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Poly-3-hydroxybutyrate (PHB) storage and degradation in activated
sludge under aerobic conditions and at high ammonium concentra-
tion in wastewater

Summary

Numerous studies confirm poly-B-hydroxybutyrate (PHB) synthesis by acti-
vated sludge under anoxic/aerobic conditions at high COD/N ratio in waste-
water. In the presented experiment poly-f-hydroxybutyrate (PHB) storage and
degradation were observed in activated sludge at low COD/N ratio — 3 in wastes.
The researches were carried out in a single-stage system with activated sludge
under constant oxygen supplied conditions. Readily biodegradable fraction in-
creased in municipal wastewater through the addition of 0,2 g/dm3 acetate.
Moreover, ammonium nitrogen was added to the wastes on the level of
50 mgNH,+/dms3.

During the reaction time, organic carbon compounds oxidation by activated
sludge and intracellular poly-f-hydroxybutyrate (PHB) accumulation were ob-
served. Under aerobic conditions and at low COD/N ratio — 3 in wastewater,
activated sludge used accumulated polymer as endogenous carbon source for
denitrification. The obtained results show that poly-B-hydroxybutyrate (PHB)
synthesis is possible under fully aerobic conditions and at low COD/N ratio.
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1. Wstep

Poli-B-hydroksymaslan (PHB) nalezy do grupy polimeréw syntetyzowanych przez
liczne szczepy bakterii. W badaniach Beacham i wsp. (1) wykazano ze sposréd 156
wyizolowanych z osadu czynnego szczepow Acinetobacter zdolno$¢ akumulacji PHB
wykazywato 80 szczepow. Daves i wsp. (2) podaja, ze oprocz Acinetobacter PHB ku-
muluje ponad 20 innych gatunkéw mikroorganizmoéw. Sg to m.in. szczepy Aerobacter
aerogenes (3), Pseudomonas citronellolis, Pseudomonas visicularis i Escherichia (5), Alcaligenes
eutrophus (6), Azotobacter vinelandii (7).

Wedtug Carucii i wsp. (8) w systemach z osadem czynnym magazynowanie sub-
stancji zapasowych nastepuje w fazie wzrostu stacjonarnego mikroorganizmoéw. An-
sejo i wsp. (9) podaja, ze czynnikiem niezbednym do syntezy kwasu poli-f-hydrok-
symastowego jest nadmiar zwigzkéw organicznych w podtozu. Jednoczesnie ograni-
cza sie dostepnosc¢ zwigzkow azotu, siarki czy fosforu lub tlenu w hodowlach tleno-
wych. Sktad pozywki, a gtéwnie rodzaj wegla i azotu maja wptyw na proces syntezy
PHB. Carta i wsp. (10) zauwazyli, ze podczas wzrostu bakterii przy dodatku pirogro-
nianu lub kwasu hydroksymastowego wzrastata ilo§¢ syntetyzowanego PHB, a doda-
tek octanu zwiekszat szybko$¢ syntezy. Wigze sie to z faktem, ze zwigzki organicz-
ne w postaci octanu sg bezposrednio przeksztatcane w acetylo-CoA, a nastepnie po-
przez cykle EMP, HM, ED syntetyzowany jest poli-B-hydroksymaslan. W badaniach
prowadzonych przez Majone i wsp. (11) potwierdzono, Ze magazynowanie PHB jest
istotnym mechanizmem usuwania zwigzkow organicznych w postaci octanu i etano-
lu. Acermann i wsp. (12) zastosowali jednocze$nie octan i glukoze jako Zrédta wegla
do syntezy polimeru. Uzyskali 80% magazynowanie polimeru w komoérkach mikroor-
ganizmoéw. Yamane i wsp. (13) obserwowali spowolnienie wzrostu bakterii z rodza-
ju Alcaligenes w wyniku ograniczenia ilosci tlenu lub azotu w podtozu przy réwno-
czesnym nadmiarze Zrédta wegla. Takie warunki wzrostu spowodowaty zwieksze-
nie ilosci syntetyzowanego polimeru do 80% suchej masy.

W warunkach limitowanego stezenia tlenu synteza PHB jest czesto sprzezona
z rozktadem polifosforanow komoérkowych (14). Problematyka przemian PHB w pro-
cesach biologicznego usuwania zwigzkow fosforu ze Sciekow jest szeroko opisana
w literaturze. Nie do konca natomiast poznany jest natomiast mechanizm wykorzy-
stania tego polimeru w usuwaniu zwiazkéw azotowych. Majone i wsp. (15) wykaza-
li, Ze po wyczerpaniu w podtozu zwigzkéow organicznych donorem elektronow
w procesie denitryfikacji staje sie endogenne zrédto wegla w postaci PHB. W celu
zainicjowania procesu syntezy polimeru Majone i wsp. (15) stosowali warunki stresu
tlenowego. Autorzy stwierdzili, ze w niezrownowazonych warunkach wzrostu ma-
gazynowanie bylo dominujgca forma usuwania zwigzkéw organicznych ze Sciekow.
Niewiele jest danych o syntezie PHB przez osad czynny przy niskim stosunku
ChZT/N w $ciekach oraz o wykorzystaniu polimeru w usuwaniu zwigzkéw azoto-
wych. W osadzie czynnym niskoobciagzonym obserwuje sie efektywna nitryfikacje,
natomiast denitryfikacja hamowana jest brakiem donoréw elektronéw. Z danych li-
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teraturowych wynika, ze istnieje mozliwo$¢ syntezy polimeru przy stosunku ChZT/N
wyzszym niz 4 (16). Sun i wsp. (17) badali korelacje pomiedzy zmagazynowanym
wewngatrzkomérkowo polimerem a stosunkiem ChZT/N w podtozu. Stwierdzili, ze
ilo§¢ wytwarzanego PHB rosnie wraz ze wzrostem stosunku ChZT/N. Durner i wsp.
(18) badali akumulacje polimeru przy zmiennej proporcji ChZT/N w doptywie do re-
aktora. Hodowle prowadzili na pozywce zawierajgcej NH;T jako Zrodio azotu
i octan jako zrédto wegla organicznego. W badaniach wykazano, ze synteza PHA za-
chodzita przy stosunku ChZT/N wyzszym od 8,3. Akumulacja polimeru zachodzita li-
niowo, osiggajac maksymalng zawarto$§¢ w komorce (42%) przy stosunku ChZT/N
17,4.

W prezentowane]j pracy podjeto badania nad mozliwos$cig syntezy PHB przez
osad czynny przy stosunku ChZT/N wynoszacym 3. Okre$lono wptyw magazynowa-
nia polimeru na efektywnos¢ redukgji utlenionych form azotu w warunkach dopro-
wadzania statej ilosci powietrza do reaktora.

2. Medodyka badan

Badania technologiczne prowadzono w skali laboratoryjnej w jednostopniowym
uktadzie osadu czynnego w warunkach statego doprowadzania powietrza. Do badan
wykorzystano reaktor okresowy typu BIOFLO 3000 o pojemnosci 5 dm3. Stezenie
osadu czynnego utrzymywano na poziomie 3000 mg s.m./dm3. Stosowano staly 50%
stopien wymiany objetoSciowej reaktora. Cykl pracy reaktora porcjowego przedsta-
wiono na rysunku 1. Czas reakcji wynosit 23 h.

Scieki komunalne wzbogacono we frakcje tatwo rozktadalnych zwigzkéw orga-
nicznych poprzez dodanie 0,2 g/dm3 octanu sodu. W celu uzyskania niskiego sto-
sunku ChZT/N w $ciekach doprowadzanych do reaktora dodano 50 mg N-NHy/dm3.
Wartos$ci wskaznikéw zanieczyszczen w $ciekach przedstawiono w tabeli 1.

doptyw

cykl pracy reaktora 24 h odpltyw

[ napetnianie I napowietrzanie i mieszanie [ ] sedymentacja

Rys. 1. Schemat pracy reaktora SBR.

BIOTECHNOLOGIA 1 (68) 183-193 2005 185



Adriana Dobrzynska, Irena Wojnowska-Baryta, Katarzyna Bernat

Charakterystyka Sciekéw doprowadzanych do reaktora

Tabela 1

Wskaznik zanieczyszcze

Stezenie w Sciekach

zwigzki organiczne

450 mgChZT/dm>

azot Kjeldahla

120 mgNjeiganta/dm3

azot amonowy

110 mgN-NHy/dm3

Obcigzenie osadu tadunkiem zwiazkéw organicznych w doswiadczeniu wynosito
0,07 gChZT/g s.m.Jd, natomiast fadunkiem zwigzkéw azotowych 0,04 gN/g s.m.[]d.

Po okresie adaptacji osadu czynnego do warunkéw doswiadczenia, kontrolowa-
no zmiany wskaznikéw zanieczyszczen w Sciekach doprowadzanych i odprowadza-
nych z reaktora. Wykonywano analizy: zwigzkéw organicznych (ChZT), azotu amo-
nowego, azotu azotanowego, azotu azotynowego, azotu Kjeldahla, zawiesin ogol-
nych i organicznych osadu czynnego. Badania wykonywano zgodnie z metodyka
podana przez Hermanowicza i wsp. (19). Zawarto$¢ PHB w osadzie czynnym ozna-
czano metoda spektrofotometryczng wedtug Law i wsp. (20). Pomiar sprawnosci
utleniania zwigzkoéw organicznych wykonano w aparacie OXI TOP. Analizowano ki-
netyke przemian zwigzkéw organicznych ChZT oraz PHB.

3. Metody obliczeniowe

llo$¢ azotu utlenionego obliczono nastepujgco:

N-NO,

NKjeldahladop
N syn

N Kjeldahlaodp

N — NOy = Nl(jeldahladop - Nsyn - Nl(jeldahlaodp

catkowita ilo§¢ azotu utlenionego przez osad czynny mg N-NO,/dm3
ilos¢ azotu Kjeldahla w $ciekach doptywajacych mg Ng/dm3
ilos¢ azotu zuzytego na proces syntezy w czasie reakcji mg Ng/dm3
ilos¢ azotu Kjeldahla w $ciekach odptywajacych mg Ng/dm3

llos¢ azotu utlenionego, ktéry ulegt usunieciu w wyniku denitryfikacji obliczono
Z nastepujgcego wzoru:

N-NOyyeq
NO2zpo
NOSpoz
NO2qp
NO34q4p

186

N — NOyzred = (N- NOy: + NOZpoz + N03poz) - N030dp - NOZodp

— ilo$¢ azotu utlenionego, ktora ulegta redukeji w procesie denitryfikacji ~ mg N-NOy,;q/dm3

ilos¢ azotu azotynowego pozostata w reaktorze w czasie t=0h
ilos¢ azotu azotanowego pozostata w reaktorze w czasie t=0h
ilos¢ azotu azotynowego powstata w reaktorze w czasie t=24h
ilos¢ azotu azotanowego powstala w reaktorze w czasie t=24h

mg N-NO,/dm3
mg N-NO3/dm3
mg N-NO,/dm3
mg N-NOz/dm3
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Sprawno$¢ nitryfikacji (%) osadu czynnego obliczono wg nastepujacej formuty:

% nitryfikacji = N-NOy 100

Kjeldahladop

Sprawno$¢ denitryfikacji (%) osadu czynnego obliczono wg nastepujacej formuly:

. . N -NO,,,
% denitryfikacji = xzred 100
N - Noxt NOZpoz N03poz

Sprawno$¢ usuwania azotu ze Sciekéw (%Ns) przez osad czynny obliczono wg
formuty:

N - Noxzred + Nsyn
Nogdop + NOZpoz + N03poz

Sprawno$¢ usuwania zwiazkéw organicznych (%Cys) obliczono wg formuty:

C dop, ChZT Cpoz, ChZT Codp, ChZT

%C
us
C dop, ChZT Cpoz, ChZT
Caop,chzr — stezenie zwigzkéw organicznych w Sciekach doprowadzanych do reaktora mg ChZT/dm3
Cpoz,chzr — stezenie zwigzkéw organicznych pozostatych w reaktorze w czasie t = Oh mg ChZT/dm3
Codp,chzr — stezenie zwigzkow organicznych w odpiywie z reaktora mg ChZT/dm3

Szybkos¢ syntezy i degrdacji PHB w osadzie czynnym oszacowano na podstawie
zmian ilo$ci polimeru w fazie reakgji.
Procentowa zawarto$¢ PHB w biomasie osadu czynnego obliczono nastepujgco:

%PHB=ﬂ 100 %s.m.

S.m.

Udziatl poszczegolnych frakcji zwigzkow weglowych w Sciekach obliczono zgod-
nie z Barnard i wsp. (21).

4. Oméwienie i dyskusja wynikéw badan

Do reaktora doprowadzano $cieki komunalne, o zwiekszonej do 30% frakcji
zwigzkow organicznych bardzo fatwo rozktadalnych. W $ciekach dominowata frak-
cja rozpuszczalna zwigzkéw organicznych, natomiast frakcja zawiesin stanowita
okofo 19% zwiazkow organicznych ChZT (tab. 2). W wyniku wprowadzenia do $cie-
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kéw komunalnych azotu amonowego w ilo$ci 50 mgN-NH4/dm3 stosunek ChZT/N
w Sciekach wynosit 3.

Tabela 2
Frakcje zwiazkéw weglowych w $ciekach surowych
Frakcje wegla (ChZT) Udzial procentowy (%)
ChZT rozpuszczone [mg/dms3] bardzo tatwo rozktadalne 30
fatwo rozkladalne 50
trudno- lub nierozktadalne 1
ChZT w zawiesinie [mg/dm3] fatwo rozkfadalne 14
trudno- lub nierozktadalne 5

Od poczatku fazy reakcji notowano deficyt tlenu rozpuszczonego pomimo do-
prowadzenia statej ilosci powietrza do reaktora. Tlen zuzywany byt przez osad
czynny w procesach utleniania zwigzkéw organicznych i amonowych dostarczonych
do uktadu ze $ciekami (rys. 2). Przez 4 h fazy reakcji, pomimo stalego napowietrza-
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Rys. 2. Zmiany zawartosci zwigzkow organicznych ChZT, azotu amonowego oraz tlenu w warunkach
doprowadzania statej ilosci powietrza do reaktora.
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Rys. 3. Zmiany zawarto$ci PHB w osadzie czynnym w fazie reakgji.

nia w reaktorze utrzymywat sie deficyt tlenu. Przy szybkosci ubywania zwigzkow or-
ganicznych ChZT 3,6 mgChZT/dm3[h obserwowano wzrost stezenia tlenu rozpusz-
czonego w reaktorze do warto$ci maksymalnej 2 mgO,/dm3 w 16 h reakgji.

W warunkach niedotlenienia nie obserwowano syntezy poli-B-hydroksymaslanu
w komérkach osadu czynnego. Poczatek magazynowania polimeru nastgpit w 2 h
fazy reakgji (rys. 3). Wzrost stezenia tlenu w reaktorze nie ograniczat syntezy PHB.
Buen i wsp. (22) stwierdzili, ze zaréwno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych
przy wieku osadu wynoszacym 8 dni, okoto 70% ilo$ci octanu zuzywana byta na syn-
teze PHB, reszta na przyrost biomasy.

Mikroorganizmy osadu czynnego byly zdolne do syntezy polimeru pomimo ni-
skiego stosunku ChZT/N w $ciekach (fot. 1). Pod koniec fazy reakgji osiagnieto 12%
zmagazynowanego polimeru w komérkach mikroorganizméw. Sun i wsp. (17) wyka-
zali, ze wraz ze wzrostem stosunku ChZT/N w §rodowisku od 6 do 20 rosta ilo$¢ wy-
twarzanego PHB przez Azospirillum brasilense Sp 7 od 30 do 45% biomasy. W bada-
niach prowadzonych przez Ugur i wsp. (23) na bakteriach z rodzaju Streptomyces do-
wiedziono, ze istotny wplyw na proces magazynowania ma réwniez zrodlo azotu
dominujace w pozywce. Bakterie hodowane na pozywce zawierajgcej jony amono-
we zmagazynowaly 0,5% PHB w biomasie, hodowane na glicynie 7,6% PHB w bio-
masie.
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Fot. 1. Osad czynny ze zmagazynowanym kwasem poli-f-hydroksymastowym (PHB) — metoda wy-
barwiania czernia sudanu.

Podczas 2 pierwszych godzin pracy reaktora zaobserwowano spadek stezenia
zwigzkow organicznych wyrazonych jako ChZT z szybkos$cig 16,5 mgChZT/dm3(h
(rys. 4). Nie obserwowano procesu magazynowania poli-B-hydroksymaslanu, ale
jego degradacje z szybkos$cia 0,93 molC/dm3[1h. W tym czasie notowano w osadzie
czynnym proces denitryfikacji — ilo$¢ usunietego azotu wyniosta 75,5% ogélnej ilo-
$ci usunietych zwigzkéw azotowych (rys. 4).

Zwiazki organiczne dostarczone do ukladu ze $Sciekami byly wykorzystywane
jako donory elektronéw w procesie redukcji utlenionych form azotu. Wykorzystanie
zwiazkéw organicznych na synteze biomasy i utlenianie komorkowego wynosito
40% ogolnej ilosci usunietych zwigzkow organicznych. Dodatkowym zrédiem wegla
do denitryfikacji byl zmagazynowany wewnatrzkomérkowo poli-p-hydroksymaslan.
W badaniach Barak i wsp. (24) dowiedziono, ze polimer moze by¢ zrédiem elektro-
néw w procesie redukcji utlenionych form azotu. Obserwowali oni spadek stezenia
azotanow w podlozu przy jednoczesnym spadku ilosci PHB w biomasie. Barak i wsp.
(24) wykazali, ze Pseudomonas denitrificans wykorzystuje PHB do redukcji azotanéw,
a nie do magazynowania polifosforanow. Majone i wsp. (15) dowiedli, Ze zmagazy-
nowany w fazie endogennej PHB, po wyczerpaniu w podtozu octanu byt wykorzysty-
wany jako zrodio wegla w procesie denitryfikagcji.
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Rys. 4. Przebieg denitryfikacji oraz zmiany stezenia ChZT i PHB w fazie reakcji w warunkach statego
doprowadzania powietrza do reaktora.

Carta i wsp. (10) dzielg czas reakcji na dwie fazy: syntezy PHB w warunkach nad-
miaru zwigzkéw organicznych w ukladzie oraz degradacji PHB w warunkach wyczer-
pania zwigzkéw organicznych. W badaniach wtasnych dowiedziono, ze w warun-
kach wysokiego obciazenia osadu czynnego fadunkiem zwiazkoéw azotowych wy-
noszacym 0,5 gN/g s.m.[]d akumulacja rozpoczynata sie od momentu ograniczenia
szybkosci denitryfikacji (2 h fazy reakcji). Obserwowany wzrost stezenia PHB w ko-
morkach mikroorganizméw nastepowal z szybkos$cig 0,075 molC/dm3(1h. Magazy-
nowanie PHB przez osad czynny bylo notowane, poniewaz w reaktorze nadal byly
dostepne tatwo i trudno rozktadalne zwiazki organiczne. Szybkos¢ syntezy polime-
ru przy wysokim obcigzeniu osadu czynnego tadunkiem zwigzkoéw azotowych row-
nym 0,04 gN/g s.m.[d jest znacznie nizsza niz obserwowana w uktadach pra-
cujacych przy niskim obcigzeniu osadu fadunkiem zwigzkéw azotowych. W uktadzie
pracujacym z osadem czynnym, przy zapewnieniu nadmiaru zwigzkéw weglowych
szybko$¢ syntezy polimeru wynosifa 0,29 lub 0,48 molC/dm3[h w zaleznosci od sto-
sowanego zrodia wegla (10).

W badaniach wtasnych obserwowano, ze zar6wno magazynowanie PHB jak i de-
gradacja przebiegajg zgodnie z reakcja zerowego rzedu.

W procesie oczyszczania $ciekow przy niskim stosunku ChZT/N oraz w warun-
kach doprowadzenia stalej ilosci powietrza uzyskano 70% redukcje zwigzkow orga-
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nicznych obecnych w $ciekach, co odpowiada stezeniu ChZT w $ciekach oczyszczo-
nych na poziomie 55 mgChZT/dm3. W tych warunkach technologicznych sprawnos¢
usuwania zwiazkéw azotowych ksztattowata sie na poziomie 30%, stezenie azotu
ogolnego w odplywie wynosifo 10,5 mgN-N,,/dm3. Sprawnos¢ nitryfikacji wynosita
85%, a denitryfikacji 33%.

5. Wnioski

1. Synteza poli-pB-hydroksymaslanu przez mikroorganizmy osadu czynnego moze
zachodzi¢ przy niskim stosunku ChZT/N w $ciekach. Wyznaczono, ze przy stosunku
ChZT/N wynoszacym 3 szybko$¢ syntezy polimeru wynosita 0,075 molC/dm31h.
Maksymalna zawarto$¢ PHB w komoérkach byta na poziomie 12% suchej masy osadu.

2. Obecnos$¢ tlenu w reaktorze nie ogranicza syntezy PHB.

3. Istnieje zalezno$¢ pomiedzy szybkos$cig denitryfikacji a przemianami PHB.
Proces syntezy polimeru obserwowano od momentu zahamowania tempa denitryfi-
kacji. Degradacja poli-B-hydroksymaslanu byta skorelowana z intensywnym proce-
sem redukgji utlenionych form azotu.

4. Zmagazynowany wewnatrzkomoérkowo poli-B-hydroksymaslan jest zrodiem
wegla w denitryfikacji endogenne;j.
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