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The synthesis of polyhydroxyalkanoates by activated sludge
Summary

Polyhydroxyalkanoates are polyesters insoluble in water, synthesized by
microorganisms and accumulated intracellular as storage materials. They are
marked by high degree of polimerization, non-toxicity, wide range of applica-
tion and biodegrability. Until now, there have been applied mainly pure micro-
bial cultures for industrial PHAs production. Currently, for that purpose there
are conducted intensive investigations on use of mixed microbial cultures (acti-
vated sludge). The microorganisms of activated sludge accumulate polyhydroxy-
alkanoates as storage materials when availability of organics as electron donors
and oxygen or nitrate (electron acceptors) is distributed in time and space or
when the sludge is submitted to consecutive periods of external substrate ac-
cessibility and unavailability. The process efficiency depends on feed composi-
tion and reactor operating conditions. Nowadays, there are two types of reactor
operational strategies. In municipal wastewater treatment plants, a two-stage
process is used; 1° - selection of excess sludge to specific type of substrate
(molesses, whey) in SBR, and 2° - PHAs production in batch reactor. In waste-
water treatment plants from agricultural and food industry, acidogenic fermen-
tation is introduced as an additional stage, where the organic wastes are con-
verted into a mixture of organic acids, and then used as a substrate for PHAs
storage.
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1. Wprowadzenie

Polihydroksykwasy (PHA) sg to nierozpuszczalne w wodzie poliestry, gromadzo-
ne przez mikroorganizmy jako zrédto wegla/energii oraz rGwnowaznikéw redukcyj-
nych (1). Cechuje je wysoki stopien polimeryzacji (10"-10* Da), nietoksycznosc, bio-
kompatybilnos¢ oraz podatnos¢ na biodegradacije (2). Rozwdj biotechnologii polihy-
droksykwasoéw jest istotny, poniewaz:

- polihydroksykwasy moga by¢ wytwarzane z odnawialnych surowcow, co przy-
czynia sie do zmniejszenia zuzycia ropy naftowej. Obecnie, do produkcji polimeréw
syntetycznych, wykorzystuje sie okolo 4% tego surowca,

- wykazujg podatnos¢ na biodegradacje, co jest wazne z punktu widzenia
unieszkodliwiania odpadéw na sktadowiskach. Wedtug Association of Plastics Ma-
nufactures (APME), ilos¢ odpadéw z tworzyw sztucznych w Europie Zachodniej
w 2002 r. wyniosta okoto 20 321 tys. ton, z czego 32% poddano recyktingowi, a po-
zostata czes¢ (62%) trafita na sktadowiska (3),

- ich produkcja umoztiwia tworzenie systeméw zagospodarowywania odpadéw
w cyklu zamknietym, co jest zgodne z ideg zréwnowazonego rozwoju.

Mikroorganizmy syntezujg wiele polihydroksykwaséw réznigcych sie budowg
chemiczng. Do tej pory w makroczgsteczkach polihydroksykwaséw zidentyfikowa-
no okoto 150 réznych meréw (4). Opr6cz homopolimeréw, mikroorganizmy kumu-
luja réwniez kopolimery, czyli polihydroksykwasy zawierajgce przynajmniej dwa
rézne mery.

Wiekszos¢ autoréw dzieli polihydroksykwasy na krotko- i Sredniotancuchowe
(5-7). Polihydroksykwasy krétkotaricuchowe (PHAsc1) zawierajg od 3 do 5 atomow
wegla w monomerach. Z aplikacyjnego punktu widzenia, najwazniejszym przedsta-
wicielem PHAsci jAst kwas poli-3-hydroksymastowy - P(3HB) oraz jego kopolimer
z kwasem poli-3-hydroksywalerianowym - P(3HB-co-3HV), ktére posiadajg wtasci-
wosci termoplastow. Polimery te znajduja zastosowanie do produkcji opakowan
w przemysle kosmetycznym, tac, pojemnikéw oraz innych tego typu artykutow
uzytkowych.

Polihydroksykwasy Sredniotaricuchowe (PHAmc1) posiadajg mery zawierajgce fan-
cuchy nasycone lub nienasycone o liczbie atoméw wegla od 6 do 14. Do najwazniej-
szych przedstawicieli tej grupy nalezg kwas poli-3-hydroksyoktanowy P(3HO) oraz
poli-3-hydroksydekanowy P(3HD) (8). Z PHAscl wytwarza sie lateksowe ostony do
zywnosci oraz farby i pigmenty do znakowania i opisywania pojemnikéw ze szkia
i tworzyw sztucznych. Aktualnie prowadzi sie badania nad przeksztatcaniem
PHAmcI, pod wptywem czynnikéw sieciujgcych, w wysokoelastyczng gume. Obie-
cujace, jak sie wydaje, sg réwniez mozliwosci wykorzystywania tej grupy biopolime-
réw w medycynie do produkcji materiatéw chirurgicznych (np. implantéw), srodkéw
opatrunkowych czy w farmakologii jako ostonek lekarstw.

Zdolno$¢ gromadzenia PHA wykazuje ponad 300 gatunkéw bakterii (9). Wiek-
szos$¢ z nich gromadzi poli-3-hydroksymaslan (P(3HB)), stanowiacy homopolimer
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kwasu 3-hydroksymasfowego. Jednak tylko nieliczne kumulujg PHA w stezeniu prze-
kraczajgcym 30% suchej masy komoérek. Naleza do nich Cupriavidus necator (wczes-
niej Ralstonia eutropha), rosngcy na pozywce zawierajgcej niskoczgsteczkowe kwasy
organiczne oraz glukoze i fruktoze jako Zrédto wegla (10-12), a takze Alcaligenes latus -
wykorzystujacy jako substrat sacharoze i bardziej ztozone zwigzki organiczne wy-
stepujgce np. w melasie oraz serwatce (13,14). Methylobacterium organophilum lub
Protomonas extroguens syntezujg kwas poli-3-hydroksymastowy w obecnosci metano-
lu, stanowigcym tanie i tatwo dostepne zrdodto wegla. Przydatnosé w procesach bio-
technologicznych wykazujg réwniez bakterie z rodzaju Pseudomonas jak np. P. oleovorans
czy P. putida, ktére syntezuja polihydroksykwasy sredniotanicuchowe podczas wzro-
stu na weglowodorach alifatycznych (15,16) lub kwasach ttuszczowych (17-19).

Z danych literaturowych wynika, ze synteza PHA nastepuje podczas niezréwno-
wazonego wzrostu komarek, tj. w warunkach nadmiaru wegla organicznego (sub-
stratu), przy okresowym niedoborze pierwiastkéw niezbednych do wzrostu drobno-
ustrojow, np. azotu, fosforu, siarki lub magnezu. Wiekszos¢ gatunkéw gromadzi
PHA, gdy pozywka nie zawiera azotu, badz zawiera ten pierwiastek w stezeniu nie-
wystarczajagcym do syntezy nowego materialu komérkowego. C. necator efektywnie
kumuluje polihydroksykwasy réwniez w warunkach limitowanego stezenia fosforu.

Niektore gatunki jak C. necator, intensywnie gromadzg PHA w fazie wzrostu sta-
cjonarnego. Do tej grupy nalezg rowniez P. extorquens i P. oleovorans. W praktyce,
hodowle z ich udzialem prowadzone sg w dwéch fazach. W fazie pierwszej, namna-
za sie biomase, podczas gdy w drugiej - po ograniczeniu stezenia azotu lub fosfo-
ru w pozywce - uzyskuje kumulacje polihydroksykwaséw.

A. latus oraz Azotobacter vinelandii UWD kumulujg polihydroksykwasy nawet,
wowczas gdy pozywka zawiera wszystkie niezbedne sktadniki pokarmowe, a mikro-
organizmy znajdujg sie w fazie wzrostu. W przypadku, gdy synteza PHA i wzrost ko-
morek nastepuja réwnoczesnie, stosunek pomiedzy stezeniem substratu i substan-
cji limitujgcej wzrost np. wegla do azotu (C/N) stanowi istotny czynnik pozwalajgcy
na ksztaltowanie zaktadanej proporcji miedzy szybkoscig namnazania mikroorgani-
zméw a szybkos$cig gromadzenia PHA.

Obecnie na skale przemystowg produkowane sg cztery biopolimery (20). Nalezg
do nich:

- Biopol™ (kopolimer 3HB i 3HV) syntezowany przez C. negator, a ostatnio row-
niez modyfikowang genetycznie Escherichia coli,

- Biomer™ (homopolimer 3HB) uzyskiwany w hodowlach A. latus,

- Nodax™" (kopolimer 3HB i 3Hx) otrzymywany z udzialem modyfikowanego ge-
netycznie C. necator,

- Biocycle™ (homopolimer 3HB, kopolimer 3HB i 3HV) kumulowany przez
Burkholderia sacchari.

Czynnikiem ograniczajgcym upowszechnienie produkcji polihyroksykwasow jest
wysoki koszt ich wytwarzania z udzialem czystych kultur (9 €/kg w poréwnaniu
z | €/kg dla tworzyw sztucznych) (21). Kierunki badan majgce na celu obnizenie
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ceny tej grupy polimeréw koncentrujg sie na wykorzystaniu do ich biosyntezy ta-
nich zrodet wegla (Sciekéw i odpadow) oraz/lub mieszanych populacji mikroorgani-
zmow (osadu czynnego).

W poréwnaniu z czystymi kulturami, wytwarzanie PHA z osadu czynnego jest
korzystne, gtdwnie z uwagi na:

- mozliwos¢ wykorzystania jako surowcow produktéw ubocznych i odpadéw
poprodukcyjnych pochodzgcych z przemystu rolno-spozywczego,

- latwos¢ sterowania syntezg PHA poprzez zmiane warunkéw operacyjnych pro-
cesu, Mieszane populacje gromadza polihydroksykwasy, woéwczas gdy funkcjonowa-
nie ich pierwotnego metabolizmu zostaje zaktocone,

- naturalng selekcje gatunkowa mikroorganizmoéw, dzieki ktérej hodowle wyka-
zujg wysoka stabilnos¢, co utatwia prowadzenie i kontrole procesu technologiczne-
go (22),

- brak koniecznosci utrzymywania sterylnych warunkéw podczas hodowli,

- niskie nakilady inwestycyjne i koszty eksploatacji obiektow, jak podaja Reis
i wsp. (23) cena polihydroksykwaséw uzyskanych z osadu czynnego ksztaltuje sie na
poziomie okoto 4 $/kg i jest pordwnywalna lub nizsza w stosunku do ceny PHA
otrzymywanych z udziatem czystych kultur.

Z danych literaturowych wynika, ze w poréwnaniu z czystymi kulturami, miesza-
ne populacje mikroorganizméw charakteryzujg sie nizszg szybkoscig gromadzenia
polihydroksykwasow i produktywnoscig objetosciowa (24), Stad tez rozpoznanie
czynnikéw umozliwiajgcych intensyfikacje procesu poprzez podniesienie wydajnos-
ci PHA, stanowi obecnie wazny kierunek badawczy w tym zakresie.

W pracy przedstawiono perspektywy rozwoju technologii polihydroksykwa-
sOw w aspekcie zdolnosci ich gromadzenia przez mikrorganizmy osadu czynnego
w warunkach beztlenowo-tlenowych oraz tlenowych - z dynamiczna dostepnos-
cig substratu. Zaprezentowano uklady technologiczne i zdefiniowano warunki
operacyjne procesu. Oméwiono budowe i wkasciwosci flzyczno-chemiczne polihy-
droksykwasow sytezowanych w osadzie czynnym oraz metody ich odzysku. Wska-
zano czynniki ograniczajgce wydajnos¢ syntezy polihydroksykwaséw w osadzie
czynnym.

2. Wptyw warunkdéw srodowiskowych i operacyjnych procesu na zdolnosé
gromadzenia polihydroksykwasoéw

Mikroorganizmy osadu czynnego gromadzg polihydroksykwasy, wowczas gdy:

- dostepnos¢ zwigzkdw organicznych stanowigcych donory elektronéw oraz tle-
nu (akceptor elektrondéw) jest rozdzielona w czasie lub przestrzeni,

- w reaktorze wystepuje nadmiar substratu zewnetrznego, po wyczerpaniu kto-
rego, mikroorganizmy wykorzystujg zmagazynowany polimer jako endogenne zréd-
to wegla.
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2.1. Gromadzenie polihydroksykwaséw w osadzie czynnym pracujgcym w wa-
runkach heztlenowo-tlenowych

W reaktorach z osadem czynnym, rozdzielenie dostepnosci donoréw i akcepto-
row elektronéw w przestrzeni lub czasie, uzyskuje sie wydzielajac strefe/komore
beztlenowa (uktady przeptywowe) tub stosujac przemienne mieszanie i napowie-
trzanie (uktady porcjowe). Tego typu rozwigzania sg obecnie powszechnie stosowa-
ne w oczyszczalniach sciekéw komunalnych. Warunki beztlenowe i obecnos¢ tatwo
przyswajalnych zwigzkéw organicznych, sprzyjaja rozwojowi gatunkéw wykazuja-
cych zdolnos¢ gromadzenia polihydroksykwasoéw. Z analizy pismiennictwa wynika,
ze w osadzie czynnym takie wtasciwosci posiadajg bakterie kumulujace polifosfora-
ny (typ PAO) oraz gatunki nie wykazujgce zdolnosci gromadzenia polifosforanow,
ale kumulujace glikogen (typ GAO) (25). Bakterie kumulujace polifosforany (typ PAO),
w warunkach beztlenowych pobierajg kwas octowy, ktory przeksztatcajg w acety-
lo-CoA. W kolejnych etapach, acetylo-CoA ulega kondensacji do acetoacetyto-CoA,
a nastepnie redukcji do 3-hydroksymaslanylo-CoA, ktéry w wyniku polimeryzaciji
jest przeksztatcany w P(3HB). Hydroliza zgromadzonych wewnatrzkomérkowo poli-
fosforanéw potaczona z uwalnianiem ortofosforanéw do sSrodowiska dostarcza
energii, podczas gdy réwnowazniki redukcyjne, niezbedne w syntezie biopolimeru,
uzyskiwane sg z rozkfadu glikogenu w cyklu Entnera-Doudoroffa (ED). Bakterie ku-
mulujgce glikogen (GAO) wykorzystuja natomiast szlaki metaboliczne, w ktérych
rozkiad glikogenu jest sprzezony z fermentacjg propionowa. Energia do akumulacji
kwasu poli-3-hydroksymastowego pochodzi z glikolizy, a nie z hydrolizy polifosfora-
néw (26).

Metabolizm bakterii kumulujgcych polifosforany byt przedmiotem badan wielu
autoréw, co umozliwito szczegotowe zdefiniowanie proceséw jednostkowych pro-
wadzacych do kumulacji polifosforanéw oraz gromadzenia P(3HB) (27-31). Smolders
i wsp. (32,33), a nastepnie Filipe i wsp. (34) sformutowali réwnanie, stanowigce
obecnie podstawe do obliczania wydajnosci procesu z udzialem bakterii typ PAO:

1 mole octanu + 0,5 molC glikogenu -> 1,33 molC P(3HB).
Wydajnos¢ PHA u bakterii zaliczanych do typu GAO zostata natomiast okreslona
przez Liu i wsp. (35):

1 mole octanu + 1,105 molC glikogenu 1,76 molC PHA.

W osadzie pracujacym w przemiennych warunkach beztlenowych i tlenowych,
stezenie PHA w biomasie nie jest duze. Czynnikiem ograniczajgcym synteze PHA
jest dostepnos¢ wewnagtrzkomoérkowych polifosforanéw i glikogenu. W zaleznosci
od stezenia wegla organicznego w doptywie i warunkdéw operacyjnych procesu, za-
warto$¢ polihydroksykwasow w suchej masie osadu zazwyczaj miesci sie w prze-
dziale od 15 do 20% (1,36).
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2.2. Gromadzenie polihydroksykwaséw w warunkach mikroaerofilowych

Satoh i wsp. (37) udowodnili, ze w reaktorach porcjowych (SBR, ang. Sequencing
Batch Reactor), stezenie polihydroksykwaséw w osadzie czynnym mozna zwigkszyc¢,
wprowadzajgc matlg iloS¢ powietrza w fazie mieszania. W takich warunkach, mikro-
organizmy uzyskujg energie do syntezy PHA z utleniania zwigzkéw organicznych
i nie musza do tego celu wykorzystywac polifosforanow i/lub glikogenu. W wyniku
selekcji, w osadzie czynnym dominantami stajg sie gatunki wykazujace wieksza
zdolnos¢ syntezy PHA anizeli glikogenu. Skutkiem tego, stezenie polihydroksykwa-
sO6w moze osiggnaé warto$¢ nawet 62% suchej masy osadu, ale hodowle prowadzo-
ne w warunkach mikroaerofilowych charakteryzujg sie matg stabilnoscia.

2.3. Gromadzenie polihydroksykwaséw w warunkach tlenowych z dynamiczng
dostepnoscia suhstratu (ADF, ang. Aerobic Dynamie Feeding)

Mikroorganizmy kumuluja PHA réwniez w hodowlach tlenowych przy zmienia-
jacej sie w czasie dostepnosci substratu (Salehizadeh, Loosdrecht (22) cyt. za Ueno
i wsp, (1993). W warunkach ustalonych, przy statej koncentracji substratu i innych
niezbednych do wzrostu substancji pokarmowych, stezenie sktadnikéw komérko-
wych, tj. bialek, RNA i DNA utrzymuje sie na okrestonym poziomie. Po pewnym cza-
sie, gdy fizjotogiczna adaptacja mikroorganizmoéw utrwala sie jako stan fizjologicz-
ny, wéwczas sktad i stezenie enzymow niezbednych dla syntezy bialek osigga war-
tos¢ optymalng. Taki typ wzrostu jest definiowany jako zréwnowazony. Porcjowe
doprowadzenie pozywki do reaktora SBR, jest powodem pojawienia sie warunkéw
nieustalonych, tj. takich, w ktérych stezenie substratu zmienia sie w czasie. Mikro-
organizmy osadu czynnego musza zatem przystosowywac swéj metabolizm do zmie-
niajacego sie w przemienny sposob duzego i malego stezenia substratu.

Gdy faza niedoboru lub braku substratu trwa wystarczajgco dtugo, wowczas do-
chodzi do obnizenia stezenia sktadnikbw komdérkowych majgcych istotne znaczenie
dla proceséw biosyntezy. Nizsza zdolnos¢ do podzialu komorek nie stanowi prze-
szkody w pobieraniu substratu, zwtaszcza prostych zwigzkéw organicznych, w ko-
lejnej fazie. Substancje takie jak kwas octowy, sg pobierane i zatrzymywane przez
mikroorganizmy w komodrkach lub ulegaja przemianom do matoczgsteczkowych
metabolitbw posrednich (38). jednak z powoddéw termodynamicznych, wzrost ste-
zenia octanu wewnatrz komoérek powoduje spadek szybkosci jego pobierania
z pozywki. Kumulacja metabolitéw posrednich jest réwniez zjawiskiem niekorzyst-
nym, poniewaz zgromadzone w zbyt duzym stezeniu moga dziata¢ jak inhibitory.
W tej sytuacji, zdolno$¢ mikroorganizmoéw do syntezy polimeréw pozwala zaréwno
utrzymac odpowiednio niskie stezenie substratu jak i stezenie matoczasteczkowych
metabolitbw wewnatrz komorek. Synteza polihydroksykwaséw moze by¢ zatem
rozwazana jako mechanizm adaptacyjny u mikroorganizméw. Zdolnos¢ gromadze-
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nia polihydroksykwasow posiada wiele gatunkéw, poniewaz fizjologiczna adaptacja
do syntezy PHA zachodzi szybciej niz adaptacja do syntezy biatek i innych sktadni-
kéw komoérkowych (39,40).

Gdy proporcja pomiedzy czasem trwania faz o malej i duzej dostepnosci substra-
tu jest odpowiednia, wowczas synteza polimeréw moze sta¢ sie jednym z domi-
nujgcych procesow. Szybko$¢ gromadzenia PHA zalezy réwniez od innych czynni-
kéw, w tym skladu populacji i stanu fizjologicznego komérek, ktére sg nastep-
stwem warunkéw operacyjnych procesu takich jak rodzaj i stezenie zrédta wegla
oraz stezenie innych substancji odzywczych, a zwlaszcza azotu (41-43). Z danych li-
teraturowych wynika, ze mikroorganizmy zazwyczaj magazynujg polimery, w obec-
nosci fatwo przyswajalnych zwigzkdw organicznych, co zapobiega wewngtrzkomor-
kowej akumulacji substratu oraz metabolitéw posrednich.

Gdy adaptacja mikroorganizméw do wzrostu w warunkach limitowanego steze-
nia substratu nie zostaje utrwalona jako stan fizjologiczny, wéwczas mikroorgani-
zmy zachowuja zdolnos¢ syntezy biatek i moga zwiekszaé swojg specyficzng szyb-
kos¢ wzrostu w odpowiedzi na wzrost stezenia substratu, zwtaszcza gdy w pozywce
wystepuje azot. W takich warunkach, gromadzenie polihydroksykwaséw zachodzi
z matg wydajnoscia.

Eksploatacja systemow ADF wymaga starannego doboru warunkéw operacyjnych.
Optymalne stezenie zrodla wegla, wlasciwe stezenie azotu oraz wystarczajgco diugi
czas trwania fazy niedoboru substratu, prowadzg do selekcji gatunkowej i wpltywajag
na zwiekszenie liczebnosci populacji gatunkéw charakteryzujgcych sie zdolnoscig
gromadzenia PHA. Z danych eksperymentalnych wynika, ze w systemach ADF, pro-
centowe stezenie polihydroksykwaséw w osadzie czynnym moze sie zmienia¢ w sze-
rokim zakresie od 31,9 do 78,5%, w zalezno$ci od warunkéw hodowli (44).

3. Systemy wytwarzania polihydroksykwaséw z osadu czynnego

Podstawg koncepcji technologicznej wytwarzania polihydroksykwasow, w wa-
runkach gdy dostepno$¢ zwigzkéw organicznych oraz tlenu jest rozdzielona w cza-
sie tub przestrzeni (warunki beztlenowo-tlenowe), jest wykorzystanie do tego celu
osadu nadmiernego. W obiektach pracujgcych w systemach ze zintegrowanym usu-
waniem zwigzkéw wegla, azotu i fosforu, polihydroksykwasy moga by¢ wytwarzane
z osadu nadmiernego w bocznym ciggu technologicznym (rys. 1). Uklad technolo-
giczny oczyszczania sciekow wyposaza sie w dodatkowy reaktor, do ktérego kieruje
sie osad nadmierny oraz doprowadza Scieki komunalne, Scieki komunalne z dodat-
kiem przyswajalnych zwigzkéw organicznych, najczesciej matoczasteczkowych kwa-
séw organicznych jak octowy lub propionowy lub tylko zwigzki organiczne jako ze-
wnetrze zrodto wegla.

Badania nad produkcja polihydroksykwasdw z osadu zapoczatkowali Takabatake
i wsp. (45), ktérzy testowali osad czynny pochodzacy z czterech oczyszczalni, r6z-
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recyrkulacja wewnetrzna

Rys. 1. Schemat wytwarzanie polihydroksykwasow w oczyszczalniach $ciekdw miejskich w bocznym
ciggu technologicznym (O. wt. - osadnik wtérny) (1).

nigcy sie miejscem pobierania probek (komora beztlenowa i anoksyczna) oraz spo-
sobem adaptacji (warunki tlenowe - 10 probek, beztlenowo-tlenowe - 6 prébek
oraz anoksyczne - 2 probki). Synteze PHA prowadzili w hodowlach okresowych,
wykorzystujgc octan jako zrodto wegla w stezeniu od 100 mg/dm” do 300 mg/dmA”.
Efektywnos¢ procesu oceniali na podstawie maksymalnej szybkosci zuzywania octa-
nu, szybkosci syntezy PHA, procentowej zawartosci PHA w osadzie oraz wspoiczyn-
nika wydajnosci PHA wzgledem kwasu octowego. Na podstawie badan wykazano, ze
procentowe stezenie PHA w osadzie czynnym zmieniato sie od 6,0 do 29,5%, a $red-
nia wartos¢ dla wszystkich préb wyniosta 18,8%. W eksperymencie dowiedziono, ze
efektywnos$¢ gromadzenia PHA zalezata raczej od pochodzenia prébek osadu, a nie
od sposobu jego adaptacii.

Zdaniem autoréw poprawe warunkéw produkcji PHA z osadu czynnego mozna
uzyskaé poprzez:

- bardziej efektywna, niz to ma miejsce w komorach osadu czynnego, selekcje
kultur mikroorganizméw zdolnych do magazynowania PHA,

- utrzymanie odpowiednio wysokiej koncentracji biomasy osadu podczas pro-
dukcji PHA.

W tym celu rozbudowano ukiad wprowadzajgc, zamiast jednego, dwa reaktory
w bocznym ciagu technologicznym. Pierwszy reaktor, zasilany osadem nadmiernym,
stuzy do selekcji gatunkowej mikroorganizméw, zas drugi do produkcji PHA, z wy-
korzystaniem biomasy pochodzgcej z pierwszego reaktora, jako zaszczepienia.

Obecnie istnieje zgodnos¢ co do tego, ze najlepsze warunki selekcji uzyskuje sie
w reaktorach typu SBR. Osad zawierajacy wyselekcjonowane kultury jest nastepnie
podawany do reaktora okresowego lub okresowego z zasilaniem substratem, w kto-
rym poprzez zapewnienie optymalnych warunkéw substratowych oraz srodowisko-
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wych dazy sie do uzyskania wysokiej produktywnosci PHA. W ostatnim dziesieciole-
ciu tego typu rozwigzania byly przedmiotem badan wielu autoréw (1,46).
Takabatake i wsp. (46) adaptowali osad czynny do produkcji PHA w reaktorze
SBR zwanym PABER (PHA, ang. Accumulation Bacteria Enrichment Reaktor). Reaktor
pracowat w warunkach beztlenowo-tlenowych. Pojedynczy cykl trwat 6 h (dekanta-
cja - 30 min, przedmuchiwanie azotem - 30 min, warunki beztlenowe - ! h, wa-
runki tlenowe - 3 h, sedymentacja - | h). System PABER testowano roéwniez
w warunkach mikroaerofilowych oraz tlenowych. Reaktor zasilano mieszaning octa-
nu i propionianu w zmiennej proporcji lub samym octanem oraz ekstraktem drozdzo-
wym i peptonem jako zrédtem azotu, na koncu fazy przedmuchiwania azotem.
Wiek osadu wynosit 5 dni, a czas zatrzymania pozywki w reaktorze - 10 h, co uzy-
skiwano stosujac odpowiedni stopieri wymiany objetosciowej. W badaniach wyka-
zano, ze maksymalne stezenie PHA w osadzie pracujgcym w warunkach beztleno-
wo-tlenowych miescito sie¢ w przedziale 17-57%, w osadzie pracujgcym w warunkach
mikroaerofilowo-tlenowych 33-50% i tlenowych 20-30%. Osad charakteryzowat sie
malg stabilnoscig. Reaktory okresowe (2°), w zaleznosci od zatozen eksperymentu
byly zasilane octanem i propionianem w zmiennej proporcji lub samym octanem.
Analogiczne badania prowadzili Chua i wsp. (1), wykorzystujagc osad czynny
oczyszczajacy Scieki miejskie pochodzace z oczyszczalni w Tokio. Stezenie substan-
cji organicznych (ChZT) w $ciekach byto silnie zr6znicowane i zmieniato w szerokim
zakresie od 60 mg o2/dm” do 300 mg o2/dm”. Polihydroksykwasy wytwarzane byly
w bocznym ciggu technologicznym wyposazonym w dwa reaktory. Pierwszy stano-
wit reaktor SBR pracujacy w warunkach beztlenowo-tlenowych, za$ drugi - reaktor
okresowy. Reaktor SBR zasilany byt Sciekami miejskimi oraz Sciekami miejskimi
z dodatkiem octanu i pracowat w 4-godzinnym cyklu (dekantacja - 15 min, zasila-
nie sciekami - 5 min, faza beztlenowa - ! h, faza tlenowa - 2 h, sedymentacja -
40 min). Czas zatrzymania Sciekow wynosit 30 h. W reaktorze okresowym jako
zrédlo wegla stosowano octan, ktéry wprowadzano porcjowo 2-krotnie: na po-
czatku i po 6 h hodowli. Czas hodowli okresowej wynosit 24 h. Poszczegdlne ekspe-
rymenty roznity sie stezeniem poczatkowym zawiesin osadu czynnego, stezeniem
octanu oraz odczynem. W badaniach wykazano, ze w reaktorze SBR osad czynny
oczyszczajgcy Scieki miejskie gromadzit PHA w stezeniu 21% suchej masy osadu,
podczas gdy osad zasilany sciekami miejskimi z dodatkiem octanu - 31%. Produk-
cja PHA byla wyzsza, gdy wiek osadu wynosit 3 dni w poréwnaniu z dtuzszym wie-
kiem wynoszacym 10 dni. W badaniach w reaktorze okresowym (2°) wykazano, ze
osad pochodzacy z reaktora SBR zasilany sciekami miejskimi z dodatkiem octanu
charakteryzowat sie wyzsza zdolnoscia gromadzenia polihydroksykwasow anizeli
osad zasilany samymi sciekami. Gromadzenie polihydroksykwasow zachodzito efek-
tywnie w Srodowisku zasadowym przy odczynie pH 8 i pH 9, podczas gdy przy obo-
jetnym i lekko kwasnym (pH 7 i pH 6) osad czynny nie wykazywat zdolnosci kumula-
cji PHA. Z badan cytowanych autorow (1,45) wynika, ze w warunkach beztleno-
wo-tlenowych kumulacja polihydroksykwaséw ksztalttowata sie na poziomie od

BIOTECHNOLOGIA 3 (82) 9-27 2008 17



Ewa Klimiuk, Tomasz Pokéj

20 do 30”. Proces charakteryzowat sie niskg stabilnoscia, a utrzymanie statej wydaj-
nosci polihydroksykwasow, w dluzszym przedziale czasowym nastreczato wiele
trudnosci.

Stezenie PHA w biomasie jest jednym z wazniejszych czynnikéw wptywajacych
na cene produktu koricowego. Przy niskim stezeniu PHA w biomasie, rosng koszty
jego odzysku, poniewaz relatywnie wysokie stajg sie naktady na srodki trawigce
oraz koszty sktadowania odpadéw poprodukcyjnych. Szacunkowo, dla czystych kul-
tur, przy stezeniu P(3HB) wynoszacym 50% s.m., koszt odzysku polimeru z biomasy
wynosi 4,8 $/kg P(3HB), podczas gdy przy stezeniu P(3HB) na poziomie 88% s.m, jest
okoto 5-krotnie nizszy (47). Z tego powodu, odzysk PHA z osadu staje sie optacalny,
gdy stezenie polimeru w suchej masie osadu wynosi 50% lub powyzej, co jest mozli-
we do uzyskania w systemach ADF.

Ukfad technologiczny produkcji PHA w systemie ADF jest analogiczny jak opisany
wczesniej w warunkach beztlenowo-tlenowych i sklada sie z dwéch stopni. Pierw-
szy stopien stanowi reaktor SBR, w ktérym wytwarza sie biomase zawierajaca mi-
kroorganizmy charakteryzujace sie zdolnoscig gromadzenia PHA oraz odpowiednio
wysoka specyficzng szybkoscig wzrostu. Odbierana na koncu cyklu biomasa stuzy
jako zaszczepienie w drugim stopniu. Reaktor okresowy (2°) pracuje zazwyczaj
w dwéch fazach. W fazie pierwszej, doprowadza sie pozywke zawierajacg zrodto
wegla i wszystkie niezbedne sktadniki pokarmowe, co prowadzi do zwigkszenia ste-
zenia biomasy w reaktorze. Po uzyskaniu odpowiedniej koncentracji biomasy, do
reaktora doprowadza sie pozywke z wylaczeniem np. azotu, co prowadzi do kumu-
lacji polihydroksykwasoéw,

Dionisi i wsp. (3) okreslili wplyw stezenia azotu w pozywce oraz odczynu na
kumulacje PHA. Zrodio wegla stanowita mieszanina kwaséw octowego, mlekowe-
go oraz propionowego w proporcji 40:40:20%, w przeliczeniu na wskaznik ChZT.
Na podstawie badan wykazano, ze mikroorganizmy kumulowaty gtéwnie kopoli-
mer P(3HB-co-3HV) o zawartosci kwasu 3-hydroksywalerianowego 31 mol%. Ogra-
niczenie stezenia azotu w pozywce nie poprawito zdolnosci gromadzenia PHA
w osadzie czynnym. Najwyzsze stezenie P(3HB-co-3HV) w biomasie autorzy odno-
towali w zakresie odczynu pH 6,5-8,5. Serafim i wsp. (44) stosowali octan w steze-
niu od 15 mmol C/dm” do 150 mmol C/dm” oraz azot w stezeniu od 0 mmol N/dm»
do 2,8 mmol N/dm”. Najwyzsze stezenie P(3HB) w biomasie, wynoszace 78,5% uzy-
skali, wéwczas gdy pozywka zawierata 180 mmol C/dm” octanu i 0,7 mmol/dm”
azotu.

Choi, Lee (48) podaja, ze koszt surowca moze stanowi¢ nawet 40% ceny produk-
tu handlowego. Z tego powodu, od szeregu lat prowadzone sa badania nad poszuki-
waniem tanich i efektywnych zrédet wegla do wytwarzania PHA, jak np. hydrolizaty
skrobi, serwatka, cukier drzewny, melasa, stod i odpady sojowe. Wiekszo$¢ badan
dotyczyta jednak czystych kultur bakterii (49-54). Przyklady wydajnosci procesu
i udziat ceny surowca w ogolnych kosztach wytwarzania PHA przedstawiono w ta-
beli 1.
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Tabela 1

Wydajnos¢ i koszt produkcji P(3HB) przez drobnoustroje przy wykorzystaniu réinych irédet wegla (55)

Surowiec Orientacyjna cena surowca Wydajno$¢ polimeru Udziat ceny surowca w cenie produktu
($/kg) (kg/kg surowca) ($/kg polimeru)
glukoza 0,493 0,38 1,35
sacharoza 0,295 0,40 0,72
metanol 0,180 0,43 0,42
kwas octowy 0,595 0,38 1,56
etanol 0,502 0,50 1,00
melasa 0,220 0,42 0,52
serwatka 0,071 0,33 0,22

W przypadku mieszanych populacji, weglowodany nie sg odpowiednim surow-
cem do syntezy PHA, poniewaz mikroorganizmy wykorzystujac je jako substrat,
w warunkach tlenowych akumulujg gtéwnie glikogen (56). Z tego powodu, do tej
pory do wytwarzania PHA z osadu czynnego wiekszo$¢ autorOw stosowata jako
zrodto wegla kwasy organiczne. Na podstawie ostatnio przeprowadzonych badan
wskazuje sie, ze do produkcji polihydroksykwaséw mogg by¢ stosowane wody osa-
dowe z fermentacji produktéw ubocznych i odpadéw z przemystu rolno-spozywcze-
go, zawierajgce matoczasteczkowe kwasy organiczne.

Wykorzystanie odpadéw wymaga zatem rozbudowy uktadu ADF o komore fer-
mentacji. Schemat uktadu technologicznego produkcji polihydroksykwasow przed-
stawiono na rysunku 2. Uktad skfada sie z trzech stopni. W pierwszym stopieniu
prowadzi sie fermentacje odpadéw, a woda nadosadowa, zawierajgca matoczastecz-
kowe kwasy organiczne takie jak octowy, propionowy i mastowy jest kierowana do
drugiego stopnia (SBR). W reaktorze SBR namnaza sie biomase w warunkach umoz-
liwiajgcych selekcje gatunkowa mikroorganizmoéw prowadzaca do zapewnienia od-
powiedniej liczebnosci kultur charakteryzujacych sie odpowiednio wysokg szybkos-
cig wzrostu i zdolnoscig kumulacji PHA. Z reaktora SBR biomasa jest kierowana do
trzeciego stopienia (reaktor okresowy), w ktorym odbywa sie produkcja polihydrok-
sykwasow.

Albuquerque i wsp. (56) syntezowali polihydroksykwasy w obecnosci melasy
i trzciny cukrowej w uktadzie 3-stopniowym sktadajacym sie z fermentacji kwasnej,
reaktoréow (SBR) oraz reaktora okresowego. Kontrolujgc podczas fermentacji od-
czyn w zakresie od pH 5 do pH 7, autorzy uzyskiwali zmienna proporcje mato-
czgsteczkowych kwasow organicznych (octowego, propionowego i mastowego)
w wodzie osadowej. Przy wyzszym odczynie, w wodzie osadowej dominowaty kwa-
sy octowy i propionowy, za$ przy nizszym - mastowy i Walerianowy. W dalszych
badaniach wykazano, ze udziat frakcji molowej monomerdéw 3-hydroksymaslanu
w polihydroksykwasach, byt proporcjonalny do udziatu molowej frakcji octanu i ma-
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Rys. 2. Schemat technologiczny produkcji PHA z odpaddéw organicznych (57).

Slanu w wodzie osadowej po fermentacji, podczas gdy udziat molowej frakcji 3-hy-
droksywalerianu - do udzialu propionianu, walerianu i mleczanu. Duze stezenie
azotu amonowego w doptywie do SBR, powodowato spadek stezenia PHA w osadzie
czynnym, ale stymulowato wzrost liczebnosci gatunkéw zdolnych do kumulacji poli-
hydroksykwaséw. Dla uzyskania wysokiej produktywnosci PHA nalezatlo zapewnic
odpowiednie warunki substratowe i wtasciwg proporcje C/N w reaktorze okreso-
wym.

4. Charakterystyka polihydroksykwasow wytwarzanych przez osad czynny
i metody ich pozyskiwania z biomasy

Wielu autoréw (58-60) uwaza, ze mikroorganizmy witaczaja w tancuch polihy-
droksykwaséw monomery o strukturze chemicznej analogicznej do struktury sub-
stratu. Wang i wsp. (61) udowodnili, ze homopolimer kwasu 3-hydroksymastowego
jest akumulowany, wéwczas gdy jako zrodto wegla zastosuje sie maslan. Kwas
poli-3-hydroksymaslowy gromadzony jest réwniez, gdy zrédto wegla do jego synte-
zy stanowig kwasy organiczne o parzystej liczbie atomoéw wegla, jak np. kwas octo-
wy (62).
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Sredni ciezar czasteczkowy kwasu poli-3-hydroksymaslowego miesci sie w za-
kresie od 6 + 10" do 1,6 + 10" g/mol. W komérkach mikroorganizmoéw P(3HB) wyste-
puje w stanie amorficznym, lecz po ekstrakcji staje sie czesciowo krystaliczny,
o krystalicznos$ci od 55 do 80"6. Z innych waznych wiasciwosci fizycznych mozna wy-
mieni¢ temperature zeszklenia (tg - 4°C) oraz temperature topnienia (t* - 180°C),
tylko niewiele nizsza od temperatury jego destrukcji termicznej (200°C). Mechanicz-
ne whasciwosci P(3HB), mierzone wartoscig modutu Younga (3,5 GPa) oraz wytrzy-
matoscig na zerwanie (40 MPa), sa podobne do whasciwosci polipropylenu (PP), pod-
czas gdy inny parametr taki jak wydtuzenie przy zerwaniu P(3HB) wynosi zaledwie
5%, i w poréwnaniu z PP (400%), jest znacznie nizszy (63,64). Mafa stabilnos¢ ter-
miczna P(3HB), jego niska wytrzymato$¢ mechaniczna oraz kruchos¢ stwarzajg trud-
nosci podczas obrébki przemystowej. Duza réznica pomiedzy temperaturg topnie-
nia a temperaturg rozktadu termicznego jest natomiast korzystna, poniewaz umoz-
liwia termiczne przetwarzanie polimeru bez ryzyka uszkodzenia jego chemicznej
struktury. Poprawe wiasciwosci P(3HB) mozna uzyska¢ stosujgc ptastyfikatory lub
sporzadzajgc mieszaniny z innymi polimerami.

W osadzie czynnym, polihydroksykwasy sa wytwarzane rownoczesnie przez wie-
le gatunkéw mikroorganizméw, ktére moga syntezowac¢ zaréwno homopolimery
jak i kopolimery. Satoh i wsp. (65) udowodnili, ze w warunkach bezttenowo-tteno-
wych mikroorganizmy syntezujg 3-hydroksy-2-metylomaslan (3H2MB) oraz 3-hydro-
ksy-2-metylowalerian (3H2MV). Z uzytkowego punktu widzenia, korzystna jest syn-
teza kopolimeru kwasu 3-hydroksymastowego i 3-hydroksywalerianowego P(3HB-co-3HV),
ktéra zachodzi w obecnosci przynajmniej dwoch zwigzkéw chemicznych w pozyw-
ce, z ktorych jeden petni role kosubstratu. Badania nad wplywem réznego rodzaju
kosubstratéw na sktad gromadzonych w osadzie czynnym polihydroksykwaséw pro-
wadzone byly przez wielu autoréw. Wykazano w nich istotng role kwasu propiono-
wego i Walerianowego podczas syntezy kopolimeru P(3HB-co-3HV) (31,66,67). Kopo-
limer moze by¢ syntezowany réwniez na kwasie Walerianowym jako jedynym zrédle
wegla (67) oraz z wykorzystaniem bardziej ztozonych substratéw, w tym niektorych
Sciekéw z przemystu rolno-spozywczego (61,68).

W tabeli 2, podsumowano wyniki badan réznych autoréw uwzgledniajgc warun-
ki syntezy i wydajno$¢ gromadzenia PHA w osadzie czynnym oraz podano udziat
jednostek monomerycznych w syntezowanych polihydroksykwasach. W prezento-
wanych danych wskazuje sie wyraznie na mozliwos¢ wytwarzania kopolimerow
o réznej proporcji jednostek monomerycznych w czgsteczce, w zaleznosci zaréwno
od rodzaju substratu jak i warunkéw hodowli.

W ostatnio przeprowadzonych badaniach Dai i wsp. (73) wykazano, ze w warun-
kach beztlenowych mikroorganizmy zaliczane do typu metabolicznego GAO majg
zdolnos¢ wytwarzania terpolimerdw, wykorzystujgc kwas octowy jako jedyne zrod-
to wegla. Udziat jednostek 3HV i 3HMV wynosit od 30 mol% do 35 mol%, pozostate
jednostki w polimerze stanowit 3HB. Uzyskany terpolimer charakteryzowat sie niskg
temperaturg topnienia (f*), duzg masag czgsteczkowg (od 380 do 550 kDa) i matym
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Stopniem polidyspers;ji (od 1,4 do 1,8). Autorzy wykazali, ze warunki procesu (bez-
tlenowe lub tlenowe) maja wptyw na sktad kopolimeréw. PHA syntezowane w wa-
runkach beztlenowych zawieraly stata zawartos¢ innych niz 3HB monomeréw, pod-
czas gdy w warunkach tlenowych udziat frakcji 3HV ulegat zmianom. Wytworzone
w osadzie czynnym w warunkach beztlenowych polihnydroksykwasy wykazywaty po-
dobne wtasciwosci fizyczne jak produkt handlowy znany pod nazwa Biopol.

Tabela 2
Warunki syntezy, rodzaj oraz wydajno$¢ gromadzenia PHA przez osad czynny
Substrat Warunki hodowli PHA (%) Rodzaj PHA (mol:mol) Literatura
1 2 3 4 5
beztlenowo-tlenowe 16,7 P(3HB/3HV) (90:10) 32)
beztlenowo-tlenowe P(3HB/3HV) (83:17) (69)
beztlenowo-tlenowe P(3HB/3HV) (79:21) (67)
beztlenowo-tlenowe P(3HB/3HV) (75:25) (66)
mikroaerofilowo-tlenowe 62,0 P(3HB) (37)
kwas octowy .
tlenowe z dynamiczna 50,0 P(3HB) (70)
dostepnoscig substratu
tlenowe z dynamiczna 40,0 P(3HB) (71)
dostepnoscia substratu
tlenowe z dynamiczna 31,9 P(3HB) (44)
dostepnoscia substratu
beztlenowo-tlenowe P(3HB/3HV) (10:90) (67)
X beztlenowo-tlenowe P(3HB/3HV) (28:72) (66)
kwas propionowy
tlenowe z dynamiczng 13,6 P(3HB/3HV/3H2MV) (12:61:27) (20)
dostepnoscig substratu
beztlenowo-tlenowe P(3HB/3HV) (60:40) (66)
tlenowe, 37,0 P(3HB) (72)
kwas mastowy limitowane stezenie azotu
tlenowe z dynamiczna 145 P(3HB) (20)
dostepnoscia substratu
beztlenowo-tlenowe P(3HB/3HV) (11:89) (67)
tlenowe, 22,0 P(3HB/3HV) (46:54) (72)
kwas Walerianowy limitowane stezenie azotu
tlenowe z dynamiczng 14,3 P(3HB/3HV/3H2MV) (32:52:16) (20)
dostepno$cig substratu
mieszanina kwaséw octowego tlenowe z dynamiczng 25,4 P(3HB/3HV/3H2MV) (54:33:13) (20)
i propionowego dostepnoscig substratu
mieszanina kwaséw octowego, beztlenowo-tlenowe P(3HB/3HV) (55:45) (66)

propionowego i maslowego

22 Il KONGRES BIOTECHNOLOGII - PRACE PRZEGLADOWE



Produkcja polihydroksykwaséw z osadu czynnego

2 3 4 5

mieszanina kwaséw octowego, tlenowe z dynamiczna P(3HB/3HV) (50:50) (70)
propionowego, mastowego dostepnosciag substratu

i Walerianowego

mieszanina kwas6w octowego, tlenowe z dynamiczna 46,0 P(3HB/3HV) (69:31) (57)
propionowego i mlekowego dostepnoscia substratu

(40%/20%/40%)

fruktoza tlenowe 50,0 P(3HB/3HV) (20:80) (61)
glukoza tlenowe 50,0 P(3HB/3HV) (55:45) (61)
odpady stodowe tlenowe 70,0 P(3HB/3HV) (90:10) (61)
odpady sojowe tlenowe 70,0 P(3HB/3HV) (75:25) (61)
fermentowane wyttoczyny tlenowe z dynamiczng 54,0 P(3HB/3HV) (96:4) (68)
z oliwek dostepnosécia substratu

hodowla prowadzona z udziatlem wyizolowanej z osadu czynnego Klebsiella spp.

Do tej pory, uwaga wielu badaczy koncentrowata sie na szczegétowym rozpo-
znaniu mechanizmoéw syntezy PHA i optymalizacji warunkéw operacyjnych z udzia-
tem mieszanych kultur. Mniej liczne sg natomiast doniesienia dotyczace wynikéw
badan odzysku polihydroksykwaséw z biomasy.

Metody odzysku PHA sg warunkiem ciagtosci procesu technologicznego, zatem
muszg by¢ tak dobrane, aby:

- zapobiec degradacji polimeru,

- nie stanowi¢ zagrozenia dla $rodowiska,

- nie podnies¢ znaczgco ceny polimeru.

W przypadku czystych kultur rozwijane sa metody odzysku polegajace na roz-
puszczaniu polihydroksykwaséw w odpowiednich rozpuszczalnikach lub rozbijaniu
oraz trawieniu $cian komorkowych mikroorganizméw, jako rozpuszczalniki orga-
niczne stosuje sie chloroform, chlorek metylenowy, 1,2-dichloroetan lub cyjanek
etylu. Z powodu duzej lepkosci, wyekstrahowanie biopolimeru wymaga duzego, na-
wet 20-krotnego nadmiaru rozpuszczalnika w stosunku do masy proby, co podnosi
koszt procesu nawet, wowczas gdy rozpuszczalnik jest oczyszczany i uzyty powtor-
nie (9).

Do rozbicia $cian komérkowych stosuje sie metody mechaniczne, chemiczne
oraz enzymatyczne. W metodach chemicznych wykorzystuje sie chloran (1) sodu,
kwasy, alkalia oraz surfaktanty. Zastosowanie chloranu (I) sodu powoduje rozpusz-
czenie skiladnikow komérkowych takich jak: kwasy nukleinowe, lipidy, fosfolipidy,
weglowodany, biatka z wyjatkiem PHA. Wada metody jest czeSciowa degradacja
PHA z powodu utlenienia, czego konsekwencjg moze by¢ obnizenie $redniej masy
czasteczkowej biopolimeréw nawet o 50% (74). Zdaniem Roh i wsp. (75), dodatek
przeciwutleniacza w postaci disiarczanu sodu przeciwdziata degradacji P(3HB) s$red-
nio o 14-30%. Zwiekszajgc odczyn do pH 12 oriz wprowadzajgc dodatkowo Srodki
powierzchniowo czynne mozna uzyska¢ pdlimer o wyzszej czystosci.
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W celu obnizenia stopnia rozktadu polihydroksykwaséw stosuje sie chloran (1)
sodu w mieszaninie z chloroformem. Hahn i wsp. (76) odzyskiwali kwas poli-3-hy-
droksmastowy z biomasy C. necator stosujgc 30% roztwor chloranu (1) sodu i chloro-
formu w proporcji objetosciowe] 1:1. Efektywnos¢ ekstrakcji P(3HB) wyniosta 9\%,
a czystos¢ polimeru powyzej 97%. Zdaniem autoréw, chloroform powoduje szybkie
rozpuszczenie P(3HB), zapobiegajac w ten sposob jego degradacji. Odzysk PHA
z biomasy mozna réwniez zwiekszy¢ wprowadzajac do chloranu (1) sodu surfaktan-
ty. Ramsay i wsp. (77) badali wpltyw wstepnego przemywania srodkami powierzch-
niowo czynnymi (Triton X-100 oraz dodecylosiarczan sodu - SDS) na stopieni odzy-
sku PHA z komorek C. necator. Po zastosowaniu wstepnej obrébki biomasy, uzyskali
polihydroksykwasy o czystosci od 97 do 98% i masie czasteczkowej pomiedzy 730 000
a 790 000 w zaleznosci od uzytego surfaktantu. PHA izolowane za pomoca samego
chloranu (1) sodu charakteryzowaly sie wyzszg czystoscig, ale mniejsza masg czgs-
teczkowa.

W metodzie enzymatycznej, do dezintegracji Scian komérkowych przez diugi czas
wykorzystywano lizozym. W skali technicznej jego stosowanie jest zbyt kosztowne.
Obecnie bada sie przydatnosé do tego celu tanszych enzyméw jak trypsyna, pepsyna,
papaina i inne proteazy. Lakshman, Shamala (78) do lizy komérek Sinorhizobium meliloti
zastosowali mieszaning enzymoéw litycznych wyizolowanych z komérek Microbispora
sp. i chloroformu. W temperaturze 50°C i przy odczynie pH 7, odzysk polihydroksy-
kwasow o stopniu czystosci 92%, ksztaltowat sie na poziomie 94%. Obecnie nowe kie-
runki badawcze koncentrujg sie na zastosowaniu ekstrakcji PHA dwutlenkiem wegla
w stanie nadkrytycznym (79,80).

5. Podsumowanie

Produkcja polihydroksykwaséw z osadu czynnego moze by¢ realizowana w sys-
temach beztlenowo-tlenowych oraz systemach ADF, ktore obecnie sg bardziej pole-
cane ze wzgledu na mozliwos¢ uzyskania wysokiego stezenia PHA w biomasie (do
70%) i z uwagi na stabilno$¢ procesu.

Wykorzystanie jako surowca produktéw ubocznych i rolniczych odpadéw popro-
dukcyjnych jest mozliwe w uktadach sktadajgcych sie z trzech stopni, przy czym:

- w pierwszym stopniu (fermentacja) uzyskuje sie wode osadowg zawierajgca
matoczgsteczkowe kwasy organiczne stanowigce surowiec do produkcji PHA,

- w drugim stopniu (reaktor SBR ze zmienng dostepnoscig substratu — ADF)
dazy sie do uzyskania odpowiedniej liczebnosci mikroorganizmoéw zdolnych do ku-
mulacji PHA,

- w trzecim stopniu (reaktor okresowy) produkuje sie polihydroksykwasy.

Czynnikiem ograniczajacym produktywnos¢ objetosciowa PHA jest mata specy-
ficzna szybkos¢ wzrostu mieszanych populacji (0,1 h"). Do tej pory w reaktorze
okresowym udato sie uzyskaé stezenie biomasy na poziomie 7 g s.m./dm”, nato-
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miast w celu uzyskania poréwnywanej produktywnosci z czystymi kulturami nalezy
dazy¢ do uzyskania od 10 do 12 g s.m./dm”. Wymaga to dalszych badan nad okresle-
niem warunkow selekcji mikroorganizmow charakteryzujgcych sie nie tylko wysoka
zdolnoscia kumulacji PHA, ale réwniez wieksza zdolnos$cia namnazania biomasy.

Zaletg produkcji PHA z udziatem mieszanych populacji mikroorganizmow jest
tatwos¢ syntezy kopolimerdw, nawet w warunkach gdy substrat stanowi sam kwas
octowy. Istnieje natomiast koniecznos¢ doktadniejszej oceny wiasciwosci fizycz-
nych polihydroksykwaséw, pod katem ich dalszego tatwego przetwarzania.

Do korzysci wynikajacych ze stosowania mieszanych populacji nalezy mozliwosé
oddzielania i zgeszczania biomasy przed ekstrakcjg PHA z komorek na drodze sedy-
mentacji grawitacyjne;.
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