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Badania czynnikéw ograniczajacych pozyskiwanie
polihydroksykwaséw z osadu czynnego

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowa-
nia wytwarzaniem biodegradowalnych polimeréow, w tym
polihydroksykwasow (PHA). Sg to poliestry syntetyzowa-
ne przez liczng grupe mikroorganizméw, jako zapasowe
zrodto wegla 1 energii, w warunkach ograniczonej ilosci
istotnych sktadnikow pokarmowych, takich jak zwiazki
azotu czy fosforu, przy rownoczesnym nadmiarze zwigz-
kéw wegla. Najwcezesniej odkrytym oraz najbardziej po-
znanym zwiazkiem nalezacym do tej grupy jest kwas poli-
-3-hydroksymastowy — P(3HB).

Wytwarzanie PHA moze by¢ prowadzone z zastosowa-
niem czystych kultur bakterii (Cupridavidus necator, Alca-
ligenes latus), mikroorganizmow modyfikowanych gene-
tycznie (rekombinowana Escherichia coli) oraz mieszaniny
drobnoustrojow, takich jak osad czynny. Zaletg tej ostatniej
metody jest przede wszystkim dostepnos¢ taniego zrodia
wegla w postaci oczyszczanych $ciekow oraz mozliwosé
wykorzystania w tym procesie produktu odpadowego, tj.
osadu nadmiernego. Ze wzglgdu na niskie naklady finan-
sowe i eksploatacyjne oraz brak konieczno$ci zachowania
sterylnych warunkdw, metoda ta — w poréwnaniu z innymi
sposobami pozyskiwania PHA — jest obecnie w centrum
zainteresowan wielu badaczy.

Mikroorganizmy osadu czynnego maja zdolno$¢ do
akumulacji PHA w warunkach ograniczonej zawartosci
tlenu lub zwiazkéw azotu. Posrednio zdolnos¢ ta jest wy-
korzystywana w oczyszczalniach $ciekéw komunalnych ze
zintegrowanym usuwaniem zwigzkéw wegla, azotu oraz
fosforu, podczas ktorego mikroorganizmy osadu czynnego
zostaja poddane naprzemiennie warunkom beztlenowym
i tlenowym.

Czynnikiem ograniczajacym pozyskiwanie PHA na ska-
le przemystowg jest koszt jego wytwarzania w poréwnaniu
z ceng polimerow syntetycznych. Cena 1kg PHA uzyska-
nego z osadu czynnego wynosi od okoto 4 dol. (USA) [1]
do nawet 11,8 dol. [2], co stanowi okoto 10+15-krotnos¢
ceny polimerow ropopochodnych. Istotny problem stanowi
odzyskiwanie PHA z biomasy. Do ekstrakcji PHA z komo-
rek stosuje si¢ rozpuszczalniki organiczne, ktérych dziata-
nie wspomagane jest czesto dodatkiem podchlorynu sodu
w celu dezintegracji $cian komorek. Utatwienie pozyski-
wania PHA z biomasy uzyskuje si¢ rowniez metodami me-
chanicznymi i enzymatycznymi. Podkresli¢ jednak nalezy,
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ze sposoby otrzymywania PHA z biomasy osadu czynnego,
poza wysokimi kosztami, obarczone sa licznymi wadami,
m.in. matg skutecznoscia, degradacjg i zanieczyszczeniem
produktu oraz czasochtonnoscia procesu.

Celem pracy byto poréwnanie wydajnos$ci procesu wy-
twarzania PHA przez czysty szczep Cupriavidus necator
NCIMB 10442 (poprzednio Ralstonia eutropha) oraz osad
czynny w warunkach nadmiaru zawarto$ci wegla i ograni-
czonej ilosci azotu w podtozu. Scharakteryzowano takze
zmiany w strukturze osadu czynnego wptywajace na sku-
teczno$¢ wytwarzania i odzyskiwania PHA.

Materiaty i metody
Podtoze do badan osadu czynnego

W badaniach zastosowano podtoze, ktorego sktad byt
zmieniany w poszczeg6lnych etapach eksperymentu. Po-
zywke mineralng wg pracy [3] przygotowano z roztworow
A i B. W skfad roztworu A wchodzily nastgpujace sole:
KH,PO4 (2,3 g), MgS0O,4-7H,0, (0,25¢g), NaHCO; (0,3 g)
oraz CaCl,-2H,O (0,1g), natomiast w sklad roztworu
B wchodzity: ZnSO,4-7H,0 (0,58 g), MnCl,-4H,0 (3,96 g),
H3BO3 (0,6 g), FCSO47H20 (5,56 g), COSO47H20
(5,62 ¢g), CuCl,-2H,0 (0,34 g), NiCl,-6H,0O (0,04 g) oraz
NaMoO,4-2H,0 (0,06g), jako mikroelementy. Sktadniki
roztworu A rozpuszczono w 1dm? wody destylowanej, za$
mikroelementy — w 1 dm? 0,5n HCI. Pelng pozywke mine-
ralng stanowit 1dm? roztworu A, do ktérego dodano 1cm?3
roztworu B.

Podtoze ze zrodlami wegla i azotu sporzadzono doda-
jac do pozywki mineralnej octan sodu w ilosci odpowiada-
jacej ChZT réwnemu 5 gO,/dm? oraz (NH,),SO,4 w ilosci
zapewniajacej proporcje wagowa C:N=10:1. Podloze to
oznaczono jako C5+N. Podloza bez zrédla azotu sporza-
dzono dodajac do pozywki mineralnej octan sodu w ilosci
zapewniajacej ChZT réwne 10g0,/dm’ (poditoze ozna-
czone jako C10) i 20 gO,/dm? (podtoze C20). Podtoze do
regeneracji osadu (oznaczone jako R) stanowita pozywka
mineralna z dodatkiem (NH4),SO, w iloéci 20 mgN/dm?.

Podtoze do badan szczepu
Cupriavidus necator NCIMB 10442

Hodowle szczepu prowadzono w 8 sterylnych kolbkach
Erlenmeyera zawierajacych po 100cm? podtoza tryptono-
wo-sojowego (TSB) z dodatkiem glukozy w ilosci 20g/dm>.
Kolbki wytrzasano w tazni wodnej (120 obr./min) w tem-
peraturze 30 °C przez 48 h.



20 A. Muszynski, M. Lebkowska, J. Kaczmarska, G. Waletrzak

Uktad doswiadczalny

Biosyntez¢ PHA przez osad czynny prowadzono zgod-
nie ze zmodyfikowang metodyka wg pracy [4], w reakto-
rze laboratoryjnym o pojemnosci 13,6dm?3, wykonanym
ze szkla organicznego (PMMA), wyposazonym w Sys-
tem napowietrzania. Do zaszczepienia zastosowano osad
czynny z czyszczalni $ciekow w Babicach Starych (koto
Warszawy). Podtoze doprowadzano do reaktora przy po-
mocy czterech pomp perystaltycznych, sterowanych przez
programatory czasowe. Badania prowadzono przez trzy
miesigce w cyklach tygodniowych. Kazdy cykl badan
rozpoczeto przy poczatkowej objetosci podtoza z osadem
czynnym rownym 2dm- i zawarto$ci suchej masy rownej
1g/dm>. Nastepnie przez kolejng dobe podawano do re-
aktora 1dm?> podtoza C5+N w celu namnozenia biomasy.
W czasie kolejnych 5d do reaktora wprowadzano podtoza
C10 (1dm%/d) i C20 (1dm>/d przez 4d). W 10. tygodniu
eksperymentu podtoze C20 zastgpiono podtozem C10, kto-
re dawkowano przez 5d. Brak azotu w podtozu miat sty-
mulowa¢ kumulacj¢ PHA przez mikroorganizmy. W kazdej
7. dobie cyklu odbierano 6dm?> osadu, a pozostaty 1dm?
poddawano regeneracji przez 1 d dawkujac podtoze R. Ce-
lem regeneracji osadu byto zuzycie skumulowanych PHA
w komorkach. Nast¢pnie doprowadzano zawarto$¢ suchej
masy osadu do 1g/dm? i rozpoczynano kolejny cykl badan.

Metody analityczne

Granulki PHA w komorkach bakterii barwiono suda-
nem czarnym i btekitem nilu [5]. Badania mikroskopowe
osadu czynnego przeprowadzono zgodnie z rutynowa me-
todyka [6], przy wykorzystaniu mikroskopu epifluorescen-
cyjnego Nikon Eclipse 50i.

Zawarto$¢ azotu amonowego oznaczono metoda bez-
posredniej nessleryzacji (HACH), natomiast ChZT i za-
warto$¢ zawiesin ogoélnych w reaktorze oznaczono odpo-
wiednio zgodnie z PN-ISO 6060:2006 i PN-EN 872:2007.

Zawartos¢ PHA w biomasie osadu czynnego ozna-
czono metoda chromatograficzng po ich uprzednim prze-
prowadzeniu w estry metylowe 3-hydroksykwasow. Po
liofilizacji osad umieszczono w $rodowisku chloroformu
oraz metanolu zakwaszonego kwasem siarkowym 1 estry-
fikowano w temperaturze 100 °C przez 20h. Po osuszeniu
i przesaczeniu frakcji organicznej, estry metylowe 3-hy-
droksykwasow oznaczono chromatograficznie przy uzyciu
chromatografu gazowego firmy Varian GC 3800 z kolum-
ng kapilarng VF-5ms (Srednica wewnetrzna 0,25 mm, dhu-
go$¢ 30m) oraz detektorem plomieniowo-jonizacyjnym
(FID). Zastosowano nast¢pujace warunki rozdzialu: obje-
to$¢ probki — 1 ul, strumien objetosci gazu nosnego (hel)
— 1cm?/min, temperatura dozownika — 250°C, podzial
strumienia gazu nosnego — 1:10, temperatura poczatkowa
pieca kolumn — 80 °C, przyrost temperatury 10°C/min do
temperatury 240 °C, temperatura detektora — 300 °C.

PHA pozyskiwano z hodowli szczepu C. necator po
48h oraz z hodowli osadu czynnego po zakonczeniu kaz-
dego cyklu metoda bezposredniej ekstrakcji chloroformem
i wytracania w n-heksanie. W tym celu odwirowywano
500cm? hodowli osadu czynnego lub 100cm? hodowli
C. necator (10tys. obr./min, 15min). Odwirowang biomase
przenoszono do uprzednio wysuszonych w temperaturze
55°C i zwazonych gilz ekstrakcyjnych. Gilzy z biomasa
suszono w temperaturze 55 °C, a nastgpnie z réznicy mas
gilzy z wysuszona biomasa i wysuszonej pustej gilzy okre-
$lano zawarto$¢ biomasy. Gilzy z biomasa umieszczano

w aparacie Soxhleta i ekstrahowano PHA przez 6h przy
uzyciu chloroformu. Po zakonczeniu ekstrakcji wytracano
PHA wkraplajac powoli roztwor chloroformowy do row-
nowaznej iloéci zimnego n-heksanu i mieszano powoli az
do calkowitego wytracenia biopolimeru. Biopolimer od-
dzielano od cieczy na twardym saczku i wagowo okreslano
pozyskany PHA w przeliczeniu na zawarto$¢ biomasy.

Wyniki badan

Zastosowana metoda biosyntezy i odzyskiwania PHA
okazala si¢ w petni skuteczna jedynie w przypadku czystej
hodowli szczepu C. necator NCIMB 10442, ktéra umoz-
liwita pozyskanie PHA w ilo$ci 49+6% w przeliczeniu na
zawartos¢ suchej masy komodrek. W trakcie eksperymentu
z uzyciem osadu czynnego zaobserwowano wyrazne zmia-
ny w strukturze ktaczkéw i biocenozie osadu. Poczatko-
wo hodowla charakteryzowata si¢ typowa biocenoza osa-
du z miejskiej oczyszczalni §ciekow. Dominowaty w niej
orzgski osiadte i kroczace, ktaczki byty dobrze wyksztatco-
ne, regularne i zbite, z niewielka ilo$cig mikroorganizméw
nitkowatych. Osad tatwo sedymentowal, a ciecz nadosa-
dowa byla klarowna, bez zawiesin. W 3. tygodniu badan
stwierdzono obecno$¢ duzej liczby orzgskdw wolnoptywa-
jacych, formowanie si¢ duzych skupisk §luzu i zwigkszenie
liczby mikroorganizméw nitkowatych. W rezultacie pogor-
szeniu ulegly zdolno$ci sedymentacyjne osadu, co skut-
kowato takze trudno$ciami w jego saczeniu. Poczawszy
od 4. tygodnia badan w osadzie stwierdzono masowy roz-
woj drobnych wiciowcow, jego kiaczki byly stabo wy-
ksztatcone, dominowaty skupiska mikroorganizméw nit-
kowatych i wytwarzajacych §luz.

Barwienie P(3HB) sudanem czarnym i blekitem nilu
wykazalo obecnos$¢ granulek biopolimeru w komorkach
bakterii zar6wno podczas stosowania podidz bez dodatku
zrodta azotu (C10 1 C20), jak rdwniez na etapie regeneracji
hodowli, co wskazywato na kumulacj¢ PHA i brak zuzywa-
nia biopolimeru podczas regeneracji. Potwierdzity to anali-
zy chromatograficzne zawarto$ci PHA w biomasie, wyko-
nane w 49. 1 50. dobie eksperymentu. Biomasa kumulowata
tylko P(3HB), ktorego zawarto$¢ pod koniec dawkowania
podioza C20 bez azotu wynosita 10,4%, podczas gdy po
regeneracji uzyskano 18,8% w przeliczeniu na suchg masg.

Badania wykazaty, ze mikroorganizmy, pomimo proce-
su regeneracji, nie zuzywaly uprzednio zakumulowanego
P(3HB), lecz go nadal gromadzity, co mogto by¢ wynikiem
obecnosci zwigzkéw organicznych w komorze w trakcie
regeneracji. Najwicksze wartosci ChZT w trakcie trwania
pojedynczego cyklu wystapily pod jego koniec, tj. przed
regeneracj3. Mikroorganizmy nie zuzywaty dawkowanego
octanu sodu, natomiast nadmiar wegla kumulowat si¢ wraz
z kazdym nastepnym cyklem. Z tego wzgledu postanowio-
no zmniejszy¢ dwukrotnie ilo$¢ octanu sodu w doprowa-
dzanym podtozu, zastepujac podtoze C20 podiozem C10.
Jednak pod koniec cyklu ciagle pozostawat nadmiar zwigz-
kow organicznych w hodowli, za$ azot amonowy zuzywa-
ny byt przez mikroorganizmy niemal calkowicie w ciagu
pierwszych 3 d kazdego cyklu (rys. 1).

Pomimo ponad 10% zawartosci P(3HB) w biomasie
oznaczonej chromatograficznie, ilo§¢ odzyskanego po-
limeru metoda bezposredniej ekstrakcji chloroformem
i wytracania w n-heksanie byla znacznie mniejsza i nie
przekraczata 5% PHA w przeliczeniu na suchg mas¢ osadu
czynnego (w wickszosci przypadkow wydajnos¢ produkeji
PHA wynosita 0+1,6%).
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Rys. 1. Zmiana zawartosci zwigzkéw organicznych i azotu amonowego w reaktorze podczas dawkowania pozywek
o zmiennej iloéci octanu sodu (C5+N — ChZT=5g0,/dm? + azot (nhamnazanie biomasy),

C10 — ChZT=10g0,/dm?3 (kumulacja PHA), C20 — ChZT=20g0,/dm? (kumulacja PHA), R — regeneracja biomasy)
Fig. 1. Changes in concentration of organic substances and ammonia in the reactor during dosing of media
with different concentration of sodium acetate (C5+N — COD=5g0,/dm? + nitrogen (biomass synthesis),

C10 — COD=10g0,/dm?3 (PHA synthesis), C20 — COD=20g0,/dm? (PHA synthesis), R — biomass regeneration)

Dyskusja wynikéw

Biosynteza PHA w komorkach mikroorganizmow jest
stymulowana zmienno$cig warunkoéw tlenowych lub ogra-
niczeniem zawarto$ci pierwiastkéw biogennych (azotu
i fosforu) przy nadmiarze wegla organicznego. W niniej-
szej pracy zastosowano podioza z azotem na etapie hodow-
li biomasy osadu czynnego, a nastgpnie azot wyelimino-
wano celem intensyfikacji gromadzenia PHA. Inni autorzy,
badajac wpltyw azotu na procesy kumulacji PHA przez
osad czynny wykazali, ze optymalny stosunek C:N wynosit
50:1 [7], 125:1 [8] lub 144:1 [9]. W przypadku $ciekdéw po
destylacji brzeczki ryzowej stosunek C:N byt w zakresie
101:1+113:1 [10].

Zawarto$¢ zwiagzkow wegla ma wpltyw na wydajnosc
wytwarzania PHA. W niniejszej pracy jako zrédto wegla
zastosowano octan sodu w ilo$ci odpowiadajacej wartosci
ChZT réwnej 5g0,/dm? (podczas namnazania biomasy)
oraz warto$ciom 10 g0,/dm? i 20 gO,/dm? (podczas kumu-
lacji PHA). Przy uzyciu podobnych ilosci zwigzkow wegla
uzyskano ponad 50% zawarto$¢ P(3HB) w biomasie [4].
Dane literaturowe wskazuja, ze przy zawartosci octa-
nu sodu 5,5 g/dm?® mozna uzyskaé 46,5% P(3HB) w bio-
masie osadu czynnego przy cigglym natlenianiu hodowli
i braku azotu i fosforu w pozywce [11]. Zaobserwowano
jednak [12], ze przy ciaglym napowietrzaniu i zawartosci
octanu sodu w przedziale 0,5+1,0 g/dm® mikroorganizmy
zuzywaly tylko okoto 50% doprowadzanego substratu
w ciggu 24h. W niniejszej pracy stwierdzono brak pelne-
go wykorzystania octanu sodu. Przy jego duzej zawarto-
$ci (ChZT=10+20 g0O,/dm?) w podtozu uzyskano zaledwie
10,4% P(3HB), a po regeneracji 18,8% (w przeliczeniu na
sucha mas¢ osadu czynnego).

Znaczna zawartos¢ zwigzkow wegla, przy braku zro-
det azotu i fosforu, wywotuje istotne zmiany w biocenozie
i jest powodem pogorszenia wlasciwosci sedymentacyj-
nych i struktury osadu. Wykazano [8], ze podczas biosyn-
tezy PHA niedobor fosforu powodowat pecznienie osadu
wywolane pojawieniem si¢ duzej ilosci §luzu i zwigksze-
niem lepko$ci hodowli, podczas gdy okresowy brak azo-
tu byt odpowiedzialny za nadmierny rozwoj mikroorga-
nizmoéw nitkowatych. Podobne zjawiska zaobserwowano
w trakcie niniejszych badan. Osad czynny, w ktérym po-
czatkowo wystepowaly gldwnie organizmy charaktery-
styczne w przypadku prawidlowo pracujacego osadu czyn-
nego z oczyszczalni miejskiej, zostat po kilku tygodniach
zdominowany przez mikroorganizmy nitkowate i wytwa-
rzajace duzg ilo$¢ $luzu. Podczas nadmiernego rozwoju
bakterii produkujacych $luz, a co za tym idzie — nadmier-
nej ilosci biopolimeréw zewnatrzkomérkowych, nastepuje
tzw. pegcznienie lepkie [5]. Dochodzi wowcezas do zmiany
konsystencji $ciekow w galaretowata mase¢ i pogorszenie
sedymentacji osadu. Dodatkowo, przy intensywnym napo-
wietrzaniu, moze pojawic si¢ pienienie, co zostato zaobser-
wowane roéwniez w przypadku badanego osadu.

Przy niedoborze azotu i fosforu w stosunku do ilosci
wegla rozwijaja si¢ bakterie nitkowate, ktore moga wyste-
powac rowniez w warunkach niedostatecznego natlenienia,
przy zbyt duzym obcigzeniu osadu czynnego tadunkiem
zanieczyszczen. W koncowym etapie eksperymentu wy-
soki stosunek C:N wptynat na dominacje bakterii wolno-
pltywajacych i grzybéw w osadzie czynnym, a wigc wy-
stapito zjawisko wzrostu rozproszonego mikroorganizmow
— ktaczki ulegly destrukcji. Niewatpliwie te negatywne
zmiany w biocenozie osadu, catkowita utrata jego zdolno-
$ci sedymentacyjnych i trudnosci w odwadnianiu biomasy,
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sprawiatyby powazne problemy w reaktorach technicznych
podczas procesu separacji, stajac si¢ powaznym czynni-
kiem ograniczajacym skutecznos$¢ pozyskiwania polihy-
droksykwasow z osadu czynnego. Ze wzgledu na czesty
spadek przyrostu biomasy, spowodowany zachwianiem
stosunku C:N:P podczas biosyntezy PHA [8], konieczne
staje si¢ wprowadzanie faz regeneracji osadu w obecnosci
azotu i fosforu. W celu uzyskania maksymalnej skutecz-
nosci wytwarzania PHA, zaproponowano przyjgcie zawar-
tosci osadu czynnego okoto 3 g/dm? [9]. W trakcie niniej-
szych badan zawarto$c biomasy zmieniata si¢ w zakresie
1+4 g/dm>.

Zmiany w strukturze klaczkéw osadu, a szczegélnie
pojawienie si¢ polimerow zewnatrzkomorkowych (w tym
$luzu), utrudniaja dostep rozpuszczalnika organicznego do
wnetrza komorek. Zaobserwowano, ze stosowanie kultur
mieszanych do wytwarzania PHA moze powodowac po-
wazne trudno$ci w koncowym etapie odzyskiwania biopo-
limeru z komoérek, w poréwnaniu z hodowlami czystymi,
szczegolnie szczepow rekombinowanych [13]. Ze wzgledu
na ograniczony dostgp rozpuszczalnikow do wnetrza bio-
masy konieczne jest zastosowanie dodatkowych operacji
w celu lizy komorek, co znacznie podnosi koszty proce-
su. Wykazano tez, ze utrzymanie stabilnej biosyntezy PHA
przez kultury mieszane jest czesto znacznie trudniejsze niz
w przypadku czystych hodowli [13]. W celu zwigkszenia
stopnia odzyskiwania P(3HB) z osadu czynnego zastoso-
wano szereg modyfikacji procesu ekstrakcji [14]. Najwigk-
szg rozpuszczalno$é biopolimeru uzyskano w chloroformie
(80%), zas wytracanie P(3HB) najkorzystniej bylo prowa-
dzi¢ w metanolu (95% skuteczno$¢). Podkreslono tez, ze
w porownaniu z czystymi hodowlami istotnym czynnikiem
ograniczajacym stopien odzyskania P3(HB) sa substancje
przeszkadzajace znajdujace si¢ w osadzie czynnym.

Penetracje chloroformu w glab biomasy mozna zwigk-
szy¢ stosujac podchloryn sodu, ktory rozpuszcza wigk-
szo§¢ sktadnikow komodrkowych. Metoda pozyskiwania
biopolimeru przy wstepnym rozpuszczeniu $ciany komor-
kowej jest skuteczna, jednak rowniez powoduje degradacje
granulek P(3HB) [10, 15-17]. Z tego wzgledu zapropono-
wano kombinacj¢ mieszaniny podchlorynu sodu i chloro-
formu [16]. Rozpuszczenie P(3HB) zachodzito réwnolegle
z trawieniem komorek oraz uwalnianiem granulek poli-
meru w wyniku dziatania podchlorynu sodu. W porow-
naniu z sekwencyjnym zastosowaniem podchlorynu sodu
i chloroformu metoda ta jest wzglednie mniej agresywna
w stosunku do P(3HB), jednak degradacji catkowicie nie
wyeliminowano. Zaletg jest natomiast znacznie lepszy do-
step rozpuszczalnika do wngtrza komoérek oraz tym samym
wigkszy stopien rozpuszczenia polimeru — uzyskano 91%
wydajnos¢ ekstrakcji P(3HB) z komorek bakterii Alcali-
genes eutrophus, a czysto$¢ produktu przewyzszata 97%.
Inng modyfikacja minimalizujaca degradacje P(3HB) jest
zastosowanie mieszaniny podchlorynu sodu i srodkow po-
wierzchniowo czynnych (badz tez ich samych), takich jak
laurylosiarczan (dodecylosiarczan) sodu (SDS) czy niejo-
nowych komercyjnych preparatow z serii Triton® X, ktore
nie degraduja polimeru [15,18].

Innym rozwigzaniem jest wykorzystanie mechaniczne;j
dezintegracji komoérek za pomocg mtynéw kulowych lub
homogenizatoréw wysokoci$nieniowych [17, 18], badz tez
nadzwyczaj skutecznej (lecz kosztownej) enzymatycznej
lizy $cian komoérkowych [19]. Skuteczno$¢ procesu dez-
integracji czy tez ekstrakcji zalezy w duzej mierze od ro-
dzaju mikroorganizméw oraz warunkow hodowli i z tego

wzgledu metoda powinna by¢ w kazdym przypadku dobie-
rana indywidulanie, co dodatkowo komplikuje proces po-
zyskiwania PHA. Ekstrakcja rozpuszczalnikami prowadzi
do czesciowego zniszczenia unikalnej struktury granulek
PHA, ktora jest przydatna w pewnych zastosowaniach, np.
do wytwarzania wiokien [15]. Roztwor z polimerem za-
wierajacy wiecej niz 5% P(3HB) jest bardzo lepki, wigc
usunigcie go z wnetrza komorki jest trudne.

Zastosowana w niniejszej pracy metodyka pozyskiwa-
nia PHA, cho¢ nieskuteczna w odniesieniu do osadu czyn-
nego, okazata si¢ odpowiednia do odzyskiwania biopoli-
meru z hodowli szczepu C. necator NCIMB 10442, ktory
wyniost 49+6% w przeliczeniu na zawarto$¢ suchej masy
komoérek juz po 48h trwania hodowli. W celu uzyskania
wysokiej wydajnosci biosyntezy PHA przez osad czynny
powinna by¢ odpowiednio dobrana zawarto$¢ zwigzkow
organicznych w $ciekach. Zbyt duza ich ilo$¢ powodu-
je pogorszenie jakosci osadu i wytwarzanie takze innych
biopolimerow, anizeli PHA. Te zewnatrzkomodrkowe poli-
mery prowadzg do zmian struktury osadu i utrudniajg od-
zyskiwanie PHA powszechnie przyjeta metodg ekstrakcji.
Stad oznaczenie iloSci PHA moze nie wykaza¢ wlasciwej
wydajnosci. Zjawisko nie wystapito w hodowli czystego
szczepu, w ktorej nie zaobserwowano nadprodukcji zwigz-
kéw o charakterze $luzow.

Podsumowanie

Zastosowanie mikroorganizméw osadu czynnego do
biosyntezy PHA wymaga uwaznego doboru parametréw
i ciggtej kontroli jakosci osadu. Wysoki stosunek wegla do
azotu w S$ciekach stymulowat rozwoj mikroorganizméw
nitkowatych 1 wytwarzajacych $luz, co negatywnie wpty-
walto na strukture osadu czynnego. Zwigkszona lepkosé
i gestos¢ hodowli sprawiata trudnosci podczas operacji
zwigzanych z oddzielaniem biomasy od §ciekéw. Metoda
bezposredniej ekstrakcji P(3HB) z biomasy za pomocg
chloroformu nie zawsze byta skuteczna — stopien pozyska-
nia biopolimeru zalezat w glownej mierze od stopnia pene-
tracji rozpuszczalnika w glab komorek. W trakcie biosynte-
zy nalezy kontrolowaé zawarto$¢ zwigzkoéw organicznych,
gdyz niewykorzystany w pierwszej fazie wegiel organiczny
byt dostepny podczas regeneracji biomasy, co negatywnie
wplywato na p6zniejsza kumulacje biopolimeru.
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Abstract: Factors limiting polyhydroxyalkanoates
(PHA) recovery from activated sludge were examined. The
biosynthesis of the polymer was carried out for 3 months in
7-day cycles in a laboratory reactor inoculated with activa-
ted sludge from municipal wastewater treatment plant. The
reactor was continuously aerated and PHA synthesis was
stimulated by nitrogen limitation in the medium. PHA reco-
very at the end of each cycle was performed by biomass cen-
trifugation, extraction of the biopolymer with chloroform
and its precipitation with n-hexane. Excess organic carbon
in the medium was utilized by microorganisms to accu-
mulate PHA during sludge regeneration phase. Parameters

of the biosynthesis were conducive to production of other
biopolymers, which lowered efficacy of PHA recovery from
biomass, despite presence of PHA granules in the bacterial
cells in the amount of 10—19% (dry weight). The PHA reco-
very by extraction with chloroform and subsequent preci-
pitation of biopolymer with n-hexane was inefficient. High
carbon to nitrogen ratio in the medium stimulated growth
of filamentous and slime-forming microorganisms. It resul-
ted in the increased viscosity and density of the culture,
difficulties during biomass separation and limited chloro-
form penetration into bacterial cells. However, the method
of PHA biosynthesis and recovery proved efficient for the
pure culture of Cupriavidus necator NCIMB 10442 (49%
PHA per dry weight of cells).

Keywords: PHA recovery, Cupriavidus necator, acti-
vated sludge.



