mai periculoasa, aceasta
fiind considerata de 1000 de ori mai toxicad decat forma trivalenta (Saha si
colab., 2011).

1.4.2. Metode biologice de eliminare a metalelor grele din efluentii lichizi
Cele mai aplicate procese biologice pentru remedierea mediilor poluate
sunt biosorbtia si bioacumularea, care se bazeaza pe utilizarea materialelor
naturale de origine biologica ca biosorbenti si bioacumulatori (de exemplu:
plante, microorganisme, deseuri de natura vegetald) (Gavrilescu, 2004).

1.7. Factorii care afecteaza procesul de biosorbtie a metalelor grele

Microorganismele pot indeparta ionii de metale printr-o serie de
mecanisme care sunt influentate nu doar de tipul de biosorbent, ci si de alti
factori, cum ar fi: doza de biosorbent, concentratia initiald a metalului in
solutie, pH-ul solutiei, temperatura la care se desfasoara procesul, timpul de
contact dintre biosorbent si ionii de metale din solutie, viteza de agitare, dar
si alti factori (Abdi si Kazemi, 2015; Bulgariu si colab., 2015; Shamim,
2018).

1.8. Modelarea procesului de biosorbtie

Transpunerea tehnologiei de la scard de laborator la scara industriala
implicd modelarea matematicd datelor obtinute in laborator sau la scard de
micropilot sau criterii de transpunere la scard. Aplicarea modelelor adecvate
poate sprijini Intelegerea mecanismelor procesului, analizarea datelor
experimentale, prezicerea raspunsurilor in functie de conditiile operationale
si optimizarea proceselor. Astfel, utilizarea modelelor matematice pentru
predictia capacitatii de retinere poate fi utila in compararea punctelor forte si
in proiectarea proceselor de biosorbtie (Abdi si Kazemi, 2015).

1.9. Modelarea  empirica  §i  optimizarea  procesului  de
biosorbtie/bioacumulare a metalelor grele

In functie de scopul dorit, analiza de regresie poate fi utilizati fie pentru
predictia unor conditii experimentale pe baza unui numar redus de date
experimentale, fie pentru rafinarea si evaluarea unui numar mare de date
(Palmer si colab., 2009). Modelele matematice ale metodologiei suprafetei de
raspuns (RSM) pot fi aplicate pentru investigarea efectelor interactive ale
variabilelor procesului si pentru construirea unui model matematic care
descrie cu suficienta acuratete procesul. Acestd metodologie este in general
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utilizatd in proiectarea experimentald multivariatd, modelarea statistica si
optimizarea proceselor (Bayuo si colab., 2019; Mourabet si colab., 2017).

Capitolul 2.
STADIUL CERCETARILOR iN DOMENIUL APLICARII
CONTACTOARELOR CU STRAT FIX, CU AGITARE
MECANICA SI PNEUMATICA iN PROTECTIA MEDIULUI

2.1. Bioreactoarele si utilizarea acestora in protectia mediului

Utilizarea bioreactoarelor in bioremediere reprezinta o alternativa foarte
atractiva intrucat in interiorul acestora pot fi controlati parametrii critici ai
procesului, astfel incat bioremedierea sd se desfagoare in conditiile optime
(Gavrilescu si Chisti, 2005; Tekere, 2019).

Functionarea si performantele acestor bioreactoare depind de mai multi
factori, care pot fi: biotici, abiotici sau factori asociati configuratiei si
modului de operare a bioreactorului (fig. 2.1) (Chisti, 1989; Gavrilescu, 1997;
Gavrilescu si Macoveanu, 2000).

FACTORI CARE INFLUENTEAZA PROCESUL DE BIOSORBTIE/BIOACUMULARE
| TIMPUL DE DOZADE CONCENTRATIA RA ECIA TONULUI
S CONTACT || BIOSORBENT || POLUANTULUI METALIC

PROCES DE
BIOSORBTIE/BIOACUMULARE

...................................... e e e e A s S L
] ; ; :
@ @ @ :
I |
| Rapor | Debit Debit Debit Raport ||
. biomasé-lichid influent influent influent biomasa-lichid |
! '
Vieza || inillp'me strat Tnaltime strat Debitgaz |
! deagitare biosorbent biosorbent (aer, 0,/CO;) !
1 1
| Debit Cadere de Cadere de 3 3 2t Debit !
‘ u i 3 STBRs — bioreactor cu agitare mecanici % 1
H 0;/CO, presing presiung FBRs — bioreactor cu pat fluid influent b
! 7 MBRs - bioreactor cu membrani |
! Debit o FXBs - bioreactor cu pat fix 1
. 1

: influent ALRs — bioreactor gaz-lift 1
|

PARAMETRI DE OPERARE A BIOREACTORULUI CARE INFL

AZA PROCESUL DE BIOSORBTIE/BIOACUMULARE

Fig. 2.1. Tipuri de bioreactoare aplicate in procesele de biosorbtie/bioacumulare si
factorii care influenteaza procesul (adaptatd dupa Cozma si colab., 2016)
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Indiferent de tipul de bioreactor, pentru proiectarea, transpunerea la
scard si optimizarea proceselor industriale este necesard cunoasterea
caracteristicilor hidrodinamice, a parametrilor transferui de masa si caldura
si a cineticii de reactie. Fenomenele de transfer, inclusiv amestecarea,
eforturile de forfecare si transferul de oxigen sunt studiate Indeaproape pentru
a defini criteriile de proiectare a bioreactorului si de transpunere la scarad
industriald (Jossen si colab., 2017; Kadic si Heindel, 2014a, 2014b).

Pentru aplicarea procesele de biosorbtie/bioacumulare in scopul
elimindrii metalelor grele este necesara selectarea unui anumit tip de
bioreactor, tinand cont de o serie de factori operationali, cum ar fi (Gavrilescu
si Macoveanu, 1999):

- cinetica reactiei care guverneaza procesul de bioremediere;

- asigurarea transferului de oxigen necesar;

- natura apelor uzate care trebuie epurate;

- conditiile locale de mediu;

- costurile de constructie, operare si intretinere in concordantd cu
echipamentele de decantare secundare.

2.2. Bioreactoare cu strat fix

2.2.1. Particularitati constructive §i functionale ale bioreactoarelor cu strat
Six

Bioreactoarele cu strat fix (FXBs) au fost proiectate si dezvoltate
folosind conceptele aplicate la proiectarea reactoarelor catalitice cu straturi
compacte de catalizator, utilizate in ingineria chimicd conventionala (Sen si
colab., 2017). Pentru imobilizarea celulelor microorganismelor se pot utiliza
diferite tipuri de umplutura inertd, cum ar fi margele ceramice poroase,
margele de sticla poroasa, fibre de sticla, discuri de poliester (Warnock si
colab., 2005), zeoliti (Quintelas si colab., 2009a; Silva si colab., 2008, 2012),
kaolin (Quintelas si colab., 2009b), dar si alte materiale. Aceste umpluturi au
o suprafatd specificd mare si permit atasarea celulelor microbiene si, de
asemenea protejeazd celulele Impotriva fortele de forfecare locale (Kadic si
Heindel, 2014a; Warnock si colab., 2005).

2.2.5. Utilizarea reactoarelor FXBs pentru depoluarea fluxurilor lichide

Studiile realizate pana in prezent au aratat cd FXBs pot fi aplicate pentru
eliminarea din efluentii lichizi a unei game variate de poluanti organici,
utilizand diverse microorganisme imobilizate pe diferite tipuri de materiale
suport. De asemenea, aceste bioreactoare au fost aplicate pentru evaluarea
performantelor unor microorganisme si alge de a elimina din mediul lichid
diversi poluanti anorganici, cum ar fi ionii de metale grele.
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2.3. Bioreactoare cu agitare mecanicd

2.3.1. Particularitati constructive §i functionale ale bioreactoarelor cu
agitare mecanicd

Bioreactoarele cu agitare mecanicd (STBR) sunt utilizate in special
pentru cultivarea unor celule, enzime sau anticorpi. Sunt contactoare in care
amestecul Intre faze este obtinut In principal prin agitare mecanica. Agitatorul
trebuie sa asigure o timpi de amestecare suficient de mari astfel incat sa se
obtind un amestec omogen in interiorul bioreactorului (Garcia-Ochoa si
colab., 2011).

2.3.6. Utilizarea reactoarelor STBR pentru decontaminarea fluxurilor lichide
Studii privind utilizarea bioreactoarelor cu agitare mecanicad in
procesele de decontaminare a unor fluxuri lichide incércate cu metale grele
de catre microorganisme sunt relativ putine, neexistand suficiente date cu
privire la conditiile de operare a acestora pentru atingerea scopului propus.

2.4. Bioreactoare cu agitare pneumaticd

Reactoarele pneumatice sunt dispozitive de contactare gaz-lichid sau
gaz-lichid-solid, care sunt din ce in ce mai mult utilizate in industria chimica,
in procesele de fermentatie si in diverse alte procese biotehnologice (Cozma
si Gavrilescu, 2010, 2012; Gavrilescu, 1997). Aceste reactoare au devenit
atractive in special pentru industria biotehnologica deoarece au o constructie
simpld fard mecanisme mobile, un consum relativ redus de energie pentru
asigurarea omogenizarii si a necesarului de oxigen (Chisti, 1989; Gavrilescu,
1997), ofera viteze mari de transfer de masa si caldura, amestecarea fazelor
este intensa mentinand in suspensie solidele, stresul de forfecare pentru celule
este scazut, poate mentine sterilitatea mediului si prezintd un risc mic de
contaminare (Cerri si colab, 2010a; Cozma si Gavrilescu, 2012; Gavrilescu,
1997; Gourich si colab., 2005). Coloana cu barbotare si reactorul gaz-lift sunt
printre cele mai cunoscute si studiate tipuri de reactoare pneumatice (Cozma
si Gavrilescu, 2012) si sunt formate in principal dintr-o coloand cu sectiune
circulara sau rectangulara si un barbotor de gaz montat la partea inferioara a
reactorului (Chisti, 1989; Cerri si colab., 2010a).

2.4.4. Utilizarea reactoarelor ALRs pentru decontaminarea fluxurilor lichide

Bioreactoarele pneumatice de tipul gaz-lift sunt privite ca alternative
fezabile pentru sistemelor conventionale (coloane cu umpluturd, coloane cu
barbotare, reactoare cu agitare mecanica), in special datorita caracteristicilor
hidrodinamice specifice, constructiei §i amestecarii pneumatice cu
particularitati unice (Cozma si Gavrilescu, 2012). Sunt atractive in cercetare
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si industrie datorita caracteristicilor lor hidrodinamice particulare, care pot fi
usor modificate prin selectarea unui set de parametri geometrici si de
functionare. Reactoarele ALRs sunt aplicate 1n in procesele biotehnologice si
in ingineria mediului, deoarece asigura un transfer de masa si caldura ridicat,
viteza buna de circulatie a fluidelor, timpi de amestecare scurti si rate scazute
de forfecare. Bioreactoarele ALRs sunt utilizate in special in cultivarea
celulelor vegetale si animale, precum si pentru epurarea apelor uzate
(Gavrilescu si colab., 2008).

Capitolul 3.
METODOLOGIA UTILIZATA iN STUDIILE
EXPERIMENTALE

3.1. Scopul si importanta studiului

In acest capitol sunt prezentate materialele si metodele de lucru si
investigare aplicate in cercetarea desfasurata pentru indeplinirea scopului si
obiectivelor tezei de doctorat, cu referire la:

- obtinerea biosorbentilor si pregdtirea materialelor;

- prepararea si analiza solutiilor apoase ale ionilor metalici studiati;

- metodologia experimentald aplicatd in studiile de retinere a ionilor
metalici in sistem discontinuu;

- metodologia aplicatd pentru retinerea ionilor metalici de catre biofilmul
de microorganisme imobilizat pe suport de zeolit 13X;

- metodologia aplicata pentru retinerea ionilor de cadmiu in bioreactorul
cu agitare mecanica,

- metodologia utilizatd pentru retinerea ionilor de Cd?*" in bioreactorul
gaz-lift;

- analiza statistica a rezultatelor si evaluarea procesului de biosorbtie si
bioacumulare a metalelor grele in bioreactoare;

- metode de caracterizare a biosorbentilor utilizati.

3.2. Obtinere biosorbentilor si pregatirea materialelor

Studiile de eliminare a metalelor grele din solutii apoase, respectiv Cd”*
si Cr" s-au efectuat utilizind trei tipuri de microorganisme: o drojdie,
Rhodotorula sp.; o bacterie: Bacilllus megaterium; trei fungi: Cladosporium
sp., Trichosporon sp., Geotrichum sp.

Izolarea si identificarea microorganismelor au fost efectuate in
laboratorul de microbiologie al Departamentului de Inginerie si Management
al Mediului, Facultatea de Inginerie Chimica si Protectia Mediului ,,Cristofor
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Simionescu” de la Universitatea Tehnicd ,,Gheorghe Asachi” din Iasi.
Drojdia Rhodotorula sp. a fost izolatd de pe mana unui student, bacteria a fost
izolatd de pe produse comerciale alimentare, iar microorganismele
Cladosporium sp., Trichosporon sp. si Geotrichum sp. din sol.
Microorganismele au fost indentificate pe baza structurilor lor morfologice
(culoare, diametru, miceliu) si observarea microscopica a formei celulare sau
aspectul sporilor.

3.2.2. Prepararea biomasei neviabile pentru studiile de biosorbtie a ionilor
de Cd** si Cr®*

Pentru cresterea bacteriei Bacillus megaterium s-a utilizat mediul lichid
de cultura Lysogeny broth (LB), preparat prin dizolvarea in 1000 mL apa
distilata a 10 g triptona, 5g extract de drojdie si 5 g clorura de sodiu. pH-ul
mediului de crestere a fost ajustat la valoarea 7, utilizand o solutie de NaOH
sau HNO; de concentratie 0,1M, apoi sterilizat la 121°C timp de 20 minute
in autoclava. In cazul drojdiei Rhodotorula sp. s-a utilizat mediul steril
Saboraud cu pH-ul 6.

Ambele microorganisme au fost crescute in incubator timp de 72 de ore,
agitarea la 130 rpm, temperatura de 30°C (B. megaterium), respectiv 28°C
(Rhodotorula sp.). Dupa crestere, biomasa ambelor microorganisme a fost
separatd din mediul lichid prin centrifugare la 7000 rpm timp de 10 minute,
spilatd cu apd distilatd, apoi inactivatd in autoclavd la 121°C timp de 15
minute i uscatd la 50°C timp de 3 zile. Dupd uscare biomasa a fost maruntitd
cu ajutorul unei rasnite pana la obtinerea unei pudre fine si péstratd in
exsicator pana la utilizare.

3.2.3. Pregatirea microorganismelor pentru studiile de eliminare a ionilor
de Cd’* 5i Cr%" de catre biomasa viabila

Odata la 30 zile microorganismele au fost crescute pe mediu de crestere
solid proaspat (LB pentru Bacillus megaterium si Saboraud pentru
Rhodotorula sp.), in placi Petri, timp de 5 zile la 30°C, respectiv 28°C, in
conditii sterile. Dupd crestere, plicile Petri au fost pastrate la 4°C si utilizate
la prepararea inoculului necesar realizarii experimentelor. Pentru obtinerea
inoculului, celulele viabile ale microorganismelor au fost transferate din
placile Petri in 100 mL mediu de crestere lichid steril (LB pentru Bacillus
megaterium $i Sabouraud pentru Rhodotorula sp.) si tinute in incubator timp
de 24 de ore la 130 rpm si 30°C, respectiv 28°C.

3.3. Prepararea si analiza solutiilor apoase ale ionilor metalici studiati

Pentru studiile experimentale au fost utilizate solutii apoase ale ionilor
de Cd*" si Cr%" de concentratie exact cunoscutd. In cazul experimentelor ce
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au vizat biosorbtia ionilor metalici de cétre biomasa neviabild a
microorganismelor s-au preparat 500 mL de solutie stoc de Cd?" si 500 mL
de solutie stoc de Cr® de concentratie de aproximativ 1000 mg/L, prin
dizolvarea in apa distilatd a 1,3721 g de Cd(NOs),-4H>O si, respectiv a
1,4144 g de KyCr,O7, cantarite la balanta analiticd. Pentru studiile de
eliminare a ionilor metalelor grele folosind biomasa viabila au fost preparate
solutii stoc cu concentrata de aproximativ 10 g/L, care au fost utilizate pentru
prepararea solutiilor de lucru, astfel incat volumul solutiei de ion metalic
adaugat sa fie mai mic de 5% din volumul de lucru total per flacon. S-a
adauga un volum mic de solutie cu ioni metalici concentratd pentru a nu dilua
mediul de crestere.

Concentratiile solutiilor apoase initiale ale ionilor metalici, cat si a celor
obtinute dupa separarea biomasei de faza lichida, au fost determinate prin
metode spectofotometrice de absorbtie Tn UV-VIS adecvate fiecarui tip de
ion metalic (spectrofotometru T60 UV-VIS de la PG Instruments, cuve de
cuart de 1 cm grosime), dar si prin metode de spectrometrie de emisie optica
(spectrometru cu plasma cuplata inductiv - model Optima 8000 ICP-OES).
Separarea fazei lichide de faza solida s-a realizat prin centrifugare la 7000
rpm timp de 10 minute.

Pentru determinarea concentratiei ionilor Cd** in solutie conform
metodei spectofotometrice de absorbtie in UV-VIS descrisa de Otomo (1964)
s-a utilizat indicatorul de culoare xylenolorange de concentratie 10~ mol/L,
precum si solutia tampon hexametilen tetraamind (HMEA) 20% titrata cu
acid azotic 69% pana la pH=6,3. in cazul ionilor de Cr®" metoda presupune
utilizarea 1,5-difenilcarbazidei de concentratie 5 g/L ca indicator de culoare
si a acidului sulfuric 10% ca solutie tampon.

Determinarea concentratiei ionilor metalici cu ajutorul spectrometrului
cu plasma cuplatd inductiv (model Optima 8000 ICP-OES) s-a realizat la
lungimea de unda de 228,8 nm pentru Cd?* si 283,56 nm pentru Cr total. Dupa
prelevare, probele au fost centrifugate, iar supernatantul a fost acidificat cu
acid azotic (69%) (Fisher Scientific, Marea Britanie), astfel incat concentratia
acidului in proba sa fie de aproximativ 2%.

3.4. Metodologia experimentald aplicata in studiile de retinere a ionilor
metalici in sistem discontinuu

Programul experimental dezvoltat in sistem discontinuu in flacoane
plasate intr-un incubator cu agitare orbitala a permis obtinerea de informatii
relevante despre biosorbtia si bioacumularea ionilor metalici selectati de catre
biomasa neviabila, dar si viabild a microorganismelor luate in studiu.
Experimentele au urmarit descrierea potentialului biosorbtiv al biomasei
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viabile si neviabile pentru ionii de Cd*" si Cr®" si au avut urmdtoarele
obiective majore:

- evaluarea capacitdtii de rvetinere a ionilor de Cd** a
microorganismelor la aceleagsi valori ale pH-ului, dozei de biosorbent si
concentratiei initiale, in vederea selectarii a 2 biosorbenti,

- stabilirea conditiilor optime de biosorbtie si bioacumulare a ionilor
metalici considerati pentru fiecare biosorbent in parte;

- investigarea mecanismului care guverneaza refinerea ionilor de
Cd** si Cr" de catre biomasa viabila si neviabila a biosorbentilor prin
evaluari de echilibru §i cinetice combinate cu analizele FTIR, pHpzc,
SEM si EDX;

3.4.1. Metodologia experimentala utilizata pentru selectia biosorbentilor

Pentru selectare a doi biosorbenti in vederea examindrii capacitatii
acestora de a retine ionii de Cd*' si Cr®’, biomasa neviabild a celor 5
microorganisme izolate si indentificate a fost utilizata pentru retinerea ionilor
de Cd?>". Experimentele s-au realizat in flacoane Erlenmeyer de 100 mL, la
150 rpm si 25°C, considerand timpul de contact maxim de 48 ore. In cadrul
acestor experimente s-a utilizat o doza de biosorbent de 5 g/L si un volum de
lucru de 50 mL solutie de cadmiu cu pH-ul de aproximativ 5,4. Experimentele
au fost efectuate in duplicat pentru 3 concentratii initiale de Cd**: 25 mg/L,
50 mg/L si 65 mg/L. Pentru a stabili eficienta retinerii ionilor de Cd** de citre
biomasa neviabila a microorganismelor, dupa un timp de contact de 24 si 48
de ore, au fost prelevate probe si centrifugate imediat pentru a separa faza
lichida de cea solida.

3.4.2. Biosorbtia ionilor metalici de catre biomasa neviabila a bacteriei B.
megaterium si drojdiei Rhodotorula sp.

Procesul de biosorbtie ionilor de metale grele din mediul lichid este
influentat de diferiti factori, cum ar fi: pH-ul solutiei, doza de biosorbent,
concentratia initiala a metalului in solutie, temperatura la care se desfasoara
procesul, timpul de contact dintre biosorbent si ionii de metale din solutie.
Astfel, pentru stabilirea conditiilor optime de biosorbtie au fost realizate o
serie de experimente ce au avut ca scop studiul influentei pe care o exercitd
acesti factori asupra procesului de biosorbtie a ionilor de Cd?** si Cr®* de catre
biomasa neviabild a bacteriei Bacillus megaterium si a drojdiei Rhodotorula
sp. Experimentele au fost realizate in flacoane Erlenmeyer de 200 mL, in
duplicat, in incubator la o viteza de agitare de 150 rpm. Valorile factorilor de
influenta la care eficienta procesului de biosorbtie este maxima au fost
considerate ca fiind valorile optime pentru biosorbtia ionilor metalici
considerati. Pe parcursul acestor acestor experimente valoarea optima a unui
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factor stabilitd experimental a fost utilizata la studierea celorlalti factori de
influenta.

3.4.3. Retinerea ionilor metalici de cdtre biomasa viabila a bacteriei B.
megaterium si drojdiei Rhodotorula sp.

Pentru retinerea ionilor de Cd** si Cr®" din mediul lichid de citre
biomasa viabild a microorganismelor B. megaterium si Rhodotorula sp. au
fost analizati urmatorii factori de influentd a procesului: pH-ul solutiei,
concentratia initiald a metalului in solutie si timpul de contact dintre
biosorbent si ionii de metale din solutie. Experimentele au fost realizate in
flacoane Erlenmeyer de 200-250 mL, in duplicat, in conditii sterile, in
incubator la o vitezd de agitare de 130 rpm si la temperatura de 30°C
(temperatura optima de crestere a bacteriei B. megaterium) (Todar, 2014),
respectiv 28°C (pentru Rhodotorula sp.) (Zhao si colab., 2019). Ca si in cazul
studiilor cu biomasa neviabild, valorile factorilor de influenta la care eficienta
procesului de biosorbtie este maxima au fost considerate ca fiind valorile
optime pentru retinerea ionilor metalici considerati. Pe parcursul acestor
acestor experimente valoarea optimad a unui factor stabilitd experimental a
fost utilizata la studierea influentei celorlalti factori.

I. Influenta pH-ului initial al solutiei asupra procesului de bioacumulare
a ionilor metalici

In cazul utilizarii biomasei viabile in procesului de bioacumulare a
ionilor metalici, pH-ul are influenta atat asupra dezvoltarii biomasei celulare,
cat si asupra procesului de retinere a ionilor metalici. De exemplu, pH-ul
optim de crestere a bacteriei B. megaterium este 7, dar acesta poate creste si
la valori mai mici sau mai mari ale pH-ului din domeniul 2-11 (Todar, 2014).
Conform datelor prezentate de Zhao si colab. (2019) pH-ul optim de crestere
a drojdiei Rhodotorula sp. este 5, dar aceasta se poate dezvolta si la valori
mai mici sau mai mari. Astfel pentru studiul privind influenta pH-ului asupra
procesului de bioacumulare a ionilor de Cd?>" domeniul de variatie a fost de
la 4 1a 7 pentru bacteria B. megaterium si de la 3 la 7 pentru Rhodotorula sp.

In cazul ionilor de Cr®" pH-ul a fost variat in domeniul 2-7 pentru
ambele microorganisme. Volumul de lucru a fost format din 45 mL mediu de
crestere lichid (LB pentru B. megaterium si Sabouraud pentru Rhodotorula
sp.), 2,5 mL inocul si 2,5 mL solutic de Cd*" sau Cr®" de concentratie
aproximativ 1000 mg/L. pH-ul a fost ajustat cu HNOs; si NaOH de
concentratie 0,1 N. Experimentele s-au realizat in duplicat si la un timp de
contact de 72 de ore. La finalul experimentelor au fost prelevate probe pentru
determinarea performatei procesului de bioacumulare a ionilor metalici,
precum si a influentei pe care o exercitd pH-ul asupra dezvoltarii biomasei
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celulare, prin masurarea densitatii optice la 600 nm la un spectofotometru
UV-VIS T60, folosind cuve de cuart de 1 cm grosime.

II. Influenta timpului de contact asupra procesului de bioacumulare a
ionilor metalici

Studiile privind influenta timpului de contact s-au realizat in flacoane
Erlenmeyer de 250 mL cu un volum de lucru de 100 mL. Volumul de lucru a
fost format din 90 mL mediu de culturd adecvat, 5 mL de suspensie de
microorganisme si 5 mL de solutie stoc de Cd?* sau Cr®". Experimentele s-au
realizat la pH-ul optim determinat din experimentele anterioare si la diferite
valori ale concentratiei initiale ale ionilor metalici in solutie. Timpul de
contact a variat intre minim 2 ore si maxim 80 de ore, in functie de specia de
ion metalic si de microorganismul utilizat.

I11. Influenta concentratiei initiale a ionului metalic in solutie in procesul
de bioacumulare a ionilor metalici

Determinarea efectelor concentratiei initiale a ionilor de Cd** si Cr®
asupra eficientei procesului de bioacumulare a acestora de catre B.
megaterium si Rhodotorula sp., precum si asupra dezvoltarii biomasei s-a
realizat la diferite valori ale concentratiei initiale a ionilor metalici 1n solutie
si In functie de microorganismul utilizat. Pentru procesele de bioacumulare a
ionilor de Cd*" concentratia initiald a variat intre 5 si 100 mg/L pentru B.
megaterium si intre 5 si 50 mg/L pentru Rhodotorula sp., iar pentru ionii de
Cr% concentratia minima consideratd a fost 25 mg/L, iar cea maxima 200
mg/L pentru experimentele cu B. megaterium. Pentru cele doud
microorganisme au fost alese intervalele diferite de variatie a concentratiei
initiale a ionilor metalici in mediul lichid, deoarece s-a dovedit ca acestea au
tolerantd diferita la aceiasi concentratie a metalului in solutie. La final de
experiment s-a determinat concentratia ionilor in solutie utilizand metodele
spectofotometrice de absorbtie In UV-VIS sau cele de spectrometrie de
emisie optica, dar si concentratia biomasei rezultata in functie de concentratia
initiala a ionilor, prin masurarea absorbantei solutiei la spectofotometru UV-
VIS T60 la lungimea de unda de 600 nm.

Pentru fiecare set de experimente s-au efectuat experimente de
control, luind in considerare aceeasi proceduri mentionati mai sus, dar
in absenta ionilor metalici. Toate experimentele au fost realizate in
duplicat, iar valorile medii au fost utilizate in evaluarea performantelor
proceselor biologice.
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3.4.4. Cuantificarea performangelor proceselor de biosorbtie i
bioacumulare

Rezultatele experimentale obtinute in urma fiecarui set de experimente
au fost prelucrate pentru analiza performantelor proceselor biologice in
retinerea ionilor metalici, prin utilizarea urmatorilor parametrii cantitativi:

v Capacitatea de retinere (uptake capacity, q mg/g) este parametrul ce
poate fi definit ca fiind cantitatea de ion metalic retinut pe unitatea de masa
de biosorbent, in conditii experimentale date si se calculeaza cu ajutorul
ecuatiei (3.1).

_(G=C)¥ (3.1)

m

v Eficienta de retinere (removal efficiency, R%) reprezintd fractia de
metal indepartata exprimata sub forma de procente (ecuatia 3.2):

(Cp—C) (3.2)

0

R% = -100

unde: Cy, C — concentratia initiald si respectiv la echilibru a ionului metalic
studiat (mg/L); m — masa de biosorbent (g); V' — volumul solutiei apoase
utilizate 1n studiile de biosorbtie (mL).

3.5. Metodologia aplicatd pentru retinerea ionilor metalici de catre biofilmul
de microorganisme imobilizat pe suport de zeolit 13X

Atasarea celulelor microbiene de suprafata suportului si dezvoltarea
biofilmului sunt procese complexe care se realizeaza in mai multe etape.
Astfel, pentru obtinerea biofilmului pe suprafata suportului au fost parcursi
urmatorii pasi:

1. Primul pas a constat in cresterea microorganismelor in 500 mL de
lichid de cultura adecvat (LB pentru B. megaterium si Saboraud pentru
Rhodotorula sp.) timp de 24 de ore in incubator, la 150 rpm si 30°C, respectiv
28°C, in incubatorul cu agitare orbitala.

2. Dupa cresterea microorganismelor in incubator, urmatorul pas a
constat In pomparea mediului de crestere In coloane pentru a realiza atasarea
celulelor microbiene pe suprafata suportului. Lichidul a fost pompat cu un
debit de 25 mL/min timp de 24 ore, cu recirculare, cu ajutorul unei pompe
peristaltice.

3. Dupa fixarea celulelor microbiene pe suport a urmat maturarea
biofilmului prin pomparea a 500 mL de mediu proaspat de crestere steril,
timp de 48 ore, cu recircularea acestuia. La finalul procesului de formare,
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biofilmul a putut fi observat cu ochiul liber (fig. 3.4a — biofilmul bacteriei B.
megaterium pe suportul de zeolit).

Experimentele privind retinerea ionilor de Cd*" de catre biofilmul
bacteriei B. megaterium s-au realizat la 4 concentratii initiale diferite (25, 50,
75 si 100 mg/L) si 4 debite diferite (5, 10, 15 si 20 mL/min), fara recirculare,
considerand timpul de functionare de 26 de ore. Pentru retinerea ionilor de
Cr%" de citre biofilmul bacteriei B. megaterium debitul de pompare a solutiei
a fost de 10 mL/min iar concentratia initiala a fost de 25, 50, 75 si 100 mg/L.
In cazul studiilor privind retinerea ionilor de Cd** de citre biofilmul drojdiei
Rhodotorula sp. solutiile de ioni metalici, a caror concentratii au fost de 25,
50 si 75 mg Cd*'/L si de 25 si 75 mg Cr®'/L, au fost pompate in coloane cu
un debit de 5 mL/min. Probele prelevate au fost analizate prin metoda de
spectrometrie de emisie opticd pentru a determina concentratiile ionilor
metalici in solutie.

3.6. Metodologia experimentala aplicatd pentru retinerea ionilor de cadmiu
in bioreactorul cu agitare mecanicd

Experimentele s-au realizat intr-un bioreactor Sartorius compus dintr-
un vas de sticld borosilicatd UniVessel 2L, cuplat la un panou de comanda
BIOSTAT B plus (fig. 3.5). Bioreactorul este echipat cu senzori de pH, oxigen
si de temperatura, iar specificatiile tehnice sunt cele prezentate in tabelul 3.12.
Volum de lucru in reactor a fost de 1,5 L, format din 1,4 L de mediu de
crestere LB steril, un volum de 0,1 L inocul si 1,5 — 7,5 mL de solutie de Cd*
de concentratie 10 g/L. Pentru evita spumarea excesiva a lichidului de cultura,
la partea superioard a reactorului s-au addugat cateva picaturi de ulei de
masline steril ca agent de antispumare. De asemenea, pentru a evita
contaminarea cu alte microorganisme, fluxul de aer barbotat in bioreactor a
fost sterilizat, inainte de intrarea in bioreactor, cu filtre sterile de PTFE de 0,2
pum. Experimentele s-au realizat la temperatura camerei de 25+2°C. Pe
parcursul procesului de retinere a ionilor de Cd*" de cétre B. megaterium, s-a
monitorizat evolutia biomasei in bioreactor, a pH-ului precum si a
consumului de oxigen de catre microorganisme.

Planul experimental elaborat pentru studiul influentei vitezei de agitare,
a debitului de aer precum si a concentratiei initiale a ionului metalic asupra
cresterii microorganismelor si a procesului de biosorbtie-bioacumulare s-a
realizat conform matricei corespunzitoare unui program factorial (FFD) 23
generatd cu ajutorul softului Minitab 17. Variabilele dependente au fost
urmitoarele: concentratia initiald a ionului Cd**, care a variat intre 10 si 50
mg/L; debitul de aer, care a variat intre 0,2 si 0,8 L/min; iar viteza de agitare
- intre 50 si 150 rpm.
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3.7. Metodologia experimentald aplicatd pentru retinerea ionilor de Cd*" in
bioreactorul gaz-lift

Studiul experimental al capacititii microorganismului Bacillus
megaterium de a retinerea ionii de Cd*" din solutii apoase s-a realizat in
cadrul Laboratorului de Inginerie Chimica al Centrului de Inginerie
Biologica al Universitiatii Minho, Braga, Portugalia. Experimentele s-au
desfasurat intr-un un bioreactor gaz-lift, prezentat schematic in fig. 3.6.
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agentului termic
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Fig. 3.6. Reprezentarea schematicd a bioreactorului gaz-lift cu tub concentric, cu
recirculare internd utilizat pentru retinerea ionilor de Cd*" de citre biomasa viabild a
bacteriei B. megaterium

Experimentele au fost efectuate in sistem discontinuu, la volumul de
lucru de 3,25 L, considerand debitul de aer si concentratia initiala a ionilor de
Cd** ca factori de influenta a procesului de eliminare a ionului metalic din
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solutie. Valorile debitului de aer au fost de 0,2; 0,4; 0,6 L/ min, iar cele ale
concentratiei initiale a ionilor de Cd*" in solutie de 8,99; 24,60; 97,90 mg/L.
Volumul de lucru a fost format din 3 L de mediu de crestere LB lichid
sterilizat la 121°C timp de 20 minute si 250 mL de inocul cu o concentratie
de aproximativ 2 g de microorganism/L. La acesta s-au adaugat, in
experimente succesive, volume de 1,63 mL; 4,06 mL; 16,25 mL respectiv, de
solutie de ioni de Cd** de concentratie aproximativ 20 g/L. Inoculul a fost
obtinut in incubator la 30°C prin cresterea bacteriei timp de 24 de ore in
flacoane agitate. Dupa introducerea inoculului in  bioreactor,
microorganismul a fost lasat timp de o ord sa se acomodeze cu mediul de
crestere, dupa care a fost addugatd solutia de cadmiu pentru obtinerea
concentratiei initiale dorite. Experimentele s-au realizat la temperatura de
26+1°C. Pe parcursul experimentelor a fost monitorizatd valoarea pH-ului,
valoarea initiald a acestuia fiind de aproximativ 6 £ 0,1, dar a fost urmarita si
evolutia biomasei in bioreactor prin masurarea densitatii optice la lungimea
de unda de 600 nm cu ajutorul unui spectrofotometru UV-VIS T60.

3.8. Analiza statistica a rezultatelor si evaluarea procesului de biosorbtie §i
bioacumulare a metalelor grele in bioreactoare

Eliminarea ionilor de metale grele din solutiile apoase prin procesul de
bioacumulare 1n bioreactoare cu diferite configuratii este influentatd de mai
multi factori (prezentati in fig. 2.1) care induc nu doar efecte individuale, ci
si cumulative asupra procesului (Cozma si colab., 2016; Rosca si colab.,
2018). Pentru evaluarea acestor efecte, precum si pentru a stabili conditiile
optime de operare a procesului, datele experimentale sunt prelucrate prin
utilizarea analizei de regresie si aplicarea unor modele statistice (Amini si
colab., 2008). Pe baza acestor considerente rezultatele experimentale obtinute
din efectuarea programului experimental privind procesele de bioacumulare
aionilor de Cd*" de catre B. megaterium in coloana cu strat fix, in bioreactorul
cu agitare mecanica si bioreactorul cu agitare pneumaticad de tip gaz-lift au
fost rafinate si modelate cu ajutorul metodei de analizd factoriald si a
metodologiei suprafetei de raspuns asistate de instrumentul software Minitab
17. Aceste metode au fost aplicate pentru a evalua influenta pe care o exercita
parametrii de operare a bioreactoarelor considerate asupra eficientei
procesului.

Acuratetea si precizia experimentelor pe baza modelelor aplicate au fost
evaluate prin analiza de variantda (ANOVA) pentru a avea asigurari ca
previziunile modelului urmeaza cu suficienta acuratete datele experimentale
si sunt semnificative din punct de vedere statistic.

26



Rezumatul tezei de doctorat:
(BIO)REMEDIEREA EFLUENTILOR CONTAMINATI CU METALE GRELE
IN SISTEME CU AGITARE MECANICA SI PNEUMATICA

3.9. Metode utilizate pentru caracterizarea biosorbentilor utilizati

Caracterizarea biosorbentilor este importantd pentru intelegerea
mecanismului de retinere a metalelor grele, prin analiza suprafetei biomasei
selectate si pentru evaluarea calitativa a principalelor grupuri functionale
responsabile de legarea metalelor. In acest scop au fost aplicate urmatoarele
metode:

- analiza punctului de sarcina zero (point of zero charge - pHpzc);

- spectroscopia IR (Fourier-transform infrared spectroscopy - FTIR);

- microscopia electronica cuplata cu spectrometria de dispersie cu raze X
(scanning electroning microscopy - energy-dispersive X-ray spectroscopy
SEM-EDS).

Capitolul 4.

ELIMINAREA IONILOR DE CADMIU SI CROM
HEXAVALENT DIN SOLUTII APOASE PRIN UTILIZAREA
UNOR SPECII DE MICROORGANISME iN SISTEM
DISCONTINUU

4.1. Scopul si importanta cercetarii

Eliminarea ionilor de Cd?**si Cr®" din solutii apoase se poate realiza prin
biosorbtie si bioacumulare, motiv pentru care au fost testate cu succes diverse
materiale de origine biologica (biomasa) ca biosorbenti, cum ar fi: bacterii,
drojdii, ciuperci, alge sau alte materiale, inclusiv deseuri vegetale (Hlihor et
al., 2014; Michalak et al., 2015; Mufioz et al., 2017; Wang si Chen, 2009).
Retinerea ionilor metalici de catre biomasa microorganismelor poate avea loc
ca urmare a interactiunilor fizico-chimice dintre ionii metalici si gruparile
functionale prezente pe suprafata biosorbentului (biosorbtie), putind fi
urmatd de transportul ionilor metalici n interiorul celulelor prin membrana
citoplasmatica, dacda microorganismul este viabil (bioacumulare) (Michalak
et al., 2015; Volesky, 2007).

Pe baza acestor considerente si a unor studii experimentale preliminare
au fost selectate speciile de microorganisme Bacillus megaterium,
Cladosporium sp., Rhodotorula sp., Trichosporon sp. si Geotrichum sp.
pentru realizarea unor studii ce au ca scop eliminarea ionilor metalelor grele
Cd**si Cr®" din solutii apoase, prin biosorbtie si bioacumulare, in cadrul unui
program experimental amplu.
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In acest context obiectivul principal al experimentelor realizate si
prezentate in acest capitol al tezei de doctorat a constat in evaluarea
potentialului microorganismelor selectate de a retine ionii de Cd?" si Cr®"
din solutii apoase prin biosorbtie si bioacumulare si de a stabili
parametrii proceselor de biosorbtie si bioaccumulare adecvati pentru
aplicarea ulterioara a acestor procese in bioreactoare cu diferite
configuratii.

Programul experimental a fost structurat pe urmatoarele directii
principale:

« eliminarea ionilor de Cd*" din solutii apoase de citre biomasa
neviabild a microorganismelor Bacillus megaterium, Cladosporium sp.,
Rhodotorula sp., Trichosporon sp. si Geotrichum sp.;

« eliminarea ionilor de Cd?* si Cr®" din solutii apoase de ciitre biomasa
viabilda a doud dintre microogranismele selectate pentru elaborarea
programului experimental.

Obiectivele specifice ale programului experimental asociat acestui
capitol sunt urmatoarele:

« evaluarea capacititii microorganismelor de a retine ionii de Cd** la
diverse valori ale pH-ului, dozei de biosorbent si concentratiei initiale a
ionului metalic in solutie, In vederea selectarii a celor mai eficienti 2
biosorbenti utilizati in studii ulterioare;

* evaluarea influentei unor factori precum: pH, doza de biosorbent,
concentratia initiala a ionilor metalici in solutie, timp de contact, temperatura)
asupra eficientei si a capacitatii de retinere a ionilor de Cd** si Cr®" de citre
biomasa neviabila si viabild a celor 2 biosorbenti selectati.

* investigarea mecanismului care guverneazi eliminarea ionilor de
Cd** si Cr®" de catre biomasa viabila si neviabild a biosorbentilor prin studii
de echilibru si cinetice combinate cu analizele FTIR, pHpzc, SEM si EDX.

4.2. Biosorbtia cadmiului de catre biomasa neviabila a microorganismelor
selectate

Variatia timpului de contact intre 24 si 48 de ore si a concentratiei
initiale a ionului metalic In solutie apoasa (24,5; 48,5 si 64,2, mg/L) si
considerand 5 g/L ca doza de biosorbent, la pH initial de aproximativ 5,4 si
temperatura de 25°C, au aritat ci cele cinci microorganisme selectate au o
capacitate de retinere, adicd de biosorbtie diferitd pentru ionii de Cd*'.
Rezultatele obtinute au ardtat cd, odatd cu cresterea valorilor factorilor de
influentd considerati, eficienta procesului de biosorbtie se modifica.
Cresterea timpului de contact produce o intensificare a capacitatii de
biosorbtie a microorganismelor si deci, a eficientei procesului, In timp ce
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cresterea concentratiei initiale a ionului metalic in solutie duce la sciderea
eficientei procesului de biosorbtie a ionilor de Cd**. Valorile capacitatii si
eficientei de biosorbtie a fiecdrui biosorbent in functie de timpul de contact
si concentratia initiald sunt prezentate in tabelul 4.2.

Tabel 4.2. Valorile medii experimentale ale eficientei si capacitatii de retinere a
ionilor de Cd?" de citre microorganisme selectate

Specia de Timpul de Cap aam;;‘;z; refinere Eficienta (%)
. . contact PRI
microorganism (ore) Concentratia i (mg/L)

24,5 48,5 64,2 24,5 48,5 64,2
Bacillus 24 3,92 7,74 7,90 80,38 | 79,79 | 61,54
megaterium 48 4,49 8,35 8,52 91,59 [ 86,05 | 66,38
Cladosporium sp 24 3.35 3,93 4,05 69,18 | 40,51 | 31,5
) 48 4,87 491 4,93 99,22 | 50,55 | 3846
Rhodotorula sp 24 3,68 6,06 6,15 74,88 | 63,21 | 47,87
) 48 4,73 6.86 7,03 96,36 | 70,73 | 54,79
Trichosporon sp 24 1,71 2,50 3,34 36,88 | 27,79 | 26,04
: ' 48 4,84 5,29 8.21 98,71 | 69,55 | 63,94
Geotrichum sp 24 0,65 1,51 1,80 15,79 | 15,55 | 14,03
) 48 0,73 1,64 1,92 17,37 | 16,92 | 14,97

Pe baza acestor rezultate s-a putut constata ca doar patru din cele cinci
microorganisme testate au o capacitate bund de a elimina ionii de Cd?" din
efluentii lichizi (Bacillus megaterium > Trichosporon sp. > Rhodotorula sp.
> Cladosporium sp. la concentratia initiald a ionului metalic in solutie de 64,2
mg/L). De asemenea, rezultatele au aratat ca timpul de contact are o influenta
semnificativd asupra capacititii de biosorbtie a ionilor de Cd*", mai ales
pentru biosorbentul Trichosporon sp. a carui capacitate de retinere creste de
la 3,34 mg/g, la un timp de contact de 24 ore, la 8,21 mg/g dupa 48 de ore, la
concentratia initiald de 64,2 Cd*'mg/L.

Din rezultatele obtinute s-a putut constata ca, atat timpul de contact cat
si concentratia initiald a ionilor de Cd*" in solutie influenteaza in mod
semnificativ procesul de biosorbtie. De aceea, pentru a determina amploarea
si importanta timpului de contact si a efectelor concentratiei initiale asupra
eficientei retinerii ionilor de Cd?>" din solutii apoase de citre
microorganismele selectate s-a utilizat analiza bazata pe distributia de tip
Pareto pentru a determina amploarea si importanta efectelor variabilelor
independente asupra retinerii Cd>" de céte biomasa celor 5 microorganisme.
Din reprezentarile grafice se poate observa cd timpul de contact are influenta
semnificativd pentru biosorbentii Cladosporium sp., Rhodotorula sp.,
Trichosporon sp. si Geotrichum sp., iar concentratia initiald pentru toti
biosorbentii. De asemenea, aceste grafice evidentiazd cd -efectele
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standardizate cele mai mari pe care variatia concentratiei initiale a ionilor de
Cd*" in solutie o exercit asupra raspunsului sunt in cazul utilizarii speciei
Trichosporon sp. (14,64), urmatd de Cladosporium sp. (11,72), Rhodotorula
sp. (6,80), Geotrichum sp. (4,82) si B. megaterium (3,50). in cazul timpului
de contact cele mai mici efecte sunt observate la B. megaterium (1,70),
Rhodotorula sp. (3,90), Geotrichum sp. (4,08), Cladosporium sp. (4,83) si
Trichosporon sp. (5,90). Astfel pe baza rezultatelor oferite de diagramele
Pareto, dar si a celor prezentate in tabelul 4.2 au fost selectate bacteria
Bacillus megaterium si drojdia Rhodotorula sp. pentru studiile privind
biosorbtia ionilor de Cd** si Cr®" din solutii apoase.

4.6. Retinerea ionilor de Cd*" si Cr%" din solutii apoase de cdtre biomasa
viabila a bacteriei Bacillus megaterium si a drojdiei Rhodotorula sp.

Retinerea ionilor metalici din solutii apoase de catre celulele vii este un
proces ce se desfisoard in doua etape. In prima etapa, ionii de metal sunt
adsorbiti pe suprafata celulelor prin interactiuni intre ionii de metale si
grupurile functionale aflate pe suprafata celulelor, dupa care sunt transportati
prin membrand catre citoplasma celulard unde sunt bioacumulati (Das si
colab., 2008).

Avand in vedere cele mentionate anterior, obiectivul acestui program
experimental este de a evalua capacitatea celulelor viabile ale bacteriei B.
megaterium si ale drojdiei Rhodotorula sp. de a retine ionii de Cd*" si Cr®" si
de a se dezvolta in prezenta acestora, la diferite valori ale pH-ului, timpului
de contact si concentratiei initiale a ionilor metalici in solutie.

4.6.1. Influenta pH-ului asupra dezvoltarii biomasei si a bioacumularii
ionilor metalici

Variatia pH-ului initial al solutiei afecteaza atat specierea metalelor in
solutie, cat si dezvoltarea si viabilitatea microorganismelor. De aceea, pentru
retinerea ionilor de Cd** din solutii apoase de citre celulele viabile ale
bacteiei B. megaterium s-a ales ca domeniul de variatie a pH-ului 4-7, iar
pentru Rhododtorula sp. 3-7. Pentru aceste experimente concentratia ionilor
in solutie a fost de aproximativ 50 mg/L si timpul de contact de 72 de ore.
Rezultatele obtinute sunt reprezentate grafic in fig. 4.24 care aratd ca
eficientele maxime se obtin la pH 6 pentru B. megaterium (42,13 %) si pH 5
pentru Rhodotorula sp. (25,03%).

In conditiile experimentale considerate, dezvoltarea biomasei este
semnificativ afectatd, comparativ cu probele martor. In prezenta a 50mg
Cd**/L, cea mai mare cantitate de biomasd la final de proces a bacteriei B.
megaterium se obtine la pH-ul de 6 (1,15 g/L), iar a drojdiei Rhodotorula sp.
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la pH-ul de 4 (2,46 g/L), valori care sunt mult mai mici decat cele obtinute la
probele martor la aceleasi valori initiale ale pH-ului (3,67 g/L si, respectiv,
6,27 g/L).
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Fig. 4.24. Influenta pH-ului asupra procesului de retinere a ionilor de Cd?*" din
solutie de catre biomasa viabild a microorganismelor: (a) Bacillus megaterium
(temperatura - 30°C, concentratia initiald a Cd?* - 50 mg/L) si (b) Rhodotorula sp.
(temperatura 28°C, concentratia initiald a Cd** 50 mg/L)

4.6.2. Influenta concentratiei initiale asupra dezvoltarii biomasei si a
bioacumularii ionilor metalici

O serie de experimente care vizeaza efectul concentratiei initiale a
ionilor metalici in solutie asupra eficientei de eliminare a ionilor de Cd*" si
Cr% si a dezvoltarii biomasei microorganismelor au fost efectuate la diferite
valori ale concentratiei initiale. Pentru retinerea ionilor de Cd** de citre B.
megaterium domeniul de variatia a concentratia initiala a fost 5 - 100 mg
Cd?'/L si rezultatele experimentale sunt prezentate in fig. 4.26a.

In intervalul 5-20 mg Cd2*/L eficienta procesului scade de la 99,19% la
51,82%, dar cantitatea de biomasd rezultatd este aproximativ aceeasi,
observandu-se o scadere a acesteia la concentratii mai mari de 20mg Cd?"/L.
in cazul microorganismului Rhodotorula sp. variatia concentratiei initiale a
ionilor de Cd** intre 5 si 50 mg Cd**/L afecteaz atit eficienta procesului, cat
si dezvoltarea biomasei (fig. 4.26¢). Odata cu cresterea concentratiei initiale,
eficienta procesului si concentratia biomasei in solutie la final de proces scad
de la 57,38% la 23,84% si, respectiv, de la 6,26 g/L (martor) la 0,64g/L.

Comportarea bacteriei viabile B. megaterium in prezenta ionilor de Cr®*
si potentialul acesteia de a-i elimina din solutie a fost evaluat la 7 concentratii
initiale diferite din domeniul 25-200 mg/L (fig. 4.26b). In intervalul 25-100
variatia concentratiei biomasei la final de proces comparativ cu proba martor
este nesemnificativa (3,25 g/L — martor si, respectiv, 3,24 g/L - 100 mg/L),
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iar eficienta scade de la 99,97% la 92,94%. La concentratii mai mari de 125
mg Cr*/L concentratia biomasei in solutie la final de proces scade de la 3,15
g/L 1a 0,49 g/L, iar eficienta de la 85,67% la 40,74%.
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Fig. 4.26. Influenta concentratiei initiale a ionilor de Cd*" si Cr®" asupra dezvoltarii

biomasei si a eficientei procesului de retinere a acestora din solutie de cétre biomasa

(71/8) wsiuesio010mu esewolg

viabild a microorganismelor: Bacillus megaterium in prezenta ionilor de (a) Cd** si (b)
Cr® (T = 30°C, Ci Cd* si Cr® = 50 mg/L, t = 72 ore) si (c) Rhodotorula sp. in prezenta

ionilor de Cd*" (T = 28°C, Ci Cd** = 50 mg/L, t = 72 ore)

4.6.3. Influenta timpului de contact asupra bioacumularii ionilor metalici

Dependenta de timp a bioacumularii ionilor de Cd?** de cétre biomasa
viabild a microorganismelor B. megaterium este prezentatd in fig. 4.28.
Potentialul de bioacumulare a ionilor de Cd*" a fost evaluat pentru
concentratiile initiale de 25 mg/L, 50 mg/L, 75 mg/L si 100 mg/L, la pH-ul
de 6 (fig. 4.28a). In conditiile experimentale date eficienta maximi de
retinere a ionilor de Cd*" de citre celulele viabile pentru fiecare din cele 4
concentratii luate in lucru a fost obtinuta dupa 80 de ore de contact (50,77%
pentru 25 mg Cd?>'/L, 45,83% pentru 50 mg Cd*'/L, 35,85% pentru 75 mg

Cd?*'/L si 20,44% pentru 100 mg Cd**/L).
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Fig. 4.28. Influenta timpului de contact asupra dezvoltarii eficientei procesului de
retinere a ionilor de Cd?* din solutie de citre biomasa viabild a microorganismelor:
(a) Bacillus megaterium (pH = 6, T = 30°C) si (¢) Rhodotorula sp. (pH =5, T = 28°C)
la diferite valori ale concentratiei initiale

Din reprezentarea grafica a eficientei in functie de timp s-a observat ca
procesul de bioacumulare a ionilor de Cd** de citre celulele viabile ale
microorganismului B. megaterium atinge echilibrul dupa 80 de ore de
contact, iar pentru Rhodotorula sp. timpul necesar este > 78 ore.

Pentru stabilirea timpului necesar reducerii ionilor de Cr®" de citre
biomasa viabild a bacteriei B. megaterium s-au realizat o serie de experimente
la 3 concentratii initiale ale Cr®" in solutie (10 mg/L; 25 mg/L; 50 mg/L) si
pH-ul initial 7 si s-a observat urmatorul comportament:

- la concentratia initiald de 10 mg Cr®"/L biomasa viabila a bacteriei B.
megaterium reduce complet ionii de Cr®" la Cr** in doar 24 ore, in timp ce:

- la concentratia initiald de 25 mg Cr®"/L si 50 mg Cr8'/L reducerea
completi a ionilor de Cr®" la Cr*" a necesitat un timp de contact de 72 de ore.

Pe baza acestor rezultate experimentale s-a constatat ¢ eliminarea Cr®*
de catre biomasa viabild a microorganismului B. megaterium necesita un
timp de contact de aproximativ 72 de ore.

4.7.  Caracterizarea  fizico-chimica a biosorbentilor  utilizati in
biosorbtie/bioacumulare

4.7.1. Spectrele IR ale biosorbentilor neviabili si viabili utilizati
Spectroscopia 1n infrarosu s-a dovedit a fi un instrument valoros pentru
studiul probelor biologice, deoarece acestea contin in structura lor acizi
nucleici, lipide si carbohidrati, care au grupéri functionale caracteristice cu
moduri  vibrationale moleculare unice (amprente vibrationale)
corespunzatoare frecventelor specifice in lumind infrarosie (Stuart, 2004).
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Analizele FTIR au aratat prezenta grupelor functionale precum hidroxil,
carboxil, fosfonat, fosfodiester, amino si altele pe suprafata
microorganismelor utilizate ca biosorbenti, grupari functionale care pot fi
implicate in biosorbtia ionilor Cd** (Barros si da Silva, 2018; Volesky, 2007).

Spectrele IR ale biomasei viabile rezultatd in urma procesului de
eliminare a ionilor de Cd>" de catre bacteria B. megaterium si Rhodotorula
sp. sunt prezentate in fig. 4.31.

Spectrele IR ale biomasei viabile a bacteriei B. megaterium dupa
contactul cu ionii de Cd*" aratd cd grupdrile functionale cu maximele de
absorbtie la 1064,00 cm™!, 1557,20 cm™!, 1649,68 cm™!, 2921,20 cm™' 3476,05
cm’!, dupd contactul cu ionii de cadmiu isi deplaseazi benzile de absorbtie la
1060,15 cm™, 1545,64 cm™!, 1653,53 cm’!, 2925,20 cm™' si 3464,48 cm!.
Aceste valori corespund vibratiei de intindere simetrica a legaturii P=0 din
grupdrile fosfodiester, legaturilor N-H si legaturilor C=0O din amide,
legaturilor C-H sau O-H din alcani sau acizi carboxilici si gruparilor hidroxil.
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Fig. 4.31. Spectrele IR ale biosorbentilor viabili utilizati pentru retinerea ionilor
de Cd?* din solutie (a) Bacillus megaterium si (b) Rhodotorula sp.

4.6.3. Analiza SEM a biosorbentilor

Caracteristicile texturale ale bacteriei B. megaterium si drojdiei
Rhodotorula sp. precum si posibilele modificari ale suprafetei biosorbentilor
dupa procesul de eliminare a ionilor de Cd?" si Cr®" au fost analizate utilizand
microscopia electronica. Biosorbentii au fost scanati si imaginile obtinute
dupa o marire de 3000 de ori sunt prezentate in fig. 4.34 si fig. 4.35. Imaginile
SEM obtinute evidentiazd faptul cd microorganismele utilizate pentru
retinerea ionilor de Cd?" si Cr®" isi modificd aspectele structurale dupa
contactul cu acestia.
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In cazul bacteriei B. megaterium s-a observat ca, dupa contactul cu ionii
de Cd*" celulele neviabile au aproximativ aceeasi formd, dar lungimea
acestora se micsoreaza. Modificarile indentificate pot fi observate cu usurinta
comparand punctele 1a si 1b din fig. 4.34a cu punctele la si 1 b din fig 4.34b
si au fost cauzate probabil de ioni de cadmiu precipitati n jurul suprafetei
celulare, legati de grupele functionale si de procesul de schimb de ioni intre
biosorbent si ionii Cd** (Ghoneim si colab., 2014; Saravanan si colab., 2011).

(b)

Fig. 4.34. Analiza SEM a suprafetei bacteriei Bacillus megaterium (a) fara a avea
contact contact cu ionii de Cd?**si Cr®", (b) neviabild dupa biosorbtia ionilor de
Cd?*, (c) viabild dupa contactul cu ionii de Cd?*, (d) neviabild dupa biosorbtia
ionilor de Cr®" si () viabild dupi contactul cu ionii de Cr®"

Capitolul 5.

STUDII PRIVIND ELIMINAREA IONILOR DE CADMIU SI
CROM iIN COLOANA CU STRAT FIX UTILIZAND
MICROORGANISMELE Bacillus megaterium SI Rhodotorula sp.
IMOBILIZATE PE ZEOLIT 13X

5.1. Scopul si importanta cercetdrii

Biofilmele pot descompune sau transforma substantele periculoase in
metaboliti mai putin toxici sau le pot degrada in produse netoxice. Prin
urmare, biofilmele microbiene reprezintd alternative fezabile pentru
bioremedierea, biotransformarea, bio-imobilizarea si degradarea compusilor
toxici, inclusiv a metalelor grele prezente in mediu (van Hullebusch si colab.,
2003; Mohapatra si colab., 2020; Sehar si Naz, 2016; Yadav, 2017).
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Scopul principal al experimentelor realizate si prezentate in cadrul
acestui capitol a fost de a evalua potentialul celulelor microorganismele
Bacillus megaterium si Rhodotorula sp. imobilizate pe zeolit de tip 13X de
a retine prin adsorbtie si bioacumulare ionii de Cd?" si Cr®" din mediul
lichid.

Planul experimental a fost structurat pe urmatoarele directii:

* evaluarea capacititii celulelor microbiene de a adera la suprafata
suportului prin analize specifice;

+ eliminarea ionilor Cd** si Cr® din solutii apoase de citre
microorganismelor Bacillus megaterium si Rhodotorula sp. imobilizate pe
zeolit de tip 13X, precum si de cétre suport;

5.2. Caracterizarea suportului  folosit  pentru imobilizarea
microorganismelor

Zeolitii sunt utilizati datoritd abundentei lor in naturd, a costurilor
reduse, a stabilitatii chimice ridicate si a proprietatilor bune de adsorbtie
(Bacakova si colab., 2018; Li si colab., 2017; Margeta si colab., 2013).

Microorganismele imobilizate pe zeoliti au fost utilizate la producerea
acidului lactic, a etanolului, biogazului, la retinerea azotatilor, fosfatilor, sau
la retinerea din solutii apoase a metalelor grele (Moghaddam si colab., 2018).

Zeolitul de tip 13X utilizat in cadrul acestei lucrari a fost achizitionat de
la Xiamen Zhongzhao Imp.&Exp. Co., Ltd., China si, conform studiului
realizat de Barros si colab. (2019), are urmatoarele caracteristici structurale:

- Aria suprafetei specifice determinata prin ecuatia BET - Sgsr= 576 m?/g,
- Volumul total al porilor - Vi = 0,29 cm?/g,

- Volumul microporilor - Vyicro = 0,21 cm®/g,

- Volumul mezoporilor - Vjueso = 0,08 cm’/g si

- Dimensiunea medie a porilor =20 A.

Pentru a obtine mai multe informatii despre caracteristicile fizico-
chimice ale suportului de zeolit de tip 13X utilizat pentru imobilizarea
celulelor microorganismelor selectate s-au utilizat: spectroscopia IR, metoda
aducerii la echilibru (drift method) si microscopia electronica cuplatd cu
spectrometria de dispersie cu raze X. Toate aceste metode au oferit informatii
despre particularitatile structurale si morfologice ale suportului, care au fost
utile 1n intelegerea mecanismului procesului de retinere a metalelor grele de
catre celulele microbiene imobilizate pe zeolitul de tip 13X.

Microscopia electronica cuplata cu spectrometria de dispersie cu raze X
a evidentiat ca suprafata zeolitului de tip 13X este una rugoasd, neregulata
(fig. 5.2a) si in compozitia acestuia se gasesc elementele precum: oxigen,
siliciu, aluminiu, sodiu, magneziu, fier si calciu (fig. 5.2b).
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Conform analizei EDX oxigenul se afla in proportie masica de 51,8%,
Si de 20,3%, Al de 13% si Na de 12,5%, iar restul de 2,4% corespunde
celorlalte elemente (Mg, Fe si Ca). Na, Mg, Fe si Ca pot fi implicate in
schimbul ionic dintre solutia cu ioni de metale grele si suportul de zeolit 13X.

Zeolit 13X
Wt%

o 51,8

Si 20,3

Al 13,0

Na 12,5

Mg 1,3

Fe 0,6

Ca 0,5

Ca Fe
3 4 5‘ é % 8 9 10
keV
(b)

Fig. 5.2. Caracterizarea zeolitului de tip 13X prin (a) microscopie electronica
cuplata si (b) spectrometria de dispersie cu raze X

5.3. Retinerea ionilor de Cd’* din medii apoase de citre celule microbiale
imobilizate pe suportul de zeolit 13X

5.3.1. Retinerea a ionilor de Cd** de catre celulele bacteriei Bacillus
megaterium

Intrucat, conform studiilor din literatura, zeolitii au capacitatea de a
retine ionii de metale grele, s-au realizat in acelasi timp experimente pentru
stabilirea capacititii zeolitului de tip 13X de a retine ionii de Cd** din solutii
in aceleasi conditii experimentale. Rezultatele studiilor privind influenta
concentratiei initiale asupra eficientei de retinere a ionilor de Cd?" sunt
prezentate in fig. 5.3 pentru sistemul biofilm-zeolit 13X si in fig. 5.4 pentru
zeolitul de tip 13X, iar in fig. 5.5 si fig. 5.6 cele privind influenta fluxului
lichid in coloana.

B. megaterium imobilizat pe suprafata zeolitul de tip 13X are o eficienta
medie a retinerii de 42,87% la concentratia initiald a ionului metalului de 25
mg Cd*'/L, de 55,58% la 50 mg Cd*'/L si de 56,71% la 100 mg/L,
constatdndu-se ca eficienta sistemului biofilm-zeolit 13X creste odata cu
cresterea concentratiei. In intervalul 25-100 mg Cd**/L, sistemul biofilm-
zeolit 13X a fost capabil si retind in 25 de ore de functionare 1,19 mgCd?/g
biofilm-zeolit13X la concentratia de 25 mg/L, valoare care a crescut pana la
6,26 mgCd**/g biofilm-zeolit13X, odatd cu cresterea concentratiei initiale a
Cd?*"1a100 mg/L. De asemenea, comparand rezultatele obtinute de la sistemul
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biofilm-zeolit 13X cu cele in care s-a utilizat doar zeolitul 13X, se constata
ca sistemul biofilm-zeolit 13X este mai eficient pentru retinerea ionilor de
Cd** din solutii la concentratii cuprinse intre 25 si 50 mg/L, dar mai putin
eficient la concentratii mai mari.
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Fig. 5.4. Eficienta retinerii ionilor de Cd** de citre zeolitul de tip 13X la diferite
concentratii initiale ale ionilor in solutiei si debit constant de 10 mL/min
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Fig. 5.5. Eficienta retinerii ionilor de Cd?" de citre celulele bacteriei B. megaterium
imobilizate pe zeolitul de tip 13X si, respectiv de catre suportul zeolitic fara biofilm,
la debitele solutiei de S mL/min si 15 mL/min si concentratia initiala de 101,3
mgCd>*/L

Eficienta medie de retinere a ionilor de Cd*" este de 80,13 %, iar la
debitul maxim considerat (20 mL/min) de doar 44,48%. Sistemul biofilm-
zeolit 13X a fost capabil si retind aproximativ 4,51 mgCd**/g de biofilm-
zeolit 13X, in 1500 minute, din solutia apoasa la debitul de 5 mL/min, valoare
care a crescut la 6,26 mgCd**/g de biofilm-zeolit 13X la un debit de 10
mL/min si, respectiv la 9,79 mgCd?*'/g de biofilm-zeolit 13X la 15 mL/min si
9,98 mgCd?**/g de biofilm-zeolit 13X la 20 mL/min. Comparativ cu zeolitulul
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de tip 13X, sistemul biofilm-zeolit 13X prezintd o capacitate de retinere mai
mica a ionilor de Cd*" si acesta pare sa atingd capacitatea maxima la debitul
de 20 mL/min (aproximativ 10 mg/g).

5.4. Retinere ionilor de Cr®" de catre celulele microorganismelor imobilizate
pe suportul de zeolit 13X

Pe baza studiilor realizate in sistem discontinuu si prezentate in capitolul
4, pentru experimentele in coloana, pH-ul influentului a fost de aproximativ
7 pentru B. megaterium si 6 pentru Rhodotorula sp. Profilul concentratiilor
ionilor de Cr®" in efluent in timp dupa contactul cu bacteria B. megaterium si
cu drojdia Rhodotorula sp. imobilizate pe zeolitul de tip 13X sunt prezentate
in fig. 5.8 si fig. 5.9.

Pentru sistemul Bacillus megaterium — zeolit 13X eficienta medie de
retinere a ionilor de Cr®" pe parcursul celor 480 minute de functionare a fost
de 8,19% pentru concentratia de 16 mg/L, 6,04% pentru 30 mg/L, 4,37%
pentru 75 mg/L si 5,16% pentru 94 mg/L. La concentratia de 16 mg/L in
primele 20 minute (faza I) biofilmul bacterial format retine din solutie
aproximativ 27,06 % din cantitatea de Cr®', apoi eficienta scade treptat la
3,67% (dupd 30 minute) si In final la 0,82%. La concentratiile de 30, 75 si 94
mg/L prima faza este cuprinsa in intervalul 0-30 minute, in care eficientele
maxime au fost de 15,58%, 7,16%, respectiv 11,61%. La concentratiile de 75
mg/L si 94 mg/L s-a constatat ci eficientele de retinere a ionilor de Cr®" au
inceput sa creasca din mintul 300 de functionare (10,02%, respectiv 12,32%).

1.05

C/CO

—e— 16 mg/L
—a—30mg/L
—A— 75 mg/L

94 mg/L

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
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Fig. 5.8. Retinerea ionilor de Cr®" de citre celulele bacteriei B. megaterium
imobilizate pe zeolit 13X
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5.5. Caracterizarea fizico-chimica a suportului de zeolit cu si fara biofilm
dupa retinerea ionilor metalici

5.5.1. Spectrele IR ale suportului de zeolit cu si fara biofilm dupd retinerea
ionilor metalici

Benzile de absorbtie care, de asemenea isi modifica intensitatea dupa
formarea biofilmului si retinerea ionilor metalici sunt cele indentificate la
3481,5 cm!, 2367,3 — 2340,3 cm™, 1646,3 cm™!, 755,7 cm™! si 674,7 cm’!,
care pot fi atribuite legaturii O-H, intinderii vibrationale O=C=0, legatura
C=0 din amide din materia organicad si vibratiei de intindere simetrica a
legaturilor T-O din suportul de zeolit 13X. Schimbari asemanatoare au fost
observate si de Quintelas si colab. (2013) la probele cu Arthrobacter viscosus
imobilizat pe zeolit de tip 13X dupad retinerea ionilor de Ni?*. Pentru restul
probelor, spectrele IR, sunt indentice cu cel al zeolitului de tip 13X neutilizat
dupd contactul cu ionii metalici, ceea ce indica faptul cd retinerea ionilor
metalici s-a realizat prin procese fizice si ca pe suportul de zeolit nu exista un
strat semnificativ de biomasa.

= Zeolite 13X
951 Zeolite+B. megaterium+Cd
—— Zeolite+B. megaterium+Cr

75

554

351

Transmitanta (%)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numere de undi (cm-1)

Fig. 5.11. Spectrele IR ale zeolitului 13X inainte si dupd retinerea ionilor de Cd**

5.5.2. Analize SEM §i EDX ale suportului de zeolit cu si fara biofilm dupa
retinerea ionilor metalici

Microscopia electronica de baleiaj (SEM) a fost utilizatd pentru a
caracteriza probele colectate din coloane dupa ce au fost retinuti ionii de Cd**
si Cr®" din solutie. In fig. 5.13a este prezentat aspectul zeolitului 13X dupi
contactul cu ionii de Cd?*", iar in fig. 5.13b compozitia elementald a acestuia.
Analiza SEM indica existenta pe suprafata zeolitului a unor particule albe,
ceea ce, conform lui Costa (2016) reprezintd ionii de Cd?* retinuti de zeolitul
de tip 13X.
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Probele de biofilm au fost colectate din coloane dupa retinerea ionilor
de Cd*" si Cr®" si scanate prin microscopie electronicd pentru a confirma
existenta precum si buna aderentd a biofilmului format pe suprafata
suportului de zeolit 13X. Imaginile obtinute sunt prezentate in fig. 5.14 si fig.
5.15. Analiza figurilor arata ca biofilmul format de bacteria B. megaterium
acoperd uniform suprafata zeolitului si dupd contactul cu ionii de Cd**
celulele bacteriei isi pastreaza forma (fig. 5.14a), dar dupa contactul cu ionii
de Cr®" celulele 1si pierd forma si se unesc cipatand un aspect gelatinos (fig.
5.14b).

@ Element Conc. Conc.
Atomica | Masica

[ 62.68 45.74

Cd 5,50 28.18

C 19,18 10,51

@ Si 5,08 6,51

Al 4,14 5.10

Na 2,60 2,72

Ca 0,44 0.81

Mg 0,38 0,42

Fig. 5.13. Analiza (a) SEM si (b) EDX a zeolitului 13X dupa retinerea ionilor de
Cd?*" in coloand

Fig. 5.14. Analizele SEM a biofilmului bacteriei B. megaterium dupa contactul cu
(a) ionii de Cd?**si (b) ionii de Cr
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Capitolul 6.

STUDII PRIVIND RETINEREA IONILOR DE Cd?* iN
BIOREACTOARE CU AGITARE MECANICA SI
PNEUMATICA UTILIZAND BACTERIA
Bacillus megaterium IN SUSPENSIE

6.1. Scopul si importanta cercetdrii

Bioacumularea ionilor metalici de catre celulele microbiene se poate
realiza In sisteme de contactare (bioreactoare) cu diferite configuratii, in care
biomasa se poate afla sub forma de biofilm pe suprafata unor straturi solide
fixe, In stare de suspensie ca atare sau imobilizatd pe particule solide
(Shamim, 2018).

STBR este utilizat pe scara larga in multe aplicatii industriale si unitati
de epurare a efluentilor contaminati cu diferiti poluanti, avand o configuratie
simpla si fiind relativ usor de exploatat. Acest tip de bioreactor permite
controlul temperaturii, pH-ului reactiei si este ideal pentru aplicatii in care
microorganismele trebuiesc sa fie mentinute in stare viabild sau metabolica
activa. Avantajele STBR includ transferul eficient de oxigen catre celulele in
crestere, amestecarea buna a fazelor in bioreactor si conditii de functionare
flexibile (Jossen si colab., 2017).

in bioreactorarele de tip gaz lift (ALR) circulatia si acrarea amestecului
se efectueaza prin injectic de gaz si, dacd este necesar, prin circulatie
suplimentara de lichid extern, pentru a obtine modelul de amestecare adecvat
(Gavrilescu, 1997; Rosca si colab., 2015). Caracteristicilor lor hidrodinamice
particulare, care pot fi usor modificate prin selectarea unui set de parametri
geometrici si de functionare, determina ca acestea sa fie atractive in cercetare
si industrie. Reactoarele ALRs sunt aplicate in diverse procese
biotehnologice si cele de mediu, deoarece asigurd un transfer de masa si
caldura ridicat, viteza buna de circulatie a fluidelor, timpi de amestecare
scurti si rate scazute de forfecare (Chisti and Jauregui-Haza, 2002; Gavrilescu
si colab., 2008; Valdivia-Rivera si colab., 2019).

Scopul principal al experimentelor realizate si prezentate in cadrul
acestui capitol a fost de a evalua potentialul bacteriei Bacillus megaterium
in suspensie de a retine ionii de Cd** prin biosorbtie si bioacumulare in
bioreactorele cu agitare mecanica si pneumatica la diferite concentratii
ale ionilor in solutie si conditii de operare.
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6.2. Analiza performantele privind retinerea ionilor de Cd®>* prin biosorbtie
si bioacumulare de catre bacteria B. megaterium aflatd in suspensie in
bioreactorul cu agitare mecanicd

Experimentele ce au vizat determinarea capacitatii bacteriei B.
megaterium de a retine prin biosorbtie-bioacumulare ionii de Cd*" s-au
realizat la temperatura camerei, de 25 + 2°C si la pH-ul initial 6, stabilit pe
baza experimentelor realizate in sistem discontinuu in flacoane cu agitare
orbitald (Capitolul 4). Evaluarea performantelor de retinere a ionilor de Cd**
de catre celulele viabile ale bacterie B. megaterium in suspensie in
bioreactorul cu agitare mecanica s-au realizat la diferite valori ale:

- vitezei de rotatie a agitatorului

- debitului de aer introdus In bioreactor

- concentratiei initiale a ionilor in solutie

- timpului de contact a lichidului in bioreactor

Pe parcursul fiecarui experiment realizat s-au monitorizat evolutia
biomasei in bioreactor, a pH-ului, precum si a consumului de oxigen de catre
celulele microbiene.

6.2.1. Influenta vitezei de rotatie a agitatorului asupra eficientei procesului
de biosorbtie-bioacumulare a ionilor de Cd**

In STBR amestecarea fluidului este promovati in principal de rotatia
agitatorului, care favorizeaza circulatia si distributia fluidului in intreg
volumul vasului, realizdnd astfel amestecarea tuturor componentelor,
mentinand particulele solide in suspensie (Jossen si colab., 2017). Pe langa
aceasta, agitatorul are rolul de a scinda bulele de gaz, asigurand astfel o arie
mare a suprafetei interfaciale favorabild transferului de masa gaz-lichid, de a
dispersa bulele in masa de lichid, de a mentine un timp suficient bulele de gaz
in lichid asigurand astfel o retinere buna a gazului, de a maximiza coeficientii
de transfer de caldura si masa (Scargiali, 2007; Wang si Zhong, 2007). Pentru
procesele biologice puterea furnizatd agitatorului trebui sd fie suficienta
pentru a forma un amestec omogen, dar care sd nu deterioreze celulele
microbiane (Jossen si colab., 2017; Wang si Zhong, 2007).

La concentratia initiald a ionilor de Cd*" de aproximativ 50 mg/L,
debitul de aer de 0,2 L/min si vitezele de rotatie ale agitatorului de 50, 100 si
150 rpm bacteria B. megaterium a fost capabild sa retind cea mai mare
cantitate de Cd*" la valoarea de 50 rpm. Eficientele procesului au fost 52,60%
la 50 rpm, 45,86% la 100 rpm si 40,97% la 150 rpm si au fost obtinute dupa
un timp de contact a lichidului in bioreactor Intre 72 si 75 de ore. Aceste
rezultate evidentiaza faptul ca la regimuri de curgere turbulente (Re,.>1000)
capacitatea de bioacumularea a ionilor de Cd*" este afectatd in mod negativ.
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Conform celor prezentate de Kanamarlapudi si colab. (2018), aceste efecte ar
putea fi consecinta unei turbulente excesive care reduce timpul de
interactiune dintre ionii de Cd*' si suprafata celulelor bacteriei B.
megaterium.
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Fig. 6.2. () Eficienta de retinere a ionilor de Cd?* de cétre B. megaterium la
diferite viteze de rotatie a agitatorului; (b) evolutia pH-ului in timp (Ci= 50 mg/L
si debitul de aer = 0,2 L/min)

Monitorizarea  evolutiei pH-ului pe parcursul desfasurarii
experimentelor a aratat ca acesta creste odata cu dezvoltarea microbiand in
bioreactor, astfel ca, la final de proces valoarea acestuia ajunge la 9,33 la 50
rpm; 9,17 la 100 rpm; 8,15 la 150 rpm (fig. 6.2b). Aceste modificari ale pH-
ului mediului se datoreaza activitatii metabolice a bacteriei (Ratzke si Gore,
2018). Conform rezultatelor prezentate de Wu si colab. (2019) bacteria B.
megaterium face parte din categoria bacteriilor care secretd amoniac,
explicandu-se astfel cresterea pH-ului in timpul experimentelor. Diferenta de
peste o unitate intre valorile pH-ului de la experimentele in care s-a considerat
viteza de rotatie a agitatorului de 50 rpm si cele la 150 rpm indica faptul ca
vitezele mai mari de rotatie ale agitatorului determina reducerea secretiei de
amoniac a bacteria B. megaterium, dar nu si dezvoltarea biomasei.

6.2.2. Influenta debitului de aer asupra eficientei procesului de bioacumulare
a ionilor de Cd®*

Prezenta oxigenului in mediile de cultura este vitala pentu dezvoltarea
microorganismelor aerobe implicate in procesele de bioaccumulare a
metalelor grele (Gavrilescu, 2013).

Pentru stabilirea debitului de aer adecvat pentru obtinerea unor eficiente
cét mai ridicate pentru bioacumularea ionilor de Cd?* debitul de aer introdus
a fost variat intre 0,2 si 0,8 L/min. Conform matricei experimentale generata
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de modelul Full Factorial Design, concentratia initiala a ionilor in solutie a
fost de 50 mg/L si viteza de rotatie a agitatorului de 150 rpm.

in conditiile experimentale stabilite, cele mai mari eficiente au fost
obtinute la debitul de aer de 0,5 L/min, dupa 72 de ore de contact a lichidului
in bioreactor. Bacteria B. megaterium a bioaccumulat aproximativ 40,97%
din cantitate de ioni de Cd*" aflati in mediul lichid la debitul de aer de 0,2
L/min; 46,57 % la debitul de 0,5 L/min; 44,35% la 0,8 L/min (fig. 6.4a).
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Fig. 6.4. (a) Eficienta retinerii ionilor de Cd?" prin biosorbtie-bioacumulare de
catre B. megaterium in timp si la diferite debite ale aerului; (b) evolutia pH-ului
in timp la diferite debite ale aerului introdus in bioreactor (Ci= 50 mg/L si viteza

de rotatie a agitatorului = 150 rpm)

Rezultatele experimentelor realizate la diferite valori ale debitului de aer
introdus 1n bioreactor evidentiaza ca asigurarea cantitatii necesare de oxigen
duce la cresterea performatelor de Dbiosorbtie-bioacumulare a
microorganismelor, dar injectarea unei cantitdti prea mari/mici provoaca
efecte negative asupra procesului. Efectele observate pot fi cauza faptului ca
un debit prea mare de aer introdus in STBR duce la cresterea turbulentei in
bioreactor si, implicit la scdderea timpului de contact dintre poluant si
suprafata celulelor microbiene.

6.2.3. Influenta concentratiei initiale a ionilor in solutie asupra eficientei
procesului de biosorbtie-bioacumulare a ionilor de Cd®*

Performantele bacteriei B. megaterium de a bioacumula ionii de Cd** in
STBR au fost evaluate la concentratiile initiale de 10, 30 si 50 mg/L. Pentru
evaluarea influentei concentratiei initiale asupra procesului, pe parcursul
experimentelor s-a monitorizat pH-ul si consumul de oxigen si s-a masurat
densitatea optica a sistemului eterogen la 600 nm.

45



Rezumatul tezei de doctorat:
(BIO)REMEDIEREA EFLUENTILOR CONTAMINATI CU METALE GRELE
IN SISTEME CU AGITARE MECANICA SI PNEUMATICA

La debitul de aer de 0,5 L/min si viteza de rotatie a agitatorului de 100
rpm eficienta maxima la concentratia initiala a solutiei de metal de 30 mg
Cd**/L a fost de 58,26% dupi 54 de ore de operare; 60,70 dupi 72 de ore;
60,97% dupa 76 de ore de operare. In aceleasi conditii de operare, la
concentratia initiald de aproximativ 50 mg Cd*'/L, eficienta de biosorbtie-
bioacumulare a ionilor de Cd*>" dupa 54 de ore de retinere a lichidului in
bioreactor a fost de 49,87%; dupa 72 de ore de 55,52%, respectiv 57,21%
dupa 76 de ore.

Pentru debitul de aer de 0,2 L/min, viteza de rotatie a agitatorului de
150 rpm si concentratia initiald de 10 mg Cd?*/L, dupi 48 de ore de operare
in STBR bacteria B. megaterium a retinut ionii de Cd** din solutie cu o
eficienta de aproximativ 82,26%, iar dupa 76 de ore eficienta procesului a
fost de 82,83%. La concentratia de S0 mg/L si aceleasi valori ale debitului de
aer si vitezei de rotatie a agitatorului, dupa 48 de ore bacteria B. megaterium
a bioacumulat aproximativ 37,83% din ionii de Cd*', iar dupa 76 de ore
aproximativ 40,97%. Aceste rezultate evidentiazd faptul cd eficienta de
biosorbtie-bioacumulare a ionilor de Cd** de citre bacteria B.megaterium
creste odata cu scaderea concentratiei initiale a ionilor in solutie, tenditd
constatata si de catre Gola si colab. (2020) la consortiul de microorganisme
utilizat pentru biosorbtia-bioacumularea ionilor de Cd, Cu, Cr, Zn. Pb si Ni
in STBR.

Modificarea concentratiei initiale a ionilor de Cd*" in solutie in
intervalul 10-50 mg/L afecteazi nu doar capacitatea de biosorbtie-
bioacumulare a ionilor de Cd?, cit si activitatea normalid a
microorganismului. Din fig. 6.7a se poate observa ca, odatd cu cresterea
concentratiei initiale a ionilor in solutie, pH-ul la final de proces are valori
mai mici, ceea ce Inseamna ca bacteria B. megaterium elibereaza in mediul
lichid mai putin amoniac. De asemenea, odatd cu cresterea concentratiei
initiale a ionilor in solutie, dezvoltarea biomasei este incetinitd. Densitatea
optica a amestecului mediu de crestere-bacterie-cadmiu in faza de crestere
stationard a avut valori mai mici la concentratia de 50 mg Cd**/L comparativ
cu situatia la concentratia initiald de 10 mg/L si, respectiv 30 mg Cd*"/L (fig.
6.7b). Studiile privind influenta debitului de aer si viteza de rotatie a
agitatorului au aratat ca la debitul de 0,5 L/min si 0,8 L/min si viteza de rotatie
a agitatorului de 100 rpm si 150 rpm valorile pH-ului precum si ale absorbatei
amestecului mediu de crestere-bacterie-cadmiu sunt similare, ceea ce
inseamna ca ionii de Cd*>" aflati in concentratii < 30 mg/L nu afecteazi
dezvoltarea biomasei si sinteza de amoniac de catre celulele bacteriei B.
megaterium.

46



Rezumatul tezei de doctorat:
(BIO)REMEDIEREA EFLUENTILOR CONTAMINATI CU METALE GRELE
IN SISTEME CU AGITARE MECANICA SI PNEUMATICA

10 10
9 9 /‘/‘,—‘_H——A-—A
A
8 8
z 7] 7
65 6
5 | —aA— 30 mg/L, 100 rpm, 0,5 L/m%n s —&— 10 mgL, 150 tpm, 0,8 L/min
—a&— 50 mg/L, 100 rpm, 0,5 L/min 50 mg/L, 150 rpm, 0,8 Limin
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Timp (ore) Timp (ore)
(a)

—a— 30 mg/L, 100 rpm, 0,5 L/min —4— 10 mg/L, 150 rpm, 0,8 L/min

Densitatea optica la 600nm
Densitatea optica la 600nm

4 —8— 50 mg/L, 100 rpm, 0,5 L/min o4 —0— 50 mg/L, 150 rpm, 0,8 L/min
0 T T T T T T T 0+ T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Timp (ore) Timp (ore)
(b)

Fig. 6.7. (a) Evolutia pH-ului, (b) dezvoltarea biomasei si (c) consumul de oxigen
la diferite valori ale concentratiei initiale a ionilor in solutie, a debitului de aer si
vitezei de rotatie a agitatorului

6.3. Performantele bacteriei B. megaterium aflata in suspensie de a
bioacumula ionii de Cd** in bioreactorul gaz-lift

Parametrii geometrici ai ALR determina in mare masura caracteristicile
hidrodinamice din bioreactor si, prin urmare, au o influentd asupra
fenomenelor de transfer de masa in timpul proceselor biologice (Gavrilescu
si colab., 1997; Valdivia-Rivera si colab., 2019). Pentru studiul procesului de
biosorbtie-bioacumulare a ionilor de Cd*" de catre B. megaterium s-a utilizat
un bioreactorul air-lift cu tub concentric din plexiglass cu urmatoarele
caracteristici:
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e raportul dintre indltimea tubului concentric si Inéltimea de functionare
de aproximativ 0,77,

e raportul dintre inaltimea de functionare si diametrul reactorului de
aproximativ 11,14;

e raportul dintre diametrul intern a tubului concentric si diametrul
reactorului de aproximativ 0,43.

Pentru aplicarea proceselor biologice in bioareactoarele pneumatice de
tip gaz lift este importanta studierea influentei debitului de aer introdus in
reactor asupra procesului deoarece:

- aerul asigura omogenizarea amestecului gaz-solid-lichid;

- asigurda oxigenul necesar dezvoltarii biomasei microorganismului
utilizat pentru bioacumularea ionilor de metale grele.

Un debit prea mare sau prea mic de aer introdus 1n bioreactor poate avea
efecte negative atat asupra performantelor procesului studiat, cat si asupra
dezvoltarii microorganismelor. Spre exemplu, Kang si colab. (2000) au
observat ca variatia debitului de aer intre 0.25 m*h si 1 m*h introdus in ALR
afecteaza atat dezvoltarea biomasei microorganismului Sclerotium
glucanicum, cat si sinteza scleroglucan. Concentratiile maxime ale biomasei
precum si a scleroglucanului in mediu au fost obtinute atunci cand debitul de
aer a variat intre 0,5 si 0,75 m’/h.

In acest context, experimentele ce au vizat determinarea capacititii
bacteriei B. megaterium de a bioacumula ionii de Cd** in bioreactorul de tip
gaz-lift s-au realizat in regim discontinuu, la temperatura camerei de
aproximativ 26 + 2°C si la pH-ul initial de 6 stabilit pe baza experimentelor
realizate 1n sistem discontinuu in flacoane cu agitare orbitald (Capitolul 4).
Evaluarea performantelor de retinere a ionilor de Cd*" de catre celulele
viabile ale bacterie B. megaterium in suspensie in bioreactorul gaz-lift s-au
realizat la diferite valori ale debitului de aer introdus in bioreactor,
concentratiei initiale a ionilor 1n solutie si timpului de contact a lichidului in
bioreactor.

6.3.1. Influenta debitului de aer asupra eficientei procesului de biosorbtie-
bioacumulare a ionilor de Cd®* in bioreactorul gaz-lift

Amestecul aflat In interiorul bioareactorului ALR este un sistem trifazic
format dintr-o faza lichida, una gazoasa si una solida (biomasa), intre care se
formeaza interactiuni complexe si au loc reactii biologice. Cresterea
intensitatii amestecarii prin intermediul fluxului de aer permite distributia
uniforma a nutrientilor, a concentratiei de oxigen, precum si a temperaturii,
influentand astfel multiplicarea celulard a microorganismului, precum si
activitatea metabolicd a acestuia si capacitatea de bioacumulare a ionilor
metalici (Znad si colab., 2010; Kang si colab., 2000; Pham si colab. (2017)
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Studiile privind efectul debitului de aer asupra bioacumularii ionilor de
Cd** de catre B. megaterium in bioreactorul de tip gaz-lift cu tub concentric
aratd ca, atat eficienta procesului de biosorbtie-bioacumulare, cat si
dezvoltarea biomasei sunt dependente de debitul de aer introdus 1n bioreactor,
dar si de concentratia initiald a ionului metalic faza apoasd. Fig. 6.10
ilustreaza efectul debitului de aer asupra eficientei biosorbtiei-bioacumularii
ionilor de Cd** si a dezvoltdrii biomasei la concentratia initiald de 25 mg/L si
temperaturd ambientald (aproximativ 25+2°C). Din fig. 6.10a se observa clar
faptul cé o crestere a debitului de aer de la 0,2 1a 0,6 L/min duce la cresterea
eficientei procesului, precum si la dezvoltarea biomasei active.
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Fig. 6.10. (a) Influenta debitului de aer asupra eficientei de retinere a ionilor de
Cd?* in bioreactorul gaz-lift; (b) biomasa viabild in timp la diferitele valori ale
debitului de aer (concentratia initiald a solutiei: 25 mg Cd?*/L)

Monitorizarea pH-ului pe toatd durata experimentelor aratd ca
modificarea debitului de aer intre 0,2 si 0,6 L/min are influenta asupra valorii
acestuia la final de proces. La debitul aerului de 0,2 L/min si concentratia
initiala de aproximativ 25 mg/L, la final de proces, pH-ul fluidului din
bioreactor a crescut de la 5,88 la 8,21, iar la debitul aerului de 0,6 L/min de
la 5,96 la 8,45. Pe baza acestor valori se poate afirma faptul cd marirea
debitului de aer de la 0,2 la 0,6 L/min influenteaza activitatea metabolica a
bacteriei B. megaterium si stimuleaza secretia de amoniac, determinand astfel
cresterea pH-ului la final de proces odatd cu crestrea debitului de aer in
domeniul studiat. Conform datelor prezentate de Torres-Aravena si colab.
(2018) amoniacul eliberat de bacterie poate duce la precipitarea ionilor de
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Cd*" in solutie, indicand astfel cd unul dintre mecanismele implicate in
bioacumularea ionilor de Cd?** de citre B. megaterium este bio-precipitarea.

6.3.2. Influenta concentratiei initiale a ionilor in solutie asupra eficientei
procesului de biosorbtie-bioacumulare a ionilor de Cd** in bioreactorul gaz-
lift

Studiile realizate la diferite valori ale concentratiei initiale a ionilor de
Cd*" in domeniul 10-100 mg/L au aritat ca eficienta retinerii acestor ioni de
catre B. megaterium este dependenta de concentratia initiald a ionilor in
solutie. Eficienta retinerii ionilor de Cd** a scizut odati cu cresterea
concentratiei initiale, tendinta care se datoreaza, cel mai probabil, toxicitatii
acestor ioni. La concentratia de 10 mg Cd**/L eficienta procesului a fost de
aproximativ 90,37%; la concentratia de 25 mg Cd*/L de 43,67%; la
concentratia de 100 mg Cd*/L eficienta procesului a scazut la 27,65%.
Aceastd comportare este consecinta faptului ca valorile ridicate ale
concentratiei ionilor in solutie afecteaza multiplicarea celulara a bacteriei. La
concentratia de 10 mgCd?/L se obtine cea mai mare cantitate de biomasa la
final de proces, respectiv 6,02 g/L, cantitate ce scade la 5,63 g/L la
concentratia de 25 mg Cd**/L si la 1,70 g/L la concentratia de 100 mgCd2*/L.

Din monitorizarea pH-ului pe parcursul experimentelor (fig. 6.13) se
observa ca pH-ul mediului la final nu este semnificativ afectat de cresterea
concentratiei initiale a ionilor de Cd**, acesta fiind de 8,26 la concentratia de
10 mg/L si de 8,23 la concentratia de 100 mg/L.

8.5
8
7.5
7

: 6.5 1
[ 6 4
5.5
5 —o— 100 mg/L

4.5 —=—10mg/L
4 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Timp (ore)

Fig. 6.13. Evolutia pH-ului in timpul procesului de retinere a ionilor de Cd** in
bioreactorul gaz-lift la diferite valori ale concentratiei initiale a ionilor in solutie
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Capitolul 7.
MODELAREA MATEMATICA EMPIRICA PENTRU
DESCRIEREA SI OPTIMIZAREA POTENTIALULUI DE
ELIMINARE A IONILOR METALICI iN BIOREACTOARE

7.1. Scopul si importanta cercetarii

Obiectivul principal al acestui capitol este de a realiza modelarea
empirici a proceselor de biosorbtie-bioacumulare a ionilor Cd?* de citre
B. megaterium, in bioreactoare cu strat fix, in suspensie cu agitare mecanica
si, respectiv pneumatice, de tipul gaz-lift, aplicand instrumente ale regresiei
neliniare, in vederea evaludrii factorilor de influentd si a ponderii acestora,
precum si pentru optimizarea procesului.

7.2. Evaluarea factorilor relationati cu configuratia si modul de functionare
a bioreactoarelor si modelarea matematica a rezultatelor prin analiza de
regresie

7.2.1. Retinerea ionilor de Cd?* in coloanele cu strat fix

Pentru evaluarea influentei acestor factori s-a utilizat metoda analizei
factoriale si metodologia suprafetei de raspuns. Dintre variabilele testate,
conform metodei de analizd factoriala, debitul fluidului in coloand,
concentratia initiala a ionilor in solutie si interactiunile timp de
functionare*debit fluid si timp de functionare*concentratia initialda a ionilor
in solutie au efecte semnificative asupra procesului de retinere a ionilor de
Cd** de catre sistemul B. megaterium-zeolit 13X. Metodologia suprafetei
de raspuns aplicata datelor experimentale aratd ca si termenul B*B (patratul
timpului de functionare) prezintd efect semnificativ asupra procesului, p =
0,022. in cazul procesului de retinere a ionilor de Cd** de citre zeolitul de tip
13X, conform valorilor p furnizate de ANOVA toti factorii considerati
precum si interactiunile dintre acestia prezinta efecte semnificative asupra
procesului. Valorile p obtinute variaza intre 0 si 0,04.

7.2.2. Retinerea ionilor de Cd?* in bioreactorul cu agitare mecanicd

Diagrama Pareto si curba normala a efectelor standardizate (fig. 7.11)
evidentiazd amploarea, importanta si directia efectelor factorilor si a
interactiunii dintre acestia asupra bioacumuldrii ionilor de Cd*" de catre
bacteria B. megaterium.
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Fig. 7.11. (a) Diagrama Pareto si (b) curba normala a efectelor standardizate
pentru factorii ce influenteaza procesul de retinere a ionilor de Cd?* de citre B.
megaterium in bioreactorul cu agitare mecanica

Conform celor doua reprezentari grafice, concentratia initiald a ionilor
in solutie si interactiunile acesteia cu debitul de aer sau cu viteza de rotatie a
agitatorului au efecte semnificative negative asupra bioacumularii ionilor de
Cd?', iar timpul de contact a lichidului in bioreactor si interactiunea dintre
concentratie ionilor in solutie, debitul de aer si viteza de rotatie a agitatorului
au efecte semnificative pozitive.

7.2.3. Retinerea ionilor de Cd®* in bioreactorul gaz-lift

Reprezentarea prin linii de contur si suprafata de raspuns specifice
ecuatiei de regresie prin metodologia suprafetei de raspuns aplicatd datelor
experimentale este utild pentru a vizualiza relatia dintre rdaspunsul §i
nivelurile experimentale ale fiecdarui factor si pentru stabilirea valorilor de
raspuns dorite si a conditiilor de functionare. In fig. 7.17 sunt ilustrate
reprezentarile grafice prin linii de contur si 3D a influentei timpului de
contact a lichidului in bioreactor, debitul aerului introdus si concentratia
initiald a ionilor in solutie asupra eficientei de bioacumulare a ionilor de Cd*
de catre B. megaterium n suspensie. Reprezentarile grafice prin linii de
contur si 3D au evidentiat ca valorile maxime ale eficientei de bioacumularea
a ionilor de Cd?*" de citre B. megaterium se obtin la debitul de 0,6 L/min,
dupa un timp de retinere in bioreactor de aproximativ 72 de ore. De asemenea
din aceste reprezentari grafice se observa cé bacteria acumuleaza mai eficient
ionii de Cd>" atunci cind acestia se gisesc in concentratii mici (sub 10 mg/L).
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Fig. 7.17. Reprezentarea grafica prin linii de contur si suprafata de raspuns a
influentei timpului, concentratiei ionilor in solutie si debitului de aer asupra
eficientei procesului de bioacumulare a ionilor de Cd?* de citre B. megaterium in
bioreactorul gaz-lift cu tub concentric

7.3. Optimizarea proceselor de retinere a ionilor de Cd*>" in bioreactoare

in contextul prezentei lucriri, optimizarea presupune stabilirea celor
mai bune solutii, prin maximizarea functiei obiectiv (a eficientei retinerii
ionilor de Cd?"). Pentru determinarea solutiei optime (a celei mai favorabile)
s-a stabilit un nivel minim si maxim al fiecarei variabile independente si s-a
asociat o pondere pentru a se ajusta forma functiei obiectiv (de dezirabilitate
- D). Scopul lucrarii este maximizarea functiilor obiectiv (a eficientei retinerii
ionilor de Cd*"), prin parcurgerea pas cu pas a domeniului experimental paAnd
la atingerea valorii maxime. Intrucat metoda care se potriveste cel mai bine
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cu rezultatele experimentale este metodologia suprafetei de raspuns, exista
posibilitatea existentei a mai multor variante ale solutiilor favorabile. Acest
lucru se poate intampla deoarece aceastd metoda nu are o curbura constanta,
ci aceasta variaza 1n functie de punctul de pornire si panta parcursa pas cu pas
(Sadhukhan si colab., 2016).

In fiecare caz s-a initiat optimizarea plecand de la 10 puncte de start
alese in domeniul experimental rezultand in final cate 10 solutii pentru
procesul de retinere a ionilor de Cd** in fiecare tip de bioreactor.

7.3.1. Optimizarea procesului de refinere a ionilor de Cd** in coloana cu
strat fix

7.3.2. Optimizare retinerii ionilor de Cd** in bioreactorul cu agitare
mecanica

In cazul retinerii ionilor de Cd** de catre Bacillus megaterium in
biorectorul STBR, optimizarea rezultatelor a aratat cd maximul eficientei
este de 99,59 si se atinge dupa 72 de ore de contact, la concentratia
initiald a Cd?" in solutie de 10 mg/L, debitul de aer de 0,72 L/min si viteza
de rotatie a agitatorului de 107 rpm (fig. 7.20) cu o probabilitate de atingere
a functiei obiectiv de 1. Aceste valori au reprezentat punctul de start pentru
indentificarea a altor variante cu solutii fezabile. Cresterea valorii debitului
de aer peste vaolare de 0,72 L/min nu afecteaza semnificativ eficienta
maxima a procesului, valoarea eficientei de retinere a ionilor de Cd** fiind de
99,32% si probabilitatea de atingere a maximului este 1. La valori ale
debitului mai mici de 0,4 L/min probabilitatea de atingere a maximului
eficientei de retinere scade pana la 0,91, adica la limita minima considerata a
variabilelei independente.

Conform acestor date debitul de aer nu are influentd semnificativa
asupra functiei obiectiv. Din analiza probabilititii atingerii functiei
obiectiv ca urmare a variatiei vitezei agitatorului se constatd ca
probabilitatea de atingere a eficientei maxime variaza intre 0,97 si 1, ceea
ce Inseamnd ca nici variatia acestui factor de influentd nu afecteaza
semnificativ performantele maxime de retinere a ionilor de Cd?*. Datele
rezultate din optimizarea procesului arati ca bacteria Bacillus
megaterium in stare viabila este capabili sa retind aproape 99% din ionii
de Cd* din solutie daca in STBR concentratia ionilor in solutie este mai
mica de 10,3 mg/L si timpul minim contact a lichidului in bioreactor de
81 ore. Valorile maximelor eficientei de retinere a ionilor de Cd*" de citre
Bacillus megaterium in suspensie in bioreactorul cu agitare mecanicd in
conditiile de operare din tabelul 7.10 au fost verificate experimental si sunt
prezentate in tabelul 7.11.
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Tabelul 7.11. Valorile experimentale al eficientei de retinere a ionilor de Cd*" de
catre B. megaterium in bioreactorul cu agitare mecanica pentru verificarea solutiilor
optime obtinute

Nr. Timpul de |. (.:‘o.nc;ent.r a’tl.a Debitul de Vlteza. de rota,tfe chlculat Rexperimental
Crt.|contact (ore) initiala a ionilor aer (L/min) a agitatorului (%) (%)
in solutie (mg/L) (rpm)

1 82 10 0,72 107 99,59 99,34
2 80 10 0,72 107 98,68 98,75
3 82 10,5 0,72 107 98,75 98,82
4 82 10 0,65 107 99,38 99,29
5 82 10 0,80 107 99,32 99,26
6 82 10 0,72 90 99,09 98,91
7 82 10 0,72 125 99,03 98,89
8 82 10 0,65 100 99,23 99,05

7.3.3. Optimizare retinerii ionilor de Cd*" in bioreactorul de tipul gaz-lift
in cazul bioreactorului de tipul gaz-lift, valorile optime ale variabilelor
independente considerate se gdsesc la limitele domeniului de variatie
considerat. Astfel, conform datelor din fig. 7.21, maximul functiei obiectiv
se atinge dupa un timp de contact a lichidului in bioreactor de 72 ore,
concentratia de 8,99 mg/L si debitul de aer de 0,6 L/minut. Pentru aceasta
varianta de operare, obiectivul optimizarii este atins cu o probabilitatea de
0,83. Din cauza faptului cd valoarea optimd a debitului de aer pentru
obtinerea unei eficiente maxime in cazul ALR s-a indentificat la limita
superioara a domeniului considerat, este posibil ca la valori mai mari de 0,6
ale debitului de aer eficienta de retinere a ionilor de Cd** de citre B.
megaterium sa creascd, dar cu consumuri energetice suplimentare generate
de necesitatea cresterii debitului de gaz. Prin urmare, realizarea acestor
experimente la nivel laborator, care sd aiba in vedere determinarea eficientei
de retinere la valori mai mari ale debitului de aer este absolut necesara inainte
de transpunerea procesului de la scara de laborator la scarad pilot, pentru a
evalua fezabilitatea procesului din punct de vedere tehnico-economic.

Capitolul 8.
ANALIZA COSTURILOR PROCESELOR DE RETINERE
A IONILOR METALICI iN BIOREACTOARE

8.1. Scopul si importanta cercetarii

Analiza economicd a proceselor reprezintd un instrument foarte util
pentru luarea deciziilor in protectia mediului. Lipsa analizei costurilor
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proceselor de bioremediere face foarte dificila selectarea celui mai fezabil
proces implicat in retinerea ionilor metalici, atdt din punct de vedere
economic, cat si ecologic. Prin urmare, evaluarea costurilor oricarui proces
sau metoda este un aspect foarte important mai ales 1n finalizarea cercetarilor,
careia cercetatorii nu i-au acordat insd intotdeauna importanta cuvenitd in
studiile realizate (Jardim Junior si colab., 2012; Sharma si Ayub, 2019).

In acest context, obiectivul principal al acestui capitol constii in
evaluarea, din punct de vedere economic, a proceselor de
biosorbtie/bioacumulare a ionilor de Cd** desfisurate in bioreactoarele
selectate.

Pentru atingerea obiectivului principal au fost propuse urmétoarele
obiective specifice:

m stabilirea limitelor si parametrilor sistemului pentru fiecare tip de
contactor in vederea indentificarii consumurilor de materii prime, materiale
si utilitati;

m determinarea consumurilor de materiale si utilititi pentru
retinerea ionilor de Cd** in cele trei tipuri de bioreactoare;

m determinarea costurilor aferente retinerii ionilor de Cd** de ctre
Bacillus megaterium n bioreactoare

Toate calculele au fost realizate pe baza datelor aferente operarii
sistemelor de retinere a ionilor metalelor grele la nivel de laborator,
conform programelor experimentale stabilite.

8.2. Inventarul materialelor folosite si a consumurilor pentru refinerea
ionilor de Cd**
Costurile asociate implementarii si functiondrii proceselor In acest

studiu se refera la:

- costurile cu asigurarea mediului nutritiv necesar cresterii si dezvoltarii
microorganismelor;

- costurile asociate consumului de energie electrica,

- costurile cu utilitatile (apa, aer etc.);

- costurile privind utilizarea altor materiale (de exemplu, filtre pentru
mentinerea sterilitatii, suportul pentru formarea biofilmului etc.);

8.3. Costuri ale proceselor de retinere a ionilor de Cd’* prin biosorbtie-
bioacumulare in bioreactoare

Rezultatele analizei costurilor evidentiaza faptul cad cele mai mari

costuri per ciclu de functionare se obtin in cazul bioreactorului cu agitare
mecanicd (aproximativ 308 lei), urmat de bioreactorul gaz lift
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(aproximativ 280 lei), iar cele mai mici atunci cand se utilizeaza coloana cu
strat fix ce contine doar zeolitul de tip 13X in coloana (aproximativ 85 lei).

Conform rezultatelor obtinute de la optimizarea proceselor de retinere a
ionilor de Cd*" in bioreactoare prezentate in Capitolul 7 dupa doar 1 ciclu de
functionare efluentii rezultati Indeplinesc conditiile de deversare doar in
cazul utilizarii:

- zeolitului 13X (99,83 %) considerand debitul de pompare a lichidului
in bioreactor de 5 mL/min, timpul de functionare = 1485 minute si
concentratia initiald de peste 101 mg/L;

- B. megaterium in suspensie in bioreactorul cu agitare mecanici
(99,59%) considerand concentratia initiald a ionilor in solutie < 10 mg/L,
debitul de aer de 0,72 L/min, viteza de rotatie a agitatorului de 107 rpm si
timpul de contact de 82.

Costurile de utilizare a bioreactorului cu agitare mecanica si a celui cu
amestecare pneumaticd ar putea fi reduse prin utilizarea pentru cresterea
bacteriei B. megaterium a unui alt mediu de cultura format din substante mai
putin costisitoare. Un astfel de exemplu este mediul de culturd care contine
extract de cartof obtinut din fierberea acestora. Haq si colab. (2018) arata ca
Bacillus subtilis se dezvolta mai bine intr-un mediu ce contine extract de
cartofi fatd de mediul compus din 10 g/L de triptona, 5 g/L de extract de
drojdie si 5 g/L clorura de sodiu.

Reducerea costurilor de epurare a efluentilor contaminati cu ioni de
Cd?** s-ar putea realiza, de exemplu, si prin:

e Reutilizarea unor materiale in urmatorul ciclu de epurare (de exemplu
filtrele pentru aer);

e cuplarea in serie a bioreactoarelor de acelasi tip;

e cuplarea in serie a coloanei cu zeolit 13X cu coloana ce contine
biofilmul bacteriei Bacillus megaterium format pe zeolit de tip 13X

e cuplarea in serie a coloanei cu zeolit 13X cu bioreactorul cu agitare
mecanica sau gaz-lift cu ajustarea debitului de pompare a fluidului in coloana
in functie de volumul bioreactorului cu agitare mecanicé/gaz lift;

e utilizarea bioreactorului cu agitare mecanicd doar pentru epurarea
efluentilor cu concentratia ionilor de Cd*" mai mica de 10 mg/L;

e utilizarea zeolitului 13X doar pentru concentratii mai mari de 101 mg
Cd*/L,

e alte solutii tehnologice.

Aceste alternative presupun continuarea studiilor si experimentelor, al
caror scop sa fie indentificarea combinatiei fezabile din punct de vedere
economic si ecologic. De asemenea, in studiile viitoare trebuie sa se aibd in
vedere efectuarea unei analize cost-beneficiu pentru fiecare tip de sistem de
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epurare propus si a unei analizei privind impacturile generate in mediu de
procesele aplicate in cele trei tipuri de bioreactoare prin analiza ciclului de
viatd (LCA). Informatiile obtinute vor completa suportul stiintific pentru
luarea deciziilor in vederea alegerii celui mai fezabil tip de bioreactor pentru
aplicarea proceselor de retinere a ionilor de Cd** de catre microorganismul
Bacillus megaterium, precum si de cétre alte tipuri de microorganisme.

CONCLUZII GENERALE

Aplicarea biotehnologiei 1n controlul si reducerea poludrii mediului cu
metale grele este o alternativa la procesele fizico-chimice conventionale, din
ce in ce mai studiatd, pentru ca cercetarile au confirmat fezabilitatea unor
procese de bioremediere a mediului. Intre cele mai aplicate procese biologice
pentru remedierea mediilor poluate se numara biosorbtia si bioacumularea,
care se bazeaza pe utilizarea biomasei (microorganisme, plante superioare),
in forma viabila sau inactiva, ca biosorbenti si/sau bioacumulatori.

Pentru exploatarea si aplicarea acestor procese la nivel industrial este
esentiala realizarea de experimente la nivel de laborator in vederea colectarii
de date, modelarii, optimizarii, ca suport pentru simulare si transpunere la
scard. De asemenea este importantd indentificarea biosorbentilor cu
capacitati ridicate de retinere a ionilor metalici tintd, precum si stabilirea
conditiilor optime de aplicare a proceselor in bioreactoare eterogene, cu
diferite configuratii.

Prezenta tezd de doctorat intitulatd “(BIO)REMEDIEREA
EFLUENTILOR CONTAMINATI CU METALE GRELE IN SISTEME
CU AGITARE MECANICA ST PNEUMATICA” are ca obiectiv principal
studiul conditiile de desfisurare a proceselor de biosorbtie si bioacumulare
a ionilor de Cd** si Cr*" de catre microorganisme in trei tipuri de
bioreactoare (cu strat fix, cu agitare mecanicd $i pneumaticd), in
conformitate cu nevoile de remediere a fluxurilor lichide contaminate i de
evaluare a performantelor proceselor cu ajutorul modelelor statistice in
vederea optimizarii acestora.

Cercetarea efectuata in teza aduce ciateva informatii noi si originale
cu privire la:

» retinerea din efluentii lichizi a doua dintre cele mai toxice metale grele,
crom hexavalent si cadmiu de cétre biomasa viabild si neviabila a doud
microorganisme ce sunt prezente in diverse medii (Bacillus megaterium si
Rhodotorula sp.)

» aplicarea procesului de bioacumulare a ionilor de Cd*" de cétre Bacillus
megaterium in trei tipuri diferite de bioareactoare (cu strat fix, cu agitare
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mecanici si cu agitare pneumatica). In literatura de specialitate doar intr-o
singura lucrare sunt prezentate rezultatele de la aplicarea proceului de retinere
a ionilor de Cr" de citre Trichoderma viride intr-un bioreactoar cu agitare
mecanica si intr-unul de tipul gaz-lift.

» modelarea empirica si optimizarea proceselor de bioacumulare a ionilor
de Cd*" 1in bioreactoare cu diferite configuratii, prin utilizarea metodelor de
analiza statistica.

Rezultatele prezentate in tezd dovedesc faptul ca microorganismele
selectate (Bacillus megaterium si Rhodotorula sp.) au capacitatea de a retine
ionii de Cd*" si Cr®" si pot fi utilizate pentru realizarea proceselor de
biosorbtie si bioacumulare a ionilor metalici studiati in bioreactoare cu
diferite configuratii, la scara de laborator si apoi la scara pilot si industriala.

Utilizarea microorganismelor sub forma de biofilm depus pe suprafata
a diverse tipuri de materiale reprezintd alternative fezabile pentru
bioremedierea componentelor de mediu poluate cu metale grele. Astfel, a fost
evaluat potentialul celulelor microorganismele Bacillus megaterium si
Rhodotorula sp. imobilizate pe zeolit de tip 13X de a retine prin adsorbtie si
bioacumulare ionii de Cd?>" si Cr®" din mediul lichid. Rezultatele acestor
studii au aratat ca performantele bacteriei B. megaterium imobilizata pe
suprafata zeolitului de tip 13X de a retine ionii de Cd*" au fost influentate,
atat de concentratia initiala a ionilor in solutie, cat si de debitul de pompare a
solutiei 1n coloana.

Bioreactoarele cu agitare mecanica si, respectiv cu agitare pneumatica,
de tipul gaz-lift sunt printre cele mai studiate si utilizate bioreactoare pentru
decontaminarea efluentilor lichizi, In care biomasa microbiana viabild se
gaseste in stare de suspensie. Aceste tipuri de bioreactoare pot asigura
conditiile de crestere si oxigenul necesar dezvoltarii microorganismelor
aerobe, sterilitatea culturii pe parcursul procesului, a temperaturii dorite si pot
fi controlati si masurati diferiti parametri precum pH-ul si nivelul de spumare
etc.

Rezultatele experimentelor realizate in bioreactorul cu agitare mecanica
au ardtat ca variatia debitului de aer, a vitezei de rotatie a agitatorului, precum
si a concentratiei initiale a ionilor de Cd** in solutie influenteazi, nu doar
capacitatea de bioacumulare a ionilor metalici, cat si multiplicarea celulara si
secretia de amoniac a bacteriei. Cele mai mari eficiente de bioacumulare a
ionilor de Cd?* au fost obtinute la debitul de aer de 0,5 L/min, dupa 72 de ore
de contact a lichidului 1n bioreactor. Bacteria B. megaterium a bioacumulat
aproximativ 40,97% din cantitate de ioni de Cd*" aflati in mediul lichid la
debitul de aer de 0,2 L/min, 46,57 % la debitul de 0,5 L/min si 44,35% la 0,8
L/min, la concentratia initiala de 50 mg/L si viteza de rotatie a agitatorului de
150 rpm.
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In cazul bioreactorului ALR studiile realizate au demonstrat ca variatia
debitului de aer intre 0,2 L/min si 0,6 L/min afecteaza eficienta procesului,
dezvoltarea biomasei, obtinAndu-se o eficientd de retinere a ionilor de Cd**
de 17,40%, la debitul de aer de 0,2 L/min si de 45,67% la debitul de 0,6
L/min. Cresterea valorii debitului de aer introdus 1n bioreactor duce la
cresterea cantitatii de biomasd activd in faza stationard a dezvoltarii
microorganismului si anume de la 2,94 g/L (0,2 L/min), la 5,63 g/L (0,6
L/min).

In vederea utilizarii durabile a microorganismelor pentru biosorbtia si
bioacumularea ionilor de metale grele din efluentii aposi datele obtinute si
prezentate in capitolele 5 si 6 au fost modelate matematic prin aplicarea
metodei de analiza factoriald si a metodologiei suprafetei de raspuns
combinate cu ANOVA. Scopul modelarii a constat in corelarea variabilelor
independente care afecteaza performantele de bioacumulare a ionilor de Cd?
de catre B. megaterium sub forma de biofilm in bioreactoare cu strat fix si, in
suspensie, in bioreactoare cu amestecare mecanica si de tipul gaz-lift, precum
si in indentificarea valorilor optime a variabilelor independente la care functia
obiectiv (eficienta de retinere) atinge valoarea maxima. Modelarea empirica
proceselor de biosorbtie-bioacumulare a ionilor Cd?>" in bioreactoare a
evidentiat cd metodologia suprafetei de raspuns este cea care descrie cel mai
bine procesul in toate cele trei tipuri de bioreactoare printr-o ecuatie
polinomiala de ordin II.

Selectia proceselor de bioremedierea a efluentilor lichizi contaminati si
proiectarea echipamentelor pentru aplicarea acestor procese sunt printre cele
mai importante problemele in protectia mediului. Pe langad eficienta de
retinere a poluantilor, in decizia privind selectarea tipului de bioreactor pentru
aplicarea procesului sunt importante costurile de implementare si operare a
proceselor. Astfel, in Capitolul 8 sunt evaluate, pentru fiecare tip de reactor
costurile relationate cu aplicarea proceselor si functionarea bioreactoarele.
Rezultatele analizei costurilor evidentiaza faptul ca cele mai mari costuri per
ciclu de functionare se obtin in cazul bioreactorului cu agitare mecanica
(aproximativ 308 lei), urmat de bioreactorul gaz lift (aproximativ 280 lei), iar
cele mai mici atunci cand se utilizeaza coloana cu strat fix ce contine doar
zeolitul de tip 13X in coloana (aproximativ 85 lei).

In vederea transpunerii proceselor aplicate in cele trei bioreactoare de la
nivel de laborator la scara pilot si apoi industriala se impune aplicarea analizei
cost-beneficiu pentru evaluarea proceselor in bioreactoarele studiate. Pe baza
acestei analize va fi posibila indentificarea celui mai fezabil tip de bioreactor
pentru retinerea ionilor de cadmiu in conditii de operare optime. De asemnea,
trebuie luat in considerare si faptul cd, din aplicarea proceselor de biosorbtie
si bioacumularea a ionilor metalici de catre microorganisme rezulta la final
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de proces biomasd contaminatd cu metale grele care trebuie eliminatd in
sigurantd. In acest context este necesar si se acorde o mare atentie acestui
aspect, deoarece biomasa cu metale rezultatd se descompune usor si
gestionarea acesteia in mod necorespunzator poate duce la eliberarea sau
levigarea In mediu a metalelor retinute de catre biomasa.
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