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USUWANIE FOSFORANOW W BIOREAKTORZE
ZENZYMATYCZNYMI MEMBRANAMI
ULTRAFILTRACYJNYMI

Streszczenie. W pracy przedstawiono wyniki badan nad mozliwoscia biodegrada-
cji fosforandw w reaktorze z enzymatycznymi membranami ultrafiltracyjnymi.
W procesie immobilizacji stosowano poliakrylonitrylowe membrany kapilarne, mo-
dyfikowane wodzianem hydrazyny i aldehydem glutarowym. Ultrafiltracyjne mem-
brany enzymatyczne testowano $ciekami symulowanymi, zawierajgcymi 5 mg P/dm3
(w formie K2HPO4). Podczas trwania szes$ciogodzinnej ultrafiltracyjnej biodegradacji
z zastosowaniem wyznaczonych eksperymentalnie parametréw procesowych usunigto
53,3% fosforandéw.

ENZYMATIC MEMBRANES IN BIODEGRADATION
OF PHOSPHATES

Summary. The immobilization of enzymes on ultrafiltration capillary membranes
made from polyacrylonitryle modified with hydrazine hydrate and glutaraldehyde and
their application to the biodégradation of phosphates was examined. Ultrafiltration
enzymatic membranes were tested by simulated dipotassium phosphate wastewaters
which contained 5 mgP/dm3 (as K2HPO4). Carrying out ultrafiltration with assigned
optimal parameters enable an 53.3% degradation after 6 hours.

1. Wprowadzenie

Fosfor nalezy do grupy pierwiastkéw biogennych, majacych istotny wptyw na regulacje
rozwoju flory i fauny w zbiornikach wodnych. Wprowadzanie nadmiernych ilosci tego pier-
wiastka lub jego zwigzkéw do zbiornikéw powoduje intensyfikacje przyrostu biomasy glo-

néw, co pocigga za sobg obnizanie sie stezenia tlenu i w konsekwencji prowadzi do obumie-

1Politechnika Slaska, Instytut Inzynierii Wody i Sciekéw, ul. Konarskiego 18,
44-100 Gliwice, e-mail: kowalska@polsl.gliwice.pl


mailto:kowalska@polsl.gliwice.pl

252 M. Kowalska, J. Bohdziewicz

rania organizméw zywych. Granicznym stezeniem tego pierwiastka, powyzej ktorego obser-
wuje sie intensywny rozwoj glonéw, jest 0,1 mg P04ddm3. Najlepsza metodg uchronienia
zbiornikéw wodnych przed tym zjawiskiem jest zmniejszenie ilosci doprowadzanego do nich
fosforu przez podniesienie sprawnosci oczyszczania $ciekOw oraz zastosowanie efektywnych
metod ich usuwania.

Obowigzujace oraz zapowiadane regulacje prawne dotyczgce wartosci dopuszczalnych
wskaznikéw zanieczyszczen odprowadzanych do wdd powierzchniowych powodujg ko-
nieczno$¢ usprawniania stosowanych rozwigzan technologicznych w procesie oczyszczania
$ciekow oraz zmuszajg do poszukiwania nowych technologii umozliwiajgcych wigkszy sto-
pien redukcji zanieczyszczen. Dotychczas do$¢ dobrze rozpoznano i wykorzystano biolo-
giczne procesy usuwania azotu, natomiast zwigzki fosforu eliminuje sie prawie wylgcznie
metodami chemicznymi. Moga by¢ one réwniez usuwane biologicznie, z wykorzystaniem
metody osadu czynnego z wydzielong strefg beztlenowo-tlenowa. Fosfor w tym przypadku
wbudowywany jest przede wszystkim w biomase komorek osadu czynnego w postaci poli-
fosforanow wewngtrzkomoérkowych. Pozostata jego czes¢, czyli okoto 15-30%, stracana jest
chemicznie w postaci soli metali jedno-, dwu- i tréjwartosciowych [1-3].

Jedna z nowatorskich metod usuwania tego pierwiastka oraz jego zwigzkéw magtby oka-
za¢ sie proces ultrafiltracji wykorzystujacy membrany enzymatyczne, posiadajgce zaréwno
wiasciwosci separacyjne, jak i aktywno$¢ katalityczng, uwarunkowana gtéwnie rodzajem,
iloscig i sposobem unieruchamiania biatka aktywnego.

O wyborze sposobu immobilizacji decyduje przewaznie konieczno$¢ zachowania jak
najwyzszej aktywnosci biokatalizatora. Do tradycyjnych technik unieruchamiania enzymow
zalicza sie: adsorpcje na powierzchni nosnika polimerowego, przeprowadzenie biatka aktyw-
nego w zel, kowalencyjne wigzanie z nosnikiem polimerowym, zamykanie w okre$lonej ob-
jetosci bioreaktora, kopolimeryzacje z nosnikiem oraz inkluzje w strukturze polimeru [4-7],

Czesto stosowana technika jest kopolimeryzacja, polegajaca na wstepnym sieciowaniu
enzymow za pomoca substancji mostkujacych (aldehyd glutarowy), a nastepnie unierucha-
mianiu biatka na powierzchni membrany. Inng, réwniez skuteczng metodg immobilizacji bia-
tek aktywnych jest ich miedzyczasteczkowe sieciowanie za pomocg wigzan kowalencyjnych
z powierzchnig membrany polimerowej. W poczatkowej fazie prowadzona jest adsorpcja
enzymow na substancji makroczasteczkowej w formie monowarstwy, a nastepnie uktad taki
jest unieruchamiany na powierzchni membrany w wyniku miedzyczasteczkowego sieciowa-
nia aldehydem glutarowym [5, 6].
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2. Cze$¢ doswiadczalna

2.1. Aparatura, enzymy

Badania nad procesem biodegradacji fosforanéw w reaktorze z kapilarnymi membranami
enzymatycznymi prowadzono w uktadzie dynamicznym z przeptywem krzyzowym (rys.l).
Stosowano modut ultrafiltracyjny wypetniony kapilarami z poliakrylonitrylu o $rednicy we-
wnetrznej 1,00 mm i powierzchni czynnej wszystkich membran wynoszacej 47 cm2.

Enzymy stosowane do immobilizacji izolowano metodg Hagemana z mieszanej populacji
osadu czynnego, adaptowanego do rozktadu fosforanow w Katedrze Biochemii Uniwersytetu

Slaskiego.

Rys. 1. Schemat przeptywowego ukfadu ultrafiltracyjnego z membra-
nami kapilarnymi: 1- zbiornik roztworu zasilajgcego,
2 - pompa, 3 - wymiennik ciepta, 4 - manometr, 5 - modut
membranowy, 6 - zawor regulacji cisnienia

Fig. 1. A schematic diagram of the cross-flow mode: 1 - feed tank,
2 - pump, 3 - heat exchanger, 4 - pressure gauge, 5 - membrane
module, 6 - pressure valve

2.2. Preparowanie membran enzymatycznych

Immobilizacje enzymdéw przeprowadzano na obojetnych membranach ultrafiltracyjnych
modyfikowanych chemicznie wodzianem hydrazyny oraz aldehydem glutarowym. Proces
modyfikacji polegat na filtrowaniu przez suporty 25% roztworu wodzianu hydrazyny i 5%
roztworu aldehydu glutarowego. Kazdorazowo ci$nienie transmembranowe procesu wynosito
0,1 MPa, a liniowa predkos¢ przeptywu u=0,5 m/s.

Unieruchamianie biatka aktywnego prowadzono filtrujac przez wstepnie zmodyfikowane
chemicznie membrany obojetne 1 dm3wodnego roztworu enzyméw o okreslonym stezeniu z

zastosowaniem ci$nienia 0,05 MPa i liniowej predkosci przeptywu u=0,5 m/s.
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Aktywno$¢ membran enzymatycznych wyznaczano filtrujac przez nie w temperaturze
298 K, w czasie 10 minut $cieki modelowe zawierajace 5 mgP/dm3 (w formie KH2PO4) oraz
okreslano ilo$¢ roztozonego w tym czasie substratu.

2.3. Metodyka badan

Przed przystgpieniem do okre$lenia witasnosci transportowo - separacyjnych membran
obojetnych poddawano je kondycjonowaniu. W tym celu przy ci$nieniu 0,15 MPa i predkosci
liniowej medium przeptywajacego nad membrang wynoszacej Im/s filtrowano przez nie wo-
de dejonizowanag w ciggu 6 godzin.

Nastepnie okreslano wiasnosdci transportowe obojetnych suportéw dla ci$nienia trans-
membranowego zmieniajgcego sie w zakresie wartosci od 0,025 MPa do 0,15 MPa i czterech
predkosci liniowych medium przeptywajgcego nad membrang: od 0,5 m/s do 1,0 m/s, testujac
je wodg dejonizowang, roztworem dekstranu oraz modelowym roztworem $ciekow. Proces
prowadzono w statej temperaturze 298 K, wyznaczajgc warto$¢ objetosciowego strumienia
permeatu (J):

J=V / 1[m3s] )
gdzie: J- objetosciowy strumien permeatu,

V - objeto$¢ permeatu [m3],

t - czas [s].

Wiasciwosci separacyjne obojetnych membran kapilarnych wyznaczano testujac je roz-
tworem dekstranu o nominalnej masie czgsteczkowej 200 000 i stezeniu 5 g/dm3, stosujac
ci$nienie 0,1 MPa oraz predkos¢ liniowa ptynacego medium u=Im/s. Odbierano 10% nada-
wy, oznaczajgc w permeacie i retentacie udzialy poszczeg6lnych mas czasteczkowych dek-
stranu za pomocg chromatografii zelowo-permeacyjnej. Nastepnie membrany testowano
Sciekami modelowymi zawierajgcymi 5 mgP/dm3 (w formie KH2P04) i okreslano ilo$¢ roz-
tozonego w tym czasie substratu. Stosowano zmienne ci$nienie transmembranowe w zakresie
od 0,025 MPa do 0,15 MPa i zmienng predkos¢ liniowg od 0,5 m/s do 1,25 m/s. Dla kazdej
préby wyznaczano objetoSciowy strumiern permeatu (J), a w otrzymanych permeatach

i retentatach okres$lano stezenie fosforanu, co umozliwito obliczenie wspétczynnika retencji

(R)
R = (1-Cp/C,,)-100% (2)
gdzie: Cp, Cm- stezenia dekstranu lub fosforanu w permeacie i nadawie.
Dla membrany z immobilizowanymi enzymami dodatkowo z bilansu masy obliczano

stopien biodegradacji fosforanu:

Bd= 1-(CP-Vp+Cr-Vn/CnVn (3)
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3. Wyniki i ich omo6wienie

Charakterystyke transportowg obojetnych membran kapilarnych (PAN-12K), otrzymane

zaleznosci objetosciowego strumienia permeatu J = f (AP) przedstawiono na rys.2.

px10 s [Pa]

Rys. 2. Zaleznos¢ objetosciowego strumienia wody od cisnienia
transmembranowego dla obojetnych membran kapilarnych
PAN-12K

Fig. 2. Dependence of the volumetric permeate flux on the transmem-
brane pressure for the neutral PAN-12K membranes

Stwierdzono, ze na membranach unieruchomiono 44,16 mg biatka, natomiast aktywnos$¢
enzymatyczna otrzymanych suportdw wynosita 0,1335 mg P /10 min/l cm2pow. membrany.

Na rys. 3 i 4 przedstawiono zaleznos$ci objetosciowych strumieni permeatéow w funkcji ci-
$nienia transmembranowego otrzymane dla membran enzymatycznych. Rys. 3 obrazuje za-
leznosci uzyskane podczas testowania membran wodg, natomiast rys. 4 - zaleznosci uzyska-
ne dla $ciekéw modelowych. Stwierdzono, ze podobnie jak dla membran obojetnych, wydaj-
nosci membran rosty w catym zakresie przebadanych cisnien. ObjetoSciowe strumienie per-
meatow byty jednak w tym przypadku odpowiednio o 14,5 -19,6% i 18,6 - 21,3% nizsze.
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px 10 5 [Pa]

Rys. 3. Zalezno$¢ objetoSciowego strumienia wody od ci$nienia
transmembranowego dla kapilarnych membran enzymatycz-
nych PAN 12 KE

Fig. 3. Dependence of the volume water flux on transmembrane pres-
sure for the enzymatic capillary PAN-12KE membranes

Podstawowymi parametrami procesu ultrafiltracji, ktére majg decydujacy wptyw na jego
efektywno$é, sa: cisnienie transmembranowe, liniowa predkos$¢ przeptywu medium nad po-
wierzchnig membrany oraz czas prowadzenia procesu. W przeprowadzonych badaniach
podjeto prébe okreslenia wplywu tych parametréw na stopieri biodegradacji fosforanéw za-
wartych w $ciekach modelowych oraz na wydajno$¢ procesu.

Zalezno$¢ objetoSciowego strumienia permeatu od ci$nienia transmembranowego ilu-
struje rys.4.

px 10 5[Pa]

Rys. 4. Zaleznos$¢ objetosciowego strumienia permeatu od cisnienia
transmembranowego dla kapilarnych membran enzymatycz-
nych PAN 12 KE

Fig. 4. Dependence of the volume permeate flux on transmembrane
pressure for the enzymatic PAN-12KE membranes
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Stwierdzono, ze wraz ze wzrostem cisnienia wzrasta objetoSciowy strumien permeatu,
a opisujace te zalezno$¢ réwnania majg posta¢ funkcji potegowej:

Jv=0,64-10"9- (AP)0 (dla u=0,5 m/s)

J=0,73-10'9- (AP)071 (dla u=0,75 m/s)

Jv=0,86-10"9- (AP)073 (dla u=1m/s)

NE0,9M0'9- (AP)076 (dlau=1,5m/s)

Analiza wptywu tego parametru na warto$¢ stopnia biodegradacji fosforandw (rys.5) wy-

kazata stopniowy jego wzrost wraz ze wzrostem cisnienia.

p x 10 s [Pa]

Rys. 5. Zalezno$¢ stopnia biodegradacji fosforanéw od cis$nienia
transmembranowego dla réznych liniowych predkosci prze-
ptywu $ciekdw przez enzymatyczne membrany kapilarne
PAN 12KE

Fig. 5. Dependence of phosphates biodégradation degree on trans-
membrane pressure for varoius linear velocities of the waste-
water flowing over the capillary PAN-12KE membranes

W zakresie cisnien od 0,05 do 0,1 MPa stopien biodegradacji dla u=0,5 m/s wzrost
0 9,4%; dla u=0,75 m/s 0 11,6%; dla u=1,0 m/s o 7,7%, a dla 1,5 m/s o 5,4%. Powyzej ci-
$nienia 0,1 MPajego wartosci malaty dla wszystkich predkosci liniowych. Wynika z tego, ze
najkorzystniejszym cisnieniem transmembranowym, przy ktorym nalezy prowadzi¢ proces
ultrafiltracyjnej biodegradacji fosforanéw zawartych w $ciekach modelowych z wykorzysta-
niem membran kapilarnych, jest 0,1 MPa, a najkorzystniejszg liniowa predkoscig przeptywu -
predkosé 0,75 m/s.

Aby okresli¢, w jakim stopniu zmieniajg sie wtasciwosci rozdzielcze membran enzyma-
tycznych w poréwnaniu z membranami obojetnymi, przetestowano je roztworem dekstranu
0 nominalnej masie czasteczkowej 200 000 i stezeniu 5g/dm3. Z otrzymanych krzywych roz-

ktadu mas czgsteczkowych dekstranu w nadawie i permeatach wynika, ze o wasciwosciach
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rozdzielczych membran z immobilizowanymi enzymami decyduje przede wszystkim war-
stwa biatka aktywnego unieruchomiona na obojetnych suportach w formie membrany wtér-
nej (rys.6).

masa czasteczkowa

Rys. 6. Krzywe rozkladu mas czgsteczkowych dekstranéw w nadawie
i permeatach uzyskanych w wyniku testowania kapilarnych
membran obojetnych i enzymatycznych

Fig. 6. Differential curves of dextrans’ molar masses in the feeds and
permeates for the neutral PAN-12K and enzymatic PAN-12KE
capilllary membranes

Okreslono réwniez zalezno$¢ stopnia biodegradacji od czasu prowadzenia procesu ultra-
filtracji (rys.7). Po 6 godz. usunigto 53,3% fosforanu. W trakcie prowadzenia procesu zaob-
serwowano nieznaczny spadek aktywnos$ci membrany enzymatycznej.

t [min]

Rys. 7. Zalezno$¢ stopnia biodegradacji fosforanéw od czasu prowa-
dzenia procesu na membranie PAN-12 KE dla ci$nienia
0,1 MPa i liniowej predkosci przeptywu u=0,75 m/s

Fig. 7. Change in biodégradation degree during ultrafiltration on the
PAN-12KE membranes for pressure 0,1 MPa and linear veloc-
ity u=0,75 m/s
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5. Whnioski

1 Istnieje mozliwo$¢ wykorzystania bioreaktora pracujacego w oparciu o kapilarne mem-
brany ultrafiltracyjne z immobilizowanymi enzymami do biodegradacji fosforanow.
2. Skuteczng metoda unieruchamiania biatka aktywnego jest metoda oparta na chemicznym
wigzaniu enzymow z membrang z poliakrylonitrylu.
3. Najkorzystniejszymi parametrami operacyjnymi procesu ultrafiltracji byty:
ci$nienie transmembranowe: 0,1 MPa,
liniowa predkos¢ przeptywu 0,75 m/s.
4. Prowadzenie ultrafiltracji z wykorzystaniem najkorzystniejszych parametrow operacyj-
nych procesu pozwolito na usuniecie z roztworu 53,4% fosforandéw po 6 godzinach.
5. W trakcie procesu zaobserwowano nieznaczny spadek aktywnosci membran enzymatycz-

nych.
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Abstract

Wastewater containg high concentrations of phosphorus and its derivatives require an ap-
plication of multistage methods of treatment prior to its discharge to a biological wastewater
treatment plant. At present, due to the accelerating degradation of the natural environment,
more attention is focused on the development of unconventional methods of wastewater
treatment and ultrafiltration using membranes with immobilized enzymes is one of them. The
purpose of this study was immobilization of enzymes izolated from a bacterial adapted for
degradation of phosphates on polyacrylonitrile membranes and testing their efficiency in bio-
dégradation. Reserach project enclosed: chemical modification of the membranes obtained,
immobilization of the isolated enzymes on the surface of the supports prepared, examination
of ultrafiltration effectiveness of phosphates wastewater.

In summary it was found that:

S there is a possibility of applying ultrafiltration to biodégradation of phosphates, using
capillary membranes with immobilized enzymes operating in cross-flow mode;

one the effective ways of immobilization of enzymes is a method based on chemical im-

mobilization on the membranes made from polyacrylonitrile (part 3);

5 the most optimum process parameters of ultrafiltration biodégradation are: transmem-

brane pressure 0,1 Mpa and linear velocity of the flowing medium 0,75 m/s (fig. 5);

w/ ultrafiltration carried out with the use of the most optimum operation parameters enables

a 53,3% removal of phosphates respectively after 6 hours (fig. 7).



