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Haloacetic acids (HAA) are produced mainly during chlorination of water containing their
precursors. According to US EPA regulations the total concentration of five HAA (mo-
nochloro- dichloro-, trichloro-, monobromo- and dibromoacetic acid) must not exceed 60
mg/m°. However it is planned to reduce the permissible concentration of HAA in water up
to 30 mg/m according to their cancerogenic effect on humans and animals. The article
presents results obtained during the studies of removal of HAA from water with ultrafiltra-
tion biodegradation process. Membranes with enzymes immobilized on their surface are
applied in the process which is operated in the room temperature and characterized with
low energy consumption and exploitation costs. Such a water treatment solution enables
both, the decrease of HAA concentration to the permissible value and polishing of the
treated water via ultrafiltration. The studies were carried out in the reactor equipped with
polyamide capillary ultrafiltration membranes on the surface of which enzymes decaying
haloacetic acids were immobilized. Those enzymes were isolated from bacterial strains
separated from the activated sludge mixture adapted for HAA degradation. The dominant
strains in bacteria populations were: Acinetobacter, Arthobacter, Pseudomonas and
Bacillius. The feed introduced to the treatment process was the simulated water solution
of five haloacetic acids (MCAA, DCAA TCAA, MBAA, DBAA) in which concentration of
every acid was equal to 1 mg/dm Membranes separation area was equal to 47 cm?.
During the filtration of acids solution through enzymatic membranes the dependence of
volumetric permeate flux on transmembrane pressure was determined. Additionally,
basing on the concentration of xenobiotics in ultrafiltration process streams the degree of
degradation of HAA was determined. Obtained results allowed to establish optimal
parameters of ultrafiltration biodegradation process i.e. pressure — 0.075 MPa and linear
feed flow rate — 0.75 m/s. Such operation conditions enabled the highest process capaci-
ty and the most effective removal of HAA. After 3 hours of the process run the total
removal of monochloroacetic acid and monobromoacetic acid was obtained and in the
next hour the rest of investigated acids was decayed. The capacity of the process was
constantly monitored and no change of volumetric permeate flux was observed.
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1. Wprowadzenie

Kwasy halogenooctowe (HAA) sg po trihalometanach (THM) druga grupa ubocz-
nych produktéow dezynfekcji wody, istotng z punktu widzenia zdrowotnych walorow
wody do picia. Powstajg one w wyniku przemian zachodzacych pod wptywem dziatania
chloru na zwiazki organiczne wystgpujace w wodzie, okreslane prekursorami HAA
(gtownie substancji humusowych).

Wsrdéd powstajacych w procesie dezynfekceji wody kwasow halogenooctowych wy-
r6zni¢ mozna: kwas chlorooctowy CH,CICOOH (MCAA), bromooctowy CH,BrCOOH
(MBAA), dichlorooctowy CHCL,COOH (DCAA), trichlorooctowy (CCl3,COOH -
TCAA), dibromooctowy (CHBr,COOH — DBAA) i inne.

Na skutek prowadzonych badan dowiedziono, ze wystepujace w wodzie przeznaczo-
nej do picia kwasy halogenooctowe sa szkodliwe dla ludzi i zwierzat. Niektore z nich,
takie jak kwas dichlorooctowy i trichlorooctowy uznane zostaty za rakotworcze. Stwier-
dzono, ze kwas dichlorooctowy powoduje neuropati¢, zmniejszenie masy ciala oraz
powstawanie nowotworéw watroby [4, 8, 10, 17].

W zwiazku z tym, w wielu krajach wprowadza si¢ systematyczne pomiary zawarto-
sci kwasow halogenooctowych w wodzie do picia, podczas trwania procesu jej uzdatnia-
nia oraz wprowadza si¢ normy limitujace dopuszczalne st¢zenie HAA w wodzie pitne;.

Amerykanska Agencja Ochrony Srodowiska (USEPA) obecnie ustanowita dopusz-
czalng warto$¢ stezenia dla sumy pigciu kwasow HAA, tj. kwasé6w monochlorooctowe-
go, dichlorooctowego, trichloroctowego, monobromooctowego i dibromooctowego jako
60 mg/m’.Przewiduje si¢ jednak, ze w przyszlosci nastapi obnizenie tej wartosci do
30 mg/m’, ze wzgledu na zagrozenie zdrowia ludzi i zwierzat substancjami rakotwor-
czymi, za ktore uznano HAA.

Wytyczne Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) okre$laja zalecane dopuszczalne
stezenia w wodzie pitnej kwasu dichlorooctowego do 50 mg/m’ i kwasu trichloroocto-
wego do 100 mg/m’[14].

W polskich wymaganiach stawianych wodzie przeznaczonej do spozycia przez ludzi,
kwasy halogenooctowe obecnie nie sg uwzglgdnione, cho¢ jeszcze w Rozporzadzeniu
Ministra Zdrowia z dnia 29 marca 2007 r. w sprawie warunkow jakim powinna odpo-
wiada¢ woda do picia i na potrzeby gospodarcze (Dz.U. 2007 nr 61 poz. 417), ograni-
czano stezenie kwasu monochlorooctowego do 30 mg/m’[12].

Na podstawie wynikéw badan zawartosci kwasow HAA w wodzie Jeziora Zegrzyn-
skiego, w procesie oczyszczania w Wodociggu Polocnym oraz w wodzie pitnej
w Warszawie, dowiedziono ze zmiany procesu oczyszczania moga spowodowaé zmniej-
szenie ilosci powstajacych HAA. Stwierdzono, ze istnieje zaleznos¢ powstawania
kwasoéw halogenooctowych od stezen ich organicznych prekursorow. Zaobserwowano
rowniez duza korelacje pomiedzy iloscia powstajacych HAA, a temperaturg wody.
W okresie zimy, w niskich temperaturach stezenie kwasow halogenooctowych byto
bardzo mate, natomiast duze st¢zenia HAA wystapily w wysokich temperaturach wody
(w miesigcach letnich).

Zaobserwowano rowniez duza zgodnos¢ migdzy stezeniami kwasow halogenoocto-
wych a stezeniami trihalometandw. Swiadczy to o istnieniu tych samych powodow
powstawania THM i HAA. Stwierdzono réwniez, iz gotowanie wody nie pozwala na
usuni¢cie kwasow halogenooctowych w tak wysokim stopniu, jak w przypadku trihalo-
metanow.
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Obecnie obserwuje si¢ ogolnoswiatowg tendencje do eliminowania chloru z proce-
sOw uzdatniania wody i zastgpowania go ozonem lub dwutlenkiem chloru, co znacznie
zmniejsza ilo$¢ powstajacych HAA [1, 8, 13].

Zgodnie z terminologia Europejskiego Towarzystwa Membranowego z roku 1984
»~membrana odgrywa rol¢ selektywnej bariery w transporcie masy, a separacja zostaje
osiagnigta dzigki roznicy w szybkosci transportu oddzielanych substancji.”. Zatezanie,
oczyszczanie czy frakcjonowanie to mozliwosci, ktére daja procesy wykorzystujace
techniki membranowe. Podczas separacji na membranach, filtrowaniu poddawane sa
glownie ciecze o duzej zawartos$ci sktadnikdw i réznym stopniu dyspersji. Filtracja
surowca (nadawy) prowadzi do powstania strumienia permeatu (odcieku) ztozonego
z wody 1 substancji przenikajacych przez membrane oraz retentatu (koncentratu), ktore-
go strumien zawiera sktadniki tworzace permeat i te zatrzymane przez membrang.

Jedna z wazniejszych zalet technik membranowych jest mate zuzycie energii, ktore
wynosi od polowy do jednej trzeciej czesci energii zuzytej] w metodzie destylacyjne;.
Instalacje oparte na ultrafiltracji czy odwroconej osmozie wyrdznia prostota konstrukcji
oraz tatwos¢ obstugi, dodatkowo caly proces oczyszczania przy pomocy membran moze
by¢ zautomatyzowany, a obsluga ograniczona do kontroli pomp i ci$nienia membran oraz
stanu powierzchni membran. Techniki membranowe jako metody separacji znajduja
zastosowanie w technologiach oczyszczania odpadéw produkcyjnych, przyczyniaja si¢ do
recyrkulacji surowcoéw oraz wprowadzania czystych technologii, dodatkowo nie wymagaja
dawkowania chemikaliow, oraz nie powoduja transformacji zanieczyszczen. Woda
oczyszczona w procesach membranowych moze by¢ zawracana z powrotem do produkcji.

Podsumowujac, do gtéwnych zalet procesow membranowych mozna zaliczy¢:

— niskie zuzycie energii,

— brak wymogéw dawkowania chemikaliow,

— prowadzenie procesu w tagodnych warunkach srodowiskowych,

— ciagly sposdb separacji,

— mozliwos¢ tworzenia tzw. procesow hybrydowych taczacych procesy membranowe

z innymi procesami jednostkowymi,

— mozliwo$¢ wprowadzania systemu modutowego, utatwiajacego powigkszanie skali,
— moznos¢ stosowania ulepszen wlasnosci rozdzielczych membran podczas eksploata-
cji systemu.

Realizacja procesow membranowych wymaga odpowiednich konstrukcji aparaturo-
wych. Wazne jest, by podczas prowadzenia procesu uzyska¢ mozliwie duzy i stabilny
W czasie strumien permeatu o niskiej zawartosci sktadnika oddzielanego przez membrang.

Niestety, stosunkowo czesto pojawiaja si¢ trudnos$ci techniczne podczas stosowania
proces6w membranowych. Zalicza si¢ do nich:

— polaryzacje¢ stezeniowa,

— fouling i scaling membran,

— ograniczong wytrzymatos¢ chemiczng i termiczng membran (gléwnie polimerowych)
— ograniczong zywotnos$¢ i selektywno$¢ membran [3].

Jedna z nowatorskich metod usuwania kwaséw halogenooctowych z wody jest pro-
ces biodegradacji prowadzony w reaktorze z enzymatyczng membrang ultrafiltracyjna.
Pierwsze badania nad enzymatyczng degradacja kwaséw halogenooctowych siggaja lat
50-tych XX wieku. Ze wzgledu na duze mozliwosci zastosowan, badania te w dalszym
ciagu rozwijaja si¢ dynamicznie i do chwili obecnej znaleziono wiele mikroorganizméw
tlenowych i beztlenowych, wytwarzajacych enzymy katalizujace proces degradacji HAA
przebiegajacy wedtug r6znych mechanizméow.
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Membrany enzymatyczne charakteryzujg si¢ zarowno wlasciwosciami separacyjnymi
jak i aktywnoscig katalityczna, na ktorg ma wptyw rodzaj, ilos¢ i sposob unieruchomie-
nia biokatalizatora. Oprocz wielu korzysci, do ktorych naleza:

— wigksza odpornos¢ enzymoéw na dzialanie podwyzszonej temperatury, inhibitorow

i czynnikoéw chemicznych,

— latwiejsze oddzielenie produktow reakcji od biokatalizatora,

— otrzymywanie produktow o wigkszej czystosci,

— mozliwos¢ wielokrotnego uzycia enzymu,

— niskie koszty eksploatacyjne i obnizone zuzycie enzymow,

immobilizacja enzyméw wywoluje rowniez niestety efekty niepozadane, takie jak
zmniejszenie ich powinowactwa do substratu oraz obnizenie maksymalnej szybkosci
katalizowanej reakcji. Zjawiska te, wywotywane sa najczesciej trudnosciami sferyczny-
mi w dotarciu substratu do centrum aktywnego biatka. O wyborze sposobu immobiliza-
¢ji decyduje najczesciej konieczno$é zachowania jak najwyzszej aktywnosci katalitycz-
nej enzymu.

Najwazniejszymi z praktycznie stosowanych metod unieruchamiania bialek sa:
— adsorpcja na powierzchni nosnika polimerowego,
— kowalencyjne wigzanie z nosnikiem,
— zamykanie w porowatej strukturze membrany (inkluzja wewnatrz polimeru),
— kopolimeryzacja z nos$nikiem biatkowym
— przeprowadzanie ich w zel.

Ze wzgledu na wielkoczasteczkowy charakter enzymow, jak rowniez i niektorych
substratow oraz konieczno$¢ prowadzenia immobilizacji i katalizowanych procesow
biochemicznych w §rodowisku wodnym, nosniki stosowane do unieruchamiania biokata-
lizatoré6w powinny spetniaé nastepujace warunki:

— by¢ substancjami wielkoczasteczkowymi, wzglednie tworzy¢ z podtozem faze statg;
— charakteryzowac si¢ wlasciwosciami hydrofilowym;

— posiada¢ duzg porowatos¢;

— mie¢ grupy chemicznie aktywne lub nadajace si¢ do aktywacji;

— wykazywac stabilno$¢ chemiczng oraz duza wytrzymato$¢ mechaniczng i termiczna;
— by¢ nietoksyczne i odporne na biodegradacje;

— nie powodowaé dezaktywacji enzymu;

— mie¢ niskie koszty uzyskania.

Dotychczas nie udato si¢ jednak otrzymac nosnika, ktory spetniatby jednoczesnie
wszystkie te wymagania [9, 15, 16].

W membranowych reaktorach biokatalitycznych, praktyczne zastosowanie jako su-
porty do immobilizacji enzymow znajduja dotychczas najczgsciej] membrany otrzymy-
wane na bazie polimerow. Prowadzone sg rowniez badania nad wykorzystaniem do tego
celu membran nieorganicznych jako Ze sa one szczegdlnie trwatymi i aktywnymi nos$ni-
kami do immobilizacji biatek aktywnych, gléwnie za pomoca wigzan kowalencyjnych.
Mozna jednak zaryzykowaé stwierdzenie, iz stosowanie kosztownego sposobu immobi-
lizacji nietrwatego enzymu na wyjatkowo trwatej membranie jest mato ekonomiczne.
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Membrany polimerowe stosowane do immobilizacji enzymow sg wytwarzane w po-

staci roznych konfiguracji, a mianowicie jako:

— ptlaskie folie (arkusze i dyski), umieszczane w modutach ptytowo - ramowych;

— w ksztalcie rur o $rednicy > 10 mm i dlugosciach dochodzacych niejednokrotnie do
kilku metrow, pracujace w modutach rurowych;

— w postaci kapilar (Srednica 0,5 - 10 mm), umieszczane w plaszczu cylindrycznym

w formie pekow, tworzacych moduly kapilarne.

Kazda z wymienionych konfiguracji wykazuje szereg zalet i wad, a wigc wybor wia-
Sciwej powinien by¢ dokonywany w oparciu o dokladna analiz¢ przydatnosci oraz
kosztow eksploatacyjnych i inwestycyjnych. Dodatkowa role, odgrywa tu rowniez
gestos¢ upakowania membran. W modutach rurowych jest ona najmniejsza i osiaga
warto$é do 360 m*/m’, w ptytowo - ramowych 500-800 m%/m?, natomiast w reaktorach z
membranami kapilarnymi jest najwigksza i wynosi do kilku tysigcy m*m’. Stad,
w wigkszosci procesow biokatalitycznych najszersze zastosowanie znalazio to ostatnie
rozwigzanie, chociaz reaktory z membranami ptaskimi rowniez sa stosowane czesto,
glownie z uwagi na prosta budowe i fatwos¢ wymiany membran w modutach.

Znaczacy wplyw na efektywnos¢ procesu katalitycznego zachodzacego
w bioreaktorach membranowych ma rodzaj polimeru, z ktérego wytwarzana jest mem-
brana. Decyduje on o sposobie unieruchamiania biokatalizatoréw, powinowactwie
materialu membrany i substancji wystepujacych w filtrowanym roztworze, o jej wlasno-
$sciach hydrofilowych lub hydrofobowych, majacych wptyw na grubos$¢ strefy reakcyjnej
w membranie oraz szybko$ci zachodzacej reakcji biochemicznej.

Dzieki modyfikacji chemicznej i fizycznej mozna tatwo otrzymacé z no$nikow (mem-
bran) polimerowych nowe polimery z grupami reaktywnymi, posiadajace zadang struk-
ture fizyczng. Przykladem takiej modyfikacji jest metoda O-alkilowania stosowana
w prowadzonych badaniach [3, 5, 15, 16].

2. Celi zakres pracy

Celem pracy bylo otrzymanie ultrafiltracyjnych, poliamidowych membran kapilar-
nych z zaimmobilizowanymi na ich powierzchni enzymami zaadoptowanymi do rozkta-
du kwaséw halogenooctowych oraz okreslenie ich wlasnosci transportowo-
separacyjnych pod katem zastosowania do usuwania HAA z wody.

Membrany, bedace nosnikami (suportami) w procesie immobilizacji, powinny po-
zwala¢ na trwate zwigzanie biokatalizatora, dajac w efekcie membrany enzymatyczne,
charakteryzujace si¢ zardbwno korzystnymi wlasciwosciami separacyjnymi jak i aktyw-
noscig katalityczna, maksymalnie zblizong do aktywnosci enzymow w stanie natywnym.
Ponadto, proces immobilizacji nie powinien pogarszaé wlasnosci transportowych
1 wytrzymatosciowych obojetnych suportow.

Zakres pracy obejmowat:

— Wwyznaczenie wlasnosci transportowo-separacyjnych membran obojetnych;

— modyfikacj¢ chemiczng membran oboj¢tnych;

— unieruchomienie enzymow na powierzchni zmodyfikowanych membran za pomoca
wigzania kowalencyjnego;

— Wwyznaczenie wlasnosci transportowo-separacyjnych membran aktywnych;
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— oceng przydatno$ci wytworzonych membran enzymatycznych w procesie ultrafiltra-
cyjnej biodegradacji mieszaniny wybranych pigciu kwasow halogenooctowych
(MCAA, DCAA, TCAA, MBAA, DBAA).

Proces ultrafiltracyjnej biodegradacji, oparty na membranach z unieruchomionymi
bialkami aktywnymi przebiega w temperaturze otoczenia, charakteryzuje si¢ niska
energochtonnoscia 1 niewielkimi kosztami eksploatacyjnymi. Pozwala na obnizenie
stezenia substancji toksycznych w miejscu ich powstawania do wartosci dopuszczalnych
i umozliwia doczyszczanie uzdatnianej wody w procesie ultrafiltracji.

3. Aparatura i enzymy

Badania prowadzono z wykorzystaniem urzadzenia Labscale™ TFF System, pro-
dukcji firmy Millipore, ze zbiornikiem o pojemno$ci 500 cm’. Zastosowano modut
poliamidowych ultrafiltracyjnych membran kapilarnych o powierzchni 47 cm?.

Do izolacji frakcji enzymow rozktadajacych kwasy halogenooctowe uzyto szczepow
bakterii wyodrebnionych z mieszanej populacji drobnoustrojéow osadu czynnego uzyska-
nego na drodze transformacji osadow organicznych po fermentacji metanowej. Adapta-
cj¢ drobnoustrojow prowadzono zasilajac hodowle wzrastajacymi dawkami HAA.

Dominujacymi w populacji rodzajami bakterii byly: Acinetobacte, Arthrobacter,
Pseudomonas i Bacillius. Wszystkie szczepy uzyte w badaniach adaptowano do degra-
dacji 5 mg/dm’ kazdego z kwasow. Frakcje enzymatyczne byly izolowane metoda
Hagemanna [12].

4. Metodyka badan

Wiasnosci transportowo-separacyjne membran okreslano filtrujac przez nie roztwor
mieszaniny kwasow, jednoczes$nie wyznaczajac zaleznosci objetosciowego strumienia
permeatu (Jy) od ci$nienia transmembranowego i liniowej predko$ci przeplywu nadawy,
a w oparciu o obliczone stgzenia ksenobiotykdw w poszczegoélnych strumieniach ultrafil-
tracyjnych okreslano stopien biodegradacji HAA (B4). Nadawg w procesie biodegradacji
stanowitl wodny roztwor mieszaniny pi¢ciu kwasow: monochlorooctowego (MCAA),
dichlorooctowego (DCAA), trichlorooctowego (TCAA), monobromooctowego (MBAA)
i dibromooctowego (DBAA) o stezeniu 1 mg/dm’ kazdego z nich. [8-9].

Wiasnosci transportowe membran oboj¢tnych okreslano wyznaczajac zalezno$é obje-
tosciowego strumienia permeatu od cisnienia transmembranowego. W tym celu filtro-
wano przez nie wode dejonizowana, stosujac ci$nienie transmembranowe zmieniane
w zakresie od 0,025 do 0,125 MPa. Objetosciowy strumien permeatu (J,) obliczono
Ze WZOoru:

J, = &£
s-t
gdzie: J, — objetosciowy strumien permeatu [m’/m>xs]
V, — objetoé permeatu [m’]
s — powierzchnia membrany [m’]
t — czas [s]
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Wtasnosci separacyjne membran (oboje¢tnych i enzymatycznych) okreslone zostaty
na podstawie wynikow otrzymanych podczas testowania ich roztworem dekstranu oraz
wodnego roztworu mieszaniny pigciu HAA. Wodny roztworu dekstranu o nominalne;j
masie czasteczkowej 200000 (produkcji Zaktadow Farmaceutycznych ,,Polfa”
w Kutnie) i stezeniu 5 g/dm’ filtrowano przy cisnieniu 0,15 MPa oraz liniowej predkosci
przeptywu rownej 0,5 m/s. Odbierano 10% nadawy, oznaczajac w permeacie i retentacie
udzialy poszczegolnych mas czasteczkowych dekstranu za pomoca chromatografu
zelowego. Na podstawie zarejestrowanych chromatogramdéw wyznaczano zawartosé
dekstranu w poszczegdlnych przedzialach mas czasteczkowych, na ktore podzielony
zostat caly strumien nadawy i permeatu. Wspodtczynniki retencji dekstranu obliczano

z zaleznoSci:
C
R ( __pj.m%
Cl’l

gdzie: C, — stezenie skladnika w permeacie,
C, — stezenie sktadnika w nadawie.

Obliczone warto$ci wspotczynnikdéw retencji pozwolily na wyznaczenie przepusz-
czalnosci granicznej (cut-off) badanych membran. Charakteryzuje ona membrane
poprzez wskazanie najmniejszej masy molowej wybranej substancji (w tym przypadku
dekstranu), ulegajacej retencji w 90% [2].

Wtasnosci transportowo-separacyjne membran enzymatycznych okreslano w ten sam
sposob jak w przypadku membran oboj¢tnych, wyznaczajac wstepnie zalezno$ci objeto-
Sciowego strumienia permeatu (dla wody dejonizowanej i roztworu mieszaniny kwasow)
od cis$nienia transmembranowego zmieniajacego si¢ w zakresie 0,025 —0,125 MPa.
W oparciu o oznaczone st¢zenia ksenobiotykéw w poszczegolnych strumieniach ultrafil-
tracyjnych, dodatkowo obliczano stopien biodegradacji (By) wszystkich kwasow zawar-
tych w uzdatnianej wodzie zgodnie z rOwnaniem:

_1-le, r,+C, )
C,-V, -100%

gdzie: By — 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’],
V, — objeto$é nadawy [dm’],
V, — objetosé retentatu [dm’].

d

Wyznaczano réwniez najkorzystniejsze parametry operacyjne procesu usuwania miesza-
niny kwasdéw halogenooctowych w ukladzie zintegrowanym biodegradacja - ultrafiltracja, a
mianowicie: cisnienie transmembranowe i liniowa predko$¢ przeptywu nadawy przez
membrany. Przy ich zastosowaniu wydajno$¢ procesu membranowego i efektywnosé usu-
wania z filtrowanej wody pigciu wybranych kwaséw halogenooctowych byly najwyzsze.

W celu unieruchomienia biatka aktywnego na powierzchni membran kapilarnych za
pomoca trwalego wigzania kowalencyjnego, obojetne suporty poddano modyfikacji
chemiczne;.
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Jako miejsca wigzace enzymy z poliamidem wykorzystuje si¢ przede wszystkim
koncowe grupy funkcyjne tancuchdéw polimerowych. Z tego wzgledu, stosowane poli-
mery nie powinny mie¢ zbyt duzej masy czasteczkowej lub tez ich tancuchy nalezy
poddawac czesciowej degradacji w procesie aktywacji nosnika. Zgodnie z danymi
literaturowymi chemiczng immobilizacj¢ enzymoéw na poliamidowych suportach prowa-
dzi si¢ trzema metodami:

— przez kowalencyjne wigzanie enzymoéw z poliamidem za posrednictwem wigzan
peptydowych,

— poprzez kowalencyjne wigzanie enzymu z poliamidem metoda O-alkilowania,

— przez kowalencyjne wigzanie enzymu z poliamidem metoda N-alkilowania.

Pierwsza metoda opiera si¢ na trzech oddzielnych operacjach: czg¢$ciowej depolime-
ryzacji poliamidu, aktywacji grup koncowych polimeru i reakcji enzymu ze zmodyfiko-
wanym nosnikiem. Etap pierwszy realizuje si¢ poprzez rozszczepienie tancucha polia-
midu za pomoca N,N-dimetylo-1,3-propanodiaminy lub przez poddanie poliamidu
hydrolizie w kwasie chlorowodorowym. Uwolnione grupy aminowe i karboksylowe
moga by¢ w dalszej kolejnosci aktywowane r6znymi sposobami.

Metoda O-alkilowania pozwala na prowadzenie procesu immobilizacji bez uprzed-
niej depolimeryzacji poliamidu. Grupy aktywne sa szczepione bezposrednio na tancuchu
polimerowym, dzigki czemu nosnik nie ulega ostabieniu mechanicznemu. W tym celu
poliamidy poddaje si¢ dzialaniu czynnikow silnie alkilujacych, co prowadzi do O-
alkilacji niektorych wigzan peptydowych materialu polimerowego nosnika. Podczas
poczatkowej O-alkilacji polimeru z solg trietylooksoniowa tetrafluoroboranu, pierwszy
produkt - s6l imidowa poliamidu jest nietrwatym stanem przejSciowym, ktory pozwala
na bezposrednig immobilizacj¢ biatka, ale w wigkszosci przypadkow nie prowadzi do
otrzymania trwatych, aktywnych membran enzymatycznych. Czesciej, wykorzystywany
jest fakt, iz s6l imidowa poliamidu reagujac w warunkach bezwodnych z kwasnym
hydrazydem, daje stabilng pochodna hydrazydowa poliamidu, ktora nastgpnie aktywo-
wana jest aldehydem glutarowym. Kolejny etap, to immobilizacja biatka aktywnego,
ktore przytacza si¢ do wolnej grupy funkcyjnej czasteczki aldehydu.

Sposob wiazania enzymu z poliamidem metoda N-alkilowania, jest oparty na kontro-
lowanej kwasnej hydrolizie poliamidu, prowadzacej do utworzenia par COOH-NH,- na
powierzchni jego struktury, oraz ich zablokowaniu w reakcji czterosktadnikowej kon-
densacji (4CC). Otrzymuje si¢ poliizonitrylo-poliamid, z bardzo aktywnym potrdjnym
wigzaniem N=C, do ktérego przylacza si¢ enzym [14]. Podczas prowadzonych badan
w celu trwalego zwigzania komodrek enzymoéw z powierzchnia membran i zapewnieniu
dhugotrwatej aktywnosci katalitycznej membran obojetne suporty poddano procesowi
O-alkilowania [16].

Immobilizacj¢ biatek aktywnych na zmodyfikowanych chemicznie membranach obo-
jetnych uzyskano poprzez dwukrotng filtracje przez nie 250 cm’ wodnego roztworu
kompleksu enzymoéw przy cisnieniu 0,025 MPa oraz liniowej predkosci przeptywu
0,5 m/s. Po zakonczeniu procesu immobilizacji membrany doktadnie ptukano woda
dejonizowang w celu usunigcia czasteczek nie zwigzanych trwale z powierzchnia mem-
bran.

Aktywno$¢ membran enzymatycznych okreslano filtrujac przez nie w temperaturze
298 K, w czasie 10 minut, roztwor mieszaniny kwaséw o stezeniu 1 g/m’. Cisnienie
transmembranowe wynosito 0,1 MPa, a liniowa predkos¢ przeptywu nadawy — 0,5 m/s.
Nastepnie w nadawie, permeacie i retentacie oznaczano st¢zenie kwasoéw 1 na tej pod-
stawie okreslano ilos¢ roztozonego w tym czasie kazdego z nich.
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Stezenie biatka aktywnego oznaczano kolorymetryczng metodg Bradforda, polegaja-
cg na barwnej reakcji biatka z odczynnikiem Bio-Rad-Protein-Assay, natomiast stezenie
kwaséw halogenooctowych przy uzyciu spektrofotometru UV VIS Carry 50 (Varian).

Oznaczenie kwasoéw halogenooctowych polega na zakwaszeniu probki wody
do pH < 2. Dzigki temu cofa si¢ dysocjacj¢ kwasow, co umozliwia ich ekstrakcje do
rozpuszczalnika organicznego (Liquid — Liquid Extraction — LLE) nie mieszajacego si¢
z woda. Zwykle stosuje si¢ to tego celu eter terbutylometylowy (MTBE). Ekstrakcje tak
polarnych zwiazkéw jakimi sg kwasy halogenooctowe wspomaga si¢ wysalaniem.
Wyekstrahowane kwasy upochadnia si¢ do estréw metylowych, ktore nastepnie rozdzie-
la si¢ stosujac techniki chromatografii gazowej wykorzystujac detektor wychwytu
elektronéw na etapie detekcji. Granice oznaczalnosci dla tej techniki wynosza zwykle
ok. 0,5 pg/dm’ z wyjatkiem kwasu monochlorooctowego dla ktorego ta granica wynosi
ok. 1 pg/dm’ [10, 11].

W niniejszej pracy, do przygotowania proby wodnej do oznaczen kwasow halogeno-
octowych zastosowano metode US EPA 552.2 [14] a chromatografic GC-MS w analizie
jakosciowo-ilosciowej ekstraktu.

W celu wydzielenia kwasow halogenooctowych do probki wody wprowadzano
1,5 cm® H,SO,, 12 g statego Na,SO, i 3 cm® eteru terbutylometylowego, a nastepnie
intensywnie wytrzasano przez 5 minut w rozdzielaczu. Po rozdzieleniu frakcji organicz-
nej pobierano 2,5 cm® ekstraktu do szklanej probowki i dodawano 1 ecm’ 10% H,SO,
w metanolu. Tak przygotowang probke w celu upochodnienia zawartych w niej kwasow
halogenooctowych inkubowano przez 30 minut w temperaturze 50°C. Po tym czasie, do
roztworu dodawano 4 cm® 10% wodnego roztworu Na,SO, i przenoszono ponownie do
rozdzielacza. Po rozdzieleniu, warstwg organiczng poddawano analizie GC-MS.

Do oznaczen wykorzystano chromatograf gazowy sprzezony z detektorem masowym
(GC-MS, putapka jonowa) model Saturn 2100 T, firmy Varian. Parametry oznaczenia
chromatograficznego przedstawiono w tabeli 1. Analiz¢ ilosciowa prowadzono w
oparciu o metod¢ FS (full scan) w zakresie mas od 50 do 250 a.m.u.

Opracowana procedura umozliwia rozdzial 5 skladnikowej mieszaniny kwasow
halogenooctowych i ich oznaczenie ilosciowe w wodach na poziomie stezen od 15 do
30 mg/m® w zaleznosci od zwiazku.

Tab. 1. Parametry oznaczenia chromatograficznego GC — MS

Tab. 1. Parameters of GC-MS assays

Program temperaturowy GC

Objetos¢ nastrzyku 1um

Iniektor 210°C, splitless

Gaz hel

Przeptyw 1,1 ml/min
Jonizacja El

MS Energia jonizacji 70 eV
Temperatura zrédfa jonow 200°C
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5. Wyniki badan

Na efektywnos$¢ procesu ultrafiltracyjnej biodegradacji majg wptyw zarowno wia-
snosci membrany enzymatycznej (aktywno$¢ enzymatyczna oraz charakterystyka
transportowo-separacyjna), jak i parametry operacyjne ultrafiltracji. Nalezg do nich: czas
kontaktu ksenobiotyku z powierzchnia aktywna membrany (czas trwania procesu),
ci$nienie transmembranowe oraz liniowa predkos¢ przeptywu filtrowanego medium.

Wyniki obrazujace ilo$¢ unieruchomionego biatka oraz aktywnosé otrzymanych membran
enzymatycznych przedstawiono w tabeli 2. Uzyskane wartosci okazaty si¢ podobne do wyni-
kow uzyskanych podczas badan z wykorzystaniem membran poliakrylonitrylowych [7].

Tab. 2. llos¢ zwigzanego biatka oraz aktywnoS¢ membran enzymatycznych

Tab. 2. Enzymatic activity of the immobilized membrane

Aktywno$¢ membrany
[mg kwasu /10min/1cm? pow. membrany] x 10°

MCAA DCAA TCAA MBAA DBAA
32,6 1,182 1,181 1,180 1,177 1,178

llo$¢ zwigzanego
biatka [mg]

5.1. Wiasnosci transportowo - separacyjne membran obojetnych
i enzymatycznych

Na rysunku 1 przedstawiono krzywe obrazujace zalezno$¢ objetosciowego strumie-
nia permeatu od cisnienia transmembranowego (dla liniowej predkosci przeptywu
nadawy, u = 0,5 m/s) dla membran oboj¢tnych i enzymatycznych, a w tabeli 3 rownania
opisujace wyznaczone zaleznosci.

Zgodnie z oczekiwaniami (zardwno podczas filtracji wody dejonizowanej jak i roztworu
kwasow halogenooctowych), wraz ze wzrostem cisnienia transmembranowego wzrastata
warto$¢ objetosciowego strumienia permeatu. W przypadku membran obojetnych od wartosci
1,79-10"m*/m’s dla najnizszego ciénienia stosowanego podczas testacji rownego 0,025 MPA
do 5,71-10"m’*/m’s dla cignienia najwyzszego (0,125 MPa). Objetosciowe strumienie permeatu
uzyskane dla membran enzymatycznych réwniez rosty, od 1,41-107m*m?s dla p = 0,025MPa
do 4,51-10"m’/m’s dla cisnienia 0,125 MPa. W stosunku do wartoéci J, uzyskanych dla
membran oboj¢tnych byly 0 21,2 % nizsze dla 0,025 MPa i 21,02 % dla 0,125 MPa. ObniZenie
wilasnosei transportowych membran enzymatycznych bylo spowodowane ,przytkaniem”
poréow membran aldehydem glutarowym stosowanym podczas modyfikacji obojg¢tnych supo-
1tow oraz czasteczkami unieruchomionych enzymow.

Objetosciowe strumienie permeatu uzyskane podczas testacji membran (zaré6wno
obojetnych jak i enzymatycznych) roztworem kwasow halogenooctowych byty niewiele
nizsze niz te otrzymane podczas filtracji wody dejonizowanej. W przypadku membran
obojetnych poszczegdlne J, uzyskane podczas filtracji mieszaniny pigciu kwasoéw halo-
genooctowych byly o ok. 1% nizsze, niz te uzyskane dla wody dejonizowanej (dla
odpowiednich ci$nien transmembranowych). W przypadku membran enzymatycznych,
warto$ci objetosciowych strumieni permeatéw otrzymane podczas filtracji wody zawie-
rajacej kwasy halogenooctowe byty o ok.2 % nizsze niz J, uzyskane dla odpowiednich
cisnien transmembranowych podczas filtracji wody dejonizowane;j.
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Rys.1.

Fig. 1.

Tab. 3.

Tab. 3.

Zalezno$¢ objetosciowego strumienia permeatu od cisnienia transmembranowego
dla membran obojetnych | enzymatycznych; nadawa:woda dejonizowana
(roztwor kwasoéw halogenooctowych).

The dependence of volumetric permeate flux on transmembrane pressure for the
neutral and enzymatic membranes; feed water:deionized water/HAA solution

Réwnania opisujgce zalezno$¢ objetosciowego strumienia permeatu od cisnienia
transmembranowego dla membran obojetnych i enzymatycznych; nadawa: woda
dejonizowana (roztwér kwasoéw halogenooctowych)

The equations describing the volumetric permeate flux on transmembrane pressure for
the neutral and enzymatic membranes; feed water: deionized water/HAA solution

Membrany Ju[m®/m’s], AP[MPa] korelacji

Przepuszczalnosé wody
L.*10™ [m* m*sMPa]
(dla 0,05 MPa)

Funkcja J,=f(AP) Wspébtczynnik

PA-K
(woda)

Jv = 45,314(AP) + 0,5362 0,989 3,18

PA-K
(kwasy)

J, =44,263(AP) + 0,5186 0,987 2,42

PA-KE
(woda)

Jy =35,577(AP) + 0,4214 0,991 3,16

PA-KE
(kwasy)

J, = 34,937(AP) + 0,3881 0,989 2,38
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Wiasnosci separacyjne membran enzymatycznych PA-KE (w porownaniu z wlasno-
$ciami separacyjnymi membran obojetnych PA-K, stanowigcych suport do otrzymania
PA-KE) wyznaczono filtrujac przez nie roztwor dekstranu o nominalnej masie czastecz-
kowej 200 000 Da i stezeniu 5 g/dm’ (ci$nienie - 0,025MPa oraz liniowa predkosé
przeplywu nadawy 0,5 m/s). Rozktad mas czasteczkowych w nadawie oraz permeatach
wskazuje, iz o wiasciwosciach rozdzielczych membran enzymatycznych decyduje
glownie tzw. membrana wtorna z bialka aktywnego, unieruchomiona na obojetnym
suporcie (rys. 2, 3, 4).

Analiza wynikoéw przedstawionych na rysunkach 3 i 4 wykazata, iz membrana en-
zymatyczna PA-KE posiada wlasnosci separacyjne duzo lepsze od membrany oboje¢tne;j
PA-K.

Krzywe rozktadu mas czgsteczkowych
40000
35000 1 —O— nadawa D’D\D
—o—permeat 1 j( \E\
3 30000 || —A—permeat2
I
5 25000 |
3
£ 20000
©
T
c
(=
>
]
100000 1000000
masa czasteczkowa, Da
Rys.2. Krzywe rozktadu mas czgsteczkowych w nadawie i permeatach (1 - membrany
PA-KE, 2 — membrany PA-K). Zalezno$¢ wysoko$ci chromatogramu od masy
czgsteczkowey.
Fig. 2. The distribution curves of molecular weights of dextrane in the feed and permeates

(1 — PA-KE membranes, 2 — PA-K membranes. The dependence of the chromato-
gram height on molecular weight



USUWANIE KWASOW HALOGENOOCTOWYCH Z WODY W PROCESIE ULTRAFILTRACYJNE.... 415

Rys.3.

Fig. 3.

Rys.4.

Fig. 4.

Krzywe rozktadu mas czasteczkowych
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Krzywe rozktadu mas czgsteczkowych w nadawie i permeatach (1 - membrany
PA-KE, 2 — membrany PA-K). Zaleznos¢ skumulowanego udziatu czgsteczek dek-
stranu od ich masy czgsteczkowey.

The distribution curves of molecular weights of dextrane in the feed and
permeates (1 — PA-KE membranes, 2 — PA-K membranes. The dependence of the
cumulate fraction of dextrane particles on their molecular weight

Krzywe rozktadu mas czasteczkowych
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masa czasteczkowa, Da
Zalezno$¢  wspofczynnika retencji od masy czgsteczkowej dekstranu

(1 - membrany PA-KE, 2 — membrany PA-K). Zalezno$¢ skumulowanego udziatu
czgsteczek dekstranu od ich masy czgsteczkowe.

The dependence of the retention coeficient on dextrane molecular weight
KE membranes, 2 — PA-K membranes. The dependence of
fraction of dextrane particles on their molecular weight.

(1 - PA-
cumulated
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Na podstawie zaleznosci wspolczynnika retencji od masy czgsteczkowej dekstranu,
przedstawionej na rysunku 4, wyznaczono cut — off, ktéry dla membran enzymatycznych
(PA-KE) wyniost 13,4 kDa, natomiast dla membran oboj¢tnych 189 kDa.

5.2. Zaleznos¢ efektywnosci ultrafiltracyjnej biodegradaciji
mieszaniny kwasow halogenooctowych od parametrow procesu

Na efektywnos$¢ procesu ultrafiltracyjnej biodegradacji maja wptyw zaré6wno od-
powiednio spreparowana membrana enzymatyczna jak i1 parametry operacyjne
ultrafiltracji. Naleza do nich: przede wszystkim czas kontaktu usuwanych substancji
z enzymem (czas prowadzenia procesu), ci$nienie transmembranowe oraz liniowa
predkos¢ przeptywu nadawy przez membrany. Prowadzone badania mialy na celu
rowniez wyznaczenie optymalnych parametréw procesu, przy ktorych stopien
usuni¢cia mieszaniny wybranych pieciu kwasow halogenooctowych z wody byltby
jak najwyzszy.

W celu wyznaczenia optymalnych: cisnienia transmembranowego oraz liniowej
predkosci przeptywu filtrowanego medium, przy ktorych nalezatoby prowadzi¢ proces
ultrafiltracyjnej biodegradacji mieszaniny HAA, filtrowano przez membrany enzyma-
tyczne wode zawierajaca w 1 dm’po 1 mg kazdego z pieciu wybranych kwasow haloge-
nooctowych, zmieniajac cisnienie transmembranowe w zakresie od 0,025 do 0,125 MPa
dla roznych predkosci przeptywu nadawy (od 0,5 m/s do 1,5 m/s). Wszystkie otrzymane
zaleznosci przedstawiono w tabeli 4 oraz na rysunku 5 (dla jednego przyktadowego
kwasu).

Tab. 4. Zalezno$¢ stopnia biodegradacji mieszaniny pieciu kwasow halogenooctowych od
cisnienia transmembranowego i liniowej predkoSci przeptywu nadawy.
Tab. 4. Dependence of the biodegradation degree of simulated water solution of five

haloacetic acids on the transmembrane pressure and on the linear feed flow rat

cisnienie trans- By dla By dla By dla By dla By dla
membranowe u=0,5 m/s u=0,75 m/s u=1,0 m/s u=1,25 m/s u=1,5m/s
Kwas monochlorooctowy (MCAA)
0 0 0 0 0 0

0,025 13,2 12,8 8,12 5,74 4,91

0,05 19,7 19,2 13,52 10,32 9,18
0,075 20,05 19,73 14,81 14,28 10,74

0,1 16,4 15,94 11,42 8,35 7,74

0,125 7.8 7,51 5,67 5,43 4,86
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cis$nienie trans- By dla By dla By dla Bgy dla By dla
membranowe u=0,5 m/s u=0,75 m/s u=1,0 m/s u=1,25 m/s u=1,5m/s

Kwas dichlorooctowy (DCAA)

0 0 0 0 0 0
0,025 12,9 12,7 8,1 5,74 4,86
0,05 18,4 19,1 13,49 10,4 9,14
0,075 19,92 19,8 14,82 14,31 10,76

0,1 16,5 16,02 11,37 8,37 7,7
0,125 7,7 7,54 5,49 5,41 4,79

Kwas trichlorooctowy (TCAA)

0 0 0 0 0 0
0,025 11,4 11,47 7,86 5,14 4,17
0,05 18,7 18,4 12,45 9,56 8,71
0,075 19,75 19,07 14,1 13,18 9,94

0,1 15,6 15,38 11,01 7,85 7,04
0,125 6,9 7,03 52 5,03 4,11

Kwas monobromooctowy (MBAA)

0 0 0 0 0 0
0,025 13,2 12,8 8,12 5,74 4,91
0,05 19,7 19,2 13,52 10,32 9,18
0,075 20,05 19,73 14,81 14,28 10,74

0,1 16,4 15,94 11,42 8,35 7,74
0,125 7,8 7,51 5,67 5,43 4,86

Kwas dibromooctowy (DBAA)

0 0 0 0 0 0
0,025 11,4 11,47 7,86 5,14 4,17
0,05 18,7 18,4 12,45 9,56 8,71
0,075 19,75 19,07 141 13,18 9,94

0,1 15,6 15,38 11,01 7,85 7,04

0,125 6,9 7,03 5,2 5,03 4,11
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Rys.5. Zalezno$¢ stopnia biodegradacji mieszaniny HAA od cisnienia transmembranowe-
go i liniowej predkosci przeptywu( na przyktadzie kwasu dichlorooctowego).

Fig. 5. Dependence of the biodegradation degree of HAA (for example DCAA) on the
transmembrane pressure and on the linear feed flow rat

Najwyzszy stopien usunigcia kwasu dichlorooctowego obserwowano dla cis$nienia
transmembranowego rownego 0,075 MPa. Dla tej wartosci ci$nienia i liniowej predkosci
filtrowanego medium u = 0,75 m/s, stopien biodegradacji kwasu wynosit 19,8%. Podob-
ne zaleznosci uzyskano dla pozostatych kwaséw znajdujacych si¢ w mieszaninie. Bardzo
zblizone wyniki otrzymano dla tego samego cisnienia i predkosci réwnej 0,5 m/s —
19,1%. W przypadku pozostatych zastosowanych liniowych predkosci przeptywu
nadawy przez membrang, usunigcie ksenobiotykow bylo duzo nizsze (14,8%, 14,31% i
10,76% dla predkosci 1 m/s, 1,25 m/s i 1,5 m/s). Takie niskie warto$ci stopnia biodegra-
dacji sg wynikiem zbyt krotkiego czasu kontaktu kwaséw z biokatalizatorem oraz
czesciowym uszkadzaniem struktury czasteczek unieruchomionego biatka aktywnego,
co skutkuje obnizeniem aktywno$ci enzymatycznej membran. Z rysunku 5 wynika
rowniez, ze liniowa predkosé przepltywu nadawy 0,75 m/s - to predkosé, przy zastoso-
waniu ktorej uzyskane stopnie biodegradacji wszystkich pigciu kwasow byly najwyzsze
dla wszystkich stosowanych ci$nien transmembranowych.

Na stopien usunigcia kwaséw ma przede wszystkim wpltyw czas kontaktu ksenobio-
tykoéw z enzymem, czyli czas prowadzenia procesu filtracji. Filtracj¢ wodnego roztworu
mieszaniny pigciu wybranych kwasow halogenooctowych przez poliamidowe membrany
kapilarne prowadzono w czasie 4 godzin (rys. 6), przy zastosowaniu wyznaczonych
wczesniej najkorzystniejszych parametréw procesowych, oznaczajac stopien biodegra-
dacji poszczegodlnych kwasow w polgodzinnych odstepach czasu. Po trzech godzinach
prowadzenia procesu ultrafiltracyjnej biodegradacji w wybranych warunkach proceso-
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wych z nadawy usuni¢to catkowicie kwas dichlorooctowy i monobromooctowy, a po
trzech i pot godzinie — kwas monochlorooctowy i trichlorooctowy. Z kolei kwas dibro-
mooctowy usuni¢to po czterech godzinach filtracji. Wydajno$¢ procesu w czasie trwania
eksperymentu nie zmieniala si¢, a Srednia wartos¢ objetosciowego strumienia permeatu
wynosita 3,40-107 m*/m?s.
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Rys. 6. Zmiany stezenia kwasow halogenooctowych w permeacie podczas ultrafiltracyjnej
biodegradacji

Fig. 6. Dependence of the biodegradation degree of HAA on duration of hybrid process
ultrafiltration-biodegradation

6. Podsumowanie

Proces ultrafiltracyjnej biodegradacji mieszaniny kwasow halogenooctowych w biore-
aktorze z enzymatycznymi, kapilarnymi membranami poliakrylonitrylowymi jest sku-
teczng metodg usuwania HAA z wody. Najkorzystniejszymi, wyznaczonymi doswiadczal-
nie parametrami operacyjnymi ultrafiltracyjnej biodegradacji wybranych picciu HAA (dla
zastosowanego bioreaktora) okazaly si¢: cisnienie transmembranowe Wwynoszace
0,075 MPa oraz liniowa prgdkos¢ przeplywu nadawy przez membrany réwna 0,75 m/s.
Prowadzenie procesu z zastosowaniem optymalnych parametrow operacyjnych pozwolito
w czasie 4 godzin na catkowite usunigcie z wody wszystkich badanych kwaséw. Obnizenie
wyznaczonych czasé6w kontaktu mozna uzyskaé zwickszajac powierzchni¢ aktywna
membrany, co bedzie realizowane w dalszych pracach z tego zakresu.
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Praca naukowa zostata sfinansowana ze srodkow przeznaczonych na nauke w latach
2009-2011 jako projekt badawczy nr N N523 4523 36 pt. ,, Biodegradacja kwasow
halogenooctowych w reaktorze z enzymatycznymi membranami ultrafiltracyjnymi”.
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