Adres do korespondencji

Tomasz Pokoj,

Katedra Biotechnologii
w Ochronie Srodowiska,
Wydziat Ochrony
Srodowiska i Rybactwa,
Uniwersytet
Warminsko-Mazurski,
ul. Oczapowskiego 5,
10-719 Olsztyn-Kortowo.

PRACE EKSPERYMENTALNE

biotechnologia
4 (71) 197-213 2005

Gromadzenie polihydroksykwasow
(PHA) w osadzie czynnym

w warunkach limitowanego st¢zenia
azotu.

Cz. 1. Wplyw parametrow
technologicznych na gromadzenie
kwasu poli-3-hydroksymastowego
(P3(HB))

Tomasz Pokoj, Ewa Klimiuk, Matgorzata Kuczajowska-Zadrozna

Katedra Biotechnologii w Ochronie Srodowiska, Wydzial Ochrony
Srodowiska i Rybactwa, Uniwersytet Warminsko-Mazurski, Olsztyn

Accumulation of polyhydroxyalkanoates (PHAs) in activated sludge
under nitrogen limitation conditions. Part I. Effect of operational
condition on effectiveness of poly(3-hydroxybutyric acid) (P(3HB))
accumulation

Summary

The accumulation of poly(3-hydroxybutyric acid) in activated sludge was in-
vestigated. Fed-batch culture was carried out using sodium acetate as the
source of carbon. A lack of nitrogen was a stimulating factor of accumulation
P(3HB). Two experimental series were run. In series 1, nitrogen was fed into a
bacterial culture once for the first 24 hours, in series 2 — for 6 hours each day
of the experiment. The effect of operational conditions was evaluated based on
the accumulation of P(3HB) in biomass, specific growth rate of microorganisms
(1) yield coefficients (Ypsupyc, Ypansyx), and productivity P(3HB). It was proved
that the degree of accumulation of P(3HB) in activated sludge was comparable
in both series. The highest P(3HB) yield of 0.59 g P(3HB)/g COD was attained in
series 1 at the 12th hour after ceasing the nitrogen feeding. In series 1, between
the 36th and 48th hour, the productivity reached the level of about 34 mg
P(3HB)/IIh). In series 2, Ypsupyc and the productivity accounted for 0.21 g
P(3HB)/g ChZT and 21.58 mg P(3HB)/IJh, respectively. The limiting factor of
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P(3HB) productivity was low specific growth rate of microorganisms of activated sludge. The maximum
specific growth (pmay) reached 0.03 h'! in series 1 and 0.022h-! in series 2.

Key words:
activated sludge, poly(3-hydroxybutyric acid), polyhydroxyalkanoates, sodium acetate, productivity
of P(3HB), yield P(3HB) coefficients.

1. Wstep

Zdolno$¢ mikroorganizméw do syntezy biopolimeréw stanowi obecnie podsta-
we rozwoju wielu proceséw biotechnologicznych. W ochronie srodowiska szczegol-
nie obiecujaca jest, jak sie wydaje, mozliwos¢ mikrobiologicznego pozyskiwania po-
lihydroksykwasow, zwlaszcza kwasu poli-3-hydrokymastowego lub jego kopolimeru
z kwasem walerianowym. Wtasciwosci fizyczne tych zwiazkow wykazujg znaczne
podobienstwo do polietylenu i polipropylenu, co oznacza, ze moga one stanowic
substytut polimeréw chemicznych. W odréznieniu od polimerow syntetycznych po-
lihydroksykwasy charakteryzujg sie podatnoscig na biochemiczny rozktad, co w przy-
padku unieszkodliwiania odpadéw ma istotne znaczenie (1,2).

Podstawowym czynnikiem ograniczajagcym powszechno$¢ przemystowej syntezy
biopolimeréw jest wysoki koszt ich pozyskiwania (okoto 15-krotnie wyzszy niz poli-
merdéw syntetycznych) (3). Wynika to zaréwno ze znacznej ceny surowcoOw oraz na-
ktadow ponoszonych na utrzymanie czystych kultur, jak i nizszej wydajnos$ci procesu.
Obecnie zarysowujg sie dwa kierunki dziatan majgcych na celu rozwigzywanie tych
probleméw. Pierwszy, zmierzajacy do zwiekszania wydajnosci biosyntezy poprzez
wiasciwy dobér kultur bakterii zdolnych do wysokiej kumulacji PHA oraz charaktery-
zujacych sie duza szybkos$cia wzrostu — w tym zmodyfikowanych genetycznie i drugi
polegajacy na wykorzystywaniu do tego celu osadu czynnego. Zaleta ostatniego roz-
wigzania jest mozliwo$¢ stosowania $ciekéw jako substratow oraz odzysku P(3HB)
z osadu nadmiernego, ktory w oczyszczalniach Sciekow jest produktem odpadowym.

Do tej pory najlepiej rozpoznana jest akumulacja P(3HB) w osadzie czynnym z wy-
dzielong strefa beztlenowg. W oczyszczalniach $ciekow komunalnych, strefe beztle-
nowa wprowadza sie w ukladach ze zintegrowanym usuwaniem zwiazkéw wegla,
azotu oraz fosforu. Jej obecnos¢ stymuluje u mikroorganizméw mechanizm kumula-
¢ji polifosforanow komoérkowych, ktoéry jest sprzezony z metabolizmem polihydro-
ksykwaséw. Z danych literaturowych wynika, ze w warunkach limitowanego stezenia
tlenu zawarto$¢ kwasu poli-3-hydroksymastowego w osadzie czynnym moze osiggac
poziom od 20 do 30% (4). Kumulacje P(3HB) w osadzie mozna zwiekszy¢ do 40%
wprowadzajac do Sciekow kwas octowy (5), badZz wykorzystujgc sam octan, ktoéry
obok metanolu jest stosunkowo tanim i dostepnym Zrédtem wegla (6-8).

Na skale przemystowa octan mozna pozyskiwaé podczas fermentacji osadow
sciekowych. Scieki z przemystu rolno-spozywczego zawieraja réwniez duze steze-
nie fatwo fermentujgcych zwigzkéw organicznych, ale stezenie azotu jest w nich za-
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zwyczaj male. Wykorzystanie tego rodzaju $ciekéw do biosyntezy PHA wymagatoby
prowadzenia hodowli limitowanych raczej stezeniem azotu, a nie tlenem. Podczas
gdy zdolnos¢ kumulowania polihydroksykwaséw w warunkach beztlenowo-tleno-
wych jest do$¢ dobrze rozpoznana, dane na temat kumulacji poli-3-hydroksymasla-
nu przez osad czynny w warunkach limitowanego stezenia azotu sa nieliczne. Row-
niez stan wiedzy na temat sposobu prowadzenia hodowli z osadem czynnym, przy
niedoborze azotu jest niewielki. Skfonito to do podjecia badan nad oceng zdolnosci
gromadzenia P(3HB) przez osad czynny przy okresowym braku azotu w pozywce.

Zakres badan obejmowat ocene szybkosci wzrostu mikroorganizméw w osadzie
czynnym, w hodowlach r6zniacych sie sposobem doprowadzania azotu do reaktora.
W badaniach zastosowano standardowe zrédto wegla w postaci octanu sodu. Efek-
tywno$¢ gromadzenia P(3HB) okreslano na podstawie specyficznej szybkosci wzro-
stu mikroorganizmoéw i, wspolczynnikow wydajnosci kwasu poli-3-hydroksymasto-
wego (Ypiaupyc, Yp@3HByx) oraz produktywnosci procesu.

2. Metodyka badan

2.1. Skiad chemiczny pozywki

W badaniach uzyto pozywki mineralnej wg Choi, Yoon (9). Pozywke przygotowa-
no w nastepujgcy sposob: 2,3 g KH,POy4; 0,25 g MgS0,417 H,0; 0,3 g NaHCO3; 0,1 g
CaCl,J2 H,0 rozpuszczono w 1 litrze wody destylowanej oraz wprowadzono 1 ml
roztworu mikroelementéow (0,58 g ZnSO4[17 H,0; 3,96 g MnCl,[14 H,0; 0,6 g
H3803; 5,56 g FESO4H7 HzO; 5,62 g COSO4H7 Hzo; 0,34 g CUCleZ Hzo; 0,04 g
NiCl,[16 H,0; 0,06 g NaMoO4[12 H,0 rozpuszczonych w 1 litrze 0,5 n roztworu
HCI). Jako Zrédto wegla zastosowano octan sodu w stezeniu od 5 do 20 gO5/1 (ChZT)
zwiekszanym w kolejnych dniach proporcjonalnie do zawartosci suchej masy osadu
czynnego. Azot wprowadzano do pozywki w formie roztworu (NH4),SOy4, utrzy-
mujac stalg proporcje ¢/N = 10.

Czynnikiem stymulujgcym biosynteze polihydroksykwasow przez mikroorganizmy
osadu czynnego byt brak azotu w pozywce. W fazie niedoboru azotu do reaktora dozo-
wano pozywke mineralng o podanym sktadzie, z wyjatkiem (NH,4),SO4. W fazie regenera-
¢ji dozowano pozywke zawierajaca (NH,4),SO4 w stezeniu 20 mg N/ oraz mikroelementy.

2.2. Stanowisko badawcze i warunki hodowli
Badania technologiczne prowadzono w skali utamkowo-technicznej w reaktorze

o pojemnosci czynnej 7 litrow. Reaktor sktadat sie z cze$ci cylindrycznej oraz denni-
cy w ksztalcie stozka. Cze$¢ cylindryczng stanowita rura wykonana z pleksiglasu
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o $rednicy 140 mm i wysokosci 490 mm. Reaktor wyposazony byt w drobnopeche-
rzykowy system napowietrzajacy.

Inoculum stanowit osad czynny pochodzacy z miejskiej oczyszczalni Sciekow, kto-
ry poddano adaptacji do warunkéw stymulujacych biosynteze kwasu poli-3-hydroksy-
mastowego, prowadzac przez okofo 3 miesigce hodowle w opisanych warunkach.

Hodowle rozpoczynano od wprowadzenia do reaktora 2 litrow inoculum o ste-
zeniu suchej masy okotfo 1 g/I. Nastepnie przez pie¢ kolejnych dni hodowli doprowa-
dzano w spos6b ciagly pozywke w objetosci litra na dobe. Po uzyskaniu catkowitej
objetosci wynoszacej 7 litrow, hodowle przerywano, osad czynny w objetosci 6 li-
trow odprowadzano z reaktora. Pozostaly osad czynny w objetosci litra poddawano
regeneracji. Polegata ona na dozowaniu do reaktora pozywki zawierajgcej azot i mi-
kroelementy, co miato na celu zuzycie przez mikroorganizmy zmagazynowanych
uprzednio polimeréw komoérkowych i regeneracje osadu. Spos6b prowadzenia ho-
dowli przedstawiono na rysunku 1. Kolejny cykl hodowli rozpoczynano od ustalenia
zawartoSci biomasy w reaktorze na zalozonym poziomie.

a)
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zawierajgcej —» T+t —»| X< —»  odbiér biomasy
octan sodu o
. ®
96 o o o °
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mineralnych >
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Rys. 1. Sposob prowadzenia hodowli w reaktorze: a) reakcja, b) regeneracja osadu czynnego.

200 PRACE EKSPERYMENTALNE



Gromadzenie polihydroksykwasow (PHA) w osadzie czynnym w warunkach limitowanego stezenia azotu. Cz. I.

2.3. Zatozenia eksperymentu

Przeprowadzono 2 serie badawcze réznigce sie sposobem doprowadzania azotu
do reaktora. Spos6b dozowania azotu pokazano na rysunku 2. W serii 1 (jednorazo-
we doprowadzanie azotu) pozywke zawierajgcg octan, azot i mikroelementy dozo-
wano przez pierwsze 24 godziny hodowli, po czym w ciggu nastepnych 96 godzin
hodowle kontynuowano, wprowadzajac do reaktora pozywke pozbawiong azotu,
a zawierajaca octan sodu i sole mineralne. W serii 2 (pulsowe doprowadzanie azotu)
pozywke z azotem doprowadzano w kazdym dniu hodowli. W kolejnych dniach do-
Swiadczenia azot w pozywce dozowano przez 6 godzin, a nastepnie przez 18 go-
dzin pozywke pozbawiong azotu.

2.4. Metody analityczne

W celu kontroli procesu technologicznego wykonywano nastepujace analizy che-
miczne:

— substancji organicznych oznaczanych jako ChZT zgodnie z Polska Norma
PN-74/C-04578.03 (10);

a)
doptyw
[ 2an | 96 h |
Czas hodowli ﬂ odbor biomas:
y
| >
l — pozywka z (NH,),SO,
b)
doptyw

[6n| 18n [6n]| 18n [6n| 18n [6n| 18n [6n| 18n |

1 Czas hodowli > odbér biomasy

l — pozywka z (NH,;),SO,

Rys. 2. Sposéb dozowania azotu w pozywce: a) w serii 1, b) w serii 2.
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— azotu amonowego zgodnie z Polskg Normg PN-73/C-04576.02 (11);

— zawiesin ogdlnych w reaktorach zgodnie z Polska Norma PN-72/C-04559.02 (12);

— P(BHB) w biomasie wg metodyki podanej przez Law, Slepecky (13).

Analize stezenia kwasu poli-3-hydroksymastowego w osadzie czynnym przepro-
wadzono w nastepujacy sposéb: préobke osadu inkubowano w Cloroxie (The Clorox
Company, Oakland, Ca. USA) w temperaturze 37°C przez godzine. Po inkubacji osad
przemywano kolejno wodg destylowang, acetonem oraz alkoholem etylowym 96%.
Z tak przygotowanej probki ekstrahowano polimer trzema porcjami wrzacego chlo-
roformu. Nastepnie, chloroform odparowywano, a pozostalos$¢ rozpuszczano w ste-
zonym kwasie siarkowym. Zawarto$¢ biopolimeru w préobie oznaczano przy uzyciu
spektrofotometru (Optima SP-3000 UV/VIS) przy dlugosci fali 235 nm.

3. Omoéwienie wynikow

3.1. Efektywnos$¢ kumulacji kwasu poli-3-hydroksymastowego w zaleino$ci od
sposobu doprowadzenia azotu

Wyniki badan stezenia octanu (jako ChZT) oraz azotu w doprowadzanej pozyw-
ce i w reaktorze, w zaleznos$ci od czasu, przedstawiono na rysunkach 3 i 4.

W serii 1, azot z pozywka dozowano od rozpoczecia hodowli przez 24 godziny.
W tym czasie stezenie octanu wynosito 5 g O,/ (ChZT), a azotu 200 mg N/, co odpo-
wiadato stosunkowi C/N = 10. Stwierdzono, ze w momencie rozpoczecia hodowli
stezenie P(3HB) w biomasie wynosito 25%, po czym w fazie dozowania azotu zma-
lafo do 21%. Zwiekszenie stezenia octanu w doplywie do 10 g O/l (ChZT) i réwno-
czesne wstrzymanie podawania azotu spowodowato intensywne gromadzenie poli-
-3-hydroksymaslanu przez osad czynny i okoto 2,5-krotny wzrost jego zawartosci
w osadzie czynnym. Nastepnie, pomimo dalszego zwiekszenia stezenia octanu za-
wartos$¢ P(BHB) w biomasie w kolejnym dniu hodowli, zmniejszyta sie do 32% i dalej
utrzymatla na niezmienionym poziomie do konca doswiadczenia (rys. 3).

W serii 2, podczas pulsowego doprowadzania azotu do rektora, utrzymywano
identyczng proporcje C/N w pozywce jak w serii 1. W badaniach ujawniono, ze za-
warto$¢ P(BHB) w biomasie zwiekszata sie wraz ze wzrostem stezenia octanu
w doplywie. Najwiekszy stopien kumulacji P(3HB) w biomasie wynoszacy 51% odno-
towano pomiedzy 72 a 120 godzing hodowli, gdy stezenie octanu w doptywie wyno-
sifo 20 g Oy/ (ChZT) (rys. 4).
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a)

25 4 T5

20 - & < 4
= 151 T3 =
2 2
S 10 A ’ +2 O

5 . 1

0 T T T T T 0

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

czas hodowli (h)
—&— stezenie octanu w doptywie C, —i— steZenie octanu w reaktorze C,

b) goo - 15
600 - T4
= 13 Z
g’ 400 4 g’
= T2
=z =z

200 ¢
; l 1
0 " - T - . = 0

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

czas hodowli (h)

—— stezenie azotu w doptywie N, —— stezenie azotu w reaktorze N

c)
2,54

2,04

1,5

g P(3HB)/

1,0 4

0,5 -

0,0 T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

czas hodowli (h)

—@— seria 1

Rys. 3. Profile stezenia pozywek i P(3HB) w serii 1 przy jednorazowym dozowaniu azotu: a) octanu,
b) azotu, c) P(3HB).
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Rys. 4. Profile stezenia pozywek i P(BHB) w serii 2 przy pulsowym dozowaniu azotu: a) octanu,

b) azotu, c¢) P(3HB).
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3.1.1. Specyficzna szybko§¢ wzrostu

Przyrost osadu czynnego w reaktorze pokazano na rysunku 5. Z przebiegu da-
nych eksperymentalnych przedstawiajacych zaleznosc InX = f{t) wynika, ze w serii 1
miafa ona prawie liniowy przebieg az do 72 godziny hodowli. W tym czasie komérki
rosty ze stalg szybkoscia, co oznacza wykladniczy charakter wzrostu mikroorgani-
zméw osadu czynnego. W serii 2, z pulsowym dozowaniem azotu, czas trwania fazy
wzrostu wyktadniczego byt dtuzszy i trwat do 96 godziny. Wspétczynnik (a) wyzna-
czony z réwnania regresji prostoliniowej odpowiadat liczbowo maksymalnej specy-
ficznej szybkosci wzrostu (Lmax). Z przebiegu prostych wynika, ze specyficzna szyb-
kos$¢ wzrostu mikroorganizméw osadu czynnego w serii 1 wyniosta 0,03 h'! i byla
wyzsza w poréwnaniu z serig 2 (umax = 0,022 h'l).

y =0,0301x + 0,8016

y =0,0224x + 0,898

In X
N
o
Il

010 T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

czas hodowli (h)

® seria 1 W seria2

Rys. 5. Zmiany stezenia biomasy (jako InX) w czasie.
3.1.2. Wydajnos¢ biosyntezy kwasu poli-3-hydroksymastowego

Wydajnos¢ P(3HB) analizowano w odniesieniu do ilosci zuzytego octanu (Ypgp)c)
oraz przyrostu biomasy (Ypugyx). Zgodnie z definicjg Yppp)c jest to stosunek szyb-
kos$ci kumulowania P(3HB) do szybkosSci zuzycia substratu, podczas gdy Yp3upyx —
stosunek szybkosci kumulowania P(3HB) do szybkosci przyrostu biomasy.

Dla badanych przedzialow czasowych Ypgyp)c liczono jako:

Cpanp) - Co, paHB)
Cy -C

Yp@hpyc

analogicznie Ypi3npyx:

Cp@ahp) -Co, paHB)
X-X,

Yp@aheyx
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gdzie:

Co — stezenie octanu w czasiet = 0 (g/M),

C — stezenie octanu w czasie t (g/),

Co, p3up) — stezenie kwasu poli-3-hydroksymastowego w czasie t = 0 (g P(BHB)/),
Cpaup)  — stezenie kwasu poli-3-hydroksymastowego w czasie t (g P(BHB)/),
Xo — stezenie suchej masy osadu czynnego w czasiet = 0 (g smo/l),
X — stezenie suchej masy osadu czynnego w czasie t (g smo/l).

Zmiany warto$ci wspotczynnikow wydajnosci Ypiupyc w czasie hodowli pokaza-
no na rysunkach 6a i 6b. Z prezentowanych danych wynika, ze spos6b wprowadza-
nia azotu z pozywka w istotny sposob wplywal na wielkos$¢ tego parametru.

a) 15

0,8 4

Q 06 -
0]
5

> 04

0,2 4

0 ,

12 24 36 48 72 96 120
czas hodowli (h)

b) 1-

0,8

Q 0,6
[as]
5

> 04

0,2* ’—‘
0 1 |
24 48 72 96 120
czas hodowli (h)

Rys. 6. Wydajnos$¢ P(3HB) w odniesieniu do ilo$ci zuzytego substratu Ypsupyc: a) seria 1 (jedno-
razowe dozowanie azotu), b) seria 2 (pulsowe dozowanie azotu).
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W serii 1 wspéiczynniki wydajnos$ci zmienialy sie w szerokim zakresie od 0,05
do 0,59 g P(3HB)/g ChZT. Podczas gdy w pierwszej dobie ilos¢ substratu pobierana
na biosynteze P(3HB) nie przekroczyta 8%, to po zaprzestaniu dozowania azotu
wzrosta do 59% (rys. 6a). W kolejnych dniach hodowli kumulacja P(3HB) wahata sie
w przedziale od 4 do 12% (0,04-0,12 g P(3HB)/g ChZT), pomimo Ze pozywka dopro-
wadzana do reaktora nie zawierata azotu, a stezenie octanu w doplywie pozosta-
walo wysokie, podobnie jak stopien jego zuzycia.

W serii 2, Ypup)c zmieniaf si¢ w niewielkim zakresie od 0,23 g P(3HB)/g ChZT na
poczatku doswiadczenia do 0,19 g P(3HB)/g ChZT po upltywie 96 godzin, wykazujac
tendencje spadku w kolejnych dniach hodowli. Po 120 godzinach wspéiczynnik wy-
dajnosci byt najnizszy (rys. 6b).

a
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0,6 4

Yp(3HB)IX
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0,2+
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12 24 36 48 72 96 120
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0.8 -

0,6 |

Yp(3HB)X

0,4 |

0,2 ]

24 48 72 96 120
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Rys. 7. Wydajno$¢ P(3HB) w odniesieniu do przyrostu biomasy Yppgyx: a) seria 1 (jednorazowe do-
zowanie azotu), b) seria 2 (pulsowe dozowanie azotu).
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Zmiany wspoéiczynnikéw wydajnosci P(3HB) w przeliczeniu na suchg mase osadu
(YpaHgyx) w czasie wykazywaly analogiczng tendencje jak Ypinpyc. W serii 1 najwyz-
sze wartosci Ypupyx 0,87 g P(3HB)/g smo i 0,58 g P(3HB)/g smo uzyskano odpowied-
nio po 36 i 48 godzinie do$wiadczenia. W tym czasie przyrost P(3HB) stanowil od-
powiednio 87 i 58% przyrostu suchej masy osadu (rys. 7a). Z wyjatkiem ostatniej
doby, w serii 2 wspotczynnik Ypzupyx utrzymywat sie na poziomie 0,47-0,54 g
P(3HB)/g smo, co oznacza, ze udziatl P(3HB) byl mniejszy i stanowit od 47 do 54%
przyrostu suchej masy osadu (rys. 7b).

Mozna zatem stwierdzié, ze przy jednorazowym doprowadzeniu pozywki, po za-
przestaniu dozowania azotu wydajnos¢ biosyntezy P(3HB) wzrastata skokowo, ale
wysoki poziom stezenia P(3BHB) w biomasie utrzymywat sie stosunkowo krétko. Pul-
sowe dozowanie azotu umozliwialo utrzymanie statej koncentracji P(3HB) przez
caly czas trwania fazy wyktadniczego wzrostu mikroorganizmow.

3.1.3. Produktywno$¢ objetosciowa kwasu poli-3-hydroksymastowego

Produktywnos$c¢ objetosciowa P(3HB) jest okreslana jako ilo§¢ P(3HB) wytwarzana
na jednostke czasu i objetosci reaktora (22):

Cp@anp) - Co, (p3HB)
Vit

Produktywno$¢ =
gdzie:
V — objetos¢ reaktora (l),
t — czas hodowli (h).

Wyniki badan uzyskane w obu hodowlach pokazano na rysunku 8. Z prezento-
wanych danych wynika, ze w tym przypadku korzystniejszy okazatl sie jednorazowy

40
< 30
o
& 20
o
(o))
E 10
0 T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
czas hodowli (h)
—@— serial —— seria2

Rys. 8. Zmiany produktywnosci P(3HB) w czasie.
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Gromadzenie polihydroksykwasow (PHA) w osadzie czynnym w warunkach limitowanego stezenia azotu. Cz. I.

sposéb wprowadzania azotu. Po zaprzestaniu dozowania azotu, szybkiemu wzro-
stowi kumulacji P(BHB) w osadzie towarzyszyt wzrost produktywnosci. Najwyzsza
produktywnos¢ objetosciowa P(3HB), wynoszaca 34,40 mg P(3HB)/1Jh, uzyskano
pomiedzy 36 a 48 godzing hodowli. W serii 2, przy pulsowym wprowadzaniu azotu,
produktywno$¢ byta stabilna, lecz nie przekroczyta poziomu 21,58 mg P(3HB)/[ h.

4. Dyskusja

W badaniach wykazano, ze w hodowlach z limitowanym stezeniem azotu sto-
pien kumulacji P(3HB) w osadzie czynnym byt poréwnywalny badz nizszy z wynika-
mi uzyskiwanymi dla czystych kultur (tab.). Komérki akumulowaty P(3HB) w iloSci
maksymalnej 51% przy pulsowym doprowadzaniu azotu do reaktora i 52% — przy
jednorazowym.

W badaniach uzyto pozywki, w ktoérej proporcja C/N = 10. Zdaniem wielu auto-
row jest to podstawowy czynnik decydujacy o zdolnosci gromadzenia P(3HB) w bio-
masie. Sun i wsp. (14) odnotowali wzrost zawartosci P(3HB) w komérkach Azospirillum
brasilense Sp7 na maltozie od 0 do 15% zwiekszajac proporcje C/N z 6,84 do 27,36.
Durner i wsp. (15) wykazali, ze Pseudomonas oleovorans gromadzit znaczace iloSci
PHA dopiero przy proporcji octanu do azotu (jako C/N) wyzszej niz 8,3. Akumulacja
polimeréw osiggneta jednak maksymalng wartos$c¢ (42% wag.), przy stosunku C/N = 17 4.
Beun i wsp. (16) badali kumulacje P(3HB) w osadzie czynnym hodowanym na Scie-
kach syntetycznych z dodatkiem octanu, w warunkach limitowanego stezenia tlenu.
Zdaniem autoréow duzy stosunek C/N w doptywie konieczny jest, wowczas gdy szyb-
kos¢ syntezy P(3HB) (qPP"Od) jest wyzsza od specyficznej szybkoS$ci wzrostu mikroor-
ganizmow (p). Gdy qumd/u jest bliski zera, a komérki nie gromadza P(3HB), wow-
czas warto$¢ C/N nie musi by¢ wyzsza niz 4. Z teoretycznych rozwazan autoréw wy-
nika, ze w przypadku gdy caly dostepny substrat jest wykorzystywany na synteze
P(3HB), wowczas warto$¢ C/N powinna by¢ réwna 6,88.

Na podstawie badan wiasnych wykazano, ze w serii z pulsowym wprowadzaniem
azotu wartoS¢ Yppp)c ksztaltowata sie na prawie stalym poziomie (0,21 g P(3HB)/g
ChZT). W serii z okresowym dozowaniem azotu najwyzszg wydajnosc¢ polihydroksy-
maslanu (0,59 g P(3HB)/g ChZT) uzyskano w 12 godzinie od momentu zaprzestania
dozowania azotu do reaktora i spadek jej warto$ci w kolejnych dniach hodowli.
Analogiczne tendencje obserwowali Du i Ju (17) w hodowli Pseudomonas oleovorans.
Najwieksza wydajnos¢ polihydroksykwaséw wynoszacg 0,35 g PHA/g substratu
(kwas nonowy z octowym) uzyskali w 11 godzinie hodowli. Po tym czasie wydajnos¢
systematycznie malala osiggajac poziom 0,23 g PHA/g substratu na koncu doswiad-
czenia.

Z danych literaturowych wynika, ze wspoiczynnik Ypiaupyc zalezy od rodzaju
zrodta wegla. Marchessault i Sheppard (18) dla Alcaligenes eutrophus uzyskali wydaj-
nos¢ na poziomie 0,31 g P(3HB)/g glukozy. Kim i wsp. (19) podaja prawie identyczna
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Gromadzenie polihydroksykwasow (PHA) w osadzie czynnym w warunkach limitowanego stezenia azotu. Cz. I.

warto$¢ wspotczynnika (0,3 g P(3HB)/g glukozy) z udziatem Ralstonia eutropha. W ho-
dowli Azotobacter chroococcum na pozywce z dodatkiem skrobi wydajnos¢ syntezy
P(3HB) byta mniejsza i wyniosta 0,174 g P(3HB)/g skrobi (20,21). Najwyzsza wydaj-
nos$¢ syntezy P(3HB) z udziatem mieszanych populacji mikroorganizmoéw zaobser-
wowali Hu i wsp. (22). Autorzy wykazali, ze na kumulacje polihydroksymaslanu mi-
kroorganizmy osadu czynnego wykorzystywaly 69% kwasu mastowego, ktory stano-
wil substrat.

Parametrem technologicznym w istotny spos6b obrazujgcym zaréwno efektyw-
nos¢ kumulacji P(3HB), jak i stopien wykorzystania objetosci czynnej reaktora jest
produktywnos$¢ objetosciowa. W serii 1 najwyzszg produktywno$¢ wynoszaca
34,40 mg P(3HB)/ITh uzyskano pomiedzy 36 a 48 godzing hodowli, po czym jej war-
to$¢ spadata do poziomu 14,27 mg P(3HB)/1T1h na koncu hodowli. W serii 2, powta-
rzajace sie cyklicznie w kolejnych dniach doswiadczenia, dozowanie azotu spowo-
dowalo wzrost stezenia P(3HB) w czasie. Jednak produktywnos$¢ objetosciowa P(3HB)
pozostawala na prawie stalym poziomie i nie przekroczyla wartosci 21,58 mg
P(BHB)/IIh.

Poréwnujac wtasne wyniki, z uzyskanymi dla czystych kultur oraz osadu czynne-
g0, mozna stwierdzié, ze w zaleznos$ci od warunkéw hodowli i sktadu gatunkowego
mikroorganizméw produktywnos$¢ byta podobna lub wyraznie nizsza (tab.). Podczas
hodowli bakterii Azotobacter chroococcum oraz Azotobacter chroococcum H23 na po-
zywce z dodatkiem skrobi jako Zrodta wegla, produktywnosé P(3HB) wyniosta odpo-
wiednio 0,0149 i 0,0535 g P(3HB)/ICJh (21,26). Z podobnie niewielkg szybkoscia
(0,0167 g P(3HB)/I[h) poli-3-hydroksymaslan akumulowata Pseudomonas cepacia (27).
Z danych literaturowych wynika jednak (tab.), ze w wielu przypadkach szybkosc¢ syn-
tezy P(3HB) przez czyste kultury mikroorganizmoéw byta wysoka i zawierata sie
w przedziale od 2 do 4 g P(BHB)/I[Jh.

Produktywnos$¢ procesu zalezy od stopnia kumulacji P(3HB) w osadzie czynnym,
specyficznej szybkosci wzrostu mikroorganizméw oraz zawartos$ci suchej masy osa-
du w reaktorze. W badaniach wtasnych specyficzna szybko$¢ wzrostu mikroorgani-
zmoéw osadu czynnego byta niezbyt wysoka i wyniosta od 0,022 do 0,03 h-!. Przy tak
niskiej specyficznej szybkosci wzrostu, w hodowlach okresowych nie mozna uzy-
ska¢ wysokiej koncentracji osadu czynnego. W tej sytuacji lepszym rozwigzaniem
jest, jak sie wydaje, przejscie na hodowle poéltciggte pozwalajgce na utrzymywanie
statej, odpowiednio wysokiej koncentracji osadu.

5. Wnioski
1. Sposob dozowania azotu nie wplywal na procentowa zawarto$¢ kwasu po-
li-3-hydrokymastowego w suchej masie osadu czynnego. W obu seriach udziat P(3HB)

w osadzie czynnym ksztattowat sie na poréwnywalnym poziomie wynoszgcym oko-
o 50%.
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2. Przy jednorazowym wprowadzaniu azotu, wydajnosc¢ syntezy P(3HB) wzrastata
skokowo po zaprzestaniu dozowania azotu, ale wysoki poziom stezenia biopolime-
ru w osadzie utrzymywal si¢ stosunkowo krotko. Najwieksza wartoS¢ Ypmp)c
(0,59 g P(3HB)/g ChZT) uzyskano po uptywie 12 godzin od momentu wstrzymania
dozowania azotu. Pulsowe dozowanie azotu umozliwito utrzymanie wydajnosci
P(3HB) na prawie stalym poziomie (0,21 g P(3HB)/g ChZT) przez caly czas trwania
fazy wzrostu wyktadniczego.

3. Najwyzszg produktywnos¢ objeto$ciowa, wynoszaca 34,4 mg P(3HB)/11h, uzy-
skano podczas okresowego dozowania azotu pomiedzy 36 a 48 godzing hodowli.
Przy pulsowym dozowaniu produktywnos$¢ P(3HB) pozostawata na prawie statym
poziomie, a jej warto$¢ nie przekroczyta 21,58 mg P(3HB)/I[Th.

4. Z punktu widzenia produktywnosci procesu, korzystniejsze jest jednorazowe
doprowadzanie pozywki z azotem. Pulsowe dozowanie zapewnia natomiast statg
wydajnos¢ syntezy i stezenia P(B3HB) w osadzie czynnym.
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