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Accumulation of polyhydroxyalkanoates (PHAs) in activated sludge

under nitrogen limitation conditions. Part II. Estimation of bacterial

diversity in activated sludge and analysis of a type of accumulated

polyhydroxyalkanoates

S u m m a r y

Community diversity of the activated sludge and the type of accumulated
PHAs were investigated in this study. Fed-batch culture was carried out using
medium culture containing sodium acetate as a carbon source. A factor trigger-
ing PHAs synthesis was a lack of nitrogen. The medium culture containing am-
monium was periodically fed into bacterial culture for 6 hours each day of the
experiment.

Genetic analysis of the bacterial community was performed using 16S and
23S rRNA Intergeneric Spacer Region. The obtained results showed that the
dominant belonged to the Betaproteobacteria class.

In this study, the Time of flight – Secondary Ion Mass Spectrometry was
used. This method revealed that the cells of the microorganisms contained
mainly monomer units of 3-hydroxybutryric acid. The content of P(3HB) in dry
weight accounted for 51% between 72nd and 120th hour of the experiment.
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1. Wstêp

Zdolnoœæ gromadzenia polihydroksykwasów (PHA) jest u mikroorganizmów doœæ
powszechna. Jednak tylko nieliczne kumuluj¹ PHA w stê¿eniu przekraczaj¹cym 50%
suchej masy (s.m.). Nale¿¹ do nich Ralstonia eutropha (1,2), Alcaligenes latus (3,4),
Azotobacter vinelandii UWD (5), rekombinowana genetycznie Escherichia coli (6-8),
Methylobacterium organophilum (9), Pseudomonas putida (10).

Mikroorganizmy gromadz¹ polihydroksykwasy krótko³añcuchowe (HASCL), któ-
rych monomery zawieraj¹ od 3 do 5 atomów wêgla oraz œrednio³añcuchowe (HAMCL)
o jednostkach monomerycznych sk³adaj¹cych siê z 6 do 14 atomów wêgla (11).
O zdolnoœci syntezy polimerów o okreœlonej d³ugoœci ³añcucha decyduje rodzaj apa-
ratu genetycznego, odpowiedzialnego za syntezê i kumulacjê polihydroksykwasów
(12).

Wyró¿nia siê trzy g³ówne klasy loci PHA. Locus pierwszej klasy (typ I) charaktery-
styczny dla Ralstonia eutropha sk³ada siê z trzech genów koduj¹cych odpowiednio:
polimerazê PHA (phbC), �-ketotiolazê (phbA) i reduktazê acetylokoenzymu A (phbB).
Do drugiej klasy (typ II) nale¿y locus sk³adaj¹cy siê z dwóch ró¿nych genów ko-
duj¹cych polimerazê PHA (phaC1 i phaC2) przedzielonych genem koduj¹cym depoli-
merazê PHA (phaZ). Ten typ charakterystyczny jest g³ównie dla bakterii z rodzaju
Pseudomonas. Trzeci¹ klasê (typ III) tworzy locus sk³adaj¹cy siê z dwóch genów (phbE

i phbC) koduj¹cych dwie podjednostki polimerazy PHA, ten typ stwierdzono m.in.
u Chromatium vinosum, Thiocystis violacea i u Synechocystis sp. Mikroorganizmy posia-
daj¹ce locus PHA typu I i III gromadz¹ polihydroksykwasy o krótkim ³añcuchu wêgla
natomiast te nale¿¹ce do typu II kumuluj¹ polihydroksykwasy o œredniej d³ugoœci
³añcucha wêglowego (13).

Z badañ przeprowadzonych przez wielu autorów wynika, ¿e mikroorganizmy
w³¹czaj¹ w ³añcuch polimerów przede wszystkim takie substraty, których budowa
chemiczna podobna jest do struktury odpowiednich jednostek monomerycznych,
wchodz¹cych w sk³ad PHA (14,15). Z tego powodu, w przypadku P(3HB) najbardziej
efektywnym substratem jest octan sodu.

Mo¿na zatem stwierdziæ, ¿e rodzaj i iloœæ kumulowanych polihydroksykwasów
zale¿y od sk³adu gatunkowego mikroorganizmów i Ÿród³a wêgla w pod³o¿u. St¹d
w przypadku wykorzystania osadu czynnego, ustalenie sk³adu mikroorganizmów
jest istotnym czynnikiem umo¿liwiaj¹cym kontrolê i sterowanie procesem.

Metody molekularne s¹ najbardziej dok³adn¹ technik¹ umo¿liwiaj¹c¹ analizê
struktury gatunkowej zbiorowisk mikroorganizmów. Wœród nich najczêœciej stoso-
wan¹ metod¹ jest rybotypowanie. Polega ona na analizie operonu rybosomowego
sk³adaj¹cego siê z genów koduj¹cych 16S, 23S oraz 5S rRNA wraz z rozdzielaj¹cymi
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je odcinkami (16). W badaniach œrodowiskowych szczególnie u¿yteczny jest poli-
morficzny fragment rozdzielaj¹cy geny 16S rRNA i 23S rRNA (ISR – Intergeneric Spacer

Region). Charakteryzuje siê on zró¿nicowaniem nie tylko pod wzglêdem budowy
strukturalnej sekwencji nukleotydowej, ale równie¿ pod wzglêdem d³ugoœci. Ponie-
wa¿ d³ugoœæ odcinka ISR jest charakterystyczna dla poszczególnych gatunków bak-
terii, jego analiza pozwala na identyfikacjê mikroorganizmów za pomoc¹ konwen-
cjonalnych metod genetyki molekularnej (17).

Celem pracy by³a ocena zró¿nicowania zbiorowisk mikroorganizmów w osadzie
czynnym rosn¹cych na pod³o¿u zawieraj¹cym octan oraz okreœlenie rodzaju groma-
dzonych w biomasie polihydroksykwasów, a tak¿e zmian ich stê¿enia w czasie.

2. Metodyka badañ

2.1. Sk³ad chemiczny po¿ywki

W badaniach jako Ÿród³a wêgla wykorzystano octan sodu, którego stê¿enie
zwiêkszano w czasie hodowli od 5 do 20 g O2/l (ChZT) przy sta³ej proporcji C/N rów-
nej 10. Azot wprowadzano do po¿ywki w formie roztworu (NH4)2SO4. Po¿ywkê mi-
neraln¹ przygotowywano w nastêpuj¹cy sposób: 2,3 g KH2PO4; 0,25 g MgSO4·7
H2O; 0,3 g NaHCO3; 0,1 g CaCl2·2 H2O rozpuszczano w litrze wody destylowanej
oraz wprowadzano 1 ml roztworu mikroelementów (0,58 g ZnSO4·7 H2O; 3,96 g
MnCl2·4 H2O; 0,6 g H3BO3; 5,56 g FeSO4·7 H2O; 5,62 g CoSO4·7 H2O; 0,34 g
CuCl2·2 H2O; 0,04 g NiCl2·6 H2O; 0,06 g NaMoO4·2 H2O rozpuszczonych w litrze
0,5 n roztworu HCl) (18). Czynnikiem stymuluj¹cym biosyntezê polihydroksykwasów
przez mikroorganizmy by³ brak azotu. W fazie niedoboru azotu, do reaktora dozo-
wano po¿ywkê o podanym sk³adzie, bez (NH4)2SO4.

2.2. Warunki hodowli

Badania prowadzono w reaktorze o pojemnoœci czynnej 7 litrów. Reaktor praco-
wa³ w systemie pó³ci¹g³ym ze stopniowym zasilaniem po¿ywk¹.

Inoculum stanowi³ osad czynny pochodz¹cy z miejskiej oczyszczalni œcieków, któ-
ry poddano adaptacji do warunków stymuluj¹cych biosyntezê kwasu poli-3-hydroksy-
mas³owego, prowadz¹c przez oko³o 3 miesi¹ce hodowlê w opisanych warunkach.

Hodowlê rozpoczynano od wprowadzenia 2 litrów inoculum o stê¿eniu suchej
masy oko³o 1 g/l. Octan i substancje mineralne dozowano w sposób ci¹g³y. Natê¿e-
nie przep³ywu wynosi³o litr na dobê. W ka¿dej dobie, czas dozowania po¿ywki za-
wieraj¹cej azot wynosi³ 6 godzin, a dozowania po¿ywki pozbawionej azotu – 18
godzin. Schemat dozowania po¿ywki z azotem i bez azotu pokazano na rysunku 1.
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Po uzyskaniu ca³kowitej objêtoœci wynosz¹cej 7 litrów hodowlê przerywano,
osad o objêtoœci 6 litrów odprowadzano z reaktora. Pozosta³y osad czynny o objê-
toœci litra poddawano regeneracji. Polega³a ona na dozowaniu do reaktora po¿ywki
zawieraj¹cej azot i mikroelementy, co mia³o na celu zu¿ycie przez mikroorganizmy
zmagazynowanych uprzednio polimerów komórkowych i regeneracjê osadu. Po re-
generacji osad wykorzystywano jako zaszczepienie w nastêpnym cyklu.

2.3. Analiza genetyczna osadu czynnego

2.3.1. Izolacja DNA

Próbkê osadu czynnego o objêtoœci 10 ml pobierano z reaktorów w 72 godzinie
hodowli, w której stopieñ kumulacji PHA w biomasie by³ najwiêkszy. Przed izolacj¹
DNA pobran¹ próbkê przemywano trzykrotnie 0,5% roztworem NaCl. Roztwór zlewa-
no, a biomasê pozostawiano do podsuszenia w temperaturze pokojowej. Nastêpnie,
10 mg podsuszonej biomasy umieszczano w 1,5 ml probówkach Eppendorfa i podda-
wano lizie. Do lizy komórek bakteryjnych zastosowano bufor zawieraj¹cy proteinazê
K i lizozym. DNA ekstrahowano 2-krotnie fenolem, a nastêpnie mieszanin¹ chlorofor-
mu i alkoholu izoamylowego (24:1). Wyekstrahowany DNA str¹cano izopropanolem,
przemywano 70% alkoholem etylowym i zawieszano w sterylnej wodzie (19).

2.3.2. £añcuchowa reakcja polimerazy

Odcinek ISR powielano metod¹ ³añcuchowej reakcji polimerazy (PCR – Polyme-

rase Chain Reaction), a zastosowane startery reakcji PCR przy³¹cza³y siê w obrêbie ge-
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nów koduj¹cych geny 16S i 23S rRNA. Objêtoœæ mieszaniny PCR wynosi³a 50 �l
i sk³ada³a siê z trzech jednostek polimerazy DNA SharkMax (A&A Biotechnology,
Gdañsk); 5 �l buforu PCR (500 mmol KCl, pH 8,5; Triton X-100); 20 pmol ka¿dego
z dwóch starterów (IBB PAN, Warszawa); 2,5 mmol MgCl2 oraz 500 �M nukleoty-
dów. W pracy wykorzystano 3 pary starterów: 1 i 2; S-D-Bact-1522-�-S-20

i L-D-Bact-132-a-A-18; G1 i L1, których sekwencje podano w tabeli. Do mieszaniny
PCR dodawano 2 �l roztworu zawieraj¹cego matrycê DNA. Reakcjê PCR przeprowa-
dzono w amplifikatorze GeneAmp PCR System 9600 (PE-Applied Biosystem, Califor-
nia, USA), przy nastêpuj¹cym profilu temperaturowo-czasowym: 94°C – 30 s, 52°C
– 30 s, 72°C – 45 s. Reakcja sk³ada³a siê z 35 cykli.

T a b e l a

Charakterystyka zastosowanych w pracy starterów reakcji PCR

Nazwa startera Sekwencja nukleotydowa
Rozpoznawane

miejsce
Przybli¿ona d³ugoœæ

amplikonu
Literatura

1 5’-TTGTACACACCGCCCGTCA-3’ 16S rRNA
358 + ISR

(20)

2 5’-GGTACTTAGATGTTTCAGTTC-3’ 23s rRNA (20)

S-D-Bact-1522-�-S-20 5’-TGCGGCTGGATCCCCTCCTT-3’ 16S rRNA
151 + ISR

(21)

L-D-Bact-132-a-A-18 5’-CCGGGTTTCCCCATTCGG-3’ 23s rRNA (21)

G1 5’-GAAGTCGTAACAAGG-3’ 16S rRNA
85 + ISR

(22)

L1 5’-CAAGGCATCCACCGT-3’ 23S rRNA (22)

Powielone fragmenty DNA rozdzielano elektroforetycznie w 1,5% ¿elu agarozo-
wym, wizualizowano roztworem bromku etydyny i fotografowano. Wielkoœæ pro-
duktów PCR oceniano poprzez porównanie z wzorcem masowym DNA 1 Kb (Prome-
ga, Wisconsin, USA).

2.3.3. Sekwencjonowanie

Produkt PCR o d³ugoœci 880 pz powielony za pomoc¹ pary starterów 1 i 2 wyizo-
lowano z ¿elu za pomoc¹ zestawu High Pure PCR Product Purification Kit (Roche
Diagnostic GmbH, Mannheim, Niemcy). Reakcja sekwencjonowania produktów PCR
by³a przeprowadzana w automatycznym sekwenatorze Perkin Elmer ABI 373 (Dye-
Deoxy Cycling Sequencing; PE – Applied Biosystem, California, USA) w Instytucie
Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. W reakcji tej u¿yto tych samych starterów,
co do amplifikacji DNA.
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2.3.4. Analiza sekwencji DNA

Do analizy filogenetycznej przeznaczono odcinek DNA o d³ugoœci 629 par zasad
obejmuj¹cy ISR wraz z fragmentem genu koduj¹cego 23S rRNA (128 pz). Uzyskan¹
sekwencjê DNA porównano z innymi sekwencjami nukleotydowymi zgromadzonymi
w Banku Genów za pomoc¹ programu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(23). Do analizy filogenetycznej w³¹czono sekwencje DNA najbardziej zbli¿one do
uzyskanej w tej pracy oraz homologiczne sekwencje DNA nale¿¹ce do bakterii z bar-
dziej odleg³ych filogenetycznie grup. Wszystkie sekwencje nukleotydowe analizo-
wano za pomoc¹ programu Clustal W (24). Analizê filogenetyczn¹ przeprowadzono
metod¹ „³¹czenia s¹siaduj¹cych taksonów” (Neighbor – Joining Method) (25) korzy-
staj¹c z programu MEGA 2.1 (26).

Uzyskana sekwencja DNA odcinka ISR wraz z fragmentem genu 23S rRNA zosta³a
zdeponowana w Banku Genów pod numerem akcesyjnym AY 509613.

2.4. Charakterystyka chemiczna polihydroksykwasów kumulowanych w osa-
dzie czynnym

Do analizy polihydroksykwasów wykorzystano spektrometriê mas jonów wtór-
nych TOF-SIMS. Metoda ta polega na analizie jonów emitowanych z powierzchni ba-
danej próbki pod wp³ywem bombardowania jej jonami o energii rzêdu 10-25 keV
(27,28).

2.4.1. Przygotowanie próbek

Do probówek zawieraj¹cych próbki badanych polimerów wprowadzano po
0,1 ml metanolu i tak sporz¹dzone roztwory w iloœci 0,05 ml nanoszono na p³ytki
srebrne, uprzednio wytrawione w 20% roztworze HCl przez 5 min. Po odparowaniu
metanolu (w temperaturze pokojowej), próbki umieszczano w spektrometrze. Ze-
brano równie¿ widmo mas jonów wtórnych kwasu poli-3-hydroksymas³owego zaku-
pionego w firmie Aldrich, który przyjêto jako wzorzec.

2.4.2. Pomiary metod¹ spektrometrii mas jonów wtórnych

Widma mas zebrano przy u¿yciu spektrometru mas jonów wtórnych z analizato-
rem czasu przelotu TOF-SIMS IV firmy ION-TOF (ION-TOF GmbH, Muenster, Niem-
cy). W czasie pomiaru badane polimery, znajduj¹ce siê na pod³o¿u srebrnym, by³y
napromieniowane impulsow¹ wi¹zk¹ jonów 69Ga+ o energii 25 keV. Czas trwania
jednego impulsu oko³o 700 ns, czêstotliwoœæ 3,3 kHz, pr¹d wi¹zki pierwotnej 2,5 pA,
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wielkoœæ napromieniowanego obszaru 100 �m×100 �m, czas zbierania widma
300 s. Widma dodatnich jonów wtórnych zosta³y zarejestrowane z wykorzystaniem
analizatora czasu przelotu (TOF) o du¿ej rozdzielczoœci masowej (m/�m) rzêdu 5000
dla masy 29 Da.

2.5. Analiza iloœciowa poli-3-hydroksymaœlanu w osadzie czynnym

W próbkach biomasy wykonywano nastêpuj¹ce analizy chemiczne:
– zawiesiny ogólne zgodnie z Polsk¹ Norm¹ PN-72/C-04559.02 (29);
– P(3HB) zgodnie z metodyk¹ podan¹ przez Law, Slepecky (30). W tym celu

próbkê osadu czynnego pobran¹ z reaktora inkubowano w Cloroxie (The Clorox
Company, Oakland, Ca. USA) w temperaturze 37°C przez godzinê. Po inkubacji
biomasê przemywano kolejno wod¹ destylowan¹, acetonem oraz alkoholem etylo-
wym 96%. Z tak przygotowanej próbki ekstrahowano polimer trzema porcjami
wrz¹cego chloroformu. Nastêpnie, chloroform odparowywano, a pozosta³oœæ roz-
puszczano w stê¿onym kwasie siarkowym. Zawartoœæ biopolimeru w próbie ozna-
czano przy u¿yciu spektrofotometru (Optima SP-3000 UV/VIS) przy d³ugoœci fali
235 nm.

3. Omówienie wyników badañ

3.1. Analiza zró¿nicowania zbiorowisk mikroorganizmów w osadzie czynnym

Do amplifikacji ISR zastosowano trzy ró¿ne pary starterów reakcji PCR, co umo¿-
liwi³o otrzymanie produktów PCR o trzech ró¿nych wielkoœciach (oko³o 880, 680
i 600 pz) (rys. 2).

Do sekwencjonowania wybrano najd³u¿szy odcinek o d³ugoœci oko³o 880 pz, któ-
ry powielono za pomoc¹ starterów opisanych przez Jensena i wsp. (22). Uzyskano se-
kwencjê nukleotydow¹ o d³ugoœci 629 pz, z czego 501 pz przypada³o na odcinek ISR.
Na podstawie analizy porównawczej z homologicznymi sekwencjami zgromadzony-
mi w Banku Genów, przeprowadzonej za pomoc¹ programu BLAST stwierdzono, ¿e
uzyskana sekwencja jest najbardziej podobna do homologicznego odcinka DNA klasy
Betaproteobakteria, a dok³adniej najbli¿sza by³a sekwencji Dechloromonas sp. HZ (nu-
mer akcesyjny AF 479766).

W celu dok³adniejszego wskazania pozycji taksonomicznej badanej bakterii
przeprowadzono analizê filogenetyczn¹, do której w³¹czono 16 homologicznych se-
kwencji DNA zgromadzonych w Banku Genów. Wynikiem tej analizy jest drzewo fi-
logenetyczne przedstawione na rysunku 3. Grupuje ono sekwencje DNA badanego
mikroorganizmu wœród bakterii nale¿¹cych do klasy Betaproteobakteria.
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3.2. Charakterystyka chemiczna polihydroksykwasów w osadzie czynnym

Na podstawie wyników badañ sk³adu polihydroksykwasów wykazano, ¿e wœród
PHA dominowa³ kwas poli-3-hydroksymas³owy. Na rysunku 4 przedstawiono porówna-
nie widm mas jonów wtórnych substancji wyekstrahowanej z osadu czynnego oraz
kwasu poli-3-hydroksymas³owego (próba kontrolna). W obu widmach, w przedstawio-
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Rys. 2. Rozdzia³ produktów PCR odpowiadaj¹cych
odcinkowi ISR wraz z fragmentami genów koduj¹cych
16S i 23S rDNA, powielonego w oparciu na trzech ró¿-
nych parach starterów. Œcie¿ki: 1 – 880 pz, 2 – 680 pz,
3 – 600 pz, M – marker molekularny 1 Kb (Promega,
Wisconsin, USA), szczegó³y w tabeli 1. Elektroforezê pro-
wadzono w ¿elu agarozowym (1,5%).

Rys. 3. Pozycja filogenetyczna gatunku OL 17, analizowanego w pracy. Drzewo skonstruowano wy-
korzystuj¹c najbli¿sze genetycznie sekwencje odcinka ISR zgromadzone w Banku Genów (w nawiasach
podano numery akcesyjne). Drzewo skonstruowano wykorzystuj¹c metodê „³¹czenia s¹siaduj¹cych tak-
sonów” (25).



nym zakresie mas, wystêpuj¹ charakterystyczne piki przy masach 1032,45 i 1034,46
Da, które mo¿na jednoznacznie przypisaæ jonom HC(CH)3=CHC(O)O{CH(CH)3–
–CH2C(O)O}11H·+ i HCH(CH)3–CH2C(O)O{CH(CH)3–H2C(O)O}11H·+ odpowiadaj¹cym
makrocz¹steczkom P(3HB) zawieraj¹cym 11 grup –CH(CH3)CH2C(O)O– i ró¿ni¹cych
siê grupami terminalnymi. Na podstawie uzyskanych wyników mo¿na stwierdziæ, ¿e
badana substancja zawiera³a kwas poli-3-hydroksymas³owy o ma³ych masach cz¹stecz-
kowych.

3.3. Zmiany stê¿enia kwasu poli-3-hydroksymas³owego w czasie hodowli

Wyniki badañ przedstawiaj¹ce procentowy udzia³ P(3HB) w biomasie w zale¿no-
œci od czasu pokazano na rysunku 5. Z prezentowanych danych wynika, ¿e najwiêk-
szy stopieñ kumulacji wynosz¹cy 51% s.m. uzyskano pomiêdzy 72 a 120 godzin¹ ho-
dowli. W tym czasie stê¿enie octanu w po¿ywce wynosi³o 20 g O2/l (ChZT). W reak-
torze stê¿enie zawiesin ogólnych wzros³o oko³o 8-krotnie z 1,84 do 14,32 g, a kwa-
su poli-3-hydroksymas³owego oko³o 17-krotnie z 0,61 do 10,54 g (rys. 6).
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Rys. 4. Widmo mas jonów wtórnych substancji wyekstrahowanej z biomasy (a) oraz kwasu poli-3-hy-
droksymas³owego (b).



4. Dyskusja

Analiza molekularna odcinka ISR znajduje szerokie zastosowanie w wielu bada-
niach, maj¹cych na celu charakterystykê zró¿nicowania gatunkowego mikroorgani-
zmów œrodowisk wodnych i l¹dowych (31,32). Obserwowana zmiennoœæ tego odcin-
ka sprawia, ¿e jego analiza mo¿e byæ wykorzystana do typowania gatunków, a na-
wet szczepów bakterii (22).

Gromadzenie polihydroksykwasów (PHA) w osadzie czynnym w warunkach limitowanego stê¿enia azotu. Cz. II.
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Rys. 5. Procentowy udzia³ P(3HB) w suchej masie osadu w zale¿noœci od czasu.

Rys. 6. Zmiany stê¿enia suchej masy osadu oraz P(3HB) w zale¿noœci od czasu.



W pracy tej do amplifikacji odcinka ISR wykorzystano trzy pary uniwersalnych
starterów, których sekwencje s¹ komplementarne do fragmentów genów 16S i 23S
rRNA, otaczaj¹cych odcinek ISR. Zastosowanie trzech ró¿nych par uniwersalnych
starterów gwarantowa³o mo¿liwoœæ amplifikacji wybranego odcinka DNA bakterii
nale¿¹cych do wszystkich znanych grup filogenetycznych. Wielkoœæ otrzymanych
produktów PCR œwiadczy o tym, ¿e wszystkie trzy pary starterów rozpozna³y
i przy³¹czy³y siê w czasie reakcji PCR do genomu jednego gatunku lub grupy gatun-
ków bardzo blisko spokrewnionych (maj¹cych odcinek ISR o tej samej d³ugoœci).
Brak zró¿nicowania gatunkowego w tego rodzaju próbie jest zaskakuj¹cy i wynika
najprawdopodobniej z d³ugiego okresu adaptacji osadu czynnego.

W uzyskanej sekwencji DNA powielonej za pomoc¹ starterów 1 i 2 (22) ujaw-
niono, ¿e w osadzie dominowa³ gatunek nale¿¹cy do klasy Betaproteobacteria.
Jest to najszerzej reprezentowana klasa bakterii w osadzie czynnym (33). Zastoso-
wane metody molekularne pozwoli³y poznaæ jeden z najbardziej zmiennych frag-
mentów genomu dominanta, jednak¿e nie pozwoli³y na dok³adne wskazanie ga-
tunku. Wynika to z faktu, ¿e sekwencje nukleotydowe badanego odcinka DNA s¹
poznane jedynie dla ograniczonej liczby gatunków. Wydaje siê, ¿e dla przypo-
rz¹dkowania badanej bakterii do rodzaju, celowa jest analiza genu koduj¹cego
16S rRNA, którego sekwencje s¹ nieporównywalnie szerzej reprezentowane
w Bankach Genów (34).

W badaniach tych jako Ÿród³o wêgla organicznego zastosowano octan sodu. Ho-
mopolimer P(3HB) gromadzony jest zazwyczaj w komórkach mikroorganizmów,
wówczas gdy Ÿród³em wêgla zastosowanym do jego syntezy s¹ kwasy organiczne
o parzystej liczbie atomów wêgla jak kwas octowy, czy mas³owy (35), podczas gdy
obecnoœæ innych lotnych kwasów t³uszczowych (propionowy, walerionowy) prowa-
dzi do syntezy P(3HV) (36). W przeprowadzonej analizie polihydroksykwasów z wy-
korzystaniem spektrometrii mas jonów wtórnych TOF-SIMS wykazano, ¿e domi-
nuj¹cym rodzajem polihydroksykwasów by³ kwas poli-3-hydroksymas³owy. Wskazu-
je na to obecnoœæ jonów HC(CH)3=CHC(O)O{CH(CH)3–CH2C(O)O}11H·+ i HCH(CH)3–
–CH2C(O)O{CH(CH)3–CH2C(O)O}11H·+. Jony takie by³y równie¿ obserwowane z wy-
korzystaniem innych metod spektrometrii mas takich jak MALDI (37) oraz ESI-MS
(38).

W badaniach w³asnych iloœæ P(3HB) zmienia³a siê od 26 do 51% i od 72 godziny
hodowli pozostawa³a na prawie sta³ym poziomie. Najwy¿szy stopieñ kumulacji
P(3HB) (88% s.m.) osi¹gnêli Wang, Lee (4) w hodowli okresowej Alcaligenes latus pro-
wadzonej na po¿ywce z dodatkiem sacharozy, w warunkach limitowanych stê¿e-
niem azotu. Niewiele ni¿sz¹ zawartoœæ P(3HB) wynosz¹c¹ 82% s.m. odnotowali Ryu
i wsp. (2) w komórkach Ralstonia eutropha, wykorzystuj¹c jako substrat glukozê oraz
limituj¹c wzrost mikroorganizmów stê¿eniem fosforu w pod³o¿u. W osadzie czyn-
nym w warunkach beztlenowo-tlenowych najwy¿szy stopieñ kumulacji P(3HB) uzy-
skano na œciekach miejskich zawieraj¹cych octan, jego wartoœæ wynios³a oko³o 30%
(39).
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5. Wnioski

1. Efektywnoœæ produkcji polihydroksykwasów z wykorzystaniem osadu czynne-
go zale¿y w du¿ym stopniu od poznania struktury zbiorowisk. W zastosowanej
w pracy metodzie polegaj¹cej na analizie sekwencji DNA fragmentu operonu rybo-
somalnego ISR wykazano, ¿e w prowadzonej hodowli dominowa³ jeden gatunek
bakterii nale¿¹cy do klasy Betaproteobacteria.

2. W badaniach przeprowadzonych za pomoc¹ metody spektrometrii mas jonów
wtórnych (TOF-SIMS) ustalono, ¿e substancja wyekstrahowana z biomasy zawiera
kwas poli-3-hydroksymas³owy. Stwierdzenie takie opiera siê na wystêpowaniu
w widmie mas jonów wtórnych badanej substancji charakterystycznych pików jo-
nów kwasu poli-3-hydroksymas³owego o ma³ych masach cz¹steczek rzêdu 1000 Da
wystêpuj¹cych równie¿ w analogicznym widmie kwasu poli-3-hydroksymas³owego
pochodzenia biologicznego.

3. Najwiêkszy stopieñ kumulacji wynosz¹cy 51% uzyskano pomiêdzy 72 a 120 go-
dzin¹ hodowli, gdy stê¿enie octanu w po¿ywce wynosi³o 20 g O2/l (ChZT).
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