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USUWANIE KWASOW HALOGENOOCTOWYCH Z WODY
W BIOREAKTORZE Z ENZYMATYCZNA MEMBRANA
ULTRAFILTRACYJNA

Streszczenie. W pracy przedstawiono wyniki badan mozliwosci usuwania mieszaniny kwasow
halogenooctowych z uzdatnianej wody w reaktorze z enzymatyczng membrang ultrafiltracyjna.
W procesie immobilizacji jako nosnikow uzywano poliakrylonitrylowych membran ptaskich,
modyfikowanych wodzianem hydrazyny i aldehydem glutarowym. Nadawa w procesie biodegra-
dacji byt wodny roztwér mieszaniny pigciu HAA o stezeniu 1 mg/dm® kazdego z nich. Po 6 h
trwania procesu z zastosowaniem optymalnych, wyznaczonych eksperymentalnie parametrow
operacyjnych calkowicie usunigto wszystkie kwasy.

Stowa kluczowe: kwasy halogenooctowe, immobilizacja, biodegradacja, enzymatyczne membra-
ny ultrafiltracyjne

Wstep

Kwasy halogenooctowe (HAA) sa grupa ubocznych produktow dezynfekcji wody,
istotng z punktu widzenia jej waloré6w zdrowotnych. Powstaja one w wyniku przemian
prekursorow HAA (glownie substancji humusowych) zachodzacych pod wpltywem
chloru. Wéréd powstajacych w procesie dezynfekcji wody kwaséw halogenooctowych
wyrdzni¢ mozna kwasy: chlorooctowy (MCAA), bromooctowy (MBAA), dichlorooc-
towy (DCAA), trichlorooctowy (TCAA), dibromooctowy (DBAA) i inne. Amerykanska
Agencja Ochrony Srodowiska (USEPA) ustanowita dopuszczalng warto$é stezenia dla
sumy pieciu kwasow HAA, tj. kwasow MCAA, DCAA, TCAA, MBAA, DBAA na 60
mg/m’. W przyszlosci jednak przewiduje si¢ obnizenie tej wartosci do 30 mg/m’ ze
wzgledu na zagrozenie zdrowia ludzi i zwierzat substancjami rakotworczymi, za ktore
uznano HAA. Wytyczne WHO dotyczace jakosci wody do picia okreslaja zalecane
dopuszczalne stezenia kwasu dichlorooctowego do 50 mg/m’ i kwasu trichlorooctowe-
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go do 100 mg/m’. Polskie Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 29 marca 2007 roku
w sprawie warunkow, jakim powinna odpowiada¢ woda do picia i na potrzeby gospo-
darcze (ROZPORZADZENIE... 2007) odnosi si¢ tylko do jednego kwasu — monochlorooc-
towego. Najwicksze dopuszczalne stezenie tego kwasu moze wynosi¢ 30 mg/m’. Na
podstawie wynikoéw badan zawartos§ci HAA w wodzie Jeziora Zegrzynskiego, w Wodo-
ciggu Polnocnym oraz w wodzie pitnej w Warszawie dowiedziono, ze zmiany procesu
oczyszczania mogg spowodowaé zmniejszenie ilosci powstajacych HAA. Stwierdzono,
ze istnieje zalezno§¢ powstawania kwasow halogenooctowych od st¢zen organicznych
prekursorow HAA. Zaobserwowano rowniez duza korelacj¢ migdzy iloScig powstaja-
cych HAA a temperatura wody. W zimie stezenie kwasow HAA bylo bardzo male,
natomiast w miesigcach letnich, kiedy temperatura powietrza przekraczata 24°C, steze-
nia HAA byly wysokie (UBOCZNE... 2002). Zaobserwowano rowniez duza zgodno$¢
miedzy stezeniami kwasoéw halogenooctowych a stezeniami trihalometanow. Swiadczy
to o istnieniu tych samych powodow powstawania THM i HAA. Obecnie obserwuje si¢
ogolnoswiatowa tendencj¢ do eliminowania chloru w procesach uzdatniania wody
i zastgpowania go ozonem lub dwutlenkiem chloru, co znacznie zmniejsza ilo$¢ powsta-
jacych kwasow HAA.

Badania miaty okresli¢ mozliwo$¢ usuwania kwasow halogenooctowych z uzdatnia-
nej wody w reaktorze z enzymatyczng membrang ultrafiltracyjng. Proces ultrafiltracyj-
nej biodegradacji, oparty na membranach z unieruchomionymi biatkami aktywnymi,
przebiega bowiem w temperaturze otoczenia, charakteryzuje si¢ niska energochtonno-
$cig 1 niewielkimi kosztami eksploatacyjnymi. Pozwala na zmniejszenie st¢zenia sub-
stancji toksycznych w miejscu ich powstawania do warto$ci dopuszczalnych i umozli-
wia doczyszczanie uzdatnianej wody w procesie ultrafiltracji.

Material i metody

Badania prowadzono w reaktorze typu S-76-400 firmy Nuclepore, o pojemnosci
500 cm’, zaopatrzonym w mieszadto magnetyczne, pozwalajacym na prace z membrang
o powierzchni 38,5 cm’.

Zakres pracy obejmowat:

— wytworzenie z poliakrylonitrylu metodg inwersji faz ptaskich membran ultrafil-
tracyjnych, ktore stosowane byly jako nosniki (suporty) w procesie immobiliza-
cji enzymow,

—  okreslenie wlasciwos$ci transportowo-separacyjnych otrzymanych membran,

— modyfikacje¢ chemiczng membran obojetnych,

— unieruchomienie enzyméw na powierzchni zmodyfikowanych membran za po-
mocg wigzania kowalencyjnego,

— okreslenie wlasnosci transportowo-separacyjnych membran enzymatycznych,

— ocen¢ przydatnosci wytworzonych membran enzymatycznych w procesie ultra-
filtracyjnej biodegradacji roztworu kwaséw halogenooctowych.

Do izolacji frakcji enzymow rozktadajacych kwasy halogenooctowe uzyto szczepodw
bakterii wyodrebnionych z mieszanej populacji drobnoustrojow osadu czynnego uzy-
skanego na drodze transformacji osadow organicznych po fermentacji metanowe;.
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Adaptacje drobnoustrojéw prowadzono przez 30 dni, zasilajagc hodowle wzrastajacymi
dawkami HAA.

Dominujacymi w populacji rodzajami bakterii byly: Acinetobacter, Arthrobacter,
Pseudomonas oraz Bacillius. Wszystkie szczepy uzyte w badaniach adaptowano do
degradacji 0,005 g/dm® wybranych kwaséw. Frakcje enzymatyczne izolowane byty
metoda Hagemanna (PAWLIKOWSKA 1 IN. 1985).

Aby trwale zwigza¢ komorki z powierzchnig membrany, oboj¢tne suporty poddano
procesowi modyfikacji chemicznej. W tym celu przez membrang¢ obojetng filtrowano
15% roztwor wodzianu hydrazyny (H,NNH, -H,0), po czym zostaly one przemyte woda
dejonizowana. Kolejnym etapem byta filtracja 100 cm’® 5% roztworu aldehydu glutaro-
wego (CHO(CH,);CHO) oraz ponowne przemycie woda dejonizowang (WANG i IN.
2009). Immobilizacje biatek aktywnych na zmodyfikowanych chemicznie membranach
obojetnych uzyskano dzigki dwukrotnej filtracji przez nie 250 cm® wodnego roztworu
biatka aktywnego przy cisnieniu 0,05 MPa oraz intensywnos$ci mieszania 50 obr/min.

Wiasnosci transportowe membran obojetnych i enzymatycznych okres§lano, wyzna-
czajac zalezno$¢ objetosciowego strumienia permeatu od ci$nienia transmembranowe-
go. W tym celu filtrowano przez nic wod¢ dejonizowana, stosujagc ci$nienie transmem-
branowe zmieniane w zakresie od 0,05 do 0,25 MPa. Obj¢tosciowy strumien permeatu
(J,) obliczano ze wzoru:

gdzie:
J, — objetosciowy strumief permeatu (m*/m’-s),
V, — objetosé permeatu (m?),
s — powierzchnia membrany (m?),
t —czas(s).

Wiasnosci separacyjne membran (obojetnych i enzymatycznych) zostaly wyznaczo-
ne na podstawie wynikow otrzymanych podczas testowania ich roztworem dekstranu
oraz wodnym roztworem mieszaniny pi¢ciu kwaséw halogenooctowych, a mianowicie:
monochlorooctwego, dichlorooctowego, trichlorooctowego, monobromooctowego
i dibromooctowego. Stezenie kazdego z nich wynosito 1 mg/dm?®. Podobnie jak w testa-
cji wodg dejonizowana, stosowano zmienne ci$nienie transmembranowe (od 0,05 do
0,25 MPa) i obliczano obje¢tosciowy strumien permeatu. Stwierdzono, ze membrany
obojetne nie zatrzymywaty zadnego z kwasow, czyli wspotezynniki retencji HAA wy-
nosity zero.

Wodny roztwor dekstranu o nominalnej masie czasteczkowej 200 000 Da i stezeniu
5 g/dm’ filtrowano przez membrany przy ci§nieniu 0,15 MPa oraz predkosci mieszania
100 obr/min. Odbierano 10% nadawy, oznaczajac w permeacie i retentacie udziaty
poszczegoblnych mas czasteczkowych dekstranu przy pomocy chromatografu zelowego.
Na podstawie zarejestrowanych chromatogramow obliczano zawarto$¢ dekstranu
w poszczegblnych przedziatach mas czasteczkowych, na ktore podzielono caty strumien
nadawy i permeatu. Wspotczynniki retencji dekstranu obliczano z zaleznoSci:
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G
R=|1-—-100%
C
gdzie:
C, — stezenie skladnika w permeacie,
C, — stezenie sktadnika w nadawie.

Obliczone wartosci wspotczynnikow retencji pozwolity na wyznaczenie przepusz-
czalnoéci granicznej (cut-off) badanych membran.

Wiasno$ci transportowo-separacyjne membran enzymatycznych okre§lano w taki
sam sposob, jak w wypadku membran obojetnych, wyznaczajac zaleznosci objgtoscio-
wego strumienia permeatu (dla wody dejonizowanej i roztworu kwaséw) od ci$nienia
transmembranowego. Dodatkowo, w oparciu o otrzymane st¢zenia poszczegdlnych
kwasé6w w strumieniach ultrafiltracyjnych, obliczano stopien ich biodegradacji (B,)
zgodnie z rownaniem:

1-(c, v, +c,-v,)
c, V,-100%

y =

gdzie:
B, — stopien biodegradacji ksenobiotyku (%),
C, — stezenie ksenobiotyku w permeacie (mol/dm?®),
C, — stezenie ksenobiotyku w nadawie (mol/dm’),
C, — stezenie ksenobiotyku w retentacie (mol/dm’),
¥V, — objetos$¢ permeatu (dm’),
¥, — objetosé nadawy (dm?),
V, — objetosé retentatu (dm’).

Poniewaz ci$nienie transmembranowe oraz szybko$¢ obrotow mieszadla maja
wplyw na czas kontaktu ksenobiotykow z biokatalizatorem, okreslono réwniez najko-
rzystniejsze wartosci tych parametrow operacyjnych procesu ultrafiltracyjnej biodegra-
dacji HAA. Przy ich zastosowaniu wydajnos¢ procesu membranowego i efektywnos¢
usuwania HAA byly najwicksze.

St¢zenie biatka aktywnego oznaczano kolorymetryczng metoda Bradforda, polega-
jaca na barwnej reakcji biatka z odczynnikiem Bio-Rad-Protein-Assay. Korzystano ze
spektrofotometru UV VIS Cary 50 (Varian). Aktywno$¢ membran enzymatycznych
okreslano, filtrujac przez nie w temperaturze 298 K, w czasie 10 minut, roztwor mie-
szaniny kwasow o stezeniu 0,1 mg/dm’. Cisnienie transmembranowe wynosito
0,1 MPa, a intensywno$¢ mieszania — 50 obr/min. Nast¢pnie w nadawie, permeacie
i retentacie oznaczano st¢zenie kwasow i na tej podstawie okreslano ilo$¢ roztozonego
w tym czasie kazdego z nich. Analizg jako$ciowo-ilosciowa kwaséw halogenooctowych
prowadzono przy uzyciu chromatografu GC-MS (model Saturn 2100 T firmy Varian)
wyposazonego w kolumng SLB™-5ms firmy Supleco. Temperature pieca chromatogra-
ficznego podczas analizy programowano w zakresie od 40 do 210°C. Pozostate parame-
try temperaturowe byly nastepujace: dozownik typu Split/Splitless — 210°C, putapka
jonowa i zrédlo jonéw — 200°C. Analiz¢ ilosciowa prowadzono na podstawie metody
FS (full scan) w zakresie mas od 50 do 250 a.m.u. Procedura przygotowania proby
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wodnej byla adaptacja metody US EPA 552.2 i obejmowala dwa zasadnicze etapy:
ekstrakcje zwigzkoOw z uzyciem eteru tert-butylometylowego (MTBE) oraz ich upo-
chadnianie do estrow metylowych.

Wyniki

Na rysunku 1 przedstawiono krzywe obrazujace zaleznos¢ objetosciowego strumie-
nia permeatu od cisnienia transmembranowego wyznaczone dla membran obojetnych
i enzymatycznych. We wszystkich membranach wraz ze wzrostem cis$nienia transmem-
branowego wzrastala warto$¢ objgtoSciowego strumienia permeatu. W membranach
enzymatycznych warto$¢ J,, w pordwnaniu z podobng zalezno$cig otrzymang podczas
testacji membran obojetnych, nieznaczne si¢ obnizyta (Srednio o 3,5% dla wszystkich
membran).

81 —8— PAN-17
—A— PAN-17,5
—<— PAN-18
—e— PAN-17E

61 —+— PAN-17,5E

—=—PAN-18E

Jy x 10 (m¥m?-s)
S

0 : : : : | !
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Cisnienie transmembranowe (MPa)

Rys. 1. Zalezno$¢ objetosciowego strumienia permeatu od ci$nienia
dla membran oboj¢tnych i enzymatycznych; nadawa: roztwor mie-
szaniny kwasow

Fig. 1. The dependence of volume permeate flux on transmembrane
pressure for the neutral end enzymatic membranes; filtration medium:
the HAA solution

Wyniki obrazujgce ilo$¢ unieruchomionego biatka oraz aktywno$¢ otrzymanych
membran enzymatycznych przedstawiono w tabeli 1. Najwigcej biatka (20,7 mg) udato
si¢ zwigza¢ z membrang PAN-17,5E i ta tez membrana charakteryzowata si¢ najwyzsza
aktywnoscig enzymatyczng.

Na podstawie wynikow zdecydowano, ze dalsze badania (okreslenie najbardziej
efektywnych parametrow procesu ultrafiltracyjnej biodegradacji) zostang prowadzone
z wykorzystaniem membrany PAN-17,5E, charakteryzowala si¢ ona bowiem najwyzsza
aktywnoscig enzymatyczng oraz zadowalajacymi wlasnos$ciami transportowo-separa-
cyjnymi.
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Tabela 1. Ilo$¢ unieruchomionego biatka oraz aktywno$¢ membran enzymatycznych
Table 1. Enzymatic activity of the immobilized membrane

Tlos¢ Aktywnosé membrzany
Membrana unierulc;}il;rknaionego (mmol kwasu na 10 min na 1 cm” pow. membrany)
(mg) MCAA DCAA TCAA MBAA DBAA
PAN-17E 20,1 0,0343 0,0345 0,0344 0,0348 0,0342
PAN-17,5E 20,7 0,0351 0,0352 0,0352 0,0356 0,0348
PAN-18E 19,8 0,0332 0,0334 0,0331 0,0340 0,0330

Dzigki wynikom uzyskanym podczas filtracji roztworu dekstranu przez membrany
PAN-17,5E i PAN-17,5 (na podstawie zalezno$ci wspotczynnika retencji od masy cza-
steczkowej dekstranu) wyznaczono ich cut-off. Dla PAN-17,5E wyniost on 13,4 kDa,
a dla membrany obojetnej PAN-17,5 — 189 kDa.

Aby wyznaczy¢ najkorzystniejsze parametry prowadzenia procesu ultrafiltracyjne;
biodegradacji HAA (ci$nienia transmembranowego oraz intensywnosci mieszania na-
dawy), przez membran¢ PAN-17,5E filtrowano roztwor mieszaniny kwasow, zmienia-
jac cisnienie transmembranowe od 0,05 do 0,2 MPa dla réznych szybkosci obrotow
mieszadta (od 20 do 200 obr/min.). Otrzymane zaleznosci (na przykladzie kwasu di-
chlorooctowego — w pozostatych kwasach otrzymane wartosci byly podobne) przedsta-
wiono na rysunku 2. Wynika z nich, ze ci$nienie, przy ktorym nastgpit najwyzszy sto-
pien usunigcia kwasoéw, to 0,1 MPa, a intensywno$¢ mieszania — 50 obr/min. Podobne
zalezno$ci uzyskano dla pozostatych kwasow znajdujacych si¢ w mieszaninie. Wyzna-
czone parametry pozwolily na uzyskanie najwickszego stopnia biodegradacji HAA,
ksztattujacego si¢ na poziomie 20,4%. Niewiele mniejszy stopien usunigcia uzyskano
dla tego samego ci$nienia, lecz dla intensywnos$ci mieszania wynoszacej 100 obr/min.
Wynosit on 18,7%. Podczas stosowania intensywnos$ci mieszania wynoszacej 150
obr/min. stopien ten byt juz o 4,7% nizszy od poprzedniego, a B, wynoszacy tylko
9,9%, uzyskano dla najwickszej intensywno$ci mieszania wynoszacej 200 obr/min. Tak
mala warto$¢ B, moze by¢ wynikiem zbyt krotkiego kontaktu czastek ksenobiotykow
z biokatalizatorem oraz cz¢sciowym uszkadzaniem struktury czasteczek biatka aktyw-
nego unieruchomionego na powierzchni membrany, a co za tym idzie nizsza aktywno-
$cig enzymatyczng stosowanej membrany. Z rysunku 2 wynika rowniez, ze najwickszy
stopien biodegradacji kwasu dichlorooctowego uzyskano przy szybkosci mieszania
wynoszacej 50 obr/min dla kazdego ze stosowanych cisnien transmembranowych. Naj-
wigkszy stopien biodegradacji uzyskano dla ci$nienia 0,1 MPa — wynosit on 18,7%.
Przy cisnieniu 0,15 MPa stopien usunig¢cia kwasu byt o 2,4% nizszy. Warto$¢ B,, wyno-
szaca 16,3%, uzyskano dla najmniejszego przytozonego ci$nienia transmembranowego
(0,05 MPa), najnizszy stopien biodegradacji ksenobiotyku za$, przy intensywnosci
mieszania wynoszacym 50 obr/min., otrzymano dla najwigkszego z ci$nien, wynosza-
cego 0,2 MPa.

Na stopien usuni¢cia kwasu wpltyw ma przede wszystkim czas kontaktu ksenobioty-
kéw z enzymem, czyli czas prowadzenia procesu filtracji. Filtracj¢ wodnego roztworu



7

Kowalska M., Dudziak M., Bohdziewicz J., 2011. Usuwanie kwaséw halogenooctowych z wody w bioreaktorze
z enzymatyczng membrang ultrafiltracyjna. Nauka Przyr. Technol. 5, 4, #37.

d7 —O— 20 obr/min
—H&— 50 obr/min
—4— 100 obr/min
20+ —<— 150 obr/min
—*— 200 obr/min
= 156+
X
=
4]
10 -
5 i
0 . . . . |

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Cisnienie transmembranowe (MPa)

Rys. 2. Zalezno$¢ stopnia biodegradacji HAA (na przyktadzie DCAA)
na membranie PAN-17,5E od ci$nienia transmembranowego i inten-
sywnosci mieszania

Fig. 2. Dependence of the biodegradation degree of HAA (for exam-
ple DCAA) on the transmembrane pressure and on the stiring intensity
for enzymatic membrane PAN-17,5E

HAA przez membrang PAN-17,5E prowadzono w czasie 6 h przy zastosowaniu wyzna-
czonych wczes$niej najkorzystniejszych parametréw procesowych, oznaczajac stopien
biodegradacji poszczegdlnych kwaséw w potgodzinnych odstepach czasu. Po trzech
godzinach procesu catkowicie usuni¢to kwas dibromooctowy, a po czterech — dichlo-
roctowy. Po kolejnej godzinie biodegradacji calkowicie ulegly: kwas monochloroocto-
wy 1 trichlorooctowy, a po sze$ciu godzinach ostatni z kwaséw — dibromooctowy. Wraz
z czasem prowadzenia filtracji nieznacznie zmieniat si¢ objgtosciowy strumien permea-
tu3 Srfdnia warto$é J,, ktora uzyskano podczas prowadzenia procesu, wynosita 3,8-107
m/m”s.

Dyskusja

Badania prowadzono w ramach projektu badawczego finansowanego przez KBN
i byly one kontynuacja prowadzonych prac wczesniej. Poprzednio procesowi ultrafiltra-
cyjnej biodegradacji poddawano roztwory pojedynczych kwaséw halogenooctowych
(KOWALSKA i BOHDZIEWICZ 2010) i uzyskiwano wowczas zblizone do siebie wyniki
dla wszystkich pigciu kwaséw: podobna aktywno§¢ membran enzymatycznych i czas
catkowitego usunigcia ksenobiotyku. Prowadzac badania, nie spodziewano si¢ takiej
réznicy w czasie usuni¢cia migdzy poszczegolnymi kwasami. Wyjasnienie tego bedzie
tematem kolejnych badan. Poniewaz w literaturze nie ma opisu podobnych badan, auto-
rzy nie mogg skonfrontowac¢ wynikow.
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Whioski

1. Istnieje mozliwo$¢ prowadzenia procesu ultrafiltracyjnej biodegradacji mieszani-
ny kwaséw halogenooctowych w bioreaktorze z enzymatyczng membrang poliakryloni-
trylowa.

2. Najkorzystniejszymi, wyznaczonymi doswiadczalnie parametrami operacyjnymi
procesu ultrafiltracyjnej biodegradacji roztworu wybranych pieciu HAA byly: ci$nienie
transmembranowe — 0,1 MPa oraz intensywnos$¢ mieszania — 50 obr/min.

3. Prowadzenie ultrafiltracyjnej biodegradacji z zastosowaniem optymalnych para-
metréw operacyjnych procesu po szesciu godzinach pozwolito na calkowite usunigcie
wszystkich kwasow.
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REMOVAL OF HALOGENOACETIC ACIDS BY MEANS
OF ULTRAFILTRATION WITH THE USE OF ENZYMATIC MEMBRANE

Summary. The immobilization of enzymes on ultrafiltration flat membranes made from polyac-
rylonitryle modified with hydrazine hydrate and glutaraldehyde and their application to the re-
moved mixture of five halogenacetic acids was examined. The solution contained 1 mg/dm’® of
each acid. The experiment, during which 100% of xenobiotics was removed, lasted 6 hours and
was carried out under experimentally determined conditions.

Key words: halogenacetic acids, immobilization, biodegradation, ultrafiltration enzymatic mem-
branes
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