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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/m3. However, it is planned to reduce the permissible concentration of HAA in water up 
to 30 mg/m3 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/dm3. Membranes separation area was equal to 47 cm2. 
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) s  po trihalometanach (THM) drug  grup  ubocz-
nych produktów dezynfekcji wody, istotn  z punktu widzenia zdrowotnych walorów 
wody do picia. Powstaj  one w wyniku przemian zachodz cych pod wp ywem dzia ania 
chloru na zwi zki organiczne wyst puj ce w wodzie, okre lane prekursorami HAA 
(g ównie substancji humusowych). 

W ród powstaj cych w procesie dezynfekcji wody kwasów halogenooctowych wy-
ró ni  mo na: kwas chlorooctowy CH2ClCOOH (MCAA), bromooctowy CH2BrCOOH 
(MBAA), dichlorooctowy CHCl2COOH (DCAA), trichlorooctowy (CCl3COOH – 
TCAA), dibromooctowy (CHBr2COOH – DBAA) i inne. 

Na skutek prowadzonych bada  dowiedziono, e wyst puj ce w wodzie przeznaczo-
nej do picia kwasy halogenooctowe s  szkodliwe dla ludzi i zwierz t. Niektóre z nich, 
takie jak kwas dichlorooctowy i trichlorooctowy uznane zosta y za rakotwórcze. Stwier-
dzono, e kwas dichlorooctowy powoduje neuropati , zmniejszenie masy cia a oraz 
powstawanie nowotworów w troby [4, 8, 10, 17].  

W zwi zku z tym, w wielu krajach wprowadza si  systematyczne pomiary zawarto-
ci kwasów halogenooctowych w wodzie do picia, podczas trwania procesu jej uzdatnia-

nia oraz wprowadza si  normy limituj ce dopuszczalne st enie HAA w wodzie pitnej.  
Ameryka ska Agencja Ochrony rodowiska (USEPA) obecnie ustanowi a dopusz-

czaln  warto  st enia dla sumy pi ciu kwasów HAA, tj. kwasów monochlorooctowe-
go, dichlorooctowego, trichloroctowego, monobromooctowego i dibromooctowego jako 
60 mg/m3.Przewiduje si  jednak, e w przysz o ci nast pi obni enie tej warto ci do 
30 mg/m3, ze wzgl du na zagro enie zdrowia ludzi i zwierz t substancjami rakotwór-
czymi, za które uznano HAA. 

Wytyczne wiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) okre laj  zalecane dopuszczalne 
st enia w wodzie pitnej kwasu dichlorooctowego do 50 mg/m3 i kwasu trichloroocto-
wego do 100 mg/m3[14]. 

W polskich wymaganiach stawianych wodzie przeznaczonej do spo ycia przez ludzi, 
kwasy halogenooctowe obecnie nie s  uwzgl dnione, cho  jeszcze w Rozporz dzeniu 
Ministra Zdrowia z dnia 29 marca 2007 r. w sprawie warunków jakim powinna odpo-
wiada  woda do picia i na potrzeby gospodarcze (Dz.U. 2007 nr 61 poz. 417), ograni-
czano st enie kwasu monochlorooctowego do 30 mg/m3[12]. 

Na podstawie wyników bada  zawarto ci kwasów HAA w wodzie Jeziora Zegrzy -
skiego, w procesie oczyszczania w Wodoci gu Pó nocnym oraz w wodzie pitnej 
w Warszawie, dowiedziono e zmiany procesu oczyszczania mog  spowodowa  zmniej-
szenie ilo ci powstaj cych HAA. Stwierdzono, e istnieje zale no  powstawania 
kwasów halogenooctowych od st e  ich organicznych prekursorów. Zaobserwowano 
równie  du  korelacj  pomi dzy ilo ci  powstaj cych HAA, a temperatur  wody. 
W okresie zimy, w niskich temperaturach st enie kwasów halogenooctowych by o 
bardzo ma e, natomiast du e st enia HAA wyst pi y w wysokich temperaturach wody 
(w miesi cach letnich). 

Zaobserwowano równie  du  zgodno  mi dzy st eniami kwasów halogenoocto-
wych a st eniami trihalometanów. wiadczy to o istnieniu tych samych powodów 
powstawania THM i HAA. Stwierdzono równie , i  gotowanie wody nie pozwala na 
usuni cie kwasów halogenooctowych w tak wysokim stopniu, jak w przypadku trihalo-
metanów.  
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Obecnie obserwuje si  ogólno wiatow  tendencj  do eliminowania chloru z proce-
sów uzdatniania wody i zast powania go ozonem lub dwutlenkiem chloru, co znacznie 
zmniejsza ilo  powstaj cych HAA [1, 8, 13]. 

Zgodnie z terminologi  Europejskiego Towarzystwa Membranowego z roku 1984 
„membrana odgrywa rol  selektywnej bariery w transporcie masy, a separacja zostaje 
osi gni ta dzi ki ró nicy w szybko ci transportu oddzielanych substancji.”. Zat anie, 
oczyszczanie czy frakcjonowanie to mo liwo ci, które daj  procesy wykorzystuj ce 
techniki membranowe. Podczas separacji na membranach, filtrowaniu poddawane s  
g ównie ciecze o du ej zawarto ci sk adników i ró nym stopniu dyspersji. Filtracja 
surowca (nadawy) prowadzi do powstania strumienia permeatu (odcieku) z o onego 
z wody i substancji przenikaj cych przez membran  oraz retentatu (koncentratu), które-
go strumie  zawiera sk adniki tworz ce permeat i te zatrzymane przez membran . 

Jedn  z wa niejszych zalet technik membranowych jest ma e zu ycie energii, które 
wynosi od po owy do jednej trzeciej cz ci energii zu ytej w metodzie destylacyjnej. 
Instalacje oparte na ultrafiltracji czy odwróconej osmozie wyró nia prostota konstrukcji 
oraz atwo  obs ugi, dodatkowo ca y proces oczyszczania przy pomocy membran mo e 
by  zautomatyzowany, a obs uga ograniczona do kontroli pomp i ci nienia membran oraz 
stanu powierzchni membran. Techniki membranowe jako metody separacji znajduj  
zastosowanie w technologiach oczyszczania odpadów produkcyjnych, przyczyniaj  si  do 
recyrkulacji surowców oraz wprowadzania czystych technologii, dodatkowo nie wymagaj  
dawkowania chemikaliów, oraz nie powoduj  transformacji zanieczyszcze . Woda 
oczyszczona w procesach membranowych mo e by  zawracana z powrotem do produkcji. 

Podsumowuj c, do g ównych zalet procesów membranowych mo na zaliczy : 
 niskie zu ycie energii, 
 brak wymogów dawkowania chemikaliów, 
 prowadzenie procesu w agodnych warunkach rodowiskowych, 
 ci g y sposób separacji, 
 mo liwo  tworzenia tzw. procesów hybrydowych cz cych procesy membranowe 

z innymi procesami jednostkowymi, 
 mo liwo  wprowadzania systemu modu owego, u atwiaj cego powi kszanie skali, 
 mo no  stosowania ulepsze  w asno ci rozdzielczych membran podczas eksploata-

cji systemu. 
Realizacja procesów membranowych wymaga odpowiednich konstrukcji aparaturo-

wych. Wa ne jest, by podczas prowadzenia procesu uzyska  mo liwie du y i stabilny 
w czasie strumie  permeatu o niskiej zawarto ci sk adnika oddzielanego przez membran .  

Niestety, stosunkowo cz sto pojawiaj  si  trudno ci techniczne podczas stosowania 
procesów membranowych. Zalicza si  do nich: 
 polaryzacj  st eniow ,  
 fouling i scaling membran, 
 ograniczon  wytrzyma o  chemiczn  i termiczn  membran (g ównie polimerowych)  
 ograniczon  ywotno  i selektywno  membran [3]. 

Jedn  z nowatorskich metod usuwania kwasów halogenooctowych z wody jest pro-
ces biodegradacji prowadzony w reaktorze z enzymatyczn  membran  ultrafiltracyjn . 
Pierwsze badania nad enzymatyczn  degradacj  kwasów halogenooctowych si gaj  lat 
50-tych XX wieku. Ze wzgl du na du e mo liwo ci zastosowa , badania te w dalszym 
ci gu rozwijaj  si  dynamicznie i do chwili obecnej znaleziono wiele mikroorganizmów 
tlenowych i beztlenowych, wytwarzaj cych enzymy katalizuj ce proces degradacji HAA 
przebiegaj cy wed ug ró nych mechanizmów. 
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Membrany enzymatyczne charakteryzuj  si  zarówno w a ciwo ciami separacyjnymi 
jak i aktywno ci  katalityczn , na któr  ma wp yw rodzaj, ilo  i sposób unieruchomie-
nia biokatalizatora. Oprócz wielu korzy ci, do których nale : 
 wi ksza odporno  enzymów na dzia anie podwy szonej temperatury, inhibitorów 

i czynników chemicznych, 
 atwiejsze oddzielenie produktów reakcji od biokatalizatora, 
 otrzymywanie produktów o wi kszej czysto ci, 
 mo liwo  wielokrotnego u ycia enzymu, 
 niskie koszty eksploatacyjne i obni one zu ycie enzymów, 

immobilizacja enzymów wywo uje równie  niestety efekty niepo dane, takie jak 
zmniejszenie ich powinowactwa do substratu oraz obni enie maksymalnej szybko ci 
katalizowanej reakcji. Zjawiska te, wywo ywane s  najcz ciej trudno ciami sferyczny-
mi w dotarciu substratu do centrum aktywnego bia ka. O wyborze sposobu immobiliza-
cji decyduje najcz ciej konieczno  zachowania jak najwy szej aktywno ci katalitycz-
nej enzymu. 

 
Najwa niejszymi z praktycznie stosowanych metod unieruchamiania bia ek s : 

 adsorpcja na powierzchni no nika polimerowego, 
 kowalencyjne wi zanie z no nikiem, 
 zamykanie w porowatej strukturze membrany (inkluzja wewn trz polimeru), 
 kopolimeryzacja z no nikiem bia kowym 
 przeprowadzanie ich w el. 

 
Ze wzgl du na wielkocz steczkowy charakter enzymów, jak równie  i niektórych 

substratów oraz konieczno  prowadzenia immobilizacji i katalizowanych procesów 
biochemicznych w rodowisku wodnym, no niki stosowane do unieruchamiania biokata-
lizatorów powinny spe nia  nast puj ce warunki: 
 by  substancjami wielkocz steczkowymi, wzgl dnie tworzy  z pod o em faz  sta ; 
 charakteryzowa  si  w a ciwo ciami hydrofilowym; 
 posiada  du  porowato ; 
 mie  grupy chemicznie aktywne lub nadaj ce si  do aktywacji; 
 wykazywa  stabilno  chemiczn  oraz du  wytrzyma o  mechaniczn  i termiczn ; 
 by  nietoksyczne i odporne na biodegradacj ; 
 nie powodowa  dezaktywacji enzymu; 
 mie  niskie koszty uzyskania. 

Dotychczas nie uda o si  jednak otrzyma  no nika, który spe nia by jednocze nie 
wszystkie te wymagania [9, 15, 16]. 

W membranowych reaktorach biokatalitycznych, praktyczne zastosowanie jako su-
porty do immobilizacji enzymów znajduj  dotychczas najcz ciej membrany otrzymy-
wane na bazie polimerów. Prowadzone s  równie  badania nad wykorzystaniem do tego 
celu membran nieorganicznych jako e s  one szczególnie trwa ymi i aktywnymi no ni-
kami do immobilizacji bia ek aktywnych, g ównie za pomoc  wi za  kowalencyjnych.  
Mo na jednak zaryzykowa  stwierdzenie, i  stosowanie kosztownego sposobu immobi-
lizacji nietrwa ego enzymu na wyj tkowo trwa ej membranie jest ma o ekonomiczne. 
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Membrany polimerowe stosowane do immobilizacji enzymów s  wytwarzane w po-
staci ró nych konfiguracji, a mianowicie jako: 
 p askie folie (arkusze i dyski), umieszczane w modu ach p ytowo - ramowych; 
 w kszta cie rur o rednicy > 10 mm i d ugo ciach dochodz cych niejednokrotnie do 

kilku metrów, pracuj ce w modu ach rurowych; 
 w postaci kapilar ( rednica 0,5 - 10 mm), umieszczane w p aszczu cylindrycznym 

w formie p ków, tworz cych modu y kapilarne. 
Ka da z wymienionych konfiguracji wykazuje szereg zalet i wad, a wi c wybór w a-

ciwej powinien by  dokonywany w oparciu o dok adn  analiz  przydatno ci oraz 
kosztów eksploatacyjnych i inwestycyjnych. Dodatkow  rol , odgrywa tu równie  
g sto  upakowania membran. W modu ach rurowych jest ona najmniejsza i osi ga 
warto  do 360 m2/m3, w p ytowo - ramowych 500-800 m2/m3, natomiast w reaktorach z 
membranami kapilarnymi jest najwi ksza i wynosi do kilku tysi cy m2/m3. St d, 
w wi kszo ci procesów biokatalitycznych najszersze zastosowanie znalaz o to ostatnie 
rozwi zanie, chocia  reaktory z membranami p askimi równie  s  stosowane cz sto, 
g ównie z uwagi na prost  budow  i atwo  wymiany membran w modu ach. 

Znacz cy wp yw na efektywno  procesu katalitycznego zachodz cego 
w bioreaktorach membranowych ma rodzaj polimeru, z którego wytwarzana jest mem-
brana. Decyduje on o sposobie unieruchamiania biokatalizatorów, powinowactwie 
materia u membrany i substancji wyst puj cych w filtrowanym roztworze, o jej w asno-
ciach hydrofilowych lub hydrofobowych, maj cych wp yw na grubo  strefy reakcyjnej 

w membranie oraz szybko ci zachodz cej reakcji biochemicznej. 
Dzi ki modyfikacji chemicznej i fizycznej mo na atwo otrzyma  z no ników (mem-

bran) polimerowych nowe polimery z grupami reaktywnymi, posiadaj ce dan  struk-
tur  fizyczn . Przyk adem takiej modyfikacji jest metoda O-alkilowania stosowana 
w prowadzonych badaniach [3, 5, 15, 16]. 

2. Cel i zakres pracy 

Celem pracy by o otrzymanie ultrafiltracyjnych, poliamidowych membran kapilar-
nych z zaimmobilizowanymi na ich powierzchni enzymami zaadoptowanymi do rozk a-
du kwasów halogenooctowych oraz okre lenie ich w asno ci transportowo-
separacyjnych pod k tem zastosowania do usuwania HAA z wody. 

Membrany, b d ce no nikami (suportami) w procesie immobilizacji, powinny po-
zwala  na trwa e zwi zanie biokatalizatora, daj c w efekcie membrany enzymatyczne, 
charakteryzuj ce si  zarówno korzystnymi w a ciwo ciami separacyjnymi jak i aktyw-
no ci  katalityczn , maksymalnie zbli on  do aktywno ci enzymów w stanie natywnym. 
Ponadto, proces immobilizacji nie powinien pogarsza  w asno ci transportowych 
i wytrzyma o ciowych oboj tnych suportów. 
Zakres pracy obejmowa : 
 wyznaczenie w asno ci transportowo-separacyjnych membran oboj tnych; 
 modyfikacj  chemiczn  membran oboj tnych; 
 unieruchomienie enzymów na powierzchni zmodyfikowanych membran za pomoc  

wi zania kowalencyjnego; 
 wyznaczenie w asno ci transportowo-separacyjnych membran aktywnych; 
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 ocen  przydatno ci wytworzonych membran enzymatycznych w procesie ultrafiltra-
cyjnej biodegradacji mieszaniny wybranych pi ciu kwasów halogenooctowych 
(MCAA, DCAA, TCAA, MBAA, DBAA). 
Proces ultrafiltracyjnej biodegradacji, oparty na membranach z unieruchomionymi 

bia kami aktywnymi przebiega w temperaturze otoczenia, charakteryzuje si  nisk  
energoch onno ci  i niewielkimi kosztami eksploatacyjnymi. Pozwala na obni enie 
st enia substancji toksycznych w miejscu ich powstawania do warto ci dopuszczalnych 
i umo liwia doczyszczanie uzdatnianej wody w procesie ultrafiltracji. 

3. Aparatura i enzymy 

Badania prowadzono z wykorzystaniem urz dzenia LabscaleTM TFF System, pro-
dukcji firmy Millipore, ze zbiornikiem o pojemno ci 500 cm3. Zastosowano modu  
poliamidowych ultrafiltracyjnych membran kapilarnych o powierzchni 47 cm2. 

Do izolacji frakcji enzymów rozk adaj cych kwasy halogenooctowe u yto szczepów 
bakterii wyodr bnionych z mieszanej populacji drobnoustrojów osadu czynnego uzyska-
nego na drodze transformacji osadów organicznych po fermentacji metanowej. Adapta-
cj  drobnoustrojów prowadzono zasilaj c hodowl  wzrastaj cymi dawkami HAA. 

Dominuj cymi w populacji rodzajami bakterii by y: Acinetobacte, Arthrobacter, 
Pseudomonas i Bacillius. Wszystkie szczepy u yte w badaniach adaptowano do degra-
dacji 5 mg/dm3 ka dego z kwasów. Frakcje enzymatyczne by y izolowane metod  
Hagemanna [12]. 

4. Metodyka bada  

W asno ci transportowo-separacyjne membran okre lano filtruj c przez nie roztwór 
mieszaniny kwasów, jednocze nie wyznaczaj c zale no ci obj to ciowego strumienia 
permeatu (JV) od ci nienia transmembranowego i liniowej pr dko ci przep ywu nadawy, 
a w oparciu o obliczone st enia ksenobiotyków w poszczególnych strumieniach ultrafil-
tracyjnych okre lano stopie  biodegradacji HAA (Bd). Nadaw  w procesie biodegradacji 
stanowi  wodny roztwór mieszaniny pi ciu kwasów: monochlorooctowego (MCAA), 
dichlorooctowego (DCAA), trichlorooctowego (TCAA), monobromooctowego (MBAA) 
i dibromooctowego (DBAA) o st eniu 1 mg/dm3 ka dego z nich. [8-9].  

W asno ci transportowe membran oboj tnych okre lano wyznaczaj c zale no  obj -
to ciowego strumienia permeatu od ci nienia transmembranowego. W tym celu filtro-
wano przez nie wod  dejonizowan , stosuj c ci nienie transmembranowe zmieniane 
w zakresie od 0,025 do 0,125 MPa. Obj to ciowy strumie  permeatu (Jv) obliczono 
ze wzoru:  

ts
V

J v
v  

gdzie: Jv – obj to ciowy strumie  permeatu [m3/m2×s] 
Vv – obj to  permeatu [m3] 
s – powierzchnia membrany [m2] 
t – czas [s] 
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W asno ci separacyjne membran (oboj tnych i enzymatycznych) okre lone zosta y 
na podstawie wyników otrzymanych podczas testowania ich roztworem dekstranu oraz 
wodnego roztworu mieszaniny pi ciu HAA. Wodny roztworu dekstranu o nominalnej 
masie cz steczkowej 200 000 (produkcji Zak adów Farmaceutycznych „Polfa”  
w Kutnie) i st eniu 5 g/dm3 filtrowano przy ci nieniu 0,15 MPa oraz liniowej pr dko ci 
przep ywu równej 0,5 m/s. Odbierano 10% nadawy, oznaczaj c w permeacie i retentacie 
udzia y poszczególnych mas cz steczkowych dekstranu za pomoc  chromatografu 
elowego. Na podstawie zarejestrowanych chromatogramów wyznaczano zawarto  

dekstranu w poszczególnych przedzia ach mas cz steczkowych, na które podzielony 
zosta  ca y strumie  nadawy i permeatu. Wspó czynniki retencji dekstranu obliczano 
z zale no ci: 

%1001
n

p

C
C

R  

gdzie:   Cp – st enie sk adnika w permeacie, 
Cn – st enie sk adnika w nadawie. 

 
Obliczone warto ci wspó czynników retencji pozwoli y na wyznaczenie przepusz-

czalno ci granicznej (cut-off) badanych membran. Charakteryzuje ona membran  
poprzez wskazanie najmniejszej masy molowej wybranej substancji (w tym przypadku 
dekstranu), ulegaj cej retencji w 90% [2]. 

W asno ci transportowo-separacyjne membran enzymatycznych okre lano w ten sam 
sposób jak w przypadku membran oboj tnych, wyznaczaj c wst pnie zale no ci obj to-
ciowego strumienia permeatu (dla wody dejonizowanej i roztworu mieszaniny kwasów) 

od ci nienia transmembranowego zmieniaj cego si  w zakresie 0,025 – 0,125 MPa. 
W oparciu o oznaczone st enia ksenobiotyków w poszczególnych strumieniach ultrafil-
tracyjnych, dodatkowo obliczano stopie  biodegradacji (Bd) wszystkich kwasów zawar-
tych w uzdatnianej wodzie zgodnie z równaniem: 
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gdzie:    Bd – stopie  biodegradacji ksenobiotyku [%], 
Cp – st enie ksenobiotyku w permeacie [mol/dm3], 
Cn – st enie ksenobiotyku w nadawie [mol/dm3], 
Cr – st enie ksenobiotyku w retentacie [mol/dm3], 
Vp – obj to  permeatu [dm3], 
Vn – obj to  nadawy [dm3], 
Vr – obj to  retentatu [dm3]. 

 
Wyznaczano równie  najkorzystniejsze parametry operacyjne procesu usuwania miesza-

niny kwasów halogenooctowych w uk adzie zintegrowanym biodegradacja - ultrafiltracja, a 
mianowicie: ci nienie transmembranowe i liniow  pr dko  przep ywu nadawy przez 
membrany. Przy ich zastosowaniu wydajno  procesu membranowego i efektywno  usu-
wania z filtrowanej wody pi ciu wybranych kwasów halogenooctowych by y najwy sze. 

W celu unieruchomienia bia ka aktywnego na powierzchni membran kapilarnych za 
pomoc  trwa ego wi zania kowalencyjnego, oboj tne suporty poddano modyfikacji 
chemicznej. 
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Jako miejsca wi ce enzymy z poliamidem wykorzystuje si  przede wszystkim 
ko cowe grupy funkcyjne a cuchów polimerowych. Z tego wzgl du, stosowane poli-
mery nie powinny mie  zbyt du ej masy cz steczkowej lub te  ich a cuchy nale y 
poddawa  cz ciowej degradacji w procesie aktywacji no nika. Zgodnie z danymi 
literaturowymi chemiczn  immobilizacj  enzymów na poliamidowych suportach prowa-
dzi si  trzema metodami: 
 przez kowalencyjne wi zanie enzymów z poliamidem za po rednictwem wi za  

peptydowych, 
 poprzez kowalencyjne wi zanie enzymu z poliamidem metod  O-alkilowania, 
 przez kowalencyjne wi zanie enzymu z poliamidem metod  N-alkilowania. 

Pierwsza metoda opiera si  na trzech oddzielnych operacjach: cz ciowej depolime-
ryzacji poliamidu, aktywacji grup ko cowych polimeru i reakcji enzymu ze zmodyfiko-
wanym no nikiem. Etap pierwszy realizuje si  poprzez rozszczepienie a cucha polia-
midu za pomoc  N,N-dimetylo-1,3-propanodiaminy lub przez poddanie poliamidu 
hydrolizie w kwasie chlorowodorowym. Uwolnione grupy aminowe i karboksylowe 
mog  by  w dalszej kolejno ci aktywowane ró nymi sposobami. 

Metoda O-alkilowania pozwala na prowadzenie procesu immobilizacji bez uprzed-
niej depolimeryzacji poliamidu. Grupy aktywne s  szczepione bezpo rednio na a cuchu 
polimerowym, dzi ki czemu no nik nie ulega os abieniu mechanicznemu. W tym celu 
poliamidy poddaje si  dzia aniu czynników silnie alkiluj cych, co prowadzi do O-
alkilacji niektórych wi za  peptydowych materia u polimerowego no nika. Podczas 
pocz tkowej O-alkilacji polimeru z sol  trietylooksoniow  tetrafluoroboranu, pierwszy 
produkt - sól imidowa poliamidu jest nietrwa ym stanem przej ciowym, który pozwala 
na bezpo redni  immobilizacj  bia ka, ale w wi kszo ci przypadków nie prowadzi do 
otrzymania trwa ych, aktywnych membran enzymatycznych. Cz ciej, wykorzystywany 
jest fakt, i  sól imidowa poliamidu reaguj c w warunkach bezwodnych z kwa nym 
hydrazydem, daje stabiln  pochodn  hydrazydow  poliamidu, która nast pnie aktywo-
wana jest aldehydem glutarowym. Kolejny etap, to immobilizacja bia ka aktywnego, 
które przy cza si  do wolnej grupy funkcyjnej cz steczki aldehydu. 

Sposób wi zania enzymu z poliamidem metod  N-alkilowania, jest oparty na kontro-
lowanej kwa nej hydrolizie poliamidu, prowadz cej do utworzenia par COOH-NH2- na 
powierzchni jego struktury, oraz ich zablokowaniu w reakcji czterosk adnikowej kon-
densacji (4CC). Otrzymuje si  poliizonitrylo-poliamid, z bardzo aktywnym potrójnym 
wi zaniem N C, do którego przy cza si  enzym [14]. Podczas prowadzonych bada  
w celu trwa ego zwi zania komórek enzymów z powierzchni  membran i zapewnieniu 
d ugotrwa ej aktywno ci katalitycznej membran oboj tne suporty poddano procesowi  
O-alkilowania [16].  

Immobilizacj  bia ek aktywnych na zmodyfikowanych chemicznie membranach obo-
j tnych uzyskano poprzez dwukrotn  filtracj  przez nie 250 cm3 wodnego roztworu 
kompleksu enzymów przy ci nieniu 0,025 MPa oraz liniowej pr dko ci przep ywu 
0,5 m/s. Po zako czeniu procesu immobilizacji membrany dok adnie p ukano wod  
dejonizowan  w celu usuni cia cz steczek nie zwi zanych trwale z powierzchni  mem-
bran. 

Aktywno  membran enzymatycznych okre lano filtruj c przez nie w temperaturze 
298 K, w czasie 10 minut, roztwór mieszaniny kwasów o st eniu 1 g/m3. Ci nienie 
transmembranowe wynosi o 0,1 MPa, a liniowa pr dko  przep ywu nadawy – 0,5 m/s. 
Nast pnie w nadawie, permeacie i retentacie oznaczano st enie kwasów i na tej pod-
stawie okre lano ilo  roz o onego w tym czasie ka dego z nich. 
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St enie bia ka aktywnego oznaczano kolorymetryczn  metod  Bradforda, polegaj -
c  na barwnej reakcji bia ka z odczynnikiem Bio-Rad-Protein-Assay, natomiast st enie 
kwasów halogenooctowych przy u yciu spektrofotometru UV VIS Carry 50 (Varian). 

Oznaczenie kwasów halogenooctowych polega na zakwaszeniu próbki wody 
do pH < 2. Dzi ki temu cofa si  dysocjacj  kwasów, co umo liwia ich ekstrakcj  do 
rozpuszczalnika organicznego (Liquid – Liquid Extraction – LLE) nie mieszaj cego si  
z wod . Zwykle stosuje si  to tego celu eter terbutylometylowy (MTBE). Ekstrakcj  tak 
polarnych zwi zków jakimi s  kwasy halogenooctowe wspomaga si  wysalaniem. 
Wyekstrahowane kwasy upochadnia si  do estrów metylowych, które nast pnie rozdzie-
la si  stosuj c techniki chromatografii gazowej wykorzystuj c detektor wychwytu 
elektronów na etapie detekcji. Granice oznaczalno ci dla tej techniki wynosz  zwykle 
ok. 0,5 g/dm3 z wyj tkiem kwasu monochlorooctowego dla którego ta granica wynosi 
ok. 1 g/dm3 [10, 11]. 

W niniejszej pracy, do przygotowania próby wodnej do oznacze  kwasów halogeno-
octowych zastosowano metod  US EPA 552.2 [14] a chromatografi  GC-MS w analizie 
jako ciowo-ilo ciowej ekstraktu. 

W celu wydzielenia kwasów halogenooctowych do próbki wody wprowadzano 
1,5 cm3 H2SO4, 12 g sta ego Na2SO4 i 3 cm3 eteru terbutylometylowego, a nast pnie 
intensywnie wytrz sano przez 5 minut w rozdzielaczu. Po rozdzieleniu frakcji organicz-
nej pobierano 2,5 cm3 ekstraktu do szklanej probówki i dodawano 1 cm3 10% H2SO4 
w metanolu. Tak przygotowan  próbk  w celu upochodnienia zawartych w niej kwasów 
halogenooctowych inkubowano przez 30 minut w temperaturze 50ºC. Po tym czasie, do 
roztworu dodawano 4 cm3 10% wodnego roztworu Na2SO4 i przenoszono ponownie do 
rozdzielacza. Po rozdzieleniu, warstw  organiczn  poddawano analizie GC-MS. 
Do oznacze  wykorzystano chromatograf gazowy sprz ony z detektorem masowym 
(GC–MS, pu apka jonowa) model Saturn 2100 T, firmy Varian. Parametry oznaczenia 
chromatograficznego przedstawiono w tabeli 1. Analiz  ilo ciow  prowadzono w 
oparciu o metod  FS (full scan) w zakresie mas od 50 do 250 a.m.u. 
Opracowana procedura umo liwia rozdzia  5 sk adnikowej mieszaniny kwasów 
halogenooctowych i ich oznaczenie ilo ciowe w wodach na poziomie st e  od 15 do 
30 mg/m3 w zale no ci od zwi zku.  

Tab. 1.  Parametry oznaczenia chromatograficznego GC – MS 

Tab. 1.  Parameters of GC-MS assays 

 

Program temperaturowy GC 

Obj to  nastrzyku 
Iniektor 

1 m 
210 C, splitless 

Gaz 
Przep yw 

hel 
1,1 ml/min 

MS 
Jonizacja 

Energia jonizacji 
EI 

70 eV 

Temperatura ród a jonów 200 C 
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5. Wyniki bada  

Na efektywno  procesu ultrafiltracyjnej biodegradacji maj  wp yw zarówno w a-
sno ci membrany enzymatycznej (aktywno  enzymatyczna oraz charakterystyka 
transportowo-separacyjna), jak i parametry operacyjne ultrafiltracji. Nale  do nich: czas 
kontaktu ksenobiotyku z powierzchni  aktywn  membrany (czas trwania procesu), 
ci nienie transmembranowe oraz liniowa pr dko  przep ywu filtrowanego medium. 

Wyniki obrazuj ce ilo  unieruchomionego bia ka oraz aktywno  otrzymanych membran 
enzymatycznych przedstawiono w tabeli 2. Uzyskane warto ci okaza y si  podobne do wyni-
ków uzyskanych podczas bada  z wykorzystaniem membran poliakrylonitrylowych [7]. 

Tab. 2.  Ilo  zwi zanego bia ka oraz aktywno  membran enzymatycznych 

Tab. 2.  Enzymatic activity of the immobilized membrane 

Ilo  zwi zanego 
bia ka [mg] 

Aktywno  membrany  
[mg kwasu /10min/1cm2 pow. membrany] x 103 

MCAA DCAA TCAA MBAA DBAA 

32,6 1,182 1,181 1,180 1,177 1,178 

5.1. W asno ci transportowo - separacyjne membran oboj tnych 
i enzymatycznych 

Na rysunku 1 przedstawiono krzywe obrazuj ce zale no  obj to ciowego strumie-
nia permeatu od ci nienia transmembranowego (dla liniowej pr dko ci przep ywu 
nadawy, u = 0,5 m/s) dla membran oboj tnych i enzymatycznych, a w tabeli 3 równania 
opisuj ce wyznaczone zale no ci. 

Zgodnie z oczekiwaniami (zarówno podczas filtracji wody dejonizowanej jak i roztworu 
kwasów halogenooctowych), wraz ze wzrostem ci nienia transmembranowego wzrasta a 
warto  obj to ciowego strumienia permeatu. W przypadku membran oboj tnych od warto ci 
1,79·10-7m3/m2s dla najni szego ci nienia stosowanego podczas testacji równego 0,025 MPA 
do 5,71·10-7m3/m2s dla ci nienia najwy szego (0,125 MPa). Obj to ciowe strumienie permeatu 
uzyskane dla membran enzymatycznych równie  ros y, od 1,41·10-7m3/m2s dla p = 0,025MPa 
do 4,51·10-7m3/m2s dla ci nienia 0,125 MPa. W stosunku do warto ci Jv uzyskanych dla 
membran oboj tnych by y o 21,2 % ni sze dla 0,025 MPa i 21,02 % dla 0,125 MPa. Obni enie 
w asno ci transportowych membran enzymatycznych by o spowodowane „przytkaniem” 
porów membran aldehydem glutarowym stosowanym podczas modyfikacji oboj tnych supo-
rtów oraz cz steczkami unieruchomionych enzymów.  

Obj to ciowe strumienie permeatu uzyskane podczas testacji membran (zarówno 
oboj tnych jak i enzymatycznych) roztworem kwasów halogenooctowych by y niewiele 
ni sze ni  te otrzymane podczas filtracji wody dejonizowanej. W przypadku membran 
oboj tnych poszczególne Jv uzyskane podczas filtracji mieszaniny pi ciu kwasów halo-
genooctowych by y o ok. 1% ni sze, ni  te uzyskane dla wody dejonizowanej (dla 
odpowiednich ci nie  transmembranowych). W przypadku membran enzymatycznych, 
warto ci obj to ciowych strumieni permeatów otrzymane podczas filtracji wody zawie-
raj cej kwasy halogenooctowe by y o ok.2 % ni sze ni  Jv uzyskane dla odpowiednich 
ci nie  transmembranowych podczas filtracji wody dejonizowanej. 
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Rys.1.  Zale no  obj to ciowego strumienia permeatu od ci nienia transmembranowego 
dla membran oboj tnych i enzymatycznych; nadawa:woda dejonizowana  
(roztwór kwasów halogenooctowych). 

Fig. 1. The dependence of volumetric permeate flux on transmembrane pressure for the 
neutral and enzymatic membranes; feed water:deionized water/HAA solution 

Tab. 3.  Równania opisuj ce zale no  obj to ciowego strumienia permeatu od ci nienia 
transmembranowego dla membran oboj tnych i enzymatycznych; nadawa: woda 
dejonizowana (roztwór kwasów halogenooctowych) 

Tab. 3.  The equations describing the volumetric permeate flux on transmembrane pressure for 
the neutral and enzymatic membranes; feed water: deionized water/HAA solution 

Membrany 
Funkcja Jw=f( P) 

Jw[m3/m2s], P[MPa] 
 

Wspó czynnik 
korelacji 

Przepuszczalno  wody 
Lw*10-4 [m3/m2sMPa] 

(dla 0,05 MPa) 
PA-K  

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

PA-K  
(kwasy) 

Jv = 44,263( P) + 0,5186 0,987 2,42 

PA-KE  
(woda) 

Jv =35,577( P) + 0,4214 0,991 3,16 

PA-KE  
(kwasy) 

Jv = 34,937( P) + 0,3881 0,989 2,38 
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W asno ci separacyjne membran enzymatycznych PA-KE (w porównaniu z w asno-
ciami separacyjnymi membran oboj tnych PA-K, stanowi cych suport do otrzymania 

PA-KE) wyznaczono filtruj c przez nie roztwór dekstranu o nominalnej masie cz stecz-
kowej 200 000 Da i st eniu 5 g/dm3 (ci nienie - 0,025MPa oraz liniowa pr dko  
przep ywu nadawy 0,5 m/s). Rozk ad mas cz steczkowych w nadawie oraz permeatach 
wskazuje, i  o w a ciwo ciach rozdzielczych membran enzymatycznych decyduje 
g ównie tzw. membrana wtórna z bia ka aktywnego, unieruchomiona na oboj tnym 
suporcie (rys. 2, 3, 4). 

Analiza wyników przedstawionych na rysunkach 3 i 4 wykaza a, i  membrana en-
zymatyczna PA–KE posiada w asno ci separacyjne du o lepsze od membrany oboj tnej 
PA–K. 
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Rys.2.  Krzywe rozk adu mas cz steczkowych w nadawie i permeatach (1 -  membrany 
PA-KE, 2 – membrany PA-K). Zale no  wysoko ci chromatogramu od masy 
cz steczkowej. 

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 
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Rys.3.  Krzywe rozk adu mas cz steczkowych w nadawie i permeatach (1 -  membrany 
PA-KE, 2 – membrany PA-K). Zale no  skumulowanego udzia u cz steczek dek-
stranu od ich masy cz steczkowej. 

Fig. 3.  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 
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Rys.4.  Zale no  wspó czynnika retencji od masy cz steczkowej dekstranu  
(1 - membrany PA-KE, 2 – membrany PA-K). Zale no  skumulowanego udzia u 
cz steczek dekstranu od ich masy cz steczkowej. 

Fig. 4.  The dependence of the retention coeficient on dextrane molecular weight    (1 - PA-
KE membranes, 2 – PA-K membranes. The dependence of  cumulated  
fraction of dextrane particles on their molecular weight. 
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Na podstawie zale no ci wspó czynnika retencji od masy cz steczkowej dekstranu, 
przedstawionej na rysunku 4, wyznaczono cut – off, który dla membran enzymatycznych 
(PA–KE) wyniós  13,4 kDa, natomiast dla membran oboj tnych 189 kDa. 

 
5.2. Zale no  efektywno ci ultrafiltracyjnej biodegradacji 

mieszaniny kwasów halogenooctowych od parametrów procesu 
 
Na efektywno  procesu ultrafiltracyjnej biodegradacji maj  wp yw zarówno od-

powiednio spreparowana membrana enzymatyczna jak i parametry operacyjne 
ultrafiltracji. Nale  do nich: przede wszystkim czas kontaktu usuwanych substancji 
z enzymem (czas prowadzenia procesu), ci nienie transmembranowe oraz liniowa 
pr dko  przep ywu nadawy przez membrany. Prowadzone badania mia y na celu 
równie  wyznaczenie optymalnych parametrów procesu, przy których stopie  
usuni cia mieszaniny wybranych pi ciu kwasów halogenooctowych z wody by by 
jak najwy szy. 

W celu wyznaczenia optymalnych: ci nienia transmembranowego oraz liniowej 
pr dko ci przep ywu filtrowanego medium, przy których nale a oby prowadzi  proces 
ultrafiltracyjnej biodegradacji mieszaniny HAA, filtrowano przez membrany enzyma-
tyczne wod  zawieraj c  w 1 dm3po 1 mg ka dego z pi ciu wybranych kwasów haloge-
nooctowych, zmieniaj c ci nienie transmembranowe w zakresie od 0,025 do 0,125 MPa 
dla ró nych pr dko ci przep ywu nadawy (od 0,5 m/s do 1,5 m/s). Wszystkie otrzymane 
zale no ci przedstawiono w tabeli 4 oraz na rysunku 5 (dla jednego przyk adowego 
kwasu). 

Tab. 4.  Zale no  stopnia biodegradacji mieszaniny pi ciu kwasów halogenooctowych od 
ci nienia transmembranowego i liniowej pr dko ci przep ywu 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 

 

ci nienie trans-
membranowe 

Bd  dla 
u=0,5 m/s 

Bd dla 
u=0,75 m/s 

Bd dla 
u=1,0 m/s 

Bd dla 
u=1,25 m/s 

Bd dla 
u=1,5 m/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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ci nienie trans-
membranowe 

Bd  dla 
u=0,5 m/s 

Bd dla 
u=0,75 m/s 

Bd dla 
u=1,0 m/s 

Bd dla 
u=1,25 m/s 

Bd dla 
u=1,5 m/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 5,2 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 14,1 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.  Zale no  stopnia biodegradacji mieszaniny HAA od ci nienia transmembranowe-
go i liniowej pr dko ci przep ywu( na przyk adzie 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 

 
Najwy szy stopie  usuni cia kwasu dichlorooctowego obserwowano dla ci nienia 

transmembranowego równego 0,075 MPa. Dla tej warto ci ci nienia i liniowej pr dko ci 
filtrowanego medium u = 0,75 m/s, stopie  biodegradacji kwasu wynosi  19,8%. Podob-
ne zale no ci uzyskano dla pozosta ych kwasów znajduj cych si  w mieszaninie. Bardzo 
zbli one wyniki otrzymano dla tego samego ci nienia i pr dko ci równej 0,5 m/s – 
19,1%. W przypadku pozosta ych zastosowanych liniowych pr dko ci przep ywu 
nadawy przez membran , usuni cie ksenobiotyków by o du o ni sze (14,8%, 14,31% i 
10,76% dla pr dko ci 1 m/s, 1,25 m/s i 1,5 m/s). Takie niskie warto ci stopnia biodegra-
dacji s  wynikiem zbyt krótkiego czasu kontaktu kwasów z biokatalizatorem oraz 
cz ciowym uszkadzaniem struktury cz steczek unieruchomionego bia ka aktywnego, 
co skutkuje obni eniem aktywno ci enzymatycznej membran. Z rysunku 5 wynika 
równie , e liniowa pr dko  przep ywu nadawy 0,75 m/s - to pr dko , przy zastoso-
waniu której uzyskane stopnie biodegradacji wszystkich pi ciu kwasów by y najwy sze 
dla wszystkich stosowanych ci nie  transmembranowych.  

Na stopie  usuni cia kwasów ma przede wszystkim wp yw czas kontaktu ksenobio-
tyków z enzymem, czyli czas prowadzenia procesu filtracji. Filtracj  wodnego roztworu 
mieszaniny pi ciu wybranych kwasów halogenooctowych przez poliamidowe membrany 
kapilarne prowadzono w czasie 4 godzin (rys. 6), przy zastosowaniu wyznaczonych 
wcze niej najkorzystniejszych parametrów procesowych, oznaczaj c stopie  biodegra-
dacji poszczególnych kwasów w pó godzinnych odst pach czasu. Po trzech godzinach 
prowadzenia procesu ultrafiltracyjnej biodegradacji w wybranych warunkach proceso-
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wych z nadawy usuni to ca kowicie kwas dichlorooctowy i monobromooctowy, a po 
trzech i pó  godzinie – kwas monochlorooctowy i trichlorooctowy. Z kolei kwas dibro-
mooctowy usuni to po czterech godzinach filtracji. Wydajno  procesu w czasie trwania 
eksperymentu nie zmienia a si , a rednia warto  obj to ciowego strumienia permeatu 
wynosi a 3,40 10-7 m3/m2 s. 

 

 
 

Rys. 6.  Zmiany st enia kwasów 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 kwasów halogenooctowych w biore-
aktorze z enzymatycznymi, kapilarnymi membranami poliakrylonitrylowymi jest sku-
teczn  metod  usuwania HAA z wody. Najkorzystniejszymi, wyznaczonymi do wiadczal-
nie parametrami operacyjnymi ultrafiltracyjnej biodegradacji wybranych pi ciu HAA (dla 
zastosowanego bioreaktora) okaza y si : ci nienie transmembranowe wynosz ce 
0,075 MPa oraz liniowa pr dko  przep ywu nadawy przez membrany równa 0,75 m/s. 
Prowadzenie procesu z zastosowaniem optymalnych parametrów operacyjnych pozwoli o 
w czasie 4 godzin na ca kowite usuni cie z wody wszystkich badanych kwasów. Obni enie 
wyznaczonych czasów kontaktu mo na uzyska  zwi kszaj c powierzchni  aktywn  
membrany, co b dzie realizowane w dalszych pracach z tego zakresu.  
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Praca naukowa zosta a sfinansowana ze rodków przeznaczonych na nauk  w latach 
2009–2011 jako projekt badawczy nr N N523 4523 36 pt. „Biodegradacja kwasów 
halogenooctowych w reaktorze z enzymatycznymi membranami ultrafiltracyjnymi”. 
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