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1. Wprowadzenie

ateriaty zapasowe bakterii budzity zwykte umiarkowane zainteresowanie

mikrobiologéw. Stanowity ceche wykorzystywang do klasyfikacji drob-

noustrojow, wigzano ich obecnos$¢ z przezywaniem i rozprzestrzenianiem ba-
kterii. W ostatnim dwudziestoleciu ogromnie wzrosto zainteresowanie gro-
madzonymi do$¢ powszechnie przez mikroorganizmy polihydroksykwasami
alkanowymi — PHA. Badania tych bakteryjnych materiatdw zapasowych
wptynely na rozwéj wiedzy w bardzo wielu dziedzinach. Przyczyna tego po-
stepu byto odkrycie moztiwosci wykorzystania ich jako biodegradowalnego
tworzywa 0 wszechstronnym zastosowaniu. Znaczacy postep nauki dotyczyt
nie tylko biotechnologii, ale i inzynierii genetycznej oraz badan z zakresu
metabolizmu drobnoustrojow i probleméw jego regulacji. Ich wyniki stuzyé
beda z pewnosciag nie tytko do produkcji biodegradowainych poliestréw. Ba-
dania nad PHA zjednoczyty we wspdlnej pracy naukowcédw najrézniejszych
specjalnosci: od mikrobiologéw i chemikéw, po ekonomistéw i socjologéw.
Obejmuja one kompleksowo wiele réznorodnych zagadniern zwigzanych
z ochrong i oczyszczaniem zdegradowanego $rodowiska cztowieka (1). Bardzo
wazne jest i to, ze tematyka ta zainteresowata takze naukowcéw zajmujacych
sie badaniami podstawowymi, ze wspomne o0 niezwykle znaczgcych pracach
nad udziatem poti-3-hydroksymastanu w transporcie membranowym czy wia-
sciwosciami fizykochemicznymi biologicznych polimeréw (2,3).

2. Zarys historii badan PHA

1926 r. — Lemoigne zidentyfikowat ziarna kwasu poti-3-hydroksymasto-
wego (PHB) w komoérkach Bacillus megaterium (4).
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1961 r. — Schlegel i wsp. (5) opisali szczep Hydrogenomonas (obecnie
Alcaligenes) eutrophus H16 kumulujagey PHB w ilosci do 80% suchej masy
komorek.

1962 r. — Baptist scharakteryzowat wilasciwosci termoplastyczne PHB
).

1974 r. — Wallen i Rohwedder wyizolowali ze $rodowiska (akt3rwowany
szlam) pierwszy heteropolimer: poli(3HB-co-3HV) (7).

1987 r. — grupa naukowcéw z James Madison University w Wirginii

pod kierownictwem Douglasa Dennisa dokonata pierwszego klonowania ge-
néw szlaku syntezy PHB i uzyskata ich ekspresje w komérkaeh E. coli (8).
1989 r. — Barnard i Sanders wykiyli amorfiezng strukture PHA zlokali-
zowanego w komoérkach (9).
1990 r. — pojawienie sie na rynku pierwszych produktéw z PHA — bu-
telki do szamponu Sanara.

1993 r. — biodegradowalny lateks — pierwsze zastosowania amorficzne-
go PHA.
1994 r. — zesp6t naukowcdw pod kierownictwem Chrisa Somervilla sklo-

nowat bakteryjne geny syntezy PHB do Arabidopsis thcdiana, uzyskujac aktywng
produkcje polimeru przez transgeniczne rosliny (10).

3. Wystepowanie i lokalizacja polimeru w komérkach
drobnoustrojow

Gromadzenie PHA w komodrkaeh jest ceehg rozpowszeehniong wsrdd drob-
noustrojow wolno zyjacych w srodowisku. Te polimery zapasowe spotyka sie
zaréwno u bakterii gramdodatnich, jak i gramujemnych, przy czym u tych
tez, zapewne, wiasnie na nich skoncentrowane sa najwazniejsze badania w tej
dziedzinie. Materiat zapasowy w postaci polihydroksykwaséw alkanowych
gromadzg gtéwnie bakterie dysponujaee duzymi mozliwosciami metabolicznymi,
a co za tym idzie, wykazujgce niewielkie wymagania wzrostowe. Przewazajg
w tej grupie gramujemne tlenowe pateczki. PHA sg kumulowane przez ba-
kterie wigzaee wolny azot z powietrza (11), bakterie dla ktérych akceptorem
wodoru sg zwiazki siarki (12), bakterie metanowe zdolne wykorzystywaé me-
tan jako jedyne zrédto wegla i energii (13), fotosyntetyzujace tlenowe cyja-
nobakterie (14) oraz beztlenowe fotosyntetyzujgee bakterie purpurowe (15).
Liczba doniesien dotyczageych tyeh wiasnie, tanich w hodowli bakterii, zna-
ezgeo wzrosta z ehwilg przejscia od badan podstawowych do aplikacyjnych;
zyskaty one nowy, komercyjny wymiar. Zdecydowanie najwiecej doniesien
dotyczy réznych gatunkéw rodzaju Pseudomonas, jednakze najdokiadniej po-
znanym szezepem jest Alcaligenes (Hydrogenomonas) eutrophus H16.

Dos¢ powszechne wystepowanie PHA w komoérkach bakterii (wykazane
niedawno) powoduje, ze cecha ta nie moze by¢ wykorzystywana do ich kla-
syfikacji (16).
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Nieliczne sg dane dotyczace wystepowania polimeru w komorkach bakterii
chorobotwadrczych. Dotyczg one przede wszystkim tych, ktére zdolne sg do
dtugiego bytowania w srodowisku, gtéwnie w glebie. W$rdd nich, stosunkowo
duzo kwasu polihydroksymastowego (PHB) zawieraja komorki laseczek, za-
rowno tlenowych — Bacillus anthracis (17), B. cereus (18), jak i beztleno-
wych — Clostridium botulinum. CI. perfringens (19) czy tez Nocardia aste-
roides i N. brasilieusis (20). Znajdowano rowniez wtrety PHB w komodrkach
Vibrio parahaemolyticus (21), Pseudomonas aeruginosa (22), Pseudomonas
pseudomallei (23), oraz Legionella pneumophila (24). PHB nie formujacy gra-
nul, najprawdopodobniej takze o zapasowym charakterze, jest obecny w ko-
moérkach wielu gatunkéw gronkowcow (25). Zupetnie odmienny rodzaj PHB
znaleziono w drobnoustrojach m. in. takich jak Escherichia coli czy Haemo-
philus influenzae. Nie gromadzg go one jako materiatu zapasowego, a wykryty
w nich polimer ma stosunkowo matg czasteczke (130 - 170 jednostek mo-
nomeru) i jest zlokalizowany w membranie cytoptazmatycznej (26). Rola
membranowego PHB nie jest jeszcze w petni wyjasniona. Wystepowanie tego
sktadnika wykazano takze w komdrkach eukariotycznych (27).

Niektore gatunki drobnoustrojow moga kumulowaé polimer w znacznych
ilosciach. Opisano szczep Alcaligenes eutrophus, ktéry gromadzi go w ilosci
az do 96% suchej masy komorek (28). W komorkach bakterii polihydroksy-
kwasy karboksylowe sg zlokalizowane wewnatrz granul o $Srednicy od 0,2 do
0,7 pm (29). W natsTwnych granulach, in vivo, polimer znajduje sie w postaci
amorficznej, natomiast posta¢ krystaliczng nieodwracalnie przybiera pod
wplywem rozmaitych czynnikéw, zaréwno fizycznych, jak i chemicznych. Pra-
wie zawsze dochodzi do tego w trakcie preparatyki ziaren. Przeprowadzono
badania, ktére miaty na celu poznanie czynnikéw odpowiedzialnych za ten
proces. Na ich podstawie znaleziono sposoby na utrzymanie amorficznej po-
staci polimeru takze w granulach wyizolowanych z komoérek (9).

Polimer jest silnie uwodniony, zawiera do 40% wody (30), ktéra stanowi
jego plastyfikator, a jednoczesnie Srodowisko dla aktywnosci enzyméw. Gra-
nule otoczone sa membrang, ktdra tworza biatka (2%) i lipidy (0,5%). Stru-
ktura tej blony jest przedmiotem badan prowadzonych obecnie w kilku osrod-
kach. Grupa z Uniwersytetu Massachusetts, kierowana przez Clintona Ful-
lera, wykazata w swych najnowszych pracach, ze na jej strukture sktada sie
pie¢ tanncuchéw polipeptydowych (0 MW 59,55,43,32 i 18kD) i dwa fosfotipidy
(31). Tworza one dwuwarstwowg sie¢. Bialko stanowigce zasadniczy element
strukturalny tej sieci jest czasteczkg o masie 43kD, nie wykazujgca funkcji
enzymatycznej. Z otaczajgcg granule blong zwigzane sg takze najistotniejsze
enzymy odpowiedzialne za metabolizm polimeru w komdrkach: syntaza (po-
limeraza) i depolimeraza PHA (9). Fuller przypuszcza, ze dwa znalezione
w wewnetrznej warstwie membrany biatka, o masie 59 i 55kD, sg odpowie-
dzialne za polimeryzacje PHA, za$ aktywnos$¢ depolimerazy zwigzana jest
z warstwg zewnetrzng (31,32).

Szeroko zakrojone badania warstwy biatek, otaczajgcych granule wyste-
pujace w komodrkach réznych drobnoustrojow prowadzi zesp6t Atexandra
Steinbuchela, pracujacy przez tata na Uniwersytecie w Getyndze, a obecnie
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— W Miiinster (Niemcy) (33). Autor ten wprowadzit porzadkujace nazewnic-
two tych biatek. W obrebie dotychczas wspéinej grupy biatek zwigzanych
z granulami — GAPs {Granule-Associated Proteins), wydzielit cztery podkia-
sy. Nalezace do pierwszych dwoéch podkias: PHA-syntazy i PHA-depolimerazy
sg biatkami enzymatycznymi zaangazowanymi w podstawowy metabolizm po-
limerow. Trzecia podktasa nazwana PHA-fazynami (PHAasins) to biatka nie
bedace enzymami, ale kodowane przez geny ulokowane w bezposrednim sa-
siedztwie genéw kodujacych enzymy zaangazowane w S3mteze PHA. Steinbuchel
przypisuje fazynom funkcje analogiczng do tej, jaka peinig biatka zwane
oleozynami w nasionach i pytku roslin. Stanowia one warstwe oddzielajgca
wzglednie hydrofobowe wnetrze zapasowego wtretu (w przypadku bakterii —
granul PHA| od hydrofilowej cytoplazmy. Czwarta podktasa biatek zwigza-
nych z granulami to biatka o nie znanej dotad funkcji (33).

4. Struktura chemiczna polimerow

Polihydroksykwasy alkanowe (PHA) stanowig duza rodzine zwigzkow. Ich
roznorodnos$¢ zalezy od rodzaju podstawowych czasteczek tworzacych poli-
mer. Schematyczny wzoér PHA przedstawiony jest na rys. 1. Dotad wykryto
juz ponad 90 réznych merdéw wchodzacych w ich skiad i ciggle opisywane
sa nowe. Niektére z nich przedstawione sg w zestawieniu 1. Najczesciej spo-
tykane w komoérkach drobnoustrojéw sktadniki PHA wymieniono na poczat-
ku listy i opatrzono skrétem, ktorym sg opisywane. Pierwszym jest kwas
3-hydroksymastowy — sktadnik najpopularniejszego ws$réd bakterii poli-
hydroksykwasu — PHB.

(CH.)n ,OH
n— 1do3 (wPHBnN=1)
m — 100 do 30 000 ni
R — podstawnik o dtugosci
od jednego do kilkunastu wegli
(w PHB grupa - CH3)

Rys. 1. Schemat struktury polihydroksykwasoéw alkanowych wytwarzanych przez drobnou-
stroje.

W roku 1974 Wallen i Rohwedder wyizolowali z aktywowanego osadu
Sciekdw komunalnych polimer, ktoiy zawierat kwasy: 3-hydroksymastowy
i 3-hydroksywalerianowy, a takze $ladowe ilosci kwaséw 3-hydroksyheksano-
wego i 3-hydroksyheptanowego (7). Pdzniej stwierdzono, ze w polimery moze
by¢ wilaczany takze kwas 4-hydroksymastowy, 5-hydroksywalerianowy (34),
oraz wiele innych. Dtugos¢ tancucha czasteczki podstawowej zwykle nie prze-
kracza dwunastu atoméw wegla (35). Mogg w niej wystepowaé wiazania nie-
nasycone (36), lub podstawniki, takie jak -Cl, -Br czy -F. Moga to by¢ takze
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Lista wazniejszych meréw znalezionych w pha izolowanym z drobnoustrojéw (16)

kwas 3-hydroksymastowy (3HB)
kwas 3-hydroksypropionowy (3HP)
kwas 3-hydroksywalerianowy (3HV)
kwas 3-hydroksyheksanowy (3HHX)
kwas 3-hydroksyheptanowy (3HH)
kwas 3-hydroksyoktanowy (3HO)
kwas 3-hydroksynonanowy (3HN)
kwas 3-hydroksydekanowy (3HD)
kwas 3-hydroksyundekanowy (3HUN)
kwas 3-hydroksydodekanowy (3HDD)
kwas 4-hydroksymastowy (4HB)
kwas 5-hydroksywalerianowy (5HV)

kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas
kwas

3-hydroksy-2-butenowy
3-hydroksy-4-pentenowy
3-hydroksy-4-heksenowy
3-hydroksy-5-heksenowy
3-hydroksy-6-oktenowy
3-hydroksy-7-oktenowy
3-hydroksy-8-nonenowy
3-hydroksy-9-dekenowy
3-hydroksy-6-dodekenowy
3-hydroksy-5-tetradekenowy
3-hydroksy-5,8-tetradekenowy
3-hydroksy-6-bromoheksanowy
3-hydroksy-8-bromooktanowy
3-hydroksy-11 -bromoundekanowy
3-hydroksy-7-fluoroheptanowy
3-hydroksy-6-chloroheksanowy
3-hydroksy-4-metylowalerianowy
3-hydroksy-4-metyloheksanowy
3-hydroksy-5-metyloheksanowy
3-hydroksy-5-metylooktanowy
3-hydroksy-6-metylooktanowy
3-hydroksy-7-metylooktanowy
3-hydroksy-butanodiowy

rozgatezione hydroksykwasy z podstawnikami alifatycznymi, lub resztami
alkilofenylowymi (37). Czynnikiem determinujgcym rodzaj czasteczki podsta-
wowej jest zrodto wegla dostepne w czasie wzrostu, a takze mozliwosci me-
taboliczne bakterii oraz warunki wzrostu. Daje to mozliwos$¢ kontrolowania
zachodzacych wewnatrz drobnoustrojow proceséw i modelowania ich w za-
leznosci od potrzeb cztowieka.

biotechnologia 3 (34) >9%6
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Ze wzgledu na wielkos$¢ czasteczki podstawowego meru, polimery hydro-
ksykwaséw alkanowych podzielono na trzy klasy: PHAsc1 [short-chain-lenght)
czyli takie, ktérych mer zawiera 3-5 atomow wegla, PHAmcI {medium-chain-
lenght) o dlugosci tancucha podjednostki 6-14 wegli i PHAI1cI {long-chain-
lenght], ktérych mer zawiera powyzej 14 wegli.

Polimeryzacja podstawowych czgsteczek moze prowadzi¢ do powstawania
homo- lub heteropolimeréw. Ich teoretycznie mozliwa r6znorodnos¢ nie znaj-
duje jednak potwierdzenia w naturze. Najczesciej gromadzone sg takie ho-
mopoliestry jak: kwas poli-3-hydroksymastowy [poli(3HB)], kwas poli-3-
hydroks3rwalerianowy [poli(3HV)], kwas poli-4-hydroksymastowy [poli(4HB)].

Wsréd heteropolimeréw najczesciej spotykane sa kopoliestry ztozone
z dwoch rodzajéw czasteczek (bikopoliestry), takie jak: ztozony z kwasow
3-hydroksymastowego i 3-hydroksywaterianowego [poti(3HB-co-3HV], czy zto-
zony z kwaséw 3-hydroksyheksanowego i 3-hydroksyoktanowego [poti(HHx-
CO-3HO)].

Pierwszym otrzymanym w warunkach taboratoryjnych terkopotiestrem jest
heteropolimer ztozony z trzech rodzajow cegietek: kwaséw 3-hydroksymasto-
wego, 3-hydroksywalerianowego i 4-hydroksymastowego [poti(3HB-co-3HV-co-
4HB)].

Niektére drobnoustroje syntetyzuja réwnoczesnie wiecej niz jeden homo-
poliester. Gromadzg je wtedy w osobnych granulach (38).

5. Biosynteza PHA

PHA sg materiatami zapasowymi kumutowanymi najintensywniej w szcze-
go6lnych warunkach hodowli, tj. w sytuacji petnego zaopatrzenia lub wrecz
nadmiaru zwiazku bedacego zrédiem wegla, przy jednoczesnym zahamowa-
niu wzrostu i mnozenia sie komaorek przez niedobory innego rodzaju. Opisano
stymulujgcy wplrw na synteze PHA niedoboréw azotu, siarczanow i fosforu
(39). Do wzmozonej kumulacji zacheca bakterie takze niedostatek niektérych
kationéw, np. magnezu, zelaza i potasu. Znaczny wplyw na synteze PHA
przez niektére bakterie moze mie¢ takze niedobdr tlenu (40).

Polimer kwasu 3-hydroksymastowego jest syntetyzowany przez wiekszosé
kumulujacych go drobnoustrojéw w kolejnych reakcjach enz3rmatycznych
przedstawionych na rys. 2. Pierwszym substratem jest acetylo-Co A. Szlak
ten jest najdokiadniej zbadany u Alcaligenes eutrophus H16 (41). Enzym —
3-ketotiolaza (acetyltransferaza acetylo-CoA EC 2.3.1.9) dokonuje kondensa-
cji Claisena, taczac dwie czasteczki acetyto-CoA. Powstaty acetoacetylo-CoA
jest nastepnie redukowany do D(-)-3-hydroksybutyrylo-CoA z udziatem ste-
reospec3rficznej NADPH-zateznej reduktazy acetoacetylo-CoA (EC 1.1.1.36).
Wreszcie w trzeciej reakcji, w wyniku dziatania syntazy PHB, taczg sie reszty
D(-)-3-hydroksymaslanu w poliester poprzez ich gmpy karboksylowe i hy-
droksylowe.

Oprécz tej klasycznej drogi opisywane sg jeszcze trzy inne, jedna chara-
kterystyczna tylko dla Rhodospifillum rubrum (42) oraz dwie wystepujace
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*0ctylo-CoA CH—c—S—CoA ¢ CH,—C—S—CoA
= 3-k«to(tolaza
CoASH
0
ac«toac«lylo-CoA CH,—C— CH, —C—S—CoA
NAOPH + H*
| reduKUza
—»nadp i
OH
D{-)-3-hydrok8ybutytylo-CoA CH, —CH —CH, —C —S—CoA

> syntazaPH8 _»
L J

CoASH

PHB

Rys. 2. Schemat najczesciej wystepujacego u bakterii szlaku syntezy PHB.

U bakterii z rodzaju Pseudomonas (22,43). W przypadku Rhodospirillum ru-
brum droga syntezy ma podobny przebieg jak u Alcaligenes. Wydtuza jg
jedynie reakcja przeksztatcenia powstatego pod wptywem dziatania innej pod
wzgledem specyficznosci reduktazy acetoacetyloCoA — L{+) hydroksybutyry-
loCoA w forme D(-), ktéra nastepnie polimeryzowana jest przez syntaze PHB.

Przebieg syntez innych niz PHB polihydroksyalkanéw, o dtuzszych cza-
steczkach meréw, ktore prowadzone sg przez bakterie rodzaju Pseudomonas
jest zupeinie odmienny. Uwaza sig, ze w szlaku Pseudomonas oleovorans
Z substratow w postaci alkanow, alkoholi lub kwaséw ttuszczowych powsta-
ja, przez potaczenie z CoA, odpowiednie, aktywowane zwigzki wigczane sg
nastepnie w przemiany zblizone do [3-oksydacji. Produkty posrednie tych
przemian tgczone sg przez odpowiednig syntaze PHA (22). Druga znaleziona
u Pseudomonas droga — szlak Pseudomonas aeruginosa, biegnie podobnie
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jak u Alcaligenes eutrophus z acetylo-CoA, ale jego etapy nie sg jeszcze
poznane (43). Wiadomo jednakze, ze produktami tej syntezy sa kopolimery
PHAmcI-

Zdolno$¢ tworzenia przez drobnoustroje réznych polihydroksykwaséw,
w zaleznosci od rodzaju zrédta wegla zawartego w podtozu, wynika z bardzo
niskiej specyficznosci pierwszego z enzyméw szlaku - 3-ketotiolazy. Enzym
ten zdolny jest mianowicie do spowodowania kondensacji réznych acylowych
pochodnych koenzymu A, dajac poczatek syntezie skltadowych etementow
polimeru o roznej dtugosci tancucha. Dla przykiadu, gdy w podtozu znajduje
sie propionian, to jego czasteczki moga utega¢ dekarboksyltacji. Powstate w ten
spos6b reszty octanowe tworza, na drodze kondensacji, czasteczki D(-)-3-hy-
droksymastanu, charakterystyczne dta poczatku S3oitezy PHB. Z kotei, po-
taczenie reszty octanowej z propionianowg prowadzi do syntezy 3-hydro-
ksywalerianianu. Proces ten, w wyniku ktérego dochodzi do kumulacji mie-
szaniny poli-3-hydroksymaslanu i poli-3-hydroksywalerianianu w komor-
kach Alcaligenes eutrophus HI6, hodowanych w podtozu z propionianem
jako jedynym Zrodtem wegta, przesledziti i opisati naukowcy japonscy z grupy
pracujacej pod kierownictwem Doi (44).

Zdotnos¢ wigczania do PHA zawartych w podiozu prekursorow (kwasow
organicznych, alkohoti i atkandw) bez koniecznosci ich wczesniejszej degra-
dacji byta przedmiotem innych badan tej grupy (45,46). Natezy jednak wspo-
mnie€, ze przeszto dwadziescia tat wczesniej Gottschalk (47), w eksperymen-
tach z kwasami organicznymi znakowanymi izotopem stwierdzit, ze Al-
caligenes eutrophus H16 wigcza bezposrednio do potimeréw takie substraty,
jak octan lub krotonian, za$ mleczan i bursztynian musza ulec najpierw
dekarboksytacji.

Odkrycie charakterystycznego dla Pseudomonas oleovorans szlaku syntezy
PHA w cyklu (3-oksydacji odpowiednich acylowych pochodnych koenzymu A
pozwolito na wyttumaczenie zdolnosci tych bakterii do kumulacji polimeréw
bezposrednio z alkanéw lub kwasow karboksylowych o diugosci tancucha
wiekszej o dwa wegle niz podstawowy mer budujacy PHA (43,48).

Tworzenie PHA z substratéw o zasadniczo odmiennej budowle stwierdzono
u innych niz Pseudomonas oleovorans bakterii z rodzaju Pseudomonas na-
tezacych do 1 grupy homologii rRNA. Opisana dia nich droga syntezy PHA
(szlak Pseudomonas aeruginosa) pozwala na budowanie polimeru ztozonego
z reszt 3-hydroksydekanowych z tak prostych substratow, jak gtukonian czy
glukoza (22,49). Stwierdzono takze, ze bakterie Rhodococcus sp. sg zdolne
z takich substratow syntezowac kopoliestry (50).

6. Rola PHA w komodrkach gromadzqcych je drobnoustrojow

w $rodowiskach naturalnych bakterie znacznie cze$ciej syntetyzujg PHB
niz inne PHA. Przyczyng jest niewatpliwie niedostepnos¢ zrodet wegla po-
trzebnych do syntezy tych ostatnich. Sytuacja diametralnie sie zmieniaw $ro-
dowiskach zanieczyszczonych dziatalnoscig cztowieka, czego dowodza prze-
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prowadzane badania osadéw $ciekowych, zaréwno przemystowych, jak i ko-
munalnych. Praktycznie nie prowadzono jednak, jak dotad, badan nad zna-
czeniem polimeréw innych niz PHB dla kumulujacych je komdrek. Wszystkie
dane doswiadczalne dotycza poli-3-hydroksymaslanu.

PHB w komoérkach wiekszosci syntetyzujgcych go bakterii jest wykorzy-
stywany jako zrédto wegla i energii w okresach niedoboru pokarmu. Jest on
materiatem osmotycznie obojetnym, a komoérki moga pomiesci¢ az do 12
granul zawierajagcych ten zwiagzek. Chociaz niektérzy badacze opublikowali
dane dowodzace S$cistej zaleznosci miedzy iloscig zawartego w komorkach
PHB, a zywotnoscig poddanych gtodzeniu komoérek (51,52), coraz czesciej
mozna spotkac sie z opinig, ze ilo§¢ kumulowanego substratu nie idzie w pa-
rze z wieksza przezywalnoscia w $rodowisku (53), natomiast znaczenie ma
sama zdolno$¢ do gromadzenia tego materiatu zapasowego. Opinie taka, jak
sie wydaje, moze potwierdza¢ przyktad gronkowcéw kumulujgcych bardzo
niewielkie, $ladowe niemal ilosci PHB. Ta znikoma zawartos¢ polimeru ma
jednak dla nich duze znaczenie zmieniajac kolejnos¢ wykorzystywania en-
dogennych zasobdw, takich jak wolne aminokwasy, biatka i kwasy nuklei-
nowe (54,55).

PHB ma niezaprzeczalny udziat w przemianach zwigzanych ze sporulacjg
tlenowych laseczek (56), a takze stanowi gtowny energetyczny i weglowy sub-
strat przemian zachodzgcych w cystach tworzonych przez bakterie z rodzaju
Azotobacter (57). Uwaza sie, ze polimer ma znaczenie jako swoista pompa
zwigzkdw redukujacych powodujac, w Scistym zwigzku z ci$nieniem parcjal-
nym tlenu, ich wigzanie (w procesie Simtezy) lub uwalnianie (w czasie roz-
ktadu) (58).

Wiele prac poswiecono znaczeniu PHB dla bakterii wigzacych azot z po-
wietrza. Sjmteza tego polimeru jest inicjowana w warunkach mikroaerofilowych
w tym samirm czasie, gdy nitrogenaza wykazuje wzrost swej aktywnosci. Ut-
lenianie PHB chroni nitrogenaze przed szkodliwym wpfywem tlenu w brodaw-
kach korzeniowych. Polimer jest zatem czynnikiem regulujacym aktywnos¢
tego enzymu, a jednoczes$nie stanowi material zapasowy dla komérek Rhizo-
bium i innych bakterii korzeniowych w okresach, gdy wolno bytujg w glebie
(59,60,61).

Zlokalizowany w membranie cytoplazmatycznej bakterii, roslin i zwierzat,
tzw. membranowy PHB jest $cisle powigzany z innymi makroczasteczkami.
Wynika to z budowy tej gietkiej, liniowej czgsteczki zawierajacej dogodnie
umieszczone, tatwo oddajace elektrony, estrowe atomy tlenu (rys, 3). Z badan
przeprowadzonych przez Reusch wynika, ze PHB tworzy kompleksy z solami
zwigzkoéw o spolimeryzowanych anionach oraz z lipidami i biatkami. Zmienia
w ten sposob ich wiasciwosci, umozliwiajac, np. przemieszczanie poprzez
hydrofobowe przegrody w komérkach, czy zabezpieczajgc przed endogennym
rozktadem enzymatycznym (62).
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* miejsce wigzania soli polimerdw anionowych poprzez ich kationy oraz biatek
poprzez wigzania wodorowe
i regiony hydrofobowe, poprzez ktére dokonywana jest kompleksacja z lipidami

Rys. 3. Membranowe PHB jako czasteczka amflfilowa (62).

7. Metody analizy i wyodrebniania PHA

Pierwsze obserwacje ziaren polimerow w komoérkach bakterii prowadzone
byty w zwyklym mikroskopie swietlnym. W mikroskopie kontrastowo-fazo-
wym granule silnie zatamujg $wiatto, co sprawia, ze jezeli sg wystarczajgco
duze lub liczne, mozna je z tatwoscig zaobserwowac. Obecnos$¢ polimeru
w komérkach bakterii kumulujacych go w mniejszej ilosci mozna wykazaé
stosujac specjalne techniki barwienia. W jednej z najdawniej stosowanych
metod barwienia, opisanej juz w 1946 r. przez Burdona, wykorzystywane
jest wybidrcze taczenie sie PHB z barwnikiem ttuszczy — Sudanem Czarn3mi
(63). Bezposrednie barwienie nim kolonii wyrostych na poditozu pozwala na
szybkie wyodrebnienie tych, ktore gromadzg polimer (39). Znacznie wigksze
niz Sudan Czarny powinowactwo i specyficznos¢ wigzania z PHB ma jednak
fluoiyzujacy oksazonowy barwnik — Biekit Nilu A. Dla obserwacji jasno-
pomaranczowej fluorescencji uzywa sie mikroskopu z lampg emitujaca Swiat-
to o diugosci fali 460 nm (64,65). Barwienie Biekitem Nilu moze by¢ takze
wykorzystywane dla oznaczen ilosciowych (66).

llos¢ PHA w hodowli mozna oznaczaé¢ poprzez pomiar wzrostu objetosci
i wypornosci wypetniajgcych sie ziarnami polimeru komorek (28,30). Duze
ustugi dla celéw biotechnologicznych oddaje cytometria przeptywowa (67);
stosowany tez jest pomiar fluorescencji hodowli (68).

Izolacja natywnych granul z komoérek bakterii dokonywana jest poprzez
stosowanie tagodnych metod poprzedzonych enzymatycznym trawieniem
$cian lub ich rozbijaniem ultradZzwigkami. Nastepnie, stosowane jest prepa-
ratywne wirowanie, najczesciej w gradiencie glicerolu, sacharozy (69) lub tez
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bromku sodu (70). Metody te pozwalaja uzyska¢ wzglednie nienaruszona
strukture granul. Jest to szczeg6lnie wazne w badaniach budowy ich powie-
rzchni i zwigzanych z nig enzymoéw (71).

Mozna takze w}miywaé PHA z wysuszonych komorek, stosujac ciagla ekstra-
kcje, najczesciej chloroformem lub weglanem propylenu czy tez innymi (58)
w podwyzszonej temperaturze, a nastepnie strgca¢ polimer acetonem, eterem
lub etanolem (72). W metodzie opisanej przez Williamsona i Wilkinsona (18)
do komoérek bakteryjnych (mokrej masy) dodaje sie podchlorynu sodu, ktéry
rozpuszczajac bakterie pozostawia wzglednie nienaruszone ziarna polimeru.
Mozna je dzieki temu oddzieli¢ od innych elementéw komorek, przeszkadza-
jacych w oznaczeniach ilosciowych. Ma to szczeg6lne znaczenie, wowczas
gdy w badanym materiale znajduje sie mato polimeru. Dla badan skrinin-
gowych szczegolnie warta polecenia jest mikrometoda opracowana przez War-
da i Dawesa (73). Badane probki, np. zawiesinge komorek, umieszcza sie na
filtrach z wibékna szklanego. Na tym nosniku opracowuje sie je, usuwajac
zanieczyszczenia i dopiero w ostatnim etapie ekstrahuje prébki do roztworu
i oznacza.

PHB zawarte w prébkach moze by¢ ilosciowo oznaczane przy uzyciu sze-
roko rozpowszechnionej metody Lawa i Slepeckiego (74), w ktorej polimer
jest przeksztatcany pod wpfywem stezonego kwasu siarkowego w kwas kro-
tonowy. Jego ilos¢ okreslana jest spektrofotometrycznie przy 235 nm. Kla-
syczna juz metoda Lawa i Slepeckiego zostata praktycznie wyparta przez
liczne jej modyfikacje. Jednag z nich Brandl (75) proponuje jako metode o0z-
naczania z duzag czutoscig polimeréw réznych hydroksykwaséw o krétkim
taricuchu podstawowej jednostki (PHAscl)- Inng modyfikacje metody opisata
Reusch (76). Wykorzystuje sie w nich do analiz wysokoci$nieniowg chroma-
tografie cieczowg (HPLC).

PHB mozna oznacza¢ stosujgc spektroskopie w podczerwieni, poszukujac
w widmach roztworéw chloroformowych tego zwigzku charakterystycznego
pasma przy dtugosci fali 5,75 am (77). Duzg popularnosé¢ zyskaty te metody,
w ktérych wykorzystuje sie chromatografie gazowa (GC). W metodzie opra-
cowanej przez Braunegg i wsp. (78) probki poddawane sg kwasnej lub za-
sadowej metanolizie, w wyniku ktdérej w chloroformowych ekstraktach mozna
poszukiwaé¢ metylowych estréw hydroksykwaséw budujacych PHA. Metody,
w ktorych angazuje sie chromatografie gazowa potaczona ze spektroskopig
masowg (79) umozliwiajg analize skiadu polimerow rozmaitych hydroksy-
kwasow (PHA) bezposrednio poddanych pirolizie w wysokich temperaturach.
PHB moze tez by¢ wykrywane za pomoca technik immunologicznych, np.
z uzyciem testu ELISA i dot-blott na membranach nitrocelulozo™ych (76).
Przy okreslaniu struktury PHA jest wyznaczana lepko$¢, skrecalnos¢ opty-
czna, a takze jest wykonywana analiza "H NMR i NMR oraz pomiary
z wykorzystaniem spektrometrii w podczerwieni z transformacjg Fouriera
(72).
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8.Wiasciwosci PHA

PHB wyizolowany z komorek ma strukture krystaliczng, Do niedawna
uwazano, ze taka sama jest jego natura in vivo. Obecnie jednak nie ulega
juz watpliwosci, ze wewnatrz granul polimer jest ruchliwym, amorficznym
elastomerem. Pierwsze badania fizykochemiczne takiego natywnego PHB
przeprowadzili Barnard i Sanders w 1988 r, (9), Uzyskane z tych badan
wyniki, mialy, zdaniem autoréw, stuzy¢ rozwiazywaniu probleméw metabo-
lizmu tego materiatu zapasowego. Tymczasem, podjete w Slad za odkryciem
amorficznego PHB, uwienczone sukcesem proby rekonstrukcji takich granul
in vitro, znalazty ciekawe zastosowania (80),

Wiasciwosci izolowanych z komérek polimeréw hydroksykwaséw byty ba-
dane od co najmniej dwudziestu tat i to ze wzrastajgca intensywnos$cig. Kwas
poti-3-hydroksymastowy jest tworzywem o witasciwosciach zblizonych do poli-
propylenu, Oba tworzywa majg podobng temperature topnienia (ok, 180°C),
gestos¢ (1,250 i 0,905 g/cm” ) i mase czgsteczkowg ( w przypadku PHB jest
ona Scisle zalezna od sposobu izolacji polimeru z komérek — przecietnie
nie przekracza 3x10” ), PHB jest mniej niz polipropylen wrazliwy na dziatanie
Swiatta i promieniowania UV, jednak znacznie tatwiej poddaje sie dziataniu
rozpuszczalnikéw i jest prawie siedemdziesieciokrotnie bardziej kruchy i tam-
liwy, Mechaniczne wiasciwosci polihydroksykwaséw sg Sciste zalezne od skita-
du polimeru, w szczegélnosci zas od dtugosci tancucha hydroksykwasu, a takze
ulegajg znacznym zmianom w przypadku polimeréw ztozonych. Kopolimer
3HB-CO-3HV ma, np, nizsza niz PHB temperature topnienia (143°C) i cha-
rakteryzuje sie sprezystoscig porownywalng z polipropylenem. Kopolimer
3HB-CO-4HV ma, z kolei, sprezystos¢ gumy (81,82),

Wiasciwosci potihydroksykwaséw sprawiajg, ze tworzywa z nich zbudo-
wane maja wiele zalet, Z punktu widzenia ekologii niewatpliwie najwazniejsza
jest ich nietoksyczno$¢ i biodegradowalno$¢. Korzystnymi cechami tych po-
limeréw sg réwniez: duza termoplastycznosé, hydrofobowosé, aktywnos¢ op-
tyczna, biokompatybilnos$¢ i wiasciwosci piezoelektryczne.

9. Produkcja i zastosowania PHA

Przemystowe wytwarzanie polimeréw hydroksykwaséw musi uwzglednia¢
szereg aspektéw. Na czoto wysuwa sie oczywiscie optacalnos¢ takiej produkciji.
Woytwarzanie na duzg skale niebiodegradowalnych polimeréw, takich jak pol-
istyren czy polipropylen, jest znacznie tarisze i to decyduje, ze wlasnie one
ciagte jeszcze dominujg na rynku. Produkcja, na drodze chemicznej, opisa-
nych tworzyw biodegradowatnych jest moztiwa i wiele laboratoriow pracuje
nad tym problemem (83), Obiecujace sg proby syntezy tych zwigzkéw poprzez
chemiczng polimeryzacje beta-butyrolaktonéw, ale otrzymywane w ten sposéb
zwigzki nie zawsze maja wihasciwosci polimeréw uzyskanych na drodze bio-
syntezy, a ponadto koszty produkcji chemicznej sg wyzsze (84,85),
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Grupa Grossa z Uniwersytetu w Massachusetts pracuje nad mozliwoscia-
mi modelowania struktury PHA poprzez polaczenie procesdbw chemicznych
i biologicznych (86).

Wytwarzanie PHA na drodze biotechnologicznej wymaga rozwigzania kilku
probleméw. Najistotniejszym z nich, jest wyboér najlepszego drobnoustroju-
producenta, tak, aby koszty jego hodowli byly jak najnizsze, a otrzymany
produkt czysty i o wiasciwych cechach fizycznych. Odpowiedni skitad pro-
duktu zalezy tez w duzym stopniu od rodzaju substratu weglowego. Sposrod
wielu badanych bakterii najbardziej obiecujace dla celéw przemystowych byty
szczepy z rodzajéw: Alcaligenes, Azotobacter oraz metylotrofy, a w dalszej
kolejnosci Pseudomonas. Obecnie coraz czesciej probuje sie wykorzystywaé
szczepy zmienione genetycznie (87). Kolejnym, niebagatelnym problemem te-
chnicznym jest sposéb uwalniania z komoérek i oczyszczania polimeru.

Pierwszym, i jak dotad jedynym liczagcym sie producentem PHA na skale
przemystowsg, jest koncern Zeneca Bio Products z Wielkiej Brytanii, dawny
Imperial Chemical Industries — IGI (88). W koncernie tym wykorzystuje sie
do pracy szczep zdolnego do metabolizowania glukozy mutanta Alcaligenes
eutrophus HI6. Drobnoustroje te sg hodowane na poditozu z glukozg i kwa-
sem propionowym i przy ograniczonej ilosci zwigzkéw stanowigcych Zrodto
fosfom. W ponad 100-godzinnym cyklu fermentacyjnym wytwarzajg one ko-
poliester ztozony z 3-hydroksymaslanu i 3-hydroksywaderianu — polimer
0 wihasciwosciach mechanicznych bardzo zblizonych do polipropylenu. Wy-
dajnos¢ procesu biotechnologicznego przekracza 100 gramow suchej masy
komoérek na litr hodowli. 70-80% tej masy stanowi tworzywo uwalniane z ko-
morek poprzez kombinacje szoku termicznego oraz dziatania enzymoéw i de-
tergentéw. Docelowa wydajnos$¢ produkcji poliestru ma osiggna¢ 10 000 ton
rocznie, a systematycznie obnizany koszt nie bedzie przekracza¢ 5 USD za
kilogram. Kopoliester ten jest sprzedawany pod handlowg nazwg Biopol. Zna-
lazt on zastosowanie do produkcji butelek i folii plastikowych o r6znym prze-
znaczeniu. Inne zespoty badawcze, ktore odniosty sukcesy w produkcji PHA
na skale potprzemystowq przedstawiono w zestawieniu 2.

Zestawienie 2
Najwazniejsze osrodki zajmujace sie, obok zeneca bio products, rozwojem przemystowe.! produkcji
PHA i ich osiagnigcia (38)

Die Chiemie Linz — Austria
szczep: Alcaligenes latus
substrat: sacharoza

produkt: poli(3HB)

Grupa badawcza — Suzuki, Yamane, Shimizu — Japonia
szczep: Pseudomonas sp. K

substrat: metanol

produkt: poli(3HB)

wydajnosé: 230g s.m. komoérek/l podioza

biotechnologia 3 (34) '96
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Grupa badawcza — Steinbiichel — Niemcy

szczep: Chromobacterium violaceum

substrat: kwas waderianowy

produkt: poli(3HV)

wydajnosé: 40g s.m. komoérek/l, 70% polimeru w s.m.

Grupa badawcza — Preusting — Holandia

szczep: Pseudomonas oleovorans

substrat: oktan

produkt: poli(3HO) + ?

wydajnosé: 37g s.m. komorek/l; 37% polimeru w s.m.

Wiekszos¢ mozliwosci wykorzystywania polimeréw hydroksykwasow jest
wer}dikowana w licznych eksperymentach laboratoryjnych, ale na rzeczywiste
zastosowania trzeba bedzie jeszcze poczekaé. Tak jest, np. z wihasciwosciami
piezoelektrycznymi PHB czy tez innych kopolimeréw, ktére nie doczekaty sie
jeszcze wykorzystania (89). Lista przedmiotow, ktére z powodzeniem probo-
wano wytwarza¢ z PHA jest bardzo diuga. Obejmuje ona zaréwno szeroka
game opakowan, jak i rozmaite drobiazgi, ktére dzieki biodegradowalnosci
zmniejszytyby zasmiecenie Ziemi (np. filtry do papieroséw, lampki nagrobne
czy tonery do kserokopiarek). Duze nadzieje wigze sie z zastosowaniem tych
biopolimeréw w medycynie (kapsutki do preparatow retard, nici chirurgiczne,
sztuczne naczynia krwionosne, itp.), ale sg to zaledwie plany lub w waskim
zakresie prowadzone badania wstepne. Bardzo szybko natomiast rozwijajg
sieg prace, w ktorych wykorzystuje sie opisang amorficzng strukture PHA
wewnatrz natywnych granul. Okazato sie, ze przy zastosowaniu odpowiednigej
obrébki termicznej mozna taki ,,naturalny” polimer (tzw. lateksowe PHA) na-
warstwi¢ na papier zamieniajgc go, w prosty i tani sposb, w nieprzepusz-
czalne dla wody tworzywo o znakomitych cechach biodegradowalnosci, znacz-
nie lepszych niz pr2y zastosowaniu polimeru ekstrahowanego rozpuszczal-
nikami organicznymi. Pokryta blyszczacg, przejrzystg i doskonale przylega-
jaca warstwg polimeru powierzchnia papieru zyskuje korzystne wiasciwosci
elektrostatyczne (90). Lateksowe PITA tworzy tez znakomite mieszanki, np.
ze skrobig, polistyrenem, naturalnym kauczukiem, itp. (91). Jedng z no-
wszych propozycji wykorzystania granul PHA jest uzycie ich jako nosnikow
dla substancji zapachowych w niskokalorycznej zywnosci (92).

10. Biodegradacja PHA

Rozkiad granul polimerow zapasowych badano poczatkowo w aspekcie
wykorzystywania ich przez komorki dla wlasnych potrzeb energetycznych.
Najdawniejsze prace prowadzone przez zespot Merricka ( 93), Griebela (94)
czy tez Hippego (95), w ktorych badano rozktad wyodrebnionych granul PHB,
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doprowadzity do poznania gtéwnych dia tych przemian enzyméw i aktywa-
toréw. W wyniku tych badan wysunieto poglad, ze aktywny system rozkiadu
polimeru w bakteriach nie idzie w parze ze zdolnoscig do syntezowania PHA
w duzych ilosciach, a takze wplywa na ograniczenie dtugosci tancucha po-
limeru. Te koncepcje zostaty p6Zniej potwierdzone i wspaniale udokumen-
towane w badaniach grupy Doi (96,97), w ktérych pokazano, ze procesy
syntezy i degradacji PHA w spoczynkowych komérkach Alcaligenes eutrophus
zachodzg réwnolegte. Badacze ci zauwazyli takze, ze czasteczki polimeru,
ktére zostaty zsyntezowane przez komorki korzystajgce z jednego substratu,
moga by¢ rozktadane réwnolegle z synteza polimeru z nastepnego substratu,
podanego im w czasie hodowli.

W procesie rozktadu PHA podstawowsg role odgrywajg zawsze depolime-
razy. Enzym zwigzany z powierzchnig granul, zaréwno u Alcaligenes eutrop-
hus, jak i u Pseudomonas oleovorans jest egzohydrolazg rozcinajacg wiazania
estrowe od karbonylowego konca tancucha. Jest to esteraza seiynowa z gru-
pa hydroksylowg ulokowang w centrum aktywnym (32).

Wiele nowych pytan i sugestii w kwestii regulacji akt3rwnos$ci depolimerazy
wewnatrzkomoérkowej przyniosty badania grupy Steinbuchela nad mutantami
leaky (98).

Innym enzymem uczestniczagcym w wewnatrzkomoérkowym rozktadzie PHB
jest hydrolaza dimeru 3-hydroks}miaslanu. Substrat dta jego aktywnosci nie
pojawia sie u Alcaligenes eutrophus (95), ale jest, obok monomeru, produ-
ktem dziatania depolimerazy Bacillus megaterium (99), Rhodospirillum rubrum
(93), Pseudomonas lemoignei (100) czy Zooglea ramigera (101).

Trudne do wyjasnienia mechanizmy wewnatrzkomoérkowego rozktadu PHA
zawartego w granulach wymagajg jeszcze odpowiedzi na wiele pytan. Zna-
cznie szybciej rozwijajg sie badania nad srodowiskowg degradacja polimeréw,
czesto w postaci prototypéw przedmiotéw, ktére moga by¢ z nich wytwarzane.
Juz wczesniej zauwazono, ze natywne granule zawierajace krystaliczny po-
limer reagujg na dziatanie wewngatrzkomoérkowych systeméw degradujacych,
podczas gdy chemicznie czysty polimer w ogéle sie im nie poddaje (91).
Wiadomo jednakze, ze wiele drobnoustrojow, zarowno bakterii, jak i grzybow
wydziela do $rodowiska enzymy (o specyficznosci esteraz) zdolne do depo-
limeryzacji takiego PHA. Szczegdtowe badania przeprowadzono na szczepach
Alcaligenes faecalis (102), Pseudomonas lemoignei (103), Zooglea ramigera
(101) i bakteriach metanowych (104). Rozkiad PHA w $rodowisku zachodzi
takze z udziatem bakterii beztlenowych: laseczek Clostridium (105) oraz llyo-
bacter delajleldi. Te ostatnie maja zdolnos¢ rozkitadu polimeru poprzez fer-
mentacje, prowadzgca do powstania octanu, maslanu i wodoru (106). Nie
sg zbyt zaawansowane szersze badania nad beztlenowym rozkfadem polime-
row. Wiadomo jednak, ze rozklad w tych warunkach nie jest kompletny.
Hydrolazy degradujgce PHB, aktywne przy niskich warto$ciach pH, izolowano
z grzybéw plesniowych (107). Stwierdzono, ze wszystkie badane bakterie,
ktore sg zdolne do gromadzenia PHB, w ostatnim etapie rozktadu tego zwiaz-
ku utleniajg 3-hydroksymaslan do acetooctanu za pomocg zawartego w ko-
moérkach swoistego konstytutywnego enzymu: zaleznej od NAD dehydroge-
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nazy (51). Enz}mi ten wyizolowano i oczyszczono z ekstraktéw bezkomorko-
wych wielu bakterii (60,108,109).

Aktywne procesy rozkiadu egzogennego PHA przez wiele drobnoustrojéw
budzg optymizm i wiare, ze poliestry hydroksykwaséw alkanowych spetniag
nadzieje na zastosowanie ich jako biodegradowalnego tworzywa. Z przepro-
wadzonych badan wynika, ze zyjace w srodowisku drobnoustroje dysponuja
hydrolazami o réznorodnych specyficznosciach, jak réwniez, iz sg one zdolne
do atakowania polimeréw o réznej wielkosci czasteczek, w odmiennych wa-
runkach pH i natlenienia (110). Wiemy takze, iz mozna kontrolowac i in-
tensyfikowac¢ rozkiad PHA zachodzacy w komposcie i $ciekach komunalnych
(111). Plany zastosowania PHA w medycynie do wytwarzania, takich produ-
ktow jak kapsutki dla preparatow retard, czy nici chimrgiczne, ktére ulega-
tyby rozkiadowi wewnatrz organizmu, sa bardziej odlegte. In vivo ulegajg
bowiem biodegradacji tylko polimery zbudowane z czystego PHB, natomiast
lepsze pod wieloma wzgledami kopolimery nie ulegajg rozkladowi (112). Me-
chanizmy degradacji PHB w organizmie nie sg znane. Przypuszczalnie biorg
w nim udziat niespecyficzne esterazy, ktérych aktywnos¢ jest regulowana
procesami immunologicznymi.

Serdecznie dziekuje prof. dr. hab. med. Zbigniewowi Krzeminskiemu za materialy i sugestie,
ktére zapoczatkowaty powstanie tego artykutu.
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Biodegradable polyesters — polyhydroxyalkanoic acids (PHA) — synthe-
sized by microorganisms

Summary

Polyhydroxyalkanoic acids (PHAs) are insoluble in water, thermoplastic, biocompatible and
biodegradable plastics. These poliesters are synthesized by a variety of microorganisms. Pol3mier
cumulation in bacteria, metabolic pathways of PHA and their significance for living cells are
discussed. Structure and biochemistry of bacterial PHAs, chemical composition and physical
properties, methods of polymer detection and analysis are described. Polymer production for
commercial use and possible applications of this natural plastic are discussed.

Key words:
biodegradable polyesters, naturail thermoplastic plastics, microbial storage materials, poly-
hydroxyalcanoic acid.
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