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KWASY HALOGENOOCTOWE - USUWANIE
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HALOACETIC ACIDS - THE REMOVAL FROM WATER IN BIOREACTOR
WITH POLYAMIDE ENZYMATIC ULTRAFILTRATION MEMBRAN

Abstrakt: W pracy przedstawiono wyniki badan nad usuwaniem mieszaniny kwaséw halogenooctowych z wody,
w procesie ultrafiltracyjnej biodegradacji. Badania prowadzono w reaktorze z plaska poliamidowa membrang
ultrafiltracyjna, na powierzchni ktérej unieruchomiono enzymy rozkladajace HAA. Nadawg w procesie
biodegradacji stanowil wodny roztwér mieszaniny pigciu HAA (MCAA, DCAA, TCAA, MBAA, DBAA)
o stezeniu 1 mg/dm® kazdego z nich. Unieruchamiane na powierzchni membran enzymy byly izolowane metoda
Hagemana ze szczepow bakterii wyodrgbnionych z mieszanej populacji osadu czynnego, adaptowanego do
rozktadu HAA. Dominujacymi w populacji rodzajami bakterii byly: Acinetobacter, Arthobacter, Pseudomonas
oraz Bacillius. Badania prowadzone byly przy uzyciu reaktora o pojemnosci 500 cm®, zaopatrzonego w mieszadto
magnetyczne, pozwalajacego na pracg z membrang o powierzchni 50 cm”. Ich celem bylo wyznaczenie
optymalnych warunkéw prowadzenia procesu ultrafiltracyjnej biodegradacji kwaséw halogenooctowych (ci$nienie
transmembranowe, liniowa predkos¢ przeptywu, czas prowadzenia procesu) oraz dopracowanie metodyki
oznaczania st¢zenia usuwanych ksenobiotykéw metoda HPLC z wykorzystaniem ekstrakcji HAA w eterze
tert-butyloetylowym. Optymalnym ci$nieniem okazato si¢ p = 0,1 MPa i liniowa predkos$¢ przeptywu - 0,5 m/s.
Przy ich zastosowaniu wydajno$¢ procesu membranowego i efektywnos¢ usuwania HAA byty najwigksze. Po
3,5-godzinnym prowadzeniu procesu w takich warunkach z wody modelowej usunigto catkowicie kwas
dichlorooctowy i monobromooctowy, a po 4,5 godzinie pozostale kwasy. Monitorowano réwniez wydajnosc¢
procesu - objgtosciowy strumien permeatu nie zmieniat si¢ w czasie.

Stowa kluczowe: kwasy halogenooctowe, immobilizacja, biodegradacja, enzymatyczne membrany ultrafiltracyjne

Kwasy halogenooctowe (HAA) powstaja przede wszystkim jako produkty uboczne
podczas dezynfekcji wody w procesie chlorowania. Ich st¢zenia sa wprost proporcjonalne
do dawki uzywanego chloru oraz zawartoSci w uzdatnianej wodzie prekursorow
organicznych HAA (gléwnie substancji humusowych) [1-3]. Wedlug przepiséw
Amerykariskiej Agencji Ochrony Srodowiska (US EPA) z 2008 roku, suma stezen pigciu
kwaséw  halogenooctowych  (kwasu  monochlorooctowego,  dichlorooctowego,
trichlorooctowego, monobromooctowego i dibromooctowego) nie moze by¢ wigksza niz
60 mg/m’. Poniewaz HAA uznano za substancje rakotwércze [4, 5], przewiduje sic
obnizenie tej wartosci do 30 mg/m® ze wzgledu na zagrozenie zdrowia ludzi i zwierzat.
Wedtug wytycznych WHO dotyczacych jakosci wody do picia, dopuszczalne stezenie
kwasu monochlorooctowego wynosi 20 mg/m’, dichlorooctowego 50 mg/m®, a kwasu
trichlorooctowego 200 mg/m® [6]. W polskich wymaganiach stawianych wodzie
przeznaczonej do spozycia przez ludzi i na potrzeby gospodarcze kwasy halogenooctowe
obecnie nie sg uwzglednione [7], cho¢ jeszcze w Rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia
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29 marca 2007 r. w sprawie warunkéw, jakim powinna odpowiada¢ woda do picia,
ograniczano stezenie kwasu monochlorooctowego do 30 mg/m’.

Cel i metodyka badan

Celem przedstawianych badan bylo okreslenie efektywnosci usuwania mieszaniny
kwaséw halogenooctowych (HAA) z wody w zintegrowanym procesie ultrafiltracja-
-biodegradacja. Proces ten, oparty na ultrafiltracyjnych membranach enzymatycznych
(membranach z zaimmobilizowanymi na ich powierzchni enzymami rozktadajacymi HAA),
przebiega w temperaturze otoczenia, charakteryzuje si¢ niskg energochtonno$cia
i niewielkimi kosztami eksploatacyjnymi. Pozwala na réwnoczesne obnizenie stg¢zenia
substancji toksycznych w miejscu ich powstawania oraz umozliwia doczyszczanie
uzdatnianej wody z substancji makromolekularnych w procesie ultrafiltracji [8].

Zakres badan obejmowat:

— otrzymywanie ultrafiltracyjnych membran enzymatycznych, poprzez modyfikacje
chemiczng aldehydem glutarowym obojetnych suportéw poliamidowych w celu
otrzymania grup funkcyjnych zdolnych do utworzenia trwalego, kowalencyjnego
wigzania z enzymem;

— okreslenie wtasciwosci transportowo-separacyjnych membran enzymatycznych;

— ocen¢ przydatno$ci wytworzonych membran enzymatycznych w  procesie
ultrafiltracyjnej biodegradacji roztworu kwaséw halogenooctowych.

Badania prowadzono z wykorzystaniem urzadzenia Labscale™ TFF System, produkcji
firmy Millipore, ze zbiornikiem o pojemnosci 500 cm’, pozwalajacym na prace z modutem
zawierajacym membrane ptaska o powierzchni 50 cm®.

Enzymy unieruchamiane na powierzchni membran obojetnych byty izolowane metoda
Hagemana ze szczepéw bakterii wyodrebnionych z mieszanej populacji osadu czynnego,
adaptowanego do rozkladu mieszaniny pigciu  kwaséw  halogenooctowych
o stezeniu 0,005 g/dm’ kazdego z nich. Dominujagcymi w populacji rodzajami bakterii byty:
Acinetobacter, Arthobacter, Pseudomonas oraz Bacillius. Nadawe w procesie
ultrafiltracyjnej  biodegradacji  stanowil wodny roztwér mieszaniny kwasow:
monochlorooctowego (MCAA), dichlorooctowego (DCAA), trichlorooctowego (TCAA),
monobromooctowego (MBAA) i dibromooctowego (DBAA) o stezeniu 1 mg/dm’ kazdego
Z nich.

Membrany oboj¢tne, bedace nosnikami (suportami) w procesie immobilizacji,
powinny pozwala¢ na trwale zwigzanie biokatalizatora, dajac w efekcie membrany
enzymatyczne, charakteryzujace si¢ zaréwno korzystnymi wtasciwos$ciami separacyjnymi,
jak 1 aktywnoscig katalityczna, maksymalnie zblizona do aktywnos$ci enzyméw w stanie
natywnym. Ponadto, proces unieruchamiania nie powinien pogarsza¢ wlasciwosci
transportowych i wytrzymatosciowych obojetnych suportéw.

W celu trwatego zwigzania komoérek z powierzchniag membrany obojetne suporty
poddano procesowi modyfikacji chemicznej. W zwiazku z tym przez membran¢ oboj¢tng
filtrowano 250 c¢cm’ 10% roztworu aldehydu glutarowego (CHO(CH,);CHO), po czym
membrany przemywano woda dejonizowang (3 x po 100 cm?).
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Immobilizacj¢ biatek aktywnych na zmodyfikowanych chemicznie membranach
obojetnych prowadzono, filtrujac przez nie (dwukrotnie) 250 cm® wodnego roztworu biatka
aktywnego pod ci$nieniem 0,05 MPa oraz liniowej predkosci przeptywu - 0,25 m/s.

Witasciwosci transportowe membran obojetnych 1 enzymatycznych okreslano,
wyznaczajac  zalezno$§¢  objgtoSciowego  strumienia  permeatu  od  ciS$nienia
transmembranowego. W tym celu filtrowano przez nie wode¢ dejonizowana, stosujac
ci$nienie transmembranowe zmieniane w zakresie od 0,05 do 0,25 MPa. Objetosciowy
strumien permeatu (J,) obliczano ze wzoru:

J,= Vst [m/m*s] 1)

gdzie: J, - objetosciowy strumien permeatu [m’/m>s], V, - objeto$¢ permeatu [m’],
s - powierzchnia membrany [mz], t-czas [s].

Wilasciwosci  separacyjne membran (obojetnych 1 enzymatycznych) zostaly
wyznaczone na podstawie wynikOw otrzymanych podczas ich testowania roztworem
dekstranu oraz wodnym roztworem mieszaniny HAA. Podobnie jak w przypadku testacji
wodg dejonizowang, stosowano zmienne ci$nienie transmembranowe (od 0,05 do
0,25 MPa) i obliczano objetosciowy strumien permeatu. Stwierdzono, ze membrany
obojetne nie zatrzymywaty zadnego z kwasow, czyli ich wspétczynniki retencji wynosity
Zero.

Piecioprocentowy (5%) wodny roztwér dekstranu o nominalnej masie molekularnej
200 000 (produkcji Zaktadéw Farmaceutycznych ,.Polfa” w Kutnie) filtrowano przez
membrany pod ci$nieniem 0,15 MPa oraz predkosci mieszania 100 obr/min. Odbierano
10% nadawy, w permeacie 1 retentacie, oznaczajagc udzialy poszczegélnych mas
molekularnych dekstranu za pomoca chromatografu zelowego. Na podstawie
zarejestrowanych chromatograméw obliczano zawarto$¢ dekstranu w poszczegdlnych
przedziatach mas czasteczkowych, na ktére podzielony zostal caly strumien nadawy
i permeatu. Wspoétczynniki retencji dekstranu obliczano z zaleznoSci:

R=(1-C,/C,)-100% 2)
gdzie: C, - stgzenie skladnika w permeacie, C, - st¢zenie sktadnika w nadawie.

Obliczone  warto$ci  wspdtczynnikéw  retencji  pozwolity na  wyznaczenie
przepuszczalno$ci granicznej (cut-off) badanych membran. Charakteryzuje ona membrang
poprzez wskazanie najmniejszej masy molowej wybranej substancji (w opisywanym
przypadku dekstranu), ulegajacej retencji w 90%. Wyznaczony cut-off dla membrany
obojetnej wynosit 167,3 kDa, a dla membrany enzymatycznej - 18,6 kDa.

Na podstawie obliczonych stezen ksenobiotykéw w poszczegélnych strumieniach
ultrafiltracyjnych okre$lano stopien biodegradacji HAA (B,) [8, 9], zgodnie z zalezno$cia:

B;=1-(C,V,+ C-V)IC,V,100% 3)
gdzie: B, - stopien biodegradacji [%], C, - st¢zenie kwasu w permeacie [mol/dm”],
C, - stezenie kwasu w retentacie [mol/dm3], C, - stezenie kwasu w nadawie [mol/dm3],
V, - objetos$¢ permeatu [dm’], V, - objeto$é retentatu, V,, - objetosé nadawy.

Stezenie biatka aktywnego oznaczano kolorymetryczng metoda Bradforda, polegajaca
na barwnej reakcji biatka z odczynnikiem Bio-Rad-Protein-Assay. Korzystano ze
spektrofotometru UV-VIS Carry 50 (Varian). Aktywno$¢ membran enzymatycznych
okreslano, filtrujac przez nie przy temperaturze 298 K, w czasie 10 minut, roztwoér
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mieszaniny kwaséw o stezeniu 1 g/m’. Ciénienie transmembranowe wynosito 0,1 MPa,
a liniowa predkos¢ przeptywu nadawy - 0,25 m/s. Nastgpnie w nadawie, permeacie
i retentacie oznaczano stezenie kwasow i na tej podstawie okreslano ilo$¢ roztozonego
w tym czasie kazdego z stosowanych kwasow.

W przedstawianych badaniach do oznaczen kwaséw halogenooctowych zastosowano
metode US EPA 552.2 [10], a chromatografie¢ GC-MS w analizie jako$ciowo-ilosciowe;j
ekstraktu. Wiaczenie analizy GC-MS w szlak oznaczania kwaséw halogenooctowych
stanowi modyfikacje standardowo wykorzystywanych metod.

W celu wydzielenia kwaséw halogenooctowych do prébki wody wprowadzano 1,5 cm®
H,SO4, 12 g stalego Na,SO, i 3 cm’ eteru terr-butylometylowego i intensywnie wytrzasano
przez 5 minut w rozdzielaczu. Po rozdzieleniu frakcji organicznej pobierano 2,5 cm’
ekstraktu do szklanej probowki i dodawano 1 em’ 10% H,SO, w CH;OH. Tak
przygotowang prébke w celu upochodnienia 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 warstwe organiczng poddawano
analizie GC-MS.

Do oznaczen wykorzystano chromatograf gazowy sprz¢zony z detektorem masowym
(GC-MS, putapka jonowa) model Saturn 2100 T, firmy Varian. Parametry oznaczenia
chromatograficznego przedstawiono w tabeli 1. Analiz¢ iloSciowa prowadzono zgodnie
z metodg F'S (full scan) w zakresie mas od 50 do 250 a.m.u.

Opracowana procedura umozliwia rozdzial 5-sktadnikowej mieszaniny kwaséw
halogenooctowych i ich oznaczenie iloSciowe w wodach na poziomie stezen od 15 do
30 mg/m® w zaleznosci od zwigzku.

Wyniki

Na efektywno$¢ procesu biodegradacji majg wptyw zaréwno wtasciwo$ci membrany
enzymatycznej (aktywno$¢ enzymatyczna oraz charakterystyka transportowo-separacyjna),
jak 1 parametry operacyjne ultrafiltracji. Sa to: ci$nienie transmembranowe, liniowa
predkos¢ przeptywu filtrowanego medium oraz czas kontaktu ksenobiotyku z powierzchnig
aktywng membrany (czas trwania procesu).

Wyniki obrazujace ilo$¢ unieruchomionego biatka oraz aktywno$¢ otrzymanych
membran enzymatycznych przedstawiono w tabeli 1. Uzyskane warto$ci sg wigksze od
otrzymanych w badaniach wstepnych [8], w ktérych proces ultrafiltracyjnej biodegradacji
prowadzono w systemie filtracji jednokierunkowe;.

Tabela 1
Tlo$¢ unieruchomionego biatka oraz aktywno$¢ membrany enzymatycznej

Table 1
Enzymatic activity of the immobilized membrane

AKtywnos$¢ membrany
Ilo$¢ unieruchomionego biatka [mg] [mmol kwasu /10 min/1 em® pow. membrany]

MCAA DCAA TCAA MBAA DBAA
24,5 0,0374 0,0372 0,0370 0,0368 0,0363
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W celu wyznaczenia optymalnych warto$ci ci$nienia transmembranowego oraz
predkosci przeptywu dla procesu ultrafiltracyjnej biodegradacji przez membrany filtrowano
wodny roztwér mieszaniny HAA, zmieniajac ci$nienie w zakresie od 0,025 do 0,125 MPa,
przyjmujac rézne predkosci przeptywu (od 0,5 do 2 m/s). Czas trwania kazdej filtracji
wynosil 1 godzing. Otrzymane zalezno$ci uzyskane dla kwasu monochlorooctowego
przedstawiono na rysunku 1. W przypadku pozostatych kwaséw obserwowano podobne
tendencje.
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Rys. 1. Zalezno$¢ stopnia biodegradacji mieszaniny HAA od cisnienia transmembranowego i liniowej predkosci
przeptywu nadawy (na przyktadzie kwasu monochlorooctowego)

Fig. 1. Dependence of the biodegradation degree of HAA (for example MCAA) on the transmembrane pressure
and on the linear feed flow rate

Najwyzszy stopien usuni¢cia kwasu monochlorooctowego obserwowano dla ci$nienia
transmembranowego 0,1 MPa. Dla tej wartosci ci$nienia i liniowej predkosci filtrowanego
medium réwnej 0,5 m/s stopien biodegradacji kwasu wynosit 17,3%. Podobne zaleznosci
uzyskano dla pozostatych kwaséw znajdujacych si¢ w mieszaninie. Zblizone wyniki
otrzymano dla tego samego ci$nienia i predkosci réwnej 0,75 m/s - 17,1%. W przypadku
pozostalych stosowanych liniowych predkosci przeptywu nadawy przez membrang
usuni¢cie ksenobiotykow bylo duzo mniejsze (12,3, 8,4 1 8,2% dla predkosci 1, 1,25
i 1,5 m/s). Takie niskie wartosci B, sa wynikiem zbyt krétkiego czasu kontaktu kwaséw
z biokatalizatorem oraz czgsciowym uszkadzaniem struktury molekut unieruchomionego
biatka aktywnego, co skutkuje obnizeniem aktywnos$ci enzymatycznej membran. Z rysunku
1 wynika réwniez, ze liniowa predkos¢ przeptywu nadawy 0,5 m/s to predkosé, przy
zastosowaniu ktérej uzyskane stopnie biodegradacji kwaséw byly najwyzsze dla
wszystkich badanych ci$nien transmembranowych.

Na stopien usuniecia kwaséw ma przede wszystkim wpltyw czas Kkontaktu
ksenobiotykéw z enzymem, czyli czas prowadzenia procesu filtracji. Filtracje wodnego
roztworu mieszaniny HAA przez plaska membrane enzymatyczng prowadzono w czasie
5 godzin (rys. 2) przy zastosowaniu wyznaczonych wczesniej najkorzystniejszych
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parametréw procesowych, oznaczajac stopien biodegradacji poszczegdlnych kwasow
w poétgodzinnych odstepach czasu. Po 3,5-godzinnym prowadzeniu procesu w obranych
warunkach procesowych z nadawy usuni¢to catkowicie kwas dichlorooctowy
i monobromooctowy, a po 4 godzinach - kwas monochlorooctowy i trichlorooctowy.
Z kolei kwas dibromooctowy usuni¢to po 4,5 godzinie filtracji. Wydajnos¢ procesu
w czasie eksperymentu nie zmieniala si¢, a $rednia warto$¢ objgtoSciowego strumienia
permeatu wynosita 3,26-10° m*/m®*s.
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Rys. 2. Zalezno$¢ stopnia biodegradacji kwaséw halogenooctowych od czasu prowadzenia ultrafiltracyjnej
biodegradacji

Fig. 2. Dependence of the biodegradation degree of haloacetic acids on duration of ultrafiltration biodegradation

Podsumowanie

Proces ultrafiltracyjnej biodegradacji mieszaniny kwaséw halogenooctowych
w bioreaktorze z enzymatyczng, plaska membrang poliamidowa jest skuteczng metoda
usuwania HAA z wody. Najkorzystniejszymi, wyznaczonymi do$wiadczalnie parametrami
operacyjnymi ultrafiltracyjnej biodegradacji wybranych pieciu HAA s3: ci$nienie
transmembranowe - 0,01 MPa oraz liniowa predko$¢ przeplywu nadawy przez membrany -
0,5 m/s. Prowadzenie procesu z zastosowaniem optymalnych parametréw operacyjnych
pozwolito w czasie 4,5 godziny na catkowite usuni¢cie wszystkich badanych kwasow.
Zmniejszenie wyznaczonych czaséw kontaktu mozna uzyskaé, zwigkszajac powierzchnig
aktywng membrany, co bedzie realizowane w dalszych pracach z tego zakresu, poprzez
zastosowanie membran kapilarnych.

Podzigkowania

Praca naukowa zostata sfinansowana ze $rodkéw przeznaczonych na nauke w latach
2009-2011 jako projekt badawczy nr N N523 452336 pt. ,Biodegradacja kwaséw
halogenooctowych w reaktorze z enzymatycznymi membranami ultrafiltracyjnymi”.
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HALOACETIC ACIDS - THE REMOVAL FROM WATER IN BIOREACTOR
WITH POLYAMIDE ENZYMATIC ULTRAFILTRATION MEMBRAN

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 results of the study focused on the removal of halogenated acetic acids (HAA) from water by
means of the hybrid process ultrafiltration-biodegration are presented in the article. The study was carried out in
the reactor equipped with the ultrafiltration membrane, on the surface of which enzymes responsible for
degradation of HAA were immobilized. The feed solution introduced to the process comprised of the mixture of
five HAA (MCAA, DCAA, TCAA, MBAA, DBAA) of concentration 1 mg/dm3 each. Enzymes immobilized on
the support were isolated according to Hageman method from bacteria separated from activated sludge adapted for
HAA degradation. Acinetobacter, Arthobacter, Pseudomonas and Bacillius were dominant types of
microorganisms. The study was carried out in reactor of volume 500 cm® equipped with magnetic stirrer and the
flat membrane of area 50 cm® The aim of the experiment was to determine the optimal conditions for the hybrid
process ultrafiltration-biodegradation of HAA (transmembrane pressure, linear feed flow rate, length of the
process). Additionally, the method of analysis of degraded xenobiotics concentration using HPLC and HAA
extraction with ETBE was developed. Obtained results allowed to assign the optimal operating conditions of the
hybrid ultrafiltration-biodegradation system ie transmembrane pressure 0.1 MPa and linear feed flow rate -
0.5 m/s. The highest membrane process capacity and HAA removal effectiveness were obtained under those
conditions. The total removal of dichloroacetic acid and monobromoacetic acid lasted 3.5 h and 4.5 h for the rest
of the investigated acids applying optimal operation parameters. The capacity of the process determined by the
measurement of volumetric permeate flux did not change in time.

Keywords: halogenacetic acids, immobilization, biodegradation, ultrafiltration enzymatic membranes



