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Wykorzystanie odpadowej frakcji glicerynowej pochodzacej

z produkcji biodiesla do biosyntezy polihydroksyalkanianow

Streszczenie — Scharakteryzowano stan badan w dziedzinie wytwarzania polimeréw biodegra-
dowalnych ze szczegdlnym uwzglednieniem syntezy polihydroksykwaséw (PHA). Podkreslono
istotne znaczenie mozliwosci wykorzystania do tego celu mieszanych populacji drobnoustrojéw
(osadu czynnego) zamiast czystych kultur mikroorganizmodw, a to ze wzgledu na spodziewane
dzieki temu obnizenie kosztéw procesu. W opisanej ponizej pracy do syntezy PHA zastosowano
odpadowa frakcje glicerynowa powstata podczas produkcji biodiesla. Celem badan byto okresle-
nie wptywu réznych stezen poczatkowych takiej frakcji na efektywnos¢ biosyntezy PHA przez
mieszane populacje mikroorganizmow. Hodowle prowadzono w warunkach beztlenowo-tleno-
wych. Maksymalne uzyskane stezenie biopolimeru wyniosto 45 % w przeliczeniu na sucha mase
komorek bakteryjnych. Bakterie syntetyzowaty gléwnie kopolimer kwasu 3-hydroksymastowego
(3HB) i 3-hydroksywalerianowego (3HV) z udzialem 3HV wynoszacym ok. 15 %. Poréwnano
wlasciwosci uzytkowe tego kopolimeru i syntetycznych poliolefin.

Stowa kluczowe: biodiesel, biopolimery, mieszane kultury bakterii.

SYNTHESIS OF POLYHYDROXYALKANATES FROM WASTE GLYCEROL OBTAINED IN THE
PRODUCTION OF BIODIESEL

Summary — The recent developments in the synthesis of biodegradable polymers especially poly-
hydroxyacids (PHA) have been reviewed. The advantages of the application, in this type of proces-
ses, of mixed microbial cultures (activated sludge) instead of pure cultures of bacteria in order to
reduce production costs has also been emphasized. Studies on the synthesis of PHA from waste
fractions of glycerol obtained in the production of biodiesel in the presence of mixed microbial cul-
tures have been presented in this paper. The influence of the initial concentrations of such fractions
on the efficiency of PHA biosynthesis by the mixed microbial cultures cultivated under anaero-
bic-aerobic conditions (Table 1, 2, Figs. 1, 2) was evaluated. The highest biopolymer concentration
obtained in relation to the dry weight of the cell was 45 %. Copolymers of 3-hydroxybutyric (3HB)
and 3-hydroxyvalerian (3HV) acid containing a 15 % of 3HV were the main products synthesized
by the cultivated bacteria. The properties of the obtained copolymer were compared to those of
synthetic polyolefins (Table 3).

Keywords: biodiesel, biopolymers, mixed microbial cultures.

Wytwarzanie polimerow biodegradowalnych stano-
wi w ostatnich latach intensywnie rozwijany kierunek
badawczy [1]. Wsrdd polimerow syntetyzowanych przez
mikroorganizmy istotne znaczenie majq poliamidy, poli-
sacharydy, a zwlaszcza polihydroksykwasy (PHA). Te
ostatnie sg to substancje zapasowe gromadzone wew-
natrzkomorkowo w mikroorganizmach, gdy w hodowli
wystepuje nadmiar zwigzkéw organicznych w stosunku
do azotu, fosforu badz tlenu [2—4].

Pod wzgledem chemicznym, polihydroksykwasy
maja budowe poliestréw opartych na hydroksykwasach
organicznych [wzér (I)]. Syntetyzowane przez mikroor-

ganizmy PHA moga zawiera¢ — w roznych rodzajach
hodowli — od 100 do 30 000 meréw w czasteczce [5].
Dotychczas wykazano, ze mikroorganizmy sa zdolne
do gromadzenia ponad 100 rodzajéw polihydroksykwa-
sow rdzniacych sie budowa chemiczna. W zaleznosci od
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rodzaju skladowych meréw dzieli sie je na trzy grupy,
mianowicie ztozone z meréw krétkotaricuchowych
C;—C5 (scl-PHA) (np. polihydroksymaslan), sredniotan-
cuchowych C;—C, (mcl-PHA) (np. polihydroksyoktan)
albo dtugotanicuchowych >C,, (Icl-PHA) [6].

Tak uzyskiwany polimer 3-hydroksymaslanu i jego
kopolimer z kwasem walerianowym wykazuja wtasci-
wosci termoplastyczne zblizone do odpowiednich wtas-
ciwosci polimerow syntetycznych, np. polietylenu lub
polipropylenu, jednakze do$¢ fatwo ulegaja biodegrada-
gjiiz tego wzgledu moga stanowic surowiec do produk-
cji opakowan, $rodkéw opatrunkowych badz innych
tego typu materiatow uzytkowych. Moga by¢ réowniez
prasowane w réznych ksztattach, np. nitek lub folii, co
stwarza wielokierunkowe mozliwosci ich wykorzystania
[7].

W rozwoju technologii biosyntezy polihydroksykwa-
sow zarysowuja sie dwa kierunki badawcze. Pierwszy
polega na zwiekszeniu szybkosci i wydajnosci uzyskiwa-
nych polimerdéw z udziatem czystych kultur bakterii oraz
szczepdw rekombinowanych genetycznie a drugi — na
wytwarzaniu polihydroksykwasow przez mieszane kul-
tury mikroorganizmoéw. Mozliwos¢ hodowli z udziatem
mieszanych populacji w otwartych reaktorach daje istot-
na przewage nad hodowla z udziatem czystych kultur,
ktore wymagaja zachowania wysokiego stopnia steryl-
nosci procesu i otoczenia reaktora. Ponadto, po ustaleniu
warunkéw operacyjnych, hodowle cechuje znaczna sta-
bilno$¢ i proces nie wymaga tak Scistej kontroli, jak ho-
dowle z udziatem czystych kultur bakterii [8].

W przypadku kultur mieszanych mozliwe jest wyko-
rzystanie tanich zrédet wegla, co prowadzi do obnizenia
kosztéw produkdji poliestrow hydroksykwasow alkano-
wych. Dotychczas badania prowadzono z wykorzysta-
niem serwatki [4, 9, 10], melasy [11—13], oleju palmowe-
go [14, 15], a takze odpadow rolno-spozywczych podda-
nych fermentacji metanowej [16]. Prace z wykorzysta-
niem odpadéw z produkgji biodiesla realizowano gtow-
nie z udzialem czystych kultur [17—19] i do chwili obec-
nej dostepnych jest jedynie niewiele informacji doty-
czacych stosowania mieszanych populacji do tego celu
[20].

Celem niniejszej pracy byta ocena mozliwosci zuzyt-
kowania odpadowej frakgji glicerynowej pochodzacej
z produkgji paliwa biodieslowego jako substratu do wy-
twarzania polihydroksykwasow z udziatem mieszanych
populacji mikroorganizmoéw, a takze okreslenie wplywu
roznych stezen poczatkowych takiej frakcji na efektyw-
nosc¢ biosyntezy PHA.

CZESC DOSWIADCZALNA
Aparatura i materiat
Stanowisko badawcze stanowit reaktor z poli(meta-

krylanu metylu) (PMMA) o objetosci czynnej 5 dm?, wy-
posazony w system napowietrzajacy i mieszadto. Jako

zaszczepienie wykorzystano mieszane populacje mikro-
organizméw pochodzace z oczyszczalni Sciekow ,, Lyna”
w Olsztynie, adaptowane do okreslonych warunkéw
hodowli. Adaptacje mikroorganizmoéw prowadzono do
uzyskania ustalonych warunkoéw, przyjmujac jako kryte-
rium state stezenie polihydroksykwasow w suchej masie
komorek oraz stala szybkos$¢ zuzycia zwiazkéw orga-
nicznych z pozywki. Sredni czas adaptacji mikroorganiz-
mow wynosit ok. 1 miesigca.

Pozywka

Na poczatku kazdego cyklu do reaktora dozowano
porcjami o objetoéci 0,5 dm® pozywke zawierajaca (w
g/dm?): (NH,),S0, — 1,16, K,HPO, — 0,28, KH,PO, —
0,14, MgSO, - 7 H,0 —1,86, CaCl, — 0,33, NH,CSNH,
—0,06, NaHCO; — 0,85 oraz frakcje glicerynowg jako
zrodio wegla. Frakcja ta sktadata sie z gliceryny (ok.
50 %) oraz wolnych kwasow ttuszczowych, metanolu
iniewielkich ilo$ci estrow metylowych kwasow ttuszczo-
wych. Do pozywki dodawano roztwor mikroelementow
(3 cm®/dm®) obejmujacy (w g/dm?): FeCl; - 6 H,O — 3,
H;BO; — 0,3, CoCl, - 6 H,0O — 0,3, MnCl, - 4 H,O — 0,24,
ZnS0O, -7 H,0O — 0,24, CuSO, - 5 H,0O — 0,06. Przeprowa-
dzono trzy serie badan rézniace sig iloscia wprowadza-
nej frakgji glicerynowej, wynoszaca (w g/dm?) 6,6, 13,2
lub 26,4, co odpowiadato poczatkowemu stezeniu ChZT
(chemiczne zapotrzebowanie tlenu) w reaktorze ok. 600,
1200 badz 2400 mg O,/dm°.

Warunki pracy reaktora

Cykl pracy reaktora trwat 24 h i sktadat sie z 5 faz: na-
petniania (0,08 h), mieszania (warunki beztlenowe, 3 h),
napowietrzania (warunki tlenowe, 20 h), sedymentacji
(0,84 h) oraz spustu (0,08 h). Pod koniec fazy napowie-
trzania odbierano osad czynny (0,25 dm?), co umozliwia-
fo zachowanie ,wieku” osadu na poziomie dwudziestu
dni, natomiast po fazie sedymentacji odbierano wode
nadosadowa (2,5 dm®), w wyniku czego hydrauliczny
czas zatrzymania pozywki w ukladzie wynosit 2 dni.
Kolejny cykl rozpoczynano od dodania pozywki i uzu-
petnienia woda destylowana do koricowej objetosci reak-
tora, czyli 5 dm>.

Metody analityczne

Podczas trwania doswiadczenia w pozywce i cieczy
pofermentacyjnej kontrolowano podstawowe parametry
fizyczne i chemiczne, tj. stezenie azotu amonowego (wg
PN-73/C-04567.02), stezenie zwiazkéw organicznych
(wartos¢ ChZT wg PN-74/C-04578.03), zawartos¢ lotnych
kwasow ttuszczowych (LKT) oraz suchej masy komoérek
(wg standardowych metod zgodnie z [21]). W kazdej
serii badan analizy powtarzano trzykrotnie.

Kiedy hodowla osiagata stan stabilny analizowano
powyzsze 4 parametry a takze stezenie i rodzaj kumulo-
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wanych przez mikroorganizmy polimeréw w toku cyklu.
Przyjmowano przy tym, ze stan stabilny hodowli zostat
osiagniety wowczas, gdy co najmniej przez 7 kolejnych
dni trwania eksperymentu wartosci wymienionych czte-
rech parametréw doswiadczalnych na koncu cyklu byty
stafe.

Rodzaj i stezenie polihydroksykwaséw kumulowa-
nych przez mikroorganizmy okreslano metoda chroma-
tografii gazowej. Probki do analizy chromatograficznej
byly przygotowywane zgodnie z metodyka opisang
w publikacji Braunegg i wspdtpr. [22]. Mianowicie, poli-
hydroksykwasy w osadzie czynnym ekstrahowano chlo-
roformem i przeprowadzano w estry metylowe 3-hydro-
ksykwaséw. W tym celu do szklanych, zakrecanych pro-
béwek o pojemnoéci 10 cm® pobierano biomase z reakto-
ra, oddzielano ja od wody osadowej na drodze odwiro-
wywania (20 min, 4000 obr./min, 4 °C), wymrazano
w temp. -80 °C oraz liofilizowano. Nastepnie do biomasy
dodawano chloroform (2 cm®) oraz metanol zakwaszony
kwasem siarkowym (3 % obj., 2 cm®) i poddawano estry-
fikacji w suszarce w temp. 100 °C przez 20 h. Po ostygnie-
ciu do temperatury pokojowej, do probdwek odmierzano
po 1 cm® wody destylowanej, na skutek czego mieszani-
na reakcyjna ulegata rozdzieleniu na dwie czesci: roz-
puszczalng w wodzie i rozpuszczalng w rozpuszczalni-
ku organicznym. Frakcje wodna odrzucano, a frakcje or-
ganiczng zawierajaca produkty estryfikacji (estry mety-
lowe hydroksykwaséw) odwadniano dodajac niewielka
iloé¢ bezwodnego Na,SO,, nastepnie saczono jg przez
filtr z witokna szklanego (Srednica porow 0,45 pum),
a uzyskany przesacz poddawano analizie chromatogra-
ficzne;j.

Analize chromatograficzng przesaczu realizowano
wg metodyki przedstawionej w pracy Furrer i wspdtpr.
[23]. Stezenie oraz rodzaj estrow metylowych 3-hydro-
ksykwasow okreslano przy uzyciu chromatografu gazo-
wego (GC Varian CP-3800), wyposazonego w dozownik
z podziatem strumienia gazu nosnego, kolumne kapilar-
na VF-5ms (Srednica wewnetrzna — 0,25 mm, dtugos¢ —
30 m), zawierajaca Sredniopolarng faze stacjonarng w
postaci poli[(5 %)-difenylo-(95 %)-dimetylopolisiloksa-
nu] o grubosci 0,25 um (Varian) oraz detektor ptomienio-

wo-jonizacyjny (FID). Stosowano przy tym nastepujace
warunki rozdziatu: objetos¢ dozowanej probki 1 pl, nate-
zenie przeplywu gazu nosnego (hel) 1 cm®/min, tempera-
tura dozownika 250 °C, podzial strumienia gazu nosnego
1:10, temperatura poczatkowa pieca kolumn 80 °C
(1 min), przyrosty temperatury 10 °C/min do 120 °Cinas-
tepnie 45 °C/min do 270 °C (3 min), temperatura detekto-
ra 300 °C. Jako wzorzec w oznaczaniach ilosciowych po-
stuzyl kopolimer kwas poli(3-hydroksymastowy-co-wa-
lerianowy) zawierajacy 12 % kwasu walerianowego (Sig-
ma-Aldrich, USA). Stezenie estréw metylowych 3-hydro-
ksykwaséw oznaczano metodq kalibracji bezwzglednej
(czyli z wzorcem zewnetrznym). Wzorzec przygotowy-
wano i analizowano w identyczny sposob jak prébke osa-
du czynnego, postepujac zgodnie z opisang powyzej me-
todyka.

Szybkos$¢ wytwarzania lotnych kwaséw ttuszczo-
wych (LKT) okreslano jako stosunek stezenia LKT pod
koniec trwania fazy beztlenowej do czasu trwania tejze
fazy.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Poszczegdlne serie badanych prébek réznity sie po-
czatkowym stezeniem frakcji glicerynowej. Rzeczywiste
stezenie tej frakcji (wyrazone wartoscig ChZT) oraz war-
tosci podstawowych parametréw — tj. stezeri amoniaku i
azotu w kolejnych seriach wraz z odpowiednim odchyle-
niem standardowym — podano w tabeli 1.

Zwigkszenie stezenia gliceryny w pozywce spowodo-
wato wzrost obcigzenia objetosci reaktora fadunkiem or-
ganicznym, ktére w kolejnych seriach do$wiadczen
zmienialo si¢ w przedziale 0,6—2,21 g ChZT/(dm3 - d).
Na podstawie wynikéw badan stwierdziliSmy, ze spadek
wartosci ChZT nastepowat w fazie napowietrzania (po
uplywie trzeciej godziny cyklu). Czas, po ktérym wy-
czerpywat sie substrat przedtuzat si¢ wraz ze wzrostem
stezenia frakcji gliceryny w pozywce i wynosit 5 h w serii
1, 7 h w serii 2, natomiast w serii 3 wyniost juz 24 h (rys.
1). Rzeczywiste stezenie azotu amonowego na poczatku
cyklu, tj. stezenie amoniaku w pozywce, oraz obcigzenie
objetosci reaktora tadunkiem azotu amonowego bylo

Tabela 1. Stezenia zwiazkow organicznych (frakcji glicerynowej) oraz amoniaku i azotu w pozywce w seriach 1—3 (w nawiasach

odchylenie standardowe, 1 = 3)

Table 1. Concentration of organic matter (glycerol phase) and ammonium and nitrogen in the medium obtained in series 1 to 3 (stan-

dard deviation in brackets, n=3)

Parametr Jednostka Wartosc
seria 1 seria 2 seria 3

Stezenie frakdji glicerynowej w pozywece mg ChZT/dm3 6106 + 418 13224 +1694 | 22078 +2764
Obciazenie objetosci reaktora tadunkiem organicznym g ChZT/(dm3 - d) 0,61 1,32 2,21
Stezenie amoniaku w pozywce mg N-NH,/dm?3 221,2+6,3 2189+7,6 220,4 +14,2
Stezenie azotu wg Kjeldahla w pozywce mg NKj/dm3 267,4+6,5 270,9 +10,5 293,3+41,4
Obciazenie objetosci reaktora tadunkiem azotu amonowego | mg N-NH,/(dm? - d) 44,2 43,8 441
Stosunek ChZT do ilosci azotu w pozywece mg ChZT/mg N 22,8 48,8 75,3
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Rys. 1. Profile stezenn ChZT (- - -) i lotnych kwasow ttuszczo-
wych (LKT) (—) w toku cyklu w przypadku poczqtkowej za-
wartosci frakcji glicerynowej réwnej 600 mg O,/dm3 (a),
1200 mg O,/dm? (b) lub 2400 mg O,/dm?3 (c) (stupki odpowia-
dajq odchyleniu standardowemu, n = 3)

Fig. 1. Profiles of ChZT (- - -) and LKT (—) concentration du-
ring cycle, at an initial amount of waste glycerol-rich phase of:
(1) — 600 mg O,/dm3, (2) — 1200 mg O,/dm3 and (3) —
2400 mg O,/dm? (bars represent standard deviation, n =3)

zblizone we wszystkich seriach. Do spadku stezenia azo-
tu amonowego — tak jak w przypadku ChZT — docho-
dzito w fazie napowietrzania, po 3 h od chwili rozpocze-
cia cyklu. W serii 2 i 3 azot byt szybko i catkowicie usuwa-
ny z pozywki po rozpoczeciu tej fazy, natomiast w serii 1
jego srednia zawartos¢ w odptywie wyniosta 16,6 + 2,1
mg/dmg.

We wszystkich seriach podczas fazy mieszania do-
chodzito do wytwarzania przez mikroorganizmy lotnych
kwasow tluszczowych (LKT). Pod koniec fazy mieszania
ich stezenie wahato sie od 52,71 + 7,88 mg/dm3 (seria 2)
do 36,00 + 1,21 mg/dm?® (seria 3) (rys. 1). Najwigksza war-
tos¢ szybkosci wytwarzania LKT wyniosta 17,57 mg/
dm® - h i zostata uzyskana w serii 2. We wszystkich

seriach zaobserwowano, ze po rozpoczeciu fazy napo-
wietrzania nastepowal szybki spadek stezenia kwaséw
organicznych o krotkich tancuchach.

Analizujac powyzsze dane mozna stwierdzi¢, ze frak-
gja glicerynowa w warunkach beztlenowych (faza mie-
szania) byla cze$ciowo przeksztalcana w lotne kwasy
thuszczowe. Swiadczy o tym wzrost ich zawartoéci w wo-
dzie nadosadowej oraz nieznaczny spadek stezenia
ChZT zaobserwowany w poszczegolnych seriach pod-
czas fazy mieszania. W fazie napowietrzania (trwajacej
od 3 h cyklu) odpadowa frakcja glicerynowa (obecna
w ilosci wyrazonej wartoscig ChZT) byla skutecznie usu-
wana z cieczy hodowlanej we wszystkich seriach. Wydaj-
no$¢ usuwania zwigzkdéw organicznych w toku cyklu
w odniesieniu do kolejnych serii wyniosta, odpowiednio,
93,3 % (x0,9), 94,7 % (x1,2) 1 91,9 % («1,4), jednakze szyb-
kos¢ tego procesu byta rézna. Azot amonowy w serii 1
nie zostat calkowicie usunigty, natomiast w serii 21 3 jego
stezenie w odptywie wyniosto 0. W fazie beztlenowej
LKT byly wytwarzane we wszystkich seriach w ciagu
trzech pierwszych godzin cyklu i nastepnie zuzywane
w ciagu czwartej jego godziny.

Kumulacje polihydroksykwasow zaobserwowano
tylko w serii 1, a odpowiednie zmiany stezenia PHA
w toku cyklu przedstawia rys. 2. Kumulacja rozpoczela
sie po spadku stezenia azotu w cieczy hodowlanej i roz-
poczeciu fazy napowietrzania, a trwata do piatej godziny
cyklu. Szybkos$¢ kumulacji PHA wyniosta 87,3 mg
PHA/(dm® - h). Polihydroksykwasy byty kumulowane
dopdty, dopoki byl dostepny tatwo przyswajalny sub-
strat zewnetrzny. Po jego wyczerpaniu odnotowano jesz-
cze niewielkie zmiany ChZT w cieczy hodowlanej, ale
szybkos¢ usuwania zwigzkéw organicznych byla mata.
W tej fazie odnotowano rowniez spadek stezenia poli-
hydroksykwaséw — poczawszy od piatej godziny trwa-
nia cyklu, az do jego konca. Wspdtczynnik wydajnosci
PHA, liczony jako stosunek szybkosci kumulacji poli-
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Rys. 2. Zmiany stezenia PHA w serii 1 w toku cyklu: linia prze-
rywana — kwas 3-hydroksymastowy, linia ciggta — kwas
3-hydroksywalerianowy (stupki odpowiadajq odchyleniu stan-
dardowemu, n=3)
Fig. 2. Changes in the concentration of PHA in series 1 during
the cycle: concentration of 3-hydroxybutyrate (- - -); concentra-
tion of 3-hydroxyvalerate (—) (bars represent standard devia-
tion, n=23)
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Tabela 2. Por6wnanie wartosci parametréw charakteryzujacych przebieg procesu wytwarzania PHA przez rézne szczepy mikroor-

ganizmow z zastosowaniem odpadowej frakcji glicerynowej jako zrodta wegla (dane literaturowe wg [20] oraz wyniki wlasne)

Table 2. Parameters of PHA synthesized from waste glycerol as a carbon source by different types of microbial cultures (data from

the literature [20] and results obtained from the studied mixed cultures)

Mikrooganiamy |y OGRS || Malymalossgenie | Rodia pluanansi | et
Cupriavidus necator DSM 545 1,1 38,1 P(3HB) [18]
Cupriavidus necator J]MP 134 0,31 15,0 P(3HB) [17]
Pseudomonas corrugata 388 0,01 0,7 mcl-PHA [16]
Mieszane kultury bakterii 0,072 0,8 P(3HB-co-3HV) badania wtasne

hydroksykwasow do szybkosci zuzycia zwigzkdéw orga-
nicznych wyrazonych wartoscia ChZT (Ypp4/5) byt row-
ny 0,59 mg PHA/mg ChZT. Maksymalny stopieri kumu-
lacji polihydroksykwaséw w biomasie wynidst ok. 44,7 %
(#7,6). Badania wykazaty przy tym, ze mikroorganizmy
kumulowaty gléwnie kopolimer kwasu 3-hydroksymas-
towego (3HB) i kwasu 3-hydroksywalerianowego (3HV);
udzial kopolimeru 3HB-co-3HV wahat sie¢ od 15,8 %
(£3,8 %) do 12,6 % (+2,4 %) podczas cyklu. Nie stwierdzo-
no jednoznacznych tendencji zmian stezenia kwasu 3HV
w toku cyklu (linia ciagta na rys. 2). W pozostatych
dwdch seriach mimo zmiany stezenia odpadowej frakgji
glicerynowej w doptywie do reaktora nie zaobserwowa-
no kumulacji PHA.

Chua i wspotpr. [24], wykorzystujac osad zasilany
$ciekami bytowo-gospodarczymi uzupetnianymi
kwasem octowym, uzyskali stezenie PHA na poziomie
30 % suchej masy (s.m.). Potwierdzili oni, iz osad czyn-
ny poddany warunkom beztlenowo-tlenowym moze
kumulowa¢ znaczne ilosci biopolimeréw. Serafim
i wspolpr. [25] réwniez badali mozliwos¢ kumulacji
PHA przez mieszane kultury bakterii w warunkach
ograniczonej dostepnosci substratu oraz beztleno-
wo-tlenowych. Zrédlem wegla do biosyntezy byt kwas
octowy i kwas propionowy w stezeniu odpowiada-
jacym wartosci ChZT = 600 mg O,/dm>. Maksymalne
stezenie biopolimerdéw osiggniete w warunkach bez-
tlenowo-tlenowych w przypadku obu substratéw byto
podobne i nie przekroczyto 20 % s.m.

Podobnie Bengtsson i wspotpr. [26] zbadali zdolno$¢
kumulacji PHA w warunkach beztlenowo-tlenowych.
Jako zrodto wegla wykorzystali wstepnie przefermento-
wane S$cieki z produkgji papieru. W wyniku hodowli

uzyskali stezenie polimeru wynoszace 30 % s.m w okre-
sie beztlenowym i 25 % s.m. w fazie tlenowe;j.

Takze Coats i wspotpr. [20] ocenili zdolnos¢ kumulagji
mieszanych kultur bakterii w warunkach beztleno-
wo-tlenowych. Badania prowadzili przez 4 miesiace,
wiek osadu utrzymywano na poziomie 4 doéb, a jako
zrodio wegla takze stosowali Scieki pochodzace z pro-
dukcji papieru. Srednia zawarto$é PHA w komorkach
mikroorganizmoéw wyniosta 6,6 %, jednakze w trakcie
doswiadczen autorzy niekiedy obserwowali ponad dwu-
krotnie wieksze stezenie polimeru w hodowli (16,8 %
s.m.). Z przedstawionych w tabeli 2 danych wynika, ze
wartosci uzyskane w trakcie badant wiasnych byty po-
rownywalne jedynie z wynikami uzyskanymi dla szcze-
pu Pseudomonas corrugata 388. Opisane w literaturze
szczepy Cupriavidus okazaty sie o wiele bardziej wydajne
— w hodowli z ich udziatem istnieje mozliwos¢ uzyska-
nia znacznie wigkszego stezenia biomasy niz w hodowli
z udziatem mieszanych kultur.

W opisywanej tu pracy najwigkszy udzial PHA w su-
chej masie uzyskano stosujac stezenie odpadowej frakcji
glicerynowej wynoszace 600 mg O,/dm’. Udziat ten
osiagnat poziom 40 %, co w przypadku mieszanych po-
pulacji stanowi wartos¢ do$¢ znaczng. Otrzymanie przy
tym kopolimeru P(3HB-co-3HV) ma istotne znaczenie
z punktu widzenia korzystnych mozliwosci jego zastoso-
wania. W poréwnaniu z P(3HB) wykazuje on zdecydo-
wanie lepsza charakterystyke przetworcza [27—29].
Wzrost udziatu frakcji 3HV wplywa korzystnie na witas-
ciwosci termiczne i mechaniczne kopolimeru.

W tabeli 3 poréwnano witasciwosci kopolimeru
3HB/3HV o zawartosci 3HV zblizonej do uzyskanej w
opisanych powyzej badaniach z odpowiednimi wiasci-

Tabela 3. Porownanie uzytkowych wlasciwosci polihydroksykwaséw oraz syntetycznych poliolefin [30, 31]

Table 3. Comparison of properties of the various polyhydroxyalkanoates and synthetic polymers [30, 31]

Rodajpolivydroyionason | Jempestury, | Temperatra | Modiyounge | Wty
P(3HB) 180 4 3,5 40
P(3HB-co-14 mol %-3HV) 150 4 15 35
PP 176 -10 1,7 38
PE-HD 137 — 14 30
PE-LD 130 -30 0,2 10
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wosciami P(3HB) i syntetycznych poliolefin [30, 31].
Dane te Swiadcza o uzytkowej przydatnosci kopolimeru
3HB/3HV.

Zwigkszanie poczatkowego stezenia frakgji glicery-
nowej wplywa hamujaco na zdolnos$¢ gromadzenia PHA
w biomasie, poniewaz wraz ze wzrostem warto$ci ChZT
w pozywece (serie 2 i 3) odnotowano zanik kumulagji.
Z przegladu pismiennictwa wynika, Ze wzrost stosunku
C/N w przypadku mieszanych kultur bakterii prowadzi
na ogdt do spadku stezenia PHA w biomasie. Dionisi i
wspdtpr. [32] ttumaczyli tez spadek wydajnosci PHA
wraz ze wzrostem obcigzenia nadmiernym rozwojem
mikroorganizmoéow niekumulujacych polihydroksykwa-
sow. Nawigzujac do tych sugestii oraz uwzgledniajac
podane powyzej zmiany efektywnosci usuwania zwigz-
koéw organicznych w poszczegdlnych seriach (seria 1 —
93,3+0,9 %; seria2 — 94,7 +1,2 %; seria3 — 91,9+ 1,4 %),
mozna przypuszczad, ze jedynie w serii 1 (najmniejsze
obcigzenie, por. tabela 1) zaistnialy warunki umozliwia-
jace rozwdj mikroorganizmow zdolnych do kumulagji
PHA. Natomiast w pozostatych seriach prawdopodobnie
nie nastapit rozwdj tego typu mikroorganizmdw, a domi-
nujaca pozycje w populacji zdobyly mikroorganizmy
rozktadajace gliceryne, o czym swiadczy m.in. brak ku-
mulacji PHA w seriach 2. i 3. mimo podobnej efektywnos-
ci usuwania.

WNIOSKI

— Badania zjawiska kumulagcji polihydroksykwaséw
przez mieszane populacje mikroorganizmow wykazaty,
ze odpadowa frakgja glicerynowa pochodzaca z produk-
¢ji biodiesla moze by¢ wykorzystywana jako zrédto weg-
la do produkcji PHA o krétkich faricuchach.

— Parametrem decydujacym o efektywnosci procesu
jest obciazenie objetosci reaktora tadunkiem organicz-
nym, podczas gdy wzrost poczatkowego stezenia catej
frakcji glicerynowej nie powoduje zwigkszenia stezenia
biopolimeru w komdrkach mikroorganizmdw.

— Istotnym celem dalszych badan w omawianej dzie-
dzinie wydaje si¢ poznanie sktadu gatunkowego mikro-
organizméw odpowiedzialnych za kumulacje polihyd-
roksykwasow w osadzie czynnym, gdyz mogloby to
doprowadzi¢ do uzyskania populacji charakteryzujacej
si¢ duza wydajnoscia produkcji PHA i degradacji frakcji
glicerynowej.

Badania byly wspélfinansowane przez Unie Europejskq w ra-
mach Europejskiego Funduszu Spotecznego.
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