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Microbial method of mercury removal from wastewater
Summary

The technology of microbial removal of ionic mercury from wastewater of
chloralkali electrolysis amalgam process has been presented in this paper. The
development of this biotechnology, starting from laboratory investigations of
the bioreduction of ionic mercury to insoluble metallic mercury, through the
screening of mercury resistant microorganisms (with expression of mercuric
reductase) and Kinetic studies of the process, employment of bioreactors with
fixed-bed and fiuidized-bed of immobilized microorganisms, up to the indus-
trial impelemnetation have described. The results of laboratory experiments, as
well as from pilot and industrial plant in Spolchemie in Czech Republic, have
been demonstrated in order to depict the advantages of this technology. This
robust bioremediation method allows to reduce ionic mercury concentration
from 10 mg/1 to the level of 50 pg/l which is the solubility level of metallic mer-
cury in water. The technology is applicable not only to wastewater from
chloralkali electrolysis plants, but also to other types of mercury polluted water
e.g. gold mining wastes, leachates and off-gases wash water.
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1. Wstep

Rte¢ jest jednym z najbardziej toksycznych pierwiastkow,
zwiaszcza w formie jonowej (Hg"+j i w niektorych potaczeniach
organicznych, np. metylo-, czy fenylo-rte¢ [1]. Mimo tego jest
powszechnie stosowana do wyrobu: katalizatoréw, pigmentow
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Rys. 1. Geochmiczny obieg rteci w przyrodzie.

i farb, inicjatorow w sptonkach (amunicja), fungicydoéw (zaprawa ziarna, dezynfek-
cja), wypetnien dentystycznych (amalgamaty) oraz w takich procesach jak odzysk
ztota i produkcja Ct* i NaOH metoda elektrolizy solanki z udziatem katody rtecio-
wej. Najbardziej narazone na zanieczyszczenia rtecig sg ekosystemy wodne, zwiasz-
cza osady delt rzecznych. Rte¢ wprowadzona do zbiornikéw wodnych pomimo in-
tensywnego jej wigzania przez osady denne, stanowi bezposrednie lub potencjalne
ryzyko skazenia organizmdw zywych, a przede wszystkim ryb. Szczeg6lne niebez-
pieczenstwo stanowi bioakumulacja rteci na kolejnych poziomach troficznych.

Obieg geochemiczny rteci przedstawiono schematycznie na rysunku 1. Podczas
tej wymiany pomiedzy woda, atmosferg i lagdem rte¢ podlega ztozonym reakcjom
biochemicznym i przemianom fizycznym. Utlenianie rteci metalicznej, redukcja jo-
nowej rteci, stracanie siarczkow, metylacja i demetylacja to najczesciej wystepujace
procesy. Chociaz w wodzie wystepuje rte¢ w postaci jonowej (Hg"+) to dominujacg
forma w rybach jest metylorte¢. Szacuje sie, ze naturalna emisja rteci jest rzedu od
100 do 9000 Mg/rok, podczas gdy antropogeniczna emisja dochodzi do 6200
Mag/rok [2].

Stynne jest masowe zatrucie rtecig w latach 50. i 60. w Japonii. U ludzi spozy-
wajacych ryby z zatoki Minamata, do ktdrej odprowadzano Scieki z fabryki produ-
kujacej chlorek winylu i uzywajacej HgCl- jako katalizatora, stwierdzono liczne za-
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burzenia neurologiczne i problemy sercowo-naczyniowe zwiaszcza u dzieci [3].
U okoto 3000 osdb stwierdzono objawy ,.choroby Minamata”. W 1971 r. w Iraku
wystgpito masowe (6500 os6b zarejestrowano w szpitalach, z czego 459 oséb
zmarlo) zatrucie metylortecig w wyniku spozycia ziarna zaprawionego metylortecio-
wymi fungicydami [4]. Aktualnie najwieksze zagrozenie rtecig wystepuje w Amazo-
nii, gdzie tysiace ludzi stosuje rte¢ metaliczng do ekstrakcji ztota metoda amalga-
matowg [5].

Najwieksze zrodto zanieczyszczenia Srodowiska rtecig stanowi energetyka i prze-
myst, w tym wytwaornie chloru i wodorotlenku sodowego stosujace elektrolize so-
lanki (NaCl) metoda amalgamatowa [6]. W Europie Zachodniej sposréd 93 wytworni
NaOH i Cl- pracuje wcigz 56 instalacji wedtug tej technologii. Biorac pod uwage, ze
straty rteci w tej metodzie wynoszg 2,6-10,9 g Hg/t Clz, a produkcja CI* w 2000 r.
wyniosta 6,2 min t, mozna obliczyé, ze roczne straty rteci wyniosty w 2000 roku 42 t
Hg. Scieki z tych instalacji zawierajg gtéwnie jony CI" i Hy  w stezeniach nawet do
50 ppm. lIstnieje wiele metod usuwania rteci ze Sciekow. Najpopularniejsze jest
stracanie do siarczku rteci (HgS), ktéry ma wyjatkowo niskg rozpuszczalnosé (104"")
i jest uwazany za nietoksyczny, ale w warunkach aerobowych moze by¢ transformo-
wany do metylorteci [7] co podwaza sens tego sposobu sktadowania odpadéw za-
wierajagcych rtec.

Celem prezentowanej pracy jest przedstawienie nowej technologii mikrobiolo-
gicznego usuwania jonow rteci ze Sciekdw, pochodzacych z instalacji elektrolizy so-
lanki metodg amalgamatowg. Od ponad dziesieciu lat w Centrum Badawczym Bio-
technologii (GBF) w Braunschweig, w Niemczech prowadzone sg prace badawcze
i rozwojowe dotyczace tej technologii pod kierunkiem profesora Deckwera, przy
wspétudziale pracownikéw Katedry Inzynierii Bioprocesowej Politechniki todzkiej
(8-10;.

2. Mechanizm biotransformacji rteci

Niektére mikroorganizmy wytworzyty naturalny system obronny przed toksycz-
nymi dawkami metali ciezkich wystepujacymi w ich $rodowisku. W przypadku za-
grozenia rtecig jest on realizowany poprzez zmniejszong przepuszczalnos¢ Hgh*A
bton komérkowych, demetylacje CHsHg+, stracanie HgS, metylacje nielotnych jo-
néw rteci (11) do lotnej metylorteci, a przede wszystkim poprzez redukcje Hg™+ do
HgO [11]. Ten ostatni mechanizm obronny bakterii pochodzi z czaséw, gdy natural-
ny poziom rteci byt znacznie podwyzszony na skutek silnej aktywnosci wulkanicz-
nej Ziemi, i jest wciaz wszechobecny zaréwno wsrod bakterii gramdodatnich jak
i gramujemnych. W badaniach przesiewowych wyizolowano w GBF szczepy bakterii
odporne na jony rteci. W tabeli | przedstawiono wybrane gatunki bakterii wyka-
zujace podwyzszong odporno$¢ na jony Hg~
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Tabela 1

Skrining mikroorganizméw z ekspresjg reduktazy rteciowej

Alcaligenes eutrophus (I)SM 530 <1 ppm

Saccharomyces cerevisiae <2,5 ppm
Bacillus sp. (HGS12) <5 ppm

Microbacterium sp. (HGS7) <7,5 ppm
Pseudomonas paucimobilis (DSM 1098) <10 ppm
Xanthomonas malfophila (DSM 50173) <25 ppm
Aeromonas hydrophila (HGS2) <50 ppm
Xanthomonas maltophila (HGSI) <50 ppm
Pseudomonas putida <50 ppm

Za ten system redukcji Hg2+ do Hg" jest odpowiedzialny ukiad reduktazy rtecio-
wej (mer - mercuric reductase). Reduktaza rteciowa (mer) zostata wyizolowana z cy-
toplazmy kilku bakterii bytujacych w ekosystemach o duzej zawartosci jonéw Hg2+.
Nalezy do grupy flawoprotein. jako Zrédto elektrondéw wykorzystywany jest zredu-
kowany NADPH oraz NADH. Struktura bakteryjnej reduktazy rteci jest zblizona do
wystepujacej w komorkach ssakéw reduktazy glutationowej. Enzymy te majg po-
dobnie zbudowane centra aktywne, rejony wiazace NADPH oraz rejony wigzgce
FAD. Gen mer jest typowym genem plazmidowym wystepujacym u wielu gatunkéw
z rodzaju Thiobacillus oraz Pseudomonas. Uktad mer sktada sie z genéw merR, merT,
merP i merA i merD [12]. Geny merR i merD petnig rote regulatora transkrypcji mer
operonu i sg indukowane przez Hg(ll). Jezeli rte¢ jest nieobecna w uktadzie merR
jest przytaczony do promotora mer operonu, hamujgc przez to jego transkrypcje.
W momencie pojawienia sie rteci w uktadzie przytacza sie ona do biatka merR, co
powoduje jego odigczenie od promotora mer operonu i rozpoczecie transkrypcji.
Geny merP i merT kodujg biatka tworzace kompleks transportujacy jony rteci. MerP
jest polipeptydem przytwierdzonym do zewnetrznej warstwy btony komérkowej,
jego rolg jest wigzanie jondw Hg"+ z otoczenia i przekazywanie ich Srodbtonowe-
mu biatku merT. Biatko to transportuje jony Hg™+ do cytoplazmy udostepniajac je
reduktazie rteciowej merA, do ktdrej jest wigczona czasteczka FAD. MerA katalizuje
reakcje przytaczenia dwaéch elektronéw z NADPH do Hg™+ w wyniku czego powsta-
je metaliczna rte¢ Hg™:

Hg2+ + NADPH ~ HgO -F NADP+ -F H+ 1
Centrum aktywne merA zawiera liczne czasteczki cysteiny, ktérych grupy -SH sg
odpowiedzialne za aktywno$¢ enzymatyczng biatka. Metaliczna rte¢ (Hg®), bedaca

produktem reakcji tworzy zazwyczaj mikroskopowe kropelki na zewnetrznej po-
wierzchni drobnoustrojéw badz jako lotny metal moze odparowaé z fazy cieklej
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Rys. 2. Mechanizm biochemicznej redukcji Hg2+.

W przypadku intensywnego napowietrzania. Schematycznie mechanizm biotransfor-
macji rteci przedstawiony jest na rysunku 2.

3. Kinetyka bioredukcji rteci (1)

Szybkos¢ reakcji biochemicznej zachodzacej wediug réwnania (1) byta badana
w specjalnie zaprojektowanym uktadzie reakcyjnym zapewniajagcym idealne wymiesza-
nie i bezposredni (on-line) pomiar stezenia rteci metoda (ASA) absorpcyjnej spektrome-
trii atomowej [13]. W warunkach nadmiaru NADPH, dla stezen Hg2+ powyzej | mg/dm”
zaobserwowano wyrazng inhibicje substratowa - rys. 3. Zalezno$¢ szybkosci reakcji
od stezenia substratu, jakimi sg jony Hg2+, opisano réwnaniem Yano-Koga [14]:

SoN w o
m ? o

mo

0 2 4 6 10
mg dm"*

Rys. 3. Krzywa kinetyczna biotransformacji rteci.
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r= 2
1+K /c + (c/ K

gdzie wartosci zidentyfikowanych parametréw kinetycznych wynosza:
Tmax = 28,6 pg/min/mg, Kj = 4,5 mg/dm” i Kj = 0,62 mg/dm*.

Z rysunku 3 wynika, ze réwnanie to dobrze opisuje punkty doswiadczalne, szyb-
ko$¢ reakcji przechodzi przez ostre maksimum wynoszace r = 4,4 pg/min/mg przy
stezeniu Hg"+ ¢ = | mg/dm”, malejac do wartosci ponizej 0,5 pg/min/mg dla stezen
substratu powyzej 5 mg/dm”.

4. Dobor bioreaktora

Analizujac kinetyke biotransformacji rteci (rys. 4) z punktu widzenia inzynierii
bioreaktorowej mozna dojs¢ do wniosku, ze w zakresie niskich stezerh Hg2+, gdy
nie wystepuje Jeszcze inhibicja substratowa, najlepszym rozwigzaniem Jest zastoso-
wanie reaktora z przeptywem ttokowym, podczas gdy w obszarze wysokich stezen
powinno sie uzy¢ reaktora z idealnym wymieszaniem. Wiadomo, ze wydajnos¢ rze-
czywistych bioreaktoréw lezy pomiedzy warto$ciami wydajnosci tych reaktorow
idealnych, ale dziatanie bioreaktora ze statym ztozem Jest zblizone do reaktora ru-
rowego z przeptywem tlokowym, natomiast w bioreaktorze fluidatnym stopien wy-
mieszania Jest blizszy idealnemu wymieszaniu. W pracach laboratoryjnych nad za-
stosowaniem zaréwno bioreaktora ze statym ztozem unieruchomionych [8] bakterii
Jak i ztozem fluidalnym [15] potwierdzono skuteczno$¢ obu typéw bioreaktorow

Reaktor
0 przeptywie
ttokowym

Rys. 4. Dob6r typu bioreaktora w przypadku inhibicji substratowe;j.
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dziatajacych w sposob ciagly. Poréwnujac zmiany stezenia jondw Hg2+ na wylocie
z obydwu reaktoréw (rys. 5) mozna zauwazyc¢, ze w obu przypadkach stezenie
oscyluje wokot wartosci 50-60 pg/dm”, ktora odpowiada rozpuszczalnosci metalicz-
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Rys. 5. Zmiany stezenia Hg2+ w czasie na wyjsciu z bioreaktorow laboratoryjnych: a) bioreaktor ze
ztozem statym, b) bioreaktor ze ztozem fluidalnym.
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nej rteci Hy® w wodzie [16]. Zatem takiego minimalnego stezenia nalezy sie¢ spo-
dziewac na wyjsciu z kazdego typu bioreaktora, w ktérym produktem biotransfor-
macji Jest metaliczna rte€.

Kazdy z poréwnywalnych typow bioreaktora do biotransformacji rteci ma swoje
wady i zalety. Mimo ze stopienn konwersji w bioreaktorze fluidalnym jest nieco
wiekszy (99%) niz w reaktorze ze ztozem statym (98%), co zwigzane jest z usuwa-
niem produktu ze Srodowiska reakcji wskutek odparowania lotnej Hg® i nie ma po-
trzeby regeneracji ztoza, ktéra jest nieunikniona w reaktorze ze ztozem statym, do
dalszych prac rozwojowych, powiekszania skali i wdrozenia wybrano bardziej pro-
sty w konstrukcji i w obstudze oraz tanszy bioreaktor ze ztozem statym.

5. Instalacja pilotowa

Powiekszajac skale bioreaktora nie sposéb utrzymaé wartosci wszystkich
modutdéw podobienstwa na tym samym poziomie. Biorac pod uwage fakt, ze proces
biotransformacji jest stosunkowo szybka reakcja, aby zapewni¢ utrzymanie wysokiej
wydajnosci bioprocesu postanowiono zachowa¢ podobne obcigzenie hydrauliczne,
tj. 1-4 wymiany objetosci rektora w ciggu | godziny. W skali pilotowej zbudowano
reaktor o objetosci reakcyjnej | m™ (Srednica | m i wysoko$¢ 1,27 m) wypetnionej
czastkami pumeksu o wymiarach 4-6 mm, na ktdrych wytworzono btoneg biologiczng
zaszczepiajac to porowate zloze bakteriami z rodzaju Pseudomonas, wykazujgcymi
nadekspresje reduktazy rteciowej. Bakterie te immobilizowaty sie w naturalny spo-
s6b poprzez adsorpcje na nosniku pumeksowym i bioreaktor osiggnat petng aktyw-
nos¢ juz po 12 godzinach od zakonczenia inokulacji. Poréwnujac bioreaktor labora-
toryjny i techniczny nalezy zauwazy¢, ze nastgpit znaczacy wzrost objetosci - wie-
cej niz o 4 rzedy wielkosci (z 80 do 10" cm”), a w konsekwencji 20-krotny wzrost ob-
jetosciowego natezenia przeptywu w reaktorze pilotowym.

Schemat instalacji pilotowej, ktéra pozwalata na bioremediacje 100 m” $ciekow
w ciggu doby przedstawiono na rysunku 6. Oprdcz bioreaktora, z dodatkowo zain-
stalowanym bypossem, w skfad instalacji wchodzit neutralizator (wymagane pH = 7)
oraz filtr z weglem aktywnym, o objetosci 0,8 m” umieszczony na wyjsciu z bioreak-
tora. Instalacja ta, monitorowana on-line (temperatura, przewodnictwo, pH, poten-
cjat redox, POz), z mozliwoscia zdalnej regulacji pomp i zaworéw, zostata umiesz-
czona w mobilnym kontenerze. Przyktadowy wykres zmian stezenia jondw rteci na
wlocie i wylocie z instalacji pilotowej pracujgcej w Zaktadach Elektrochemicznych
w Ibbenbueren w Niemczech przedstawiono na rysunku 7. Mimo znacznych fluktu-
acji stezenia na wlocie do instalacji pomiedzy 2-10 mg Hg"+Zdm”, duzego fadunku
soli (50 g C17dm”) i chwilowych skokéw temperatury do 47°C, instalacja pracowata
przez 8 miesiecy, usuwajac 98% tadunku doptywajacej rteci (tj. ok. 29 kg rteci) ze
Sciekéw, o catkowitej objetosci ponad 7,5 tvs. m* i o Srednim stezeniu 4,8 mg
Hg2+/dm”,

108 PRACE PRZEGLADOWE



Mikrobiologiczna metoda usuwania rteci ze $Sciek6w

g\égséa Medium
Scieki
doptyw
Lh>4-0- wyptyw
Neutralizator Bioreaktor  Zbiornik buforowy Filtr weglowy

Rys. 6. Schemat ideowy instalacji pilotowe;j.

Nalezy zaznaczy¢, ze proces mikrobiologicznej redukcji rteci (11) wymaga ener-
gii, ktorg trzeba dostarczy¢ bakteriom w postaci zrodta wegla i tlenu. Do redukcji
50 pM Hg2+ (co odpowiada 10 mgHg"+Zdm”) potrzeba 5 pM glukozy (tj. ok.
I mg/dm”) i 30 pM tlenu (tj. ok. 0,1 mg/dm”). Mozna, zatem, oszacowa¢, niezbedne
zapotrzebowanie energetyczne drobnoustrojow do redukcji 10 mgHg +Zdm*, ktére
wyniesie w warunkach technicznych 83 mg sacharozyZdm” i okoto 6 mg tlenuZdm~.
Obnizenie p02 do poziomu \0% pozwala wcigz na 90% redukcje tadunku rteci, co
wskazuje na faktycznie nizsze zapotrzebowanie energetyczne procesu bioredukcji

Rys. 7. Wyniki eksperymentalne - stezenie rteci na wlocie i wylocie z instalacji pilotowe;j.

BIOTECHNOLOGIA 3 (66) 101-112 2004 109



Stanistaw Ledakowicz, Irene Wagner-Doebler, Wolf-Dieter Deckwer

jonéw rteci. Ciagte dozowanie pozywki wymaga zainstalowania dodatkowego
zbiornika zapasowego.

6. Charakterystyka procesu przemystowego

Od sierpnia 2000 r. w Zaktadach Chemicznych Spolchemie w Czechach dziata in-
stalacja oczyszczajaca z rteci Scieki wyptywajace z wytworni chloru i wodorotlenku
sodu. Aby zapewni¢ oczyszczenie SciekOw rowniez z rteci metalicznej, ktéra w po-
staci zdyspergowanych mikrokropelek w wodzie moze opuszcza¢ elektrolizer z ka-
toda rteciowg zastosowano dodatkowo wstepng obrébke utleniajaca. Podczas tej
operacji Scieki sg utleniane za pomocg NaOCI, dalej traktowane NaHSos i neutrali-
zowane z pH = 3 do pH = 7. Aby zapewni¢ staty doptyw $ciekdw z rtecig zamonto-
wano dodatkowy zbiornik buforowy, ktéry ponadto gromadzi nadmiar $ciekdw
z elektrolizy.

Dane procesowe tej instalacji zestawione sg w tabeli 2. Sposrod 130 kg rteci od-
zyskanej w ciagu roku okoto 85% znajdowato sie w bioreaktorze, a pozostata czesé
w filtrze z weglem aktywnym. Roczna emisja rteci z oczyszczonymi $ciekami wynosi
ponizej 1,3 kg. Mozna przypuszczaé, ze w filtrze z weglem aktywnym moga znajdo-
waé sie takze unieruchomione bakterie z ekspresja reduktazy rteciowej. To przy-
puszczenie nasuneto pomyst immobilizacji bakterii wykazujacych odpornosé na rte¢
na weglu aktywnym i zbadania dziatania takiego bioreaktora-adsorbera ze ztozem
wegla aktywnego, co jest tematem aktualnie prowadzonego projektu badawczego
KBN 4T09C 01325. Wegiel aktywny posiada znacznie wiekszg pojemnos¢ adsorpcyj-
na niz pumeks i odzysk zaadsorbowanej rteci metalicznej powinien by¢ tatwiejszy.
Planuje sie modyfikacje dotychczas funkcjonujacej instalacji poprzez zintegrowanie
procesu adsorpcji z biotransformacjg w jednym aparacie.

Tabela 1

Dane procesowe instalacji biomeK

Srednie stezenie Hg na wlocie 5 mg/l
Srednie stezenie Hg na wylocie < 50 yrgl1
Srednie obj. natezenie przephAvu 3 mVh
Strumien oczyszczonych $ciekow 25 000 mVr
Odzysk rteci 130 kglr
Wypltyw rteci z instalacji < 1,3 kglr

Zmnigjszenie stezenia rteci > 10%

Interesujgco wypada poréwnanie kosztoéw inwestycyjnych i eksploatacyjnych
omawianej instalacji ze stacja kolumn jonowymiennych, ktére sg dosy¢ powszech-
nie stosowane w zaktadach elektrochemicznych. W tabeli 3 przedstawiono wyniki
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takiego poréwnania dla objetosciowego natezenia przeptywu Sciekéw 70 000 m”/rok,
0 Srednim stezeniu 4 mg Hg"+Zdm”, przy uwzglednieniu wstepnej obrébki utle-
niajacej sciekdw. Z tabeli 3 wynika, ze w obu kategoriach koszty mikrobiologicznej
redukcji rteci stanowia mniej niz potowe kosztow instalacji wymiany jonowej,
a koszt usuniecia 1 kg rteci wynosi 760 € w poréwnaniu z *1600 €/kg rteci dla wymia-
ny jonowej.

Tabela 3
Poréwnanie ekonomiczne proceséw usuwania rteci
Proces Koszt catkowiW Amortyzacja Koszt eksploatacji Koszt 1 kg Hg usunietej
€) (€/rok) (€lrok) €)
wymiana jonowa 1,4 Mio 238,000 216,000 1,600
biomeR 0,5 Mio 93,000 120,000 760

7. Podsumowanie

Mozna wymieni¢ nastepujace zalety omawianej technologii:

- niskie koszty inwestycyjne,

- niewielkie zuzycie chemikalidw,

- brak stosowania toksycznych zwigzkow,

- niskie zuzycie energii,

- wysoka jednostkowa wydajnos¢,

- odpornos¢ na fluktuacje stezen wlotowych rteci, soli i temperatury,

- mozliwos¢ odzysku rteci metalicznej.

Generalnie mozna stwierdzi¢, ze opracowana i wdrozona do przemystu techno-
logia mikrobiologicznego usuwania rteci ze sciekdw jest procesem przyjaznym dla
Srodowiska i ma szanse dalszego rozpowszechnienia. Aktualnie zgtoszony zostat
w ramach tzw. akcji wspierajgcych {specific support action) projekt finansowany przez
Unie Europejska pod akronimem Biomercury, ktdrego zadaniem jest m.in. rozpo-
wszechnianie zastosowania biotechnologii do bioremediacji terenéw skazonych
rtecig i transfer wiedzy i technologii do tych krajow, gdzie wystepujg skazone rtecig
Srodowiska.

Podziekowanie

Cze$¢ badan wykonano w ramach projektu badawczego 4 T09 C 01325.
Autorzy dziekujg pani mgr inz. K. Zakrzewskiej za pomoc w wykonaniu rysunkow.
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