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REMOVAL OF 2,4,6-CHLOROPHENOL DURING ULTRAFILTRATION
WITH USE OF ENZYMATIC MEMBRANES

Abstrakt: Omoéwiono badania prowadzone nad mozliwo$cia wykorzystania membran poliakrylonitrylowych,
z zaimmobilizowanymi na ich powierzchni enzymami adaptowanymi do rozkladu fenolu i jego
chloropochodnych, do usuwania tych ksenobiotykow. Procesowi ultrafiltracyjnej biodegradacji poddawano $cieki
symulowane zawierajagce 1 milimol 2,4,6 trichlorofenolu w 1 dm®. Podczas sze$ciogodzinnego eksperymentu,
prowadzonego z wykorzystaniem doswiadczalnie wyznaczonych, optymalnych parametréw procesowych,
usunigto 26,4% ksenobiotyku.
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Wprowadzenie

Chlorofenole powstaja podczas dezynfekcji wody w wyniku chlorowania substancji
humusowych oraz w wyniku foto- lub biodegradacji innych substancji chemicznych. Do
srodowiska przedostaja si¢ gléwnie ze zrddet rolniczych i w wigkszosci trafiaja do wod
powierzchniowych. Ich emisje do atmosfery ogranicza stosunkowo niska lotno$¢ tych
zwigzkéw. Gtéwnym zrédtem narazenia czlowieka na toksyczne dzialanie chlorofenoli jest
woda pitna po dezynfekcji, ktéra zawiera 4-chlorofenol, 2.4,5-trichlorofenol badz
2,4,6-trichlorofenol.

Cecha charakteryzujaca wszystkie chlorofenole jest intensywny, charakterystyczny
zapach, wyczuwalny w wodzie juz na poziomie ppb. Zwigzki te wyrdéznia réwniez
nieprzyjemny smak, ponadto wykazuja one wilaSciwosdci toksyczne, mutagenne oraz
kancerogenne. Najbardziej niebezpiecznymi z tej grupy zwiazkéw sa 2,4,6-trichlorofenol
oraz pentachlorofenol [1-3].

Fenol jest podatny na rozklad przez mikroorganizmy - wiele szczepéw bakterii potrafi
wykorzystywa¢ go jako zrédlo wegla i energii. Zauwazono, ze zaimmobilizowane
(unieruchomione) szczepy bakterii usuwaja znacznie wigksze stezenia fenolu anizeli ma to
miejsce w przypadku mikroorganizméw w stanie wolnym. Poniewaz czysty fenol okazat
si¢ zwiazkiem do$¢ dobrze biodegradowalnym, dlatego coraz czgéciej podejmowane sa
proby usuwania réwniez i jego pochodnych za pomocg mikroorganizméw i enzyméw
zaréwno natywnych, jak i unieruchomionych [4-8].

Interesujacym rozwigzaniem wydaje si¢ wykorzystanie do usuwania z wody skazonej
chloropochodnymi fenolu ultrafiltracyjnych membran enzymatycznych. Charakteryzuja si¢
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one zaréwno wlasciwosciami separacyjnymi, jak i aktywnoscig katalityczng, na ktéra maja
wplyw rodzaj, ilo$¢ i sposéb unieruchomienia biokatalizatora [9-12].
Oprécz wielu korzysci, do ktérych naleza:
— wigksza odpornos$¢ enzyméw na dzialanie podwyzszonej temperatury, inhibitoréw
i czynnikéw chemicznych,
— latwiejsze oddzielenie produktéw reakcji od biokatalizatora,
— otrzymywanie produktéw o wigkszej czystosci,
— mozliwo$¢ wielokrotnego uzycia enzymu,
— niskie koszty eksploatacyjne i obnizone zuzycie enzymow,
immobilizacja enzyméw wywotuje réwniez niestety efekty niepozadane, takie jak
zmniejszenie ich powinowactwa do substratu czy obnizenie maksymalnej szybkosci
katalizowanej reakcji. Zjawiska te wywolane sa najczesciej trudnosciami sferycznymi
w dotarciu substratu do centrum aktywnego biatka. O wyborze sposobu immobilizacji
decyduje jednak najczegsciej konieczno$¢ zachowania jak najwyzszej aktywnosci
katalitycznej enzymu [13, 14].

Cel i metodyka badan

Przeprowadzone badania mialy na celu otrzymanie poliakrylonitrylowych membran
ultrafiltracyjnych z unieruchomionymi na ich powierzchni biatkami aktywnymi, zdolnymi
do biodegradacji 2,4,6-trichlorofenolu oraz okredlenie mozliwo$ci zastosowania
otrzymanych membran enzymatycznych do usuwania z wody tej pochodnej fenolu.

Zakres pracy obejmowat:

— otrzymanie obojetnych poliakrylonitrylowych membran ultrafiltracyjnych, bedacych
nos$nikami w procesie immobilizacji enzyméw,

—  okreslenie wlasnosci transportowo-separacyjnych membran obojetnych,

—  chemiczng modyfikacj¢ no$nikéw wodzianem hydrazyny i aldehydem glutarowym,

— unieruchomienie biatek aktywnych na powierzchni zmodyfikowanych membran,

— wyznaczenie charakterystyk transportowo-separacyjnych membran enzymatycznych,

—  okredlenie wplywu parametréw operacyjnych procesu ultrafiltracji na efektywnosci
biodegradacji 2,4,6-trichlorofenolu,

— ocen¢ przydatnoSci otrzymanych membran enzymatycznych w  procesie
ultrafiltracyjnej biodegradacji 2,4,6-trichlorofenolu.

Badania zostaly przeprowadzone w reaktorze, ktérym byta aparatura ultrafiltracyjna
firmy Nuclepore typ S-76-400, o pojemnosci 500 cm® i powierzchni membrany ptaskie;
38,5 cm’. Reaktor pracowat w ukladzie statycznym, a strumien przeptywajacej cieczy byt
styczny do powierzchni membrany.

Do izolacji frakcji enzymdw rozktadajacych fenole i cyjanki uzyto szczepdéw bakterii
wyodrebnionych z mieszanej populacji drobnoustrojéw osadu czynnego uzyskanego na
drodze transformacji osadéw organicznych po fermentacji metanowej. Adaptacje
drobnoustrojéw prowadzono, zasilajgc hodowl¢ wzrastajacymi dawkami fenolu
1 2,4,6-trichlorofenolu.

Dominujagcymi w populacji rodzajami bakterii byly: Micrococcus Sadentarius,
Staphylococcus Sciun, Bacillus Cereus oraz Pseudomonas Putida.
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Membrany syntezowano metoda rozdziatu fazowego, polegajaca na wylaniu filmu
o grubosci 0,2 mm z jednorodnego roztworu polimeru (wiékno PAN) w odpowiednim
rozpuszczalniku (dimetyloformamid), a nast¢pnie zelowaniu go w wodzie w temperaturze
pokojowej. Roztwory btonotworcze réznity si¢ procentowa zawartoscia poliakrylonitrylu,
dzigki czemu otrzymane z nich membrany ptaskie, stanowigce suport do immobilizacji
enzym6éw charakteryzowaly si¢ r6ézng zawartosciag poliakrylonitrylu, a wigc
1 przepuszczalnoscia.

Proces immobilizacji enzymdéw przeprowadzano na obojetnej membranie
ultrafiltracyjnej, wczes$niej poddanej modyfikacji chemicznej majacej na celu trwatle,
chemiczne zwiazanie bialek z jej powierzchnig. Modyfikacja chemiczna polegata na
filtrowaniu przez membrane, pod ci$nieniem 0,05-MPa, 500 cm® 25% roztworu wodzianu
hydrazyny (H,NNH,-H,0), a nastepnie po przemyciu jej woda destylowana (5x1000 cm’),
500 cm’ 5% roztworu aldehydu glutarowego [15, 16].

Unieruchamianie bialek aktywnych na tak przygotowanych suportach polegalo na
kilkukrotnym przepuszczaniu przez zmodyfikowang membrane obojetna wodnego
roztworu enzyméw o stezeniu 124 mg biatka/dm’, przy cisnieniu transmembranowym
0,05 MPa, az do momentu, gdy otrzymany permeat nie zawieral biokatalizatora. Nastepnie
membrang aktywna przemywano sola fizjologiczng w celu usuni¢cia z jej powierzchni
enzymow niezwigzanych trwale.

Aktywno$¢ membrany enzymatycznej okreslano, przepuszczajac przez nig
w temperaturze 298 K w czasie 10 minut $cieki modelowe o st¢zeniu 0,01 mol/dm’
2,4,6-trichlorofenolu, podajac ilo§¢ roztozonego w tym czasie ksenobiotyku.

Wiasnos$ci transportowe membran okreslano, wyznaczajac zalezno$¢ objetosciowego
strumienia permeatu od ci$nienia transmembranowego. W tym celu filtrowano przez nie
wodg¢ dejonizowana, stosujac ciSnienie transmembranowe zmieniane w zakresie od 0,05 do
0,25 MPa. Objetosciowy strumien permeatu (J,) obliczono ze wzoru:

Jy= Vst [m’/m’s] (1)
gdzie: J, - objetosciowy strumien permeatu [m’/m’>s], V, - objetos¢ permeatu [m’],
s - powierzchnia membrany [mz], t-czas [s].

Wiasnosci separacyjne membran (obojetnych i enzymatycznych) okreslone zostaly na
podstawie wynikéw otrzymanych podczas testowania ich roztworem dekstranu oraz
$ciekow symulowanych. Wodny roztworu dekstranu o nominalnej masie czasteczkowej
200 000 (produkcji Zaktadéw Farmaceutycznych ,Polfa” w Kutnie) i stezeniu 5 g/dm’
filtrowano pod ci$nieniem 0,15 MPa oraz intensywno$ci mieszania 150 obr/min. Odbierano
10% nadawy, oznaczajac w permeacie 1 retentacie udzialy poszczegélnych mas
czasteczkowych dekstranu za pomoca chromatografu zZelowego. Na podstawie
zarejestrowanych chromatograméw wyznaczano zawarto$¢ dekstranu w poszczeg6lnych
przedzialach mas czasteczkowych, na ktére podzielony zostat caly strumien nadawy
1 permeatu.

Obliczone  wartoSci  wspolczynnikéw  retencji  pozwolity na  wyznaczenie
przepuszczalno$ci granicznej (cut-off) badanych membran. Charakteryzuje ona membrang
poprzez wskazanie najmniejszej masy molowej wybranej substancji (w tym przypadku
dekstranu), ulegajacej retencji w 90%.
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Dla membrany enzymatycznej dodatkowo z bilansu masy obliczano stopien
biodegradacji By 2,4,6-trichlorofenolu:

B,=[1-(C,V,+ C.V)/IC,V,] - 100% (2)

gdzie: B, - stopien biodegradacji kwasu monobromooctowego [%], C, - stezenie kwasu
monobromooctowego w permeacie [mol/dm®], C, - stezenie kwasu monobromooctowego
W retentacie [mol/dm3], C, - stezenie kwasu monobromooctowego w nadawie [mol/dm3],
V, - objetos¢ permeatu [dm’], V, - objetos¢ retentatu [dm’], V, - objetos¢ nadawy [dm”].

W badaniach wyznaczano réwniez najkorzystniejsze parametry operacyjne procesu
ultrafiltracyjnej  biodegradacji ~ 2,4,6-trichlorofenolu, a  mianowicie: ci$nienie
transmembranowe oraz intensywno$¢ mieszania. Przy ich zastosowaniu wydajno$¢ procesu
membranowego i efektywno$¢ usuwania ksenobiotyku byty najwyzsze.

Stezenie biatka aktywnego oznaczano kolorymetryczng metoda Bradforda, polegajaca
na barwnej reakcji bialka z odczynnikiem Bio-Rad-Protein-Assay, natomiast stgezenie
2,4,6-trichlorofenolu z uzyciem spektrofotometru UV VIS Carry 50 (Varian).

Wyniki badan i ich oméwienie

Ostateczne wyniki badan uzyskano z zastosowaniem membrany enzymatycznej
PAN-16E. Otrzymano ja na bazie oboje¢tnej membrany poliakrylonitrylowej PAN-16
(membrana otrzymana metodg inwersji faz zroztworu blonotwérczego zawierajgcego
16% poliakrylonitrylu). Na zmodyfikowanej wodzianem hydrazyny ialdehydem
glutarowym membranie oboj¢tnej PAN-16 unieruchomiono 24,1 mg biatka, a oznaczona

aktywno$§¢ enzymatyczna otrzymanej membrany PAN-16E wynosita 0,081 milimola
2.4,6-trichlorofenolu/10 min/1 cm? powierzchni.

Krzywe rozkladu mas czasteczkowych
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Rys. 1. Krzywe rozktadu mas czasteczkowych dekstranu w nadawie i permeatach (1 - PAN - 16E, 2 - PAN - 16),
zalezno$¢ wysokosci chromatogramu od masy czasteczkowej

Fig. 1. The distribution curves of molecular weights of dextrane in the feed and permeates (1 - PAN-16E
membranes, 2 - PAN-16 membranes. The dependence of the chromatogram height on molecular weight
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Wiasnos$ci separacyjne membrany PAN-16E wyznaczono, filtrujac przez nig roztwor
dekstranu o nominalnej masie czasteczkowej 200 000 Da i stezeniu 5 g/dm’ (ciénienie -
0,15 MPa oraz predko$¢ mieszania 150 obr/min). Rozklad mas czasteczkowych
w nadawie oraz permeatach (rys. 1) wskazuje, iz o wlasciwosciach rozdzielczych
membrany enzymatycznej decyduje gidwnie tzw. membrana wtérna z biatka aktywnego,
unieruchomiona na oboj¢tnym suporcie.

Na podstawie zaleznosci wspétczynnika retencji od masy czasteczkowe]j dekstranu
wyznaczono cut-off, ktéry dla membrany PAN-16E wyniést 13,4 kDa, natomiast dla
membrany oboj¢tnej PAN-16 - 189 kDa.

Na efektywno$¢ procesu biodegradacji maja wplyw zaréwno odpowiednio
spreparowana membrana enzymatyczna, jak i parametry operacyjne ultrafiltracji. Naleza do
nich: ci$nienie transmembranowe, intensywno$¢ mieszania oraz czas trwania biodegradacji.
Prowadzone badania stuzyly wyznaczeniu optymalnych parametréw procesu, przy ktérych
stopien usunigcia 2,4,6-trichlorofenolu bylby jak najwyzszy.

Okres$lenie optymalnego ci$nienia transmembranowego dla procesu biodegradacji
2,4.,6 trichlorofenolu polegato na filtracji roztworu wodnego wyzej wymienionej pochodne;j
fenolu przez membrang PAN-16E przy zmiennym ci$nieniu transmembranowym, ktérego
zakres wynosil 0,05-0,25 MPa, oraz stalej intensywnos$ci mieszania, wynoszacej
50 obr./min. Wyniki w postaci zalezno$ci stopnia biodegradacji 2.4,6-trichlorofenolu od
ci$nienia transmembranowego przedstawiono na rysunku 2.
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Rys. 2. Zalezno§¢ stopnia biodegradacji 2,4,6-trichlorofenolu od ci$nienia transmembranowego (przy
zastosowaniu membrany PAN-16E)

Fig. 2. Dependence of the biodegradation degree of 2,4,6-trichlorophenol on the transmembrane pressure (at
applying PAN-16E membrane)
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Najwyzszy stopien biodegradacji 2.,4,6-trichlorofenolu osiagnigto przy cis$nieniu
0,1 MPa, dla ktérego B, badanej pochodnej fenolu wynidst 26,4%. Jednakze, przez wzglad
na niewielka réznice w skutecznosci za optymalne uznano ci$nienie 0,15 MPa,
gwarantujace znacznie wigkszg objetos¢ permeatu (wydajnos¢ membrany). Stopien
biodegradacji osiagniety przy tym cis$nieniu to 24,3%.

Wyznaczenie optymalnej predkosci mieszania polegalo na przepuszczeniu przez
membran¢ enzymatyczng PAN-16E $ciekow modelowych przy wczesniej okreslonym,
najkorzystniejszym ci$nieniu transmembranowym wynoszacym 0,15 MPa. Badania
obejmowaly zakres predkosci mieszania od 50 do 275 obr/min.
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Rys. 3. Zalezno$¢ stopnia biodegradacji 2,4,6-trichlorofenolu od intensywno$ci mieszania dla stalego ci$nienia
transmembranowego 0,15 MPa

Fig. 3. Dependence of the biodegradation degree of 2,4,6-trichlorophenol on the speed of stirring (at the constant
pressure 0,15 MPa)

Powyzszy wykres obrazuje, ze dla prowadzonego procesu biodegradacji badanej
pochodnej fenolu optymalng predkoscia mieszania jest 150 obr/min. Najwyzszy otrzymany
stopien biodegradacji wyniost 28,3%.

Najwigkszy wplyw na stopien usunig¢cia ksenobiotyku ma czas jego kontaktu
z enzymem unieruchomionym na membranie. Ostatni etap badan polegat na okre$leniu, czy
proces ultrafiltracyjnej biodegradacji 2,4,6-trichlorofenolu moze by¢ stosowany do
usuwania tego ksenobiotyku z wody. W tym celu przez 7 godzin filtrowano przez
membran¢ PAN-16E wodny roztwér 2,4,6-trichlorofenolu, stosujac wyznaczone wcze$niej
optymalne parametry operacyjne procesu (ci$nienie transmembranowe 0,15 MPa i predkos¢
mieszania 150 obr/min). Co 30 minut pobierano do analizy prébke nadawy, permeatu
i retentatu. W prébkach oznaczano stezenie 2.4,6-trichlorofenolu. Wyniki w postaci
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zalezno$ci  stopnia biodegradacji ksenobiotyku od czasu prowadzenia procesu
przedstawiono na rysunku 4.
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Rys. 4. Zaleznos¢ stopnia biodegradacji 2,4,6-trichlorofenolu od czasu prowadzenia procesu
Fig. 4. Dependence of the biodegradation degree of 2,4,6-trichlorophenol on the time of process

Otrzymane wyniki badan jasno okreslaja, iz wraz ze wzrostem czasu kontaktu
ksenobiotyku z biatkiem aktywnym osadzonym na powierzchni membrany ros$nie jego
stopien biodegradacji. Warto$¢ B, po 30 minutach trwania procesu wyniosta 4,7%,
natomiast po 7 godzinach juz 25,1%.

Whioski

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan laboratoryjnych sformutowano
nastgpujace wnioski:

Istnieje  mozliwos§¢  prowadzenia  procesu  ultrafiltracyjnej  biodegradacji

2,4,6-trichlorofenolu przy uzyciu poliakrylonitrylowej membrany enzymatycznej.

2. Najkorzystniejszymi, wyznaczonymi do§wiadczalnie, parametrami operacyjnymi
procesu ultrafiltracyjnej biodegradacji 2,4,6-trichlorofenolu okazaly si¢: ci$nienie
transmembranowe 0,15 MPa i intensywno$¢ mieszania 150 obr/min.

3. Czas kontaktu 2.4,6-trichlorofenolu z biatkiem aktywnym unieruchomionym na
powierzchni membrany wplywa znaczaco na wzrost stopnia biodegradacji
ksenobiotyku. Po 30 min trwania procesu B, wynosit 4,7%, po 210 min ksztattowat si¢
na poziomie 18,1%, natomiast jego warto$¢ po 420 min osiggneta 25,4%.

4. Diugotrwaty proces biodegradacji 2,4,6-trichlorofenolu ma wplyw na niewielkie
obnizenie wydajno$ci membrany (objgtoSciowy strumien permeatu). Przez okres
pierwszych 4 godzin trwania procesu warto$§¢ J, utrzymywata si¢ na poziomie
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1,01 -10° (m’m* - s), jednak po kolejnych 3 godzinach zmalata do
0,97 - 107 (m*/m* - s).
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REMOVAL OF 2,4,6-CHLOROPHENOL DURING ULTRAFILTRATION
WITH USE OF ENZYMATIC MEMBRANES

Division of Sanitary Chemistry and Membrane Processes
Institute of Water and Wastewater Engineering, Faculty of Energy and Environmental Engineering
Silesian University of Technology, Gliwice

Abstract: The purpose of this study was immobilization of a group of enzymes isolated from a bacterial strain
Pseudomonas adapted for degradation of phenol and its chlorinated derivatives on polyacrylonitrile membranes
and testing their efficiency in biodegradation of the above-mentioned xenobiotic. Ultrafiltration enzymatic
membranes were tested by simulated wastewaters which contained 1 mM/dm?® 2,4,6-trichlorophenol. Carrying out
ultrafiltration with assigned optimal parameters enabled an 26.4% degradation of phenol after 7 hours.

Keywords: immobilization, ultrafiltration, enzymatic membranes, biodegradation, 2,4,6-trichlorophenol



