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1. Wprowadzenie

zacuje sig, ze roezna emisja rteci do srodowiska wynosi okoto 5+ 10"*Mg,
Sz czego 4,6 ' I0"Mg przedostaje sie do atmosfery, a 4+ |I0"Mg do wéd (1).

Rte¢ metaliczna i niemal bez wyjatku wszystkie jej gzki sa toksyczne,
z ezego najbardziej niebezpieczne sg potaezenia jonowe, gdyz fatwo reagujg
z grupami SH protein i sg silnymi inhibitorami enzymoOw. Potgezenia rteci
Hg(ll) nalezg do najsilniejszych trucizn nieorganicznych. W zwigzkach orga-
nicznych rte¢ tgczy sie bezposrednio z atomem wegla, a jej metylo-, etylo-
i fenylopoehodne sg szezegOlnie niebezpieczne z powodu ieh rozpuszezalnosei
w lipidaeh.

Dopuszczalne stezenia rteci w Sciekach w krajach Europejskiej Wspolnoty
sg ustalone na poziomie 50 pg/dm”, a w wodzie pitnej Ipg/dm”, przy ezym
rte¢ i kadm zostaty zakwalifikowane do | grupy substancji szkodliwych i nalezy
sie liczy¢ z dalsz3nn obnizeniem tyeh progowych wartosci stezen rteei (2).

Wspotczesnie stosowane metody usuwania rteei ze Seiekow takie jak: ele-
ktroliza, strgeanie, elektroehemiczna redukcja, wymiana jonowa, adsorpcja
sg w wielu pritadkaeh nieefektywne lub nieekonomiezne (3, 4). Stad tez
w ostatnich latach obserwuje sie poszukiwania nowych metod usuwania rteei
ze SeiekOw zwlaszeza z wykorzystaniem mikroorganizmoéw, ezy ogélnie bio-
masy (3-7). W poblizu instalaeji emitujgeych rte¢ np. w zaktadaeh produkeji
ehloru, baterii itp., znaleziono dzikie szczepy bakterii wykazujacych wyjatko-
wa odpornos¢ wzgledem wysokich stezen rteci i zdolnos¢ jej akumulaeji (8).
Konieezne jest rozréznienie pomiedzy pasywna i aktywng sorpeja metali ciez-
kieh. Podezas pasywnej biosorpcji mamy do ezynienia najezeseiej z adsorpeja
fizyezna, tworzeniem komplekséw i wymiang jonowa pomiedzy jonami metali
eiezkich a jonami H*, Mg™, CaM'” ze Seiany komérkowej, przy czym do czyn-
nych grup $ciany komoérkowej bioragcyeh udziat w tych procesach naleza grupy
karboksylowe, tiolowe, tioeterowe, hydroksylowe itp.

Aktywna biosorpcje metali eiezkieh zwang inaczej biotransformacjg mozna
zaliczy¢ do chemosorpcji, potagczong z aktywnym transportem przez bione
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cytoplazmatyczng i biochemicznymi przemianami Hg(ll) do mniej toksycznej
postaci Hg(0). Aktywna biosorpcja jest, w przeciwienstwie do pasywnej, za-
lezna od metabolizmu komorki. Zywe organizmy potrzebujg zrodia wegla
i energii do biotransformacji i akumulacji rteci.

Procesy detoksykacji rteci mogq zachodzi¢ poprzez stracanie siarczkéw rte-
ci na zewnetrznej powierzchni komorki, jak to ma miejsce w przypadku pro-
ducenta H2S Desulfovibrio desulfuricans (9) lub w wyniku eul:ymatycznych
reakcji oksydacyjno-redukcyjnych (10). Te odpornos¢ niektorych szczepéw ba-
kterii na obecno$¢ jonow rteci w wysokich stezeniach np. 5 mg HgCl2/dm~»
(10) ttumaczy sie redukcjg Hg(ll) do Hg(0), katalizowang przez wewnatrz-
komdrkowa cytoplazmatyczng reduktaze rteciowa. Szczepy bakterii odpornych
na rte¢ wyizolowano z naturalnych szczepdéw zyjacych w okolicach o podwy-
zszonym poziomie stezenia rteci pochodzenia antropogennego (10- 12). Sto-
sujgc immobilizowane komérki drozdzy Sacharomyces cerevisiae 211 jako
zrodto wegla i energii dla wzrostu bakterii sposrdd Kilkudziesieciu mieszanych
populacji wyizolowano i zidentyfikowano w GBF i DSM (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen] w Braunschweigu, RFN kilkanascie szczepdw toleruja-
cych rte¢ w stezeniach wyzszych od 10 ppm, np. Aeromonas hydrophila, Xan-
tomonas maltophila i in. (12). W szczepach tych zidentyfikowano geny odpo-
wiadajace za odporno$¢ wzgledem rteci i metodami inzynierii genetycznej
wprowadzono je do chromosomu Pseudomonas putida KT2442 (13). Sposrod
trzydziestu pochodnych Ps. putida KT2442 metodg skriningu wybrano do
dalszych prac utylitarnych najbardziej aktywne, a jednoczesnie genetycznie
stabilne mutanty, charakteryzujace sie konstytutywna ekspresja reduktazy
rteciowej.

Celem pracy byto sprawdzenie mozliwosci wykorzystania tych aktywnych
szczep6w do usuwania rteci z wodnych roztworéw w skali laboratoryjnej,
w dwdch typach reaktorow: ze ztozem statym lub fluidalnym.

2. Materiaty i metody

Roztwory wodne przyrzadzano ze zdemineralizowanej wody. Jako Zrédia
rteci uzywano chlorek rteci cz.d.a., a do sporzadzania roztworéw buforowych
stosowano kwas piperazino-1,4-bis(2 etanosulfonowy) (bufor PIPES), ktéry nie
tworzy zadnych komplekséw z metalami. Zastosowano dwie metody unieru-
chamiania wybranych szczepoéw bakterii:

1) osadzanie powierzchniowe na porowatych nosnikach, ktérych rodzaje
i wiasciwosci zamieszczono w tab. 1, badz

2) inkludowanie w strukture kriozelu alkoholu poliwinylowego (PVA) me-
toda Vorlopa (14, 15), polegajacg na zelowaniu zhornogenizowanych wodnych
roztworow PVA i biomasy w wyniku wymrozenia w ciektym azocie.

Do badan akumulacji rteci w ztozu statym uzyto szczepu A. hydnphila
immobitizowanego powierzchniowo na nosnikach porowatych, natomiast do
badan biotransformacji w reaktorze fluidalnym zastosowano genetycznie zmo-
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dyfikowany szczep Ps. putida KT2442::mer73 roéwnomiernie zdyspergowany
w zelu PVA, o ksztalcie kulek o $rednicy 2,6 mm.

Jako pozywki stosowano tzw. media minimalne, skiadajgce sie gtownie
z octanu i soli mineralnych. Zawarto$¢ octanu oznaczano fotometrycznie za
pomocg testu enzymatycznego nr 148261 firmy Boehringer, Mannheim, RFN.

Do oznaczania rteci stosowano atomowg spektrometrie absorpc}Ajng (AAS) —
spektrometr Perkin Elmer 2100, z wykorzystaniem techniki zimnych par, przy
czym jako czynnik redukcyjny stosowano 0,2% roztwdr NaBHa. Probki ciekie
roztwarzano w mieszaninie stezonych kwaséw 14 mol/dm” HNO3, 9 mol/dm”"
H2S04 i 1 mol/dm”™ HCI w temperaturze 80°C i rozcieficzano zdemineralizowang
wodg do stezenn Hg w zakresie 20- 100 pg/dm” (liniowy zakres absorbancji).
W przypadku badania szybko$ci odparowania metalicznej rteci z reaktora flui-
dalnego stosowano ptuczki z roztworem 0,2 mol/dm” KMnOg i 9 mol/dm*
H2SO4. Pobrane probki cieczy ogrzewano przez kilka godzin w temperaturze
80°C, a nastepnie dodawano okreslong objeto$¢ roztworu 0,4 mol/dm”™ NaN02
i po rozcienczeniu wodg do podanego zakresu stezen rteci analizowano technika
AAS.

Reaktory ze zlozem statym stanowity termostatowane szklane kolumny
chromatograficzne o $rednicy wewnetrznej 1,6 cm i 10 cm wysokosSci poro-
watego wypetnienia z naniesion3rm szczepem A. hydrophila. Przygotowany
uprzednio wodny roztwor HgCI2 o stezeniu od 0 do 10 mg/dm” wprowadzano
za pomocg pompki perystaltycznej do dolnej czesci kolumny, a odbierano
goéra do zbiornika z roztworem stezonych kwaséw HNO3 i H2SO4. Objetosciowe
natezenie przeptywu wodnych roztworéw zmieniano w zakresie 40 - 80
cm”/h, co odpowiadato 2-4 m~Nm~» ztoza/h. Eksperymenty te prowadzono w
sposob ciggly, w temperaturze 20“C i przy pH = 7 w warunkach sterylnych.

Badania biotransformacji rteci w reaktorze fluidalnym prowadzono w re-
zimie poiprzeptywowym, napetniajac go okresowo wodnym roztworem HgCI2
z minimalng pozywka i w sposdb ciggly przepuszczajac powietrze — czynnik
fluidyzujacy ztoze wolnych lub inkludowanych w zelu bakterii Ps. putida,
a jednoczesnie desorbujacy pary rteci na zewnatrz reaktora do ptuczek oksy-
dacyjnych z roztworami KMn04 i stezonych kwaséw. Srednio tadowano do
reaktora okoto 250 g wilgotnej masy zelu PVA zawierajgcego 40-50 ¢ bio-
masy, w tym 8 - 10 g suchej masy bakterii. Natezenie przepl}rwu powietrza
nie przekraczato 5 dm”/min w warunkach normalnych, pH bylo automaty-
cznie regulowane na poziomie 7,0 za pomocg roztworow 3 mol/dm”™ H3PO4
i NaOH, a temperatura wynosita 30°C. Schemat stanowiska do$wiadczalnego
przedstawiono na rys. 1.

Jako reaktor zastosowano 1,5 dm” fermentor firmy Bioengineering AG,
wymieniajgc metalowg pokrywe reaktora na szklang i dystrybutor gazu na
szklany spiek aby unikng¢ ewentualnych strat rteci w wyniku tworzenia sie
amalgamatéw. Proces biotransformacji rozpoczynano (t=0) przez wstrzykniecie
6 cm” roztworu HgCI2 o stezeniu 1000 ppm, co odpowiada poczatkowemu
stezeniu 6 mg/dm”, a przebieg reakcji $ledzono pobierajac w okreslonych
odstepach czasu probki cieczy, zelu lub biomasy, gazu i roztworu utleniajg-
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Rys. 1. Schemat stanowiska doswiadczalnego.

cego z phuczki. Chwilowa zawarto$¢ par rteci w gazie oznaczano dodatkowo
(oprécz techniki AAS) za pomoca rurek Dragera.

3. Wyniki i dyskusja

Do powierzchniowego unieruchamiania szczepéw A. hydrophila zastosowa-
no porowate nosniki zestawione w tab. 1. Wzrost zaabsorbowanej biomasy
w czasie przedstawiono na rys. 2. Z rysunku wynika, ze najwiecej biomasy
zostato zaabsorbowane na najmniejszych czastkach Siranu o $rednicy 0,4 -
1 mm, tj. 11 g/kg nosnika i na Bi 54 t - 12 g/kg, gdy tymczasem na nos$niku
Biopor czy Siran o $rednicy 1-2 mm zaabsorbowana biomasa osiggneta za-
ledwie wartosci 6 g/kg nosnika. Poréwnujac te wartosci z danymi literaturo-
wymi dotyczacymi unieruchamiania Zymomonas mobilis — 32 g/kg no$nika
Siran (16) mozna przypuszczac, ze w naszym przypadku utworzyia sie jedynie
pojedyncza warstwa bakterii, gdy te znaczne ilosci zaabsorbowanych mikro-
organizmow odpowiadajg 5 warstwom. Jednakze celem tej pracy nie byito
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osiggniecie maksymalnie mozliwych stezeri biomasy a uzyskanie enz“ymaty-
cznie aktywnej powierzchni nosnika.

Tabela 1
Wiasciwosci porowatych nosnikéw

Srednica Srednica o
Nazwa Producent czastki [mm] poréw [pm| Porowatos¢ [%] Skiad
Siran Schott, Mainz 04 - 10 <120 55 - 60 Si02
Siran Schott, Mainz 1,0 - 2,0 <120 55 - 60 Si02
. Dr.Feurefest,
Bi 54t Bochum 10 - 18 < 50 75 AI203
- Schumacher, .
Biopor Crailsheim 0,5 - 10 10 - 200 <60 silikat

O aktywnos$ci unieruchomionych mikroorganizmow S$wiadczy wykres za-
leznosci stezenia Hg na wylocie z reaktora w czasie, co przedstawia lys. 3.
llustruje on takze stezenie wlotowe rteci i objetoSciowe natezenie przeptywu
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czas [d]

Rys. 3. Zmiana stezenia Hg w czasie na wylocie z reaktora ze ztozem statym bakterii A.
hydrophila zaadsorbowanych na réznych nosnikach porowatych.

lub doktadniej objetosciowe obciazenie jednostki ztoza w ciggu godziny, utrzy-
mywane na statym poziomie w ciggu okres$tonych odstepéw czasowych. Inte-
resujgce jest, ze podwojenie obcigzenia ztoza z 2 do 4 m~/m” ztoza/h nie ma
wiekszego wplywu na stezenie wylotowe. Natomiast daje sie zaobserwowac
staty powolny wzrost stezenia Hg w strumieniu wylotowym do 55 pg/dm”.
Rozpuszczalnos¢ metalicznej rteci w wodzie w temperaturze pokojowej wynosi
50 pg/dm”(2), co odpowiadatoby znatezionej wartosci stezenia Hg w strumie-
niu wytotowym.

Oznaczenia stezenia octan6w na wylocie z reaktorow wykazywaly okoto
80% przereagowania w stosunku do strumienia wlotowego.

Podczas wizualnej obserwacji nieruchomego ztoza zauwazono stopniowy
wzrost zabarwienia nosnika na matowy, czarny kolor, poczynajgc od wlotu
do kolumny. Po miesigcu mozna byto zaobserwowac znaczny wzrost biomasy
w tym rejonie — powstanie sztamu, w ktorym pod mikroskopem stwierdzono
obecno$¢ wyraznych agtomeratéw biomasy i kuleczek metalicznej rteci. To
powstanie szlamu doprowadzito w kohcu do zastopowania przeptywu i przer-
wania eksperymentu.

Kazde ze z¥6z po zakonczeniu eksperymentu zostato zanalizowane na za-
warto$¢ zakumulowanej rteci. Wyniki tych analiz przedstawiono w tab. 2.
Przy czym nalezy stwierdzi¢, ze przewazajgca czes¢ metalicznej rteci zaku-
mulowana zostata w czesci wiotowej ztoza, w ktorej zaobserwowano najwie-
kszy wzrost biomasy. Aby temu zapobiec nalezatoby ograniczy¢ zrodia azotu
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lub fosforu w pozywece, ale mimo to nie uniknione jest zatrzymanie reaiktora
ze ztozem statym w celu regeneracji ztoza, np. przez oddestytowanie rteci.

Tabela 2
Bilans rteci W kolumnach ze z#ozem statym

Nosnik Czas Id] Masa rteci [mg] Bilans [%)]
wlot ztoze wylot

Siran 88 321,4 305,7 2,6 96

Bi 54t 68 118,3 108,3 18 93

Biopor 103 439,2 454.8 4,2 104

Wady tej nie posiada reaktor fluidalny, w ktérym przeprowadzono wstepne
pomiaiy biotransformacji rteci Hg(ll) do Hg(0) z jednoczesng desorpcija rteci
z wodnego $rodowiska reakcji do fazy gazowej. W reaktorze tym przeprowa-
dzono dwa rodzaje eksperymentow z udziatem:

1) unieruchomionych w polimerowym (PVA) zelu bakterii Ps. putida
KT2442::mer73,

2) tych samych bakterii, ale w zawiesinie.

Przebiegi zmian stezenia Hg w poszczegOlnych fazach (gazowej, ciektej
i statej) w czasie, odpowiednio dla unieruchomionych i wolnych bakterii
przedstawiono na rys. 4 i 5. Na lys. 4 przedstawiono eksperyment, ktéry byt
przeprowadzony w ten sposéb, ze po 6 godzinach reakcji, gdy stezenie Hg
w cieczy spadto do poziomu 55 gg/dm”, ponownie wstrzyknieto poczatkowsq
dawke rteci, tak aby stezenie Hg wyniosto 6 mg/dm~. Szybko$¢ biotransforfmaciji
w tym przypadku byta nieco mniejsza, a stezenie Hg w fazie gazowej osiggneto
te same wartosci co w pierwszej fazie eksperymentu z 20 minutowsrm
opéznieniem. Jednakze po 6 kolejnych godzinach trwania procesu biotran-
sformacji stezenie Hg w fazie ciekiej osiggneto poziom ponizej 100 pg/dm”.
Te same peretki zelu stosowane byty wielokrotnie w kilku eksperymentach
nie wykazujac istotnych strat w aktywnosci biomasy, przy czym immobilizaty
przechowywane byly, po przemyciu roztworem buforowym, w zamknietym na-
czyniu w lodéwece. Szczepy Ps. putida KT2442::mer73 charakteryzujg sie kon-
stytutywna ekspresjg reduktazy rteciowej i nie obserwuje sie okresu induk-
cyjnego w procesie biotransformaciji.

Analiza stezenia Hg w fazie statej wskazuje na znaczng zawarto$¢ zaad-
sorbowanej rteci. Wyniki aktuatnie prowadzonych badari nad wyznaczaniem
izoterm sorpcji rteci przez stosowany szczep Ps. putida (17) potwierdzajg wy-
sokg zdolno$¢ adsorpcyjng Hg tych bakterii.

Z poréwnania poczatkowych szybkosci biotransformaciji rteci przez wolne
i immobilizowane komorki bakterii wynika, ze szybko$¢ redukcji rteci przez
unieruchomione bakterie (rimm) jest 20 - 25 razy mniejsza od szybkosSci re-
dukcji dla swobodnych bakterii (rfre). Warto$¢ stosunku bmm/Hre~ 0,04 0,05
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Rys. 4. Rozklad stezenia Hg w czasie dla poszczegolnych faz reaktora fluidalnego z zastoso-
waniem unieruchomionych bakterii Ps. putida KT2442.

Rys. 5. Zmiana stezenia Hg w czasie w reaktorze fluidalnym z zastosowaniem swobodnych
bakterii Ps. putida KT2442 w zawiesinie.
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znanego w reakcjach katalitycznych jako wspétczimnik efektywnos$ci katali-
zatora $wiadczy o znacznym wplywie dyfuzji wewnetrznej na szybko$¢ pro-
cesu. Biotransformacja rteci przez Ps. putida KT2442::mer73 jest szybka re-
akcja przebiegajaca w obszarze dyfuzyjnym, dlatego w celu zwiekszenia szyb-
kosci procesu nalezy poszukiwa¢ sposobow zmniejszenia oporow dyfuz3(|nych.
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Mercury removal from aqueous solutions by biotransformation

Summary

Experimental investigations of biotransformation of mercury Hg(ll) to Hg(0) in aqueous solu-
tion by immobilized bacteria were carried out in two types of lab scale bioreactors: in fixed and
fluidized bed. An isolated and identified natural strain of Aeromonas hydrophila was immobilized
on the surfaces of porous carriers and employed in mercury removal from liquid phase in the
fixed bed reactor. For mercury biotransformation in the fluidized bed a genetically modified
strain of Pseudomonas putida KT2442:; mer73 entraped in PVA gel beads was used. The inves-
tigations reveal that mereuiy biotransformation is a fast process controlled by diffusion. The
most promising way of mercury removal from waste-water is employment of fluidized bed of
immobilized bacteria, because of continuous mercury volatilization and possible recovery of this
metal.

key words:
mercury removal, biotransformation, environmental biotechnology, bioprocess engineering,
fluidized and fixed bed bioreactor, wastewater treatment.
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