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A review, with 88 refs., of polyhydroxyalkanoates (PHAs) belonging to
the class of biopolyesters, produced by microorganisms through fer-
mentation and accumulated in the form of intracellular granules called
carbosomes, which are an alternative to polymers derived from fossil
sources. Their synthesis methods, properties and applications were
discussed. Particular attention was paid to the high costs of producing
PHASs limiting the com. use of this group of polymers. Strategies used
in biosynthesis processes using low-cost carbon sources in the form of
waste and by-products from industry and agriculture as substrates in
PHAs biosynthesis were presented.
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Polihydroksyalkaniany (PHA) naleza do klasy biopoliestrow. Wytwa-
rzane sg przez mikroorganizmy w procesie fermentacji i gromadzone
w postaci wewnatrzkomoérkowych granulek zwanych karbosomami.
Ze wzgledu na swoje wtasciwosci mechaniczne zblizone do polimerdw
syntetycznych, odpornosc na promieniowanie UV, podatno$é na bio-
degradacje i biozgodno$¢, PHA moga stac sie jedna z najciekawszych
alternatyw dla tworzyw sztucznych otrzymywanych ze zrédet kopal-
nych. Jednym z gtownych wyzwan, ktére powstrzymuja komercyjna
eksploatacje tego biopolimeru sa wysokie koszty produkcji. W celu
obnizenia kosztéw wytwarzania PHA zastosowano rézne strategie,
w tym wykorzystano w procesach biosyntezy szczepy modyfikowanych
genetycznie mikroorganizmoéw, ztozone rodzaje fermentacji i wydaj-
ne przetwarzanie produktu koncowego. Jednym z najskuteczniej-
szych podej$¢ majacym na celu zwiekszenie optacalnosci produkgji
PHA stanowi wykorzystanie tanich zrodet wegla w postaci odpadow
i produktow ubocznych pochodzacych z przemystu oraz rolnictwa.
Praca stanowi przeglad opublikowanych dotad strategii produkcji
PHA z wykorzystaniem tanich, powszechnie dostepnych surowcow
stanowiacych substrat w procesie biosyntezy PHA.

Stowa kluczowe: polihydroksyalkaniany (PHA), fermentacja bakte-
ryjna, produkty odpadowe, biopolimery biodegradowalne

Syntetyczne tworzywa polimerowe sg obecnie powszech-
nie stosowane prawie we wszystkich dziedzinach zycia.
Swiatowa roczna produkcja tworzyw sztucznych w 2020 .
wynosita 391 min t, a najwickszymi producentami

Mgr Alicja MICHALCZYK (ORCID: 0000-0002-9766-3227) w roku
2005 ukoniczyta studia na Wydziale Biologii Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie. Pracuje jako gtéwny specjalista
w Grupie Badawczej Technologii Chemicznej i Biotechnologii
w Sie¢ Badawcza tukasiewicz - Instytucie Przemystu
Organicznego w Warszawie. Specjalnos¢ - mikrobiologia, bio-
logia srodowiskowa.

* Adres do korespondencji:

Grupa Badawcza Technologii Chemicznej i Biotechnologii, Sie¢ Badawcza tukasiewicz
- Instytut Przemystu Organicznego, ul. Annopol 6, 03-236 Warszawa, e-mail: alicja.michal-
czyk@ipo.lukasiewicz.gov.pl

103/10 (2024) SfZemyst,

byty Chiny (32%), kraje europejskie (28 krajow Unii
Europejskiej oraz Norwegia, 15%) oraz kraje NAFTA
(Potnocnoamerykanski Uktad Wolnego Handlu, 19%).
W Europie najwiekszymi producentami plastiku sa Niemcy
(23,3% produkcji europejskiej), Wtochy (14,1%) i Francja
(9,3%). Polska wsrod krajow europejskich zajmuje 4. miej-
sce pod wzgledem wielkosci produkeji tworzyw sztucz-
nych, wytwarzajac 7,5% ich rocznej ilosci®.

Syntetyczne tworzywa sztuczne wytwarzane na bazie
ropy naftowej sa trudno podatne na rozktad, a ich obecnos¢
w srodowisku powoduje istotne zagrozenie. Tworzywa te,
m.in. w postaci mikro- i nanoplastiku, obecne sa w wodach
powierzchniowych, glebie, a nawet w wodzie przeznaczo-
nej do spozycia®?. Szacuje sig, ze jesli produkcja tworzyw
sztucznych i niski poziom ich recyklingu wynoszacy Sred-
nio w skali $wiatowej ok. 15% utrzymajg si¢ na obecnym
poziomie, to do 2050 r. na sktadowiskach lub w srodowisku
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naturalnym znajdzie si¢ ok. 12 Gt odpaddéw z plastiku®.
Rosnace zaniepokojenie negatywnymi skutkami dla srodo-
wiska, zwiazanymi z uzytkowaniem tworzyw sztucznych,
stanowi impuls do poszukiwania alternatywnych biodegra-
dowalnych biopolimerow.

Do tworzyw przyjaznych dla srodowiska naturalnego zali-
cza si¢ biotworzywa, wg European Bioplastics Association
obejmujace rodzing materialdw zardbwno wytwarzanych ze
zrodet odnawialnych, jak i materiatow biodegradowalnych
pochodzacych z biomasy roslinnej lub zwierzecej®. Tego
typu biotworzywa to gldwnie tworzywa na bazie poli(kwasu
mlekowego) (PLA), estrow celulozy, skrobi termoplastyczej
(TPS), jak rowniez polihydroksyalkanianéw (PHA)-(ko)-
poliestrow alifatycznych pochodzenia bakteryjnego.

Ostatnio szczegdlnie duzym zainteresowaniem cie-
sza sie polihydroksyalkaniany (PHA) wytwarzane przez
mikroorganizmy w procesie fermentacji mikrobiologicznej
i gromadzone w postaci wewngtrzkomdrkowych granu-
lek zwanych karbosomami. Ze wzgledu na wlasciwosci
mechaniczne zblizone do wlasciwosci polimeréw syn-
tetycznych, takie jak odpornos$¢ na promieniowanie UV,
podatnos¢ na biodegradacje i biozgodno$¢ moga staé sie
jedna z najciekawszych alternatyw dla tworzy sztucznych
otrzymywanych ze zrodet kopalnych®. Zaznaczy¢ jednak
nalezy, ze potencjal rynkowy PHA bedzie zalezat od ich
ceny, a takze od wydajnych technologii przetwarzania tych
biopolimeréw. Obecnie produkcja PHA stanowi jedynie
1,2% globalnej produkeji bioplastiku®. Wigze sie to gtéwnie
z wysokimi kosztami ich wytwarzania, ktore wg dostepnych
danych sg 2—3-krotnie wyzsze niz w przypadku konwencjo-
nalnych tworzyw sztucznych?. Do najwazniejszych czynni-
kéw wplywajacych na optacalnos¢ produkeji PHA naleza:
produktywnos¢, zawartos¢ PHA w biomasie, wydajnosé¢
biosyntezy na zastosowanym medium hodowlanym oraz
koszt surowcdw i metod odzyskiwania®.

Koszt zrédta wegla do mikrobiologicznego procesu
produkcji PHA moze stanowi¢ nawet do 30-50% kosztow
catkowitych, o czym donosza autorzy publikacji®. Jednym
z rozwigzan obnizajacych koszty produkcji wydaje sie
by¢ zastgpienie rafinowanych cukréw i lotnych kwaséw
thuszczowych wykorzystywanych glownie w procesie bio-
syntezy PHA tanimi, fatwo dostepnymi zrodtami wegla
pochodzacymi z odpadéw produkeji rolno-spozywczej
i przemystowe;.

W ostatnich latach opublikowano wiele prac przeglado-
wych na temat PHA. Jednak wigkszos¢ z nich koncentruje
si¢ na wyborze mikroorganizmdw jako potencjalnych pro-
ducentow PHA!'* 'V, modyfikacjach genetycznych szczepdw
bakteryjnych zdolnych do wytwarzania PHA celem popra-
wy ich produktywnosci'”, identyfikacji PHA'?, sposobach
ich izolacji z biomasy bakteryjnej'?, albo na mozliwych
zastosowaniach tego biopolimeru'?.

Celem pracy byto przedstawienie przegladu opublikowa-
nych strategii produkcji tanszych PHA, wykorzystujacych
odpady i produkty uboczne jako zrodla wegla w procesie
biosyntezy PHA.
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Polihydroksyalkaniany - biosynteza,
wtasciwosci oraz zastosowanie

PHA to rodzina naturalnie wystepujacych biopoliestrow
syntetyzowanych przez r6zne mikroorganizmy. Pierwszym
PHA, zidentyfikowanym przez Lemogine w 1926 r. byt
poli(3-hydroksymaslan) [P(3HB)] w komorkach Bacillus
megaterium™. W kolejnym potwieczu Wallen i Rohwedder
(1974 r.) wyizolowali PHA z ré6znymi jednostkami mono-
meru, 3-hydroksywalerianem (3HV) i 3-hydroksyheksanem
(3HHXx) z osadow $ciekowych!®. Polihydroksyalkaniany
s syntetyzowane gtéwnie przez eubakterie (rodzaj
Pseudomonas, Bacillus, Citrobacter, Enterobacter,
Klebsiella, Escherichia, Ralstonia), bakterie wigzace azot
czasteczkowy (rodzaj Rhizobium, Azotobacter), a takze sini-
ce (np. Spirulina platensis, Synechocystis sp. PCC 6803)
i archeony, np. halofile'?. Wsrdd nich sg zardwno szczepy
dzikie, jak i genetycznie modyfikowane. Wiele szczepow
wytwarzajacych PHA jest dostepnych réwniez w sprzedazy
w kolekcjach krajowych lub zagranicznych. Najczesciej sa
one odpowiednio udokumentowane pod wzgledem genetyki
i biochemii. Dzigki tej wiedzy mozliwe jest wytypowanie
szczepu pod katem docelowego zrodia wegla jako substratu
do biosyntezy PHA.

Mikroorganizmy gromadza polimery PHA wewnatrzko-
moérkowo w postaci granulek lipidowych, zwanych karbo-
nosomami, o wymiarach 200-500 nm, ktore dziataja jako
rezerwa weglowa i energetyczna.

W zaleznosci od warunkéw hodowli niezbednych do
otrzymania PHA, mikroorganizmy zdolne do tego procesu
zostaly podzielone na dwie grupy. Pierwszg grupa sa drob-
noustroje wymagajace nadwyzki zrodta wegla w pozywce
oraz ograniczonego poziomu tlenu i zrodel azotu (tzw.
warunki stresowe), np. Cupriavidus necator (syn., Ralstonia
eutropha, Wautersia eutropha, Alcaligenes eutrophus),
Protomonas extorquens i Pseudomonas oleovorans. Druga
grupe stanowig mikroorganizmy, ktére nie wymagaja
limitacji zwigzkow odzywcezych, a PHA kumuluja w fazie
wyktadniczego wzrostu, np. Alcaligenes latus, Alcaligenes
vinelandii oraz rekombinowana Escherichia coli'”.

Cupriavidus necator jest jedng z najlepiej przebadanych
bakterii wytwarzajacych PHA, ktdrej zdolnos¢ do groma-
dzenia tego biopolimeru wynosi do 90% catkowitej suchej
masy (s.m.) komérek'®. Do mikroorganizmdéw o potencjale
komercyjnym, zdolnych do wytwarzania PHA na pozio-
mie ok. 80% naleza natomiast Rhodobacter sphaeroides,
Pseudomonas sp., Thermus thermophilus, Hydrogenophaga
pseudoflava, Haloferax mediterranei, Saccharophagus
degradans, Bacillus sp., Halomonas sp., Azohydromonas
lata, Chromobacterium sp., Methylobacterium sp.,
Azotobacter sp., Burkholderia sp., Zobellella denitrifi-
cans, Dechloromonas sp., Comamonas sp., Aeromonas sp.,
Erwinia sp. oraz rekombinowana genetycznie E. coli*”.
W literaturze opisano réwniez otrzymywanie PHA z wyko-
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rzystaniem roslin transgenicznych, z wydajnoscia siegajaca
ok. 20% s.m. w przypadku Inicznika siewnego (Camelina
sativa L.)**. Mozliwa jest takze chemiczna synteza PHA,
metodami polikondensacji i polimeryzacji z otwarciem
pierscienia monomerow f-laktonowych?!: ),

Masa czasteczkowa PHA zwykle miesci si¢ w zakresie
100-1000 kDa i jest uzalezniona od gatunku drobnoustroju
syntetyzujacego biopolimer, warunkow hodowli, w tym pH,
oraz rodzaju i stezenia zrédla wegla®. Czasteczka PHA
sktada sie zazwyczaj z 600-35000 jednostek monomeru
(R)-hydroksykwasu ttuszczowego. Kazda jednostka mono-
meru zawiera grupe R tancucha bocznego, ktora zwykle
jest nasycong grupg alkilowa (rysunek), ale moze rowniez
przybiera¢ postac¢ nienasyconych grup alkilowych, rozgate-
zionych grup alkilowych i podstawionych grup alkilowych,
chociaz formy te sg mniej powszechne®. Do tej pory ziden-
tyfikowano ok. 150 r6znych monomeréw PHA, a liczba ta
stale rosnie wraz z wprowadzaniem nowych rodzajow PHA
poprzez chemiczng lub fizyczna modyfikacje naturalnie
wystepujacych PHA?® lub poprzez wykorzystanie do tego
celu organizmow zmodyfikowanych genetycznie (GMO)*".

W zaleznosci od catkowitej liczby atoméw wegla
w monomerze PHA mozna sklasyfikowac¢ jako PHA o krét-
kim tancuchu (scl-PHA; 3-5 atomdéw wegla), PHA o $red-
niej dtugosei tancucha (mcl-PHA; 6—14 atoméw wegla)
i PHA o dtugim tancuchu (Icl-PHA; 15 lub wiecej atomdw
wegla). Najczesciej wytwarzanymi PHA sg scl-PHA, nato-
miast Icl-PHA wystepuja stosunkowo rzadko i sa najmniej
zbadanymi materiatami sposrod wszystkich rodzajow PHA.
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Poly(3-hyd roxyallanantc)

R group Carbon no. PHA polymer

methyl C, Poly(3-hydroxybutymre)

ethyl C, Poly(3-hydmoxyvalerate)
propyl C, Poly(3-hydroxyhexanoate)
butyl C, Poly(3-hydroxyheptanoate)
pentyl v Poly(3-hydroxyoctanoate)
hexyl C, Poly(3-hydroxynonanoate)
heptyl i Poly(3-hydmoxydecanoate)
oyl C Poly(3-lydroxyundecanoale)
nonyl Cia Poly(3-hydroxydodecanaale)
decyl Cs Poly(3-hydnoxytridecanoate)
undecyl C. Poly{3-hydroxyietradecanoate)
dodecyl C. Poly(3-hydroxypentadecanpate)
trideeyl C Paly(3-hydroxyhexadeeanoate)

=

Figure. General structure of polyhydroxyalkanoates(PHAs)**
Rysunek. Ogélna struktura polihydroksyalkanianow (PHA)*
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Wiekszos¢ scl-PHA, z wyjatkiem poli(4-hydroksymasla-
nu), jest krucha i sztywna oraz charakteryzuje si¢ wysoka
temperatura topnienia i zeszklenia. Mcl-PHA sa z natury
wysoce elastomerowe, maja niskg temperature topnienia
i zeszklenia. PHA moga by¢ potkrystaliczne (scl-PHA
i wiekszo$¢ mcl-PHA) lub catkowicie amorficzne (nie-
ktore mel-PHA). Rézne PHA wykazujg zatem specyficzne
wlasciwosci materiatowe, ktore zostaly wykorzystane do
okreslonych zastosowan.

Biopolimery maja szeroki zakres zastosowan w takich
dziedzinach, jak medycyna, farmacja, przemyst i rol-
nictwo. Biodegradowalno$¢ oraz biokompatybilnosé
z organizmem czlowieka sprawiaja, ze PHA sg dobrym
materialem stosowanym w bioinzynierii. Wykonuje si¢
z nich nici chirurgiczne, implanty, wypetniacze tkan-
kowe i opatrunki. Do najczesciej wykorzystywanych
w tym celu polimeréw naleza scl-PHA, mcl-PHA oraz
ich kopolimery: PHBV, PHBHHx i PHO?. Inng forma
wykorzystania PHA jest tworzenie alternatywnych sys-
temoéw podawania lekow. Nanoczastki PHBHHx okazaty
sie skuteczne w dostarczaniu substancji przeciwnowotwo-
rowych do zmienionych komérek®, natomiast czasteczki
PHB w potaczeniu ze specyficznym ligandem udato sie
pomyslnie wykorzystaé przy opracowaniu celowane;j
terapii raka piersi*?.

Polihydroksyalkaniany, zwtaszcza PHB oraz jego kopo-
limery, gldéwnie PHBYV, cechuje mata przepuszczalnosé¢
gazow. Dzigki tej wlasciwosci sg one dobrym tworzywem
do powlekania kartonowych opakowan w przemysle spo-
zywezym i kosmetycznym. Przyktadem takiego materiatu
jest tworzywo BIOPOL®, bedace kopolimerem 3HB i 3HV
wyprodukowanym przez brytyjska firme ICI, z ktorego
wytwarzano jednorazowe naczynia, sztuéce, opakowania,
butelki na kosmetyki do wloséw oraz plastikowe czgsci
jednorazowych maszynek do golenia®?.

W rolnictwie wykorzystywane sa gléwnie kopolimery
scl-PHA i mcl-PHA, takie jak PHBV. PHB z domieszka mcl-
-PHA do produkgji folii rolniczych, ktérych mozna uzywac
jako ostony podczas stosowania nawozoéw mocznikowych,
herbicyddw i insektycydow. Z P(3HB-co-3HV) tworzy sie
dyspensery srodkéw ochrony roslin. PHA mozna rowniez
dodawa¢ do inokulantow bakteryjnych wspomagajacych
wigzanie azotu w roslinach, w celu zwigkszenia zawar-
tos¢ skladnikow odzywcezych niezbednych do przetrwania
mikroorganizméow?". PHA sa obecnie produkowane przez
firmy, takie jak Metabolix® (Woburn, MA, USA), Procter
& Gamble Co., Ltd. (Cincinnati, OH, USA), Tianjin Green
Bioscience Co., Ltd. (Tianjin, Chiny) oraz Biocycle PHB
Industrial SA (Serrano, SP, Brazylia)®.

Wytwarzanie PHA z tanich zrodet wegla
Stosowanie czystych substratow (cukrow, takich jak

sacharoza, maltoza, laktoza, ksyloza i arabinoza; n-alkanow,
takich jak heksan, oktan i dekan; kwaséw n-alkanowych,

1107



takich jak kwas octowy, propionowy, mastowy, waleriano-
wy, laurynowy i oleinowy; n-alkoholi, takich jak metanol,
etanol, oktanol i glicerol) wplywa korzystnie na jakos¢
syntezowanego PHA, aczkolwiek stanowi znaczne obcigze-
nie finansowe dla catego procesu produkcji. Konieczne jest
zatem zastapienie drogich substratow weglowych wcho-
dzacych w sklad podlozy fermentacyjnych ich tanszymi
odpowiednikami.

Nowoczesne podejscie do zagadnienia biotechnolo-
gicznej produkcji PHA zaktada zastosowanie produktow
odpadowych generowanych przez rozne galezie przemyshu,
gldwnie spozywczego, jak rowniez produktéw i odpadow
rolnych. Stosowane w tym celu surowce powinny by¢
przede wszystkim tanie, tatwo dostepne oraz charaktery-
zowa¢ si¢ niskim stopniem zanieczyszczenia. Wazne jest
réwniez, aby ich stosowanie pozwalato na szybka i wydajng
produkcje PHA, nie generowato produktéw ubocznych,
a takze aby ich przygotowanie do procesu fermentacji, czyli
hydroliza zawartych w nich zlozonych zrédet wegla, nie
byla zbyt kosztowna®. Ponadto dla zréwnowazonej pro-
dukgc;ji istotne jest takze mozliwie jak najczestsze wykorzy-
stanie zrodel wegla, ktdre nie moga znalez¢ zastosowania
jako pozywienie dla ludzi lub zwierzat.

Do gtéwnych produktéw odpadowych pochodzacych
z przemystu i rolnictwa, wykorzystywanych jako zrodlo
wegla w procesie biosyntezy PHA i opisanych w literaturze
naleza: melasa, serwatka, odpady z produkcji biopaliw,
thuszcze, skrobia, lignoceluloza i pozostatosci owocow.

Melasa

Zdaniem wielu autoréw melasa z trzciny lub burakow
cukrowych, bedaca produktem ubocznym przemystu
cukrowniczego, moze stanowi¢ niedrogie zrodto wegla
w procesie biosyntezy PHA. Melasa obok wysokiej
zawartosci cukrow (33-50%), gtownie sacharozy, rafi-
nozy oraz cukru inwertowanego, zawiera zwigzki azotu
(0,2-2,8%), witaminy (ryboflawine, pirydoksyne, tia-
ming, kwas pantotenowy), a takze pierwiastki sladowe,
ktére moga korzystnie wptywaé na przyrost biomasy
mikroorganizmow.

Nie wszystkie mikroorganizmy produkujace PHA zawie-
raja hydrolazy glikozylowe, zdolne do metabolizowania
disacharydu sacharozy i jej rozkladu do przyswajalnych
cukrow prostych, glukozy i fruktozy. Dlatego tez melasa
przed wykorzystaniem jako substrat do procesow fermenta-
cji czesto musi zostaé poddana hydrolizie chemicznej (kwa-
sowa, zasadowa) lub enzymatycznej (enzymy sacharaza,
inwertaza)*. Mozliwe jest takze zastosowanie w procesach
biosyntezy PHA rekombinowanych szczepow, zdolnych
do jednoczesnego metabolizowania sacharozy zawartej
w melasie. Wykazano, ze melasa moze by¢ stosowana
jako jedyne zrodlo wegla dla szczepu Klebsiella aeroge-
nes, zawierajacego geny do syntezy PHB z Alcaligenes
eutrophus®. W innej pracy opisano otrzymywanie rekom-
binowanego szczepu C. necator H16, zawierajacego geny
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(CSC) E. coli W, odpowiadajace za wykorzystanie sacha-
rozy. Maksymalna ilo$¢ uzyskanej biomasy tego szczepu
wynosita ok. 113 g/L, a zawartos¢ kopolimeru P(3HB-
co-3HHXx) ok. 70-80%3. Wykorzystanie z kolei szczepu
Ralstonia eutropha, zawierajacego gen sacC z Mannheimia
succiniciproducenskodujacy fi-fruktofuranozydaze zdolng
do hydrolizy sacharozy do glukozy i fruktozy, pozwolito
na syntez¢ kopolimeru P(3HB-co-LA) przy zawartosci
polimeru 29,1%3".

O koniecznosci zastosowania wstepnej obrobki melasy
jako zrodla wegla do biosyntezy PHA swiadczg badania
Ertana i wspotpr.®. W hodowlach szczepu C. necator
ATCC 25207 oceniali oni przydatnos¢ melasy buraczanej
nietraktowanej i hydrolizowanej kwasem lub inwertaza
do produkeji PHB w réznych trybach uprawy. Podczas
hodowli wytrzasanych w kolbach z surowg melasg stgze-
nie biomasy szczepu produkeyjnego wynosito 2,1-3,9 g/L,
a zawartos¢ polimerow 4,4-4,9%. Wartosci te dla hydro-
lizowanej melasy byly wyzsze i wynosily odpowiednio
5,5 g/L143,2%. Podczas hodowli bakterii w fermentorze
w trybie z okresowym zasilaniem stgzenie biomasy i poli-
meru wzrosto natomiast do 29 g/L. i 53%.

O mozliwosci wykorzystania hydrolizatow melasy
z trzciny cukrowej otrzymanych réznymi metodami
jako substratow do produkcji PHB informowat takze
Sen i wspotpr.®?. Zastosowanie melasy z trzciny cukro-
wej poddanej hydrolizie kwasowej ze wstepna obrobka
hydrotermalna w piecu zapewnito akumulacje polimeru
na poziomie 27% w hodowli C. necator. Zdaniem auto-
réow sposob hydrolizy melasy miat wplyw na stosunek
powstajacej fruktozy i glukozy, a duze stezenia fruktozy
korzystanie wptywaty na przyrost biomasy komorko-
wej oraz produkcje PHB. Stwierdzono ponadto, ze zbyt
wysoka temperatura stosowana podczas hydrolizy mela-
sy moze sprzyja¢ powstawaniu produktow ubocznych,
takich jak 5-hydroksymetylofurfural (HMF), ktory jest
toksyczny dla wielu mikroorganizmoéw*”. Powyzsza
koncepcje potwierdzaja badania Baei i wspolpr.*V, ktorzy
wykazali, ze w hodowli C. necator DSM 545, przy zasto-
sowaniu melasy z trzciny cukrowej prehydrolizowane;j
w wysokich temperaturach kwasem siarkowym, mozna
uzyskac¢ zawartos¢ polimeru wynoszaca zaledwie 13%.
Znacznie wyzsza kumulacje i wydajnos¢ PHA uzyskali
natomiast inni autorzy po zastosowaniu jako jedynego
zrodta melasy poddanej hydrolizie kwasowej bez wstep-
nej obrobki termicznej. Kingsly i wspotpr.*?, prowadzac
fermentacj¢ okresowg z wykorzystaniem dzikiego szczepu
Enterobacter cloacae na podtozu zawierajacym 4% kwa-
sowego hydrolizatu melasy z trzciny cukrowej, otrzymali
kumulacje PHA na poziomie 48—56% przy maksymalnej
wydajnosei 4,13—4,98 g/L.

Serwatka

Serwatka stanowi gtoéwny produkt uboczny przemyshu
mleczarskiego. Jest otrzymywana przez wytracanie i usu-
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wanie kazeiny z mleka podczas procesow serowarskich
i zostala szeroko przebadana pod katem produkcji PHA.
Rocznie na calym swiecie produkuje si¢ ok. 120 min t ser-
watki, z czego tylko 50% jest wykorzystywane w zywieniu
ludzi i zwierzat®. Pozostala serwatke nalezy zutylizowac,
co moze stanowi¢ zagrozenie dla srodowiska ze wzgledu
na stosunkowo wysoka zawarto$¢é substancji organicz-
nych. Serwatka sktada si¢ glownie z laktozy (39—60 g/L),
thuszczow (0,99-10,58 g/L.), biatek (27—-60 g/L.) oraz soli
mineralnych (4,6—8 g/L)*.

Wykazano, ze wiekszos¢ z najlepiej opisanych gatun-
kéw drobnoustrojow wytwarzajacych PHA nie jest w sta-
nie bezposrednio wytwarza¢ PHA z serwatki. Na przyktad
C. necator H16 jest zdolny do gromadzenia PHA do 80%
swojej s.m., gdy jego wzrost nastepuje na glukozie*, ale
nie jest w stanie wydajnie rosna¢, a co za tym idzie wytwa-
rza¢ PHA na laktozie, glownym zrodle wegla serwatki®®).
Innym przyktadem sg halofilne bakterie Haloferax medi-
terranei, ktére moga akumulowaé¢ PHA do ok. 60% swojej
s.m.*”. Niemniej jednak H. mediterranei, pomimo zdolno-
$ci do pobierania laktozy, nie rosnie wydajnie i nie wytwa-
rza PHA przy zastosowaniu tego zrodla wegla*®. Wyjatek
stanowi Alcaligenes latus, ktory jest znanym, wydajnym
producentem PHA i moze gromadzi¢ PHA do 70% swojej
s.m. z wykorzystaniem réznych zrédel cukru*?. Badania
prowadzone przez Berwiga i wspotpr.®® wykazaty, ze
A. latus jest w stanie przeksztalcié¢ laktoze z serwatki
w PHA z wydajnoscia 1,08 g/g, jednak uzyskane stezenia
PHA nie sg pordéwnywalne ze stezeniami w hodowlach
A. latus DSMZ 1123 na innych zrédtach wegla. Zdolnos¢
do wytwarzania PHA wykazuje takze szczep Bacillus fle-
xus Azu-A2 izolowany ze srodowiska wodnego, ktéry po
72 h hodowli wytrzasanej jest w stanie wyprodukowac
maksymalnie 0,95 g/ PHA przy zawartosci 20,96%
w s.m.>),

Badania wykazaly, ze zastosowanie enzymatycznie lub
chemicznie przeksztatconej laktozy serwatkowej w glu-
koze i galaktozg jako zrodta wegla w procesie fermentacji
znacznie zwieksza zdolnos¢ szczepow produkcyjnych do
syntezy PHA. Wedtug Kollera i wspotpr.>? hyrolizowany
enzymatycznie permeat serwatki moze by¢ wykorzystany
przez szczep Pseudomonas hydrogenovora DSM 1749
do produkcji PHB oraz kopoliestréw PHA zawierajacych
jednostki 3-hydroksymaslanu (3HB) i 3-hydroksywale-
rianu (3HV), a uzyskane stezenia wynosza odpowiednio
1,27 i 1,44 g/L. Znacznie wyzsze wartosci stezen PHA
z serwatki uzyskiwano, stosujac jako szczepy produk-
cyjne mikroorganizmy modyfikowane genetycznie.
Ahn i wspolpr.>® wykazali, ze w hodowlach okresowych
z zasilaniem szczepu E. coliniosacego geny syntezy PHA
z A. latus, stosujac wysokie stezenie serwatki (260 g/L.)
oraz stopniowo zmniejszajac DO od wartosci poczatkowej
40% do wartosci konicowej 15%, po 37 h mozna uzyska¢
stezenie P(3HB) na poziomie 96,2 g/L. i produktywnos¢
szczepu wynoszaca 2,57 g/L/h.
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Odpady po produkcji biopaliw

Biodiesel, czyli alternatywa dla oleju napgedowego,
wytwarzany jest z olejow roslinnych i thuszczéw zwie-
rzecych. W trakcie tego procesu generowane sg rowniez
produkty odpadowe, ktérych ok. 70% stanowi glicerol.
Szacuje sie, ze na kazde 10 t biodiesla powstaje ok. 1 t suro-
wego glicerolu. Pozostale substancje wchodzace w sklad
odpadow to metanol, mydlo, oleje, sole i state materiaty
organiczne®?.

Sposrdd mikroorganizméw akumulujacych PHA w komor-
kach niektore wykazuja zdoInos¢ do pobierania glicerolu ze
srodowiska i przy sprzyjajacych warunkach przeksztatcania
go w biopolimer®. O mozliwosci zastosowania ptynnych
odpadow z biodiesela (BLW) do syntezy scl-PHA i mcl-PHA
przy udziale dzikiego szczepu Pseudomonas mendocina PSU
swiadczg badania Chanasit i wspotpr.>®. Po wzbogaceniu
odpadow w glicerol w ilosci 20 g/L uzyskano stezenie bio-
masy i PHA wynoszace odpowiednio 3,65 i 2,6 g/L (77%
s.m.) po 36 h procesu fermentacji. W sktad otrzymanego
polimeru wchodzil 3-hydroksymaslan (3HB), 3-hydroksy-
oktanian (3HO) oraz 3-hydroksydekanian (3HD).

Badania Basnetta i wspolpr.®” wskazuja na mozliwosé
zastosowania surowego glicerolu jako jedynego zrodia
wegla do otrzymania kopolimeru P(3HHx-3HO-3HD-
3HDD) przy udziale szczepu Pseudomonas mendocina
CHS50. Najwigksze stezenie biomasy otrzymano po 48 h fer-
mentacji przy zawartosci biopolimeru wynoszacej 39,5%.

Rowniez Poblete-Castro i wspotpr.®® informuja o moz-
liwosci wytwarzania mcl-PHA w hodowlach okresowych
przez roézne szczepy z rodzaju Pseudomonas za pomoca
surowego glicerolu jako zrodta wegla. Zdaniem autoréw
Pseudomonas putida KT2440 zgromadzit najwigksza ilosé
mcl-PHA w porownaniu z innymi testowanymi szczepami,
ktora wynosita 34% s.m. komorek. Modyfikacja genetyczna
szczepu poprzez usuniecie genu pha 7. odpowiedzialnego
za depolimeryzacje PHA powodowata zwickszenie stezenia
PHA do ok. 47% uzyskanej biomasy.

Surowy glicerol okazat si¢ rowniez korzystnym substra-
tem do produkcji PHB przez szczep Burkholderia cepacia
BPT1213%?. Po zoptymalizowaniu warunkow procesu
fermentacji (szybkos¢ napowietrzania 1,5 vvim, szybkosé¢
mieszania 800 rpm, czas fermentacji 72 h) stezenie s.m.
komorek wynosito 5,08 g/L, a zawartos¢ polimeru 66,07%.

Ttuszcze

Jedna z grup odpadow, ktorg mozna wykorzysta¢ w bio-
technologicznej produkcji PHA stanowia organiczne, boga-
te w lipidy pozostatosci przemystu spozywcezego, zardwno
pochodzenia roslinnego, jak i zwierzecego. Oleje roslinne
jako substraty maja wiele zalet w porownaniu z bogatymi
w cukry zrédlami wegla, w tym konkurencyjnos¢ cenowa
i znacznie wyzsza wydajnos¢ produkcji PHA.

Stosowanie olejow roslinnych do celow spozywcezych
generuje duze ilosci odpadoéw tzw. oleju kuchennego
(WCO). Szacuje sie, ze na catym $wiecie produkuje sie
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ponad 29 mIn t WCO rocznie®”, co daje mozliwosci wyko-
rzystania oleju kuchennego jako niedrogiego substratu
weglowego do produkcji PHA. Wedlug Songa i wspotpr.©!
odpadowy olej roslinny mozna zastosowa¢ do syntezy
roznych rodzajow mcl-PHA z wykorzystaniem szczepu
Pseudomonas sp. DR 2 stanowiacego izolat pochodza-
cy z pola ryzowego. Z kolei Rao i wspotpr.®? wskazuja
na mozliwos$¢ biosyntezy kopolimeru P(3HB-co-4HB)
przez szczep C. necator z wykorzystaniem zuzytego oleju
palmowego po smazeniu jako gldéwnego zrodla wegla
i dodatku prekursora w postaci 1,4 butanodiolu. Mozejko
1 wspotpr.®? wykazali natomiast, ze szczep Pseudomonas sp.
G 101 ze zuzytego oleju rzepakowego wytwarza gtownie
monomery kwasu 3-hydroksyoktanowego (3HO) i kwasu
3-hydroksydekanowego (3HD), zas szczep G106 produkuje
znaczne ilosci monomeréw 3-hydroksyheksanianu (3HHx).
W innym badaniu ci sami autorzy wykazali, ze stosujac
impulsowe podawanie odpadowego oleju rzepakowego do
hodowli szczepu Pseudomonas sp. G101, po 41 h procesu
mozna uzyska¢ mcl-PHA, ktdérego stezenie w suchej bio-
masie wynosi do 44%°. Do ciekawych wnioskow doszedt
rowniez Kourmentza i wspotpr.®, wskazujac na mozliwosé
wspdtprodukeji polimeréw P(3HB) wraz z surfaktantami
z grupy ramnolipidéw przez szczep Burkholderia tha-
ilandensis zdolny do biokonwersji WCO. Zdaniem tych
autorow stezenie P(3HB) w s.m. komérek B. thailandensis
wynosito 60% przy jednoczesnym wytwarzaniu ramnolipi-
dow na poziomie 2,2 g/L.

Oprocz WCO istniejg inne kategorie olejow roslinnych,
ktore sa niejadalne dla ludzi i zwierzat, lecz moga stanowic
potencjalny substrat do produkcji PHA. Jednym z przykta-
dow jest olej z nasion krzewu jatrofa (Jatropha curcasL.),
rosngcego na suchych terenach Azji, Afryki oraz Ameryki
Lacinskiej. Wykazano, ze wykorzystujac olej jatrofowy,
szczep C. necator H16 byl w stanie zsyntezowa¢ homo-
polimery P(3HB) o analogicznych wiasciwosciach fizy-
kochemicznych z homopolimerami wytwarzanymi z oleju
palmowego lub innych zrodel wegla. Nalezy rowniez pod-
kresli¢, ze chociaz olej jatrofowy jest toksyczny dla ludzi
i zwierzat, to nie wptywat na zahamowanie wzrostu szczepu
produkcyjnego®®. Zdaniem Zainab-L i wspotpr.®” rowniez
olej elemi, z gorzkich jablek, z daktylowca pustynnego
(Phoenix dactylifera) oraz olej z Amygdalus pedunculata
moga by¢ metabolizowane zardwno przez szczepy C. neca-
tortypu dzikiego, jak i ich modyfikacje, do homopolimeru
P(3HB) i kopolimeru P(3HB-co-3HHXx) o wysokiej masie
czasteczkowej (500-2400 kDa).

Odpadowe thuszcze zwierzece pochodzace z przetwor-
stwa spozywczego i uboju takze maja ogromny potencjat
jako zrodto wegla do produkcji PHA. Jednakze ze wzgledu
na wysoka temperature topnienia i trudnosci z rozprosze-
niem w wodzie thuszcze zwierzece moga stwarzaé problemy
podczas proceséw fermentacji. Niektore thuszeze zwierze-
ce pozostajg state przez caly proces fermentacji, dlatego
bakterie maja problem z ich rozkladem i wykorzystaniem
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jako zrédta wegla do wzrostu i biosyntezy PHA®. Wedtug
Riedela i wspotpr.®® rekombinowany szczep C. necator
Re2058/pCB113, skonstruowany w celu wytwarzania duzej
frakcji 3-hydroksyheksanianu (3HHx) z odpadowych ttusz-
czy zwierzecych (10j, smalec, sadto) poddanych wezesniej-
szej emulgacji, z powodzeniem zsyntezowal 49—72% mas.
P(3HB-co-3HHXx), sktadajacego sie z 16-27% mol. 3HHx.
Gutschmann i wspdtpr.”” donosza natomiast, ze zmodyfi-
kowany szczep R. eutrophaRe2058/pCB113 w hodowlach
bioreaktorowych z emulsji tluszczowo-biatkowej (FPE),
stanowiacej odpad z produkcji farmaceutycznej heparyny,
moze uzyska¢ 51 g/L. s.m. komorek, w ktorej PHA stanowi
71% mas.

Do produkcji PHA moga by¢ réwniez wykorzystywane
produkty uboczne, w tym oleje (WFO) generowane w duzej
ilosci przez przemyst rybny, ktore do niedawna byty
wyrzucane jako odpad do morza’. Badania Kaesavana’
wykazaty, ze stosujac zemulgowany guma arabska odpa-
dowy olej rybny jako zrodto wegla w hodowlach C. neca-
tor, mozna uzyska¢ 4,85 g/L. biomasy komorkowej, w kto-
rej zawartos¢ P(3HB) wynosi ok. 73%. Ponadto szczep
C. necator H16 na pozywce hodowlanej zawierajacej olej
rybny i dodatki réznych prekursorow (4-hydroksymaslan
sodu, 1,4-butanodiol, y-butyrolakton lub walerian sodu)
jest takze w stanie wytworzy¢ kopolimery P(3HB-co-4HB)
i PBHB-co-3HV), w ktérych maksymalne zawartosci
monomerdéw 4HB i 3HV wynosza odpowiednio 36% mol.
i 64% mol. W innej pracy’ stwierdzono, ze dziki szczep
C. necator B-10646 do produkcji PHA moze wykorzy-
stywaé odpadowy olej rybny zawierajacy zestaw kwasow
ttuszczowych o dlugosci fancucha C, ~C, , ktéry pocho-
dzi z produkcji szprota w puszce’™. Szczep produkeyj-
ny najchetniej metabolizowal kwasy polienowe, a nie
monoenowe i nasycone, a wydajnos¢ uzyskanej biomasy
bakteryjnej i wewnatrzkomdrkowe stezenie polimeru
wynosity 6,5 g/L i 65% mas. Wykazano takze, ze zsyn-
tezowane PHA byly tréjsktadnikowymi kopolimerami
z przewagg (97-98% mol.) monomerdw 3-hydroksyma-
slanu oraz niewielkimi wtraceniami 3-hydroksywalerianu
i 3-hydroksyheksanianu, a stosunek monomerow zmieniat
sie¢ nieznacznie w zaleznosci od stezenia oleju szproto-
wego.

Skrobia

Skrobia jest jednym z najczesciej stosowanych surow-
cow naturalnych wykorzystywanych w produkcji PHA,
co wiaze si¢ z jej niska ceng oraz duza dostepnoscia.
Stosowane w badaniach materialy skrobiowe to przede
wszystkim ziemniaki, pszenica, jeczmien, kukurydza, ryz,
zyto i kassawa. Wiele szczepdw bakteryjnych, zdolnych do
syntezy PHA nie wytwarza o-amylazy, kluczowego enzy-
mu odpowiedzialnego za hydrolize skrobi. Istnieje zatem
konieczno$¢ poddania surowcdéw skrobiowych wstepnej
obrdbece majacej na celu hydrolize zawartej w nich skrobi
do cukréw prostych.
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Badania Haasa i wspotpr.”® wykazaly, ze uplynniona
i scukrzona skrobia, stanowigca odpad ziemniaczany z pro-
dukcji chipsow, moze stanowi¢ doskonate zrodto do syntezy
PHA. W hodowli okresowej z zasilaniem szczepu R. eutro-
pha NCIMB 11599 na pozywce zawierajacej powyzszy
substrat uzyskano 179 g/LL s.m. komérek przy zawarto-
$ci 55% mas. PHA. W innym badaniu Chen i wspdtpr.”™>
odnotowali 50,8-proc. akumulacje PHBV w komoérkach
Haloferax mediterranei ATCC 33500 po zastosowaniu
ekstrudowanej enzymatycznie skrobi kukurydzianej jako
zrodlo wegla w hodowli potciaglej. Z kolei szczep K.
eutropha w hodowli okresowej z zasilaniem na podtozu
zawierajagcym hydrolizat skrobiowy z sago byl w stanie
wyprodukowa¢ PHA z wydajnoscia 76,54%, a stezenie
polimeru wynosito 3,72 g/L°.

Niektorzy autorzy, aby uniknaé¢ dodatkowych kosztow
zwiazanych z uplynnianiem i scukrzaniem skrobi, zalecaja
stosowanie szczepow mikroorganizméw zdolnych do pro-
dukcji PHA bezpos$rednio ze skrobi. Przyktadowo Kim’”
wykazal, ze szczep Azotobacter chroococcum jest zdolny
do produkcji P(3HB), wykorzystujac skrobie rozpuszczal-
ng. Maksymalne stgzenie biopolimeru wynosito 25 g/L,
a zawarto$¢ w biomasie komodrkowej 46%. Zdolnos¢ do
konwersji skrobi i jednoczesnej biosyntezy PHA wykazuje
takze szczep Bacillus cereus CER06 izolowany z gleby
i akumulujacy PHA na poziomie 36—-60%"®.

Wedlug dostepnych danych pierwszy komercyjny PHA
zostatl wyprodukowany w Wielkiej Brytanii przez Imperial
Chemical Industries (ICI) za pomoca glukozy pochodza-
cej ze skrobi, z wykorzystaniem szczepu K. eutropha™ .
Technologia ICI wymaga zastosowania kwasu propiono-
wego jako wspotsubstratu do wytworzenia pozadanego
kopolimeru; w przeciwnym razie jest wytwarzany tylko
homopolimer P(3HB). Komercyjna produkcja P(3HB) za
pomoca A. latus przez Chemie Linz rowniez wykorzysty-
wala skrobie jako substrat wyjsciowy®?.

Lignoceluloza

Obiecujacym substratem weglowym do produkcji
PHA sa lignocelulozowe odpady rolnicze, powstate
w procesie produkcji rolnej, do ktérych naleza lignocelu-
lozowe pozostatosci pozniwne, w sklad ktérych wchodza
celuloza, hemiceluloza i ligniny®V. Gléwnym zrodtem
pozostatosci pozniwnych sg liscie, stoma oraz inne ligno-
celulozowe czgsci roslin spozywezych Pozostalosci te
wymagaja hydrolizy do cukréw redukujacych w celu
ich wykorzystania jako substratu do syntezy PHA.
Badania Getache i Woldesenbet®® wykazatly, ze izolat
sciekowy (AWW), zidentyfikowany jako Bacillus sp.,
byt w stanie zgromadzi¢ 51,6% PHB, wykorzystujac
jako jedyne zrodto wegla zhydrolizowane kolby kuku-
rydzy (kaczany). Zdaniem Cesario i wspolpr.®¥ réwniez
hydrolizaty stomy pszennej, bogate w pentozy i hek-
sozy, po wzbogaceniu dodatkiem prekursora w postaci
y-butyrolaktonu moga stanowi¢ obiecujacy substrat do
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syntezy P(3HB) przez szczep Burkholderia sacchari, kto-
rego produktywnosé wynosi 0,5 g/L/h. Heng i wspotpr.®
wykazali z kolei, ze stosujac jako substrat hydrolizaty
z tusek ryzu, mozna uzyskaé¢ w hodowlach wytrzasanych
szczepu Burkholderia cepacia USM (JCM 15050) ok.
4,9 g/l. s.m. komorek, z czego PHA stanowi 40%,
a w hodowlach bioreaktorowych 7,8 g/L. biomasy przy
zawartosci biopolimeru 50%. Ponadto wykazano, ze szczep
B. cepaciaUSM (JCM 15050) jest w stanie metabolizowaé
zwigzki fenolowe powstate w wyniku zasadowej hydrolizy
surowcow lignocelulozowych, ktére w stosunku do innych
szczepow moga wykazywac dziatanie toksyczne.

Pozostatosci owocow

Pozostalosci owocow powstajg gldwnie z przetwarzania
owocow i sg to skorki lub tupiny, todygi, nasiona, migzsz
i wytloki. Maja one wicksza zawartos¢ dostepnych cukrow
fermentowanych w pordwnaniu z resztkami roslin uzy-
skanymi z przemystu spozywczego. Wedtug niektorych
autorow hydrolizat ze skorki ananasa moze by¢ z sukcesem
stosowany do produkcji PHV przez szczep R. eutropha
ATCC 17697, przy zawartosci biopolimeru na poziomie
60% lub wyzszej®. Z kolei stosujac hydrolizat z rdzenia
ananasa, za pomoca szczepu C. necator A-04 mozna uzy-
ska¢ 5,88 g/L. s.m. komorek przy zawartosci PHB wyno-
szacej 35,6 %%. Badania te dowodza réwniez, ze szczep
C. necator A-04 wykazuje tolerancj¢ na kwas lewulinowy
i 5- hydroksymetylofurfural zawarte w wykorzystywanym
hydrolizacie. Zdaniem Guzmana Lagunesa i Winterburna®”
z hydrolizatow odpaddéw powstatych po wyciskaniu soku
z pomaranczy mozliwe jest uzyskanie 9,58 g/L. PHB przy
jego zawartosci w s.m. wynoszacej 81,4%. Z kolei skorki
banandéw moga stanowi¢ nie tylko zrodto wegla do syntezy
PHA, ale takze zrodto witamin i pierwiastkow sladowych.
Maity i wspolpr.®®, stosujgc skorki banandw jako substrat
weglowy do produkcji PHB z wykorzystaniem szczepu
Zobellella taiwanensis DD 5, uzyskali 1,13 g/L. polimeru
przy jego zawartosci 47,3% w s.m.

Wydajna produkcja PHA oparta na kompleksowym
wykorzystaniu pozostatosci owocowych moze stanowié
cenny kierunek badan. Trzeba jednak pamictac, Ze rodzaj
owocow, srodowisko wzrostu, sezon zbiorow wplywaja
istotnie na sktad chemiczny pozostatosci owocow, co moze
mie¢ wplyw na niestabilno$¢ wytwarzania PHA z tego
rodzaju odpadu.

Podsumowanie

W artykule oméwiono whasciwoscei polihydroksyalkania-
néw (PHA), biopolimerow o ogromnym potencjale zasto-
sowan praktycznych. PHA wykazuja wiele zalet, takich jak
biokompatybilnos¢ (brak toksycznosci dla organizmu), bio-
degradowalnos¢ oraz wtasciwosci termoplastyczne zblizone
do wihasciwosci tworzyw sztucznych. Niestety, pomimo tych
zalet PHA nie sa powszechnie stosowane ze wzgledu na
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wysokie koszty ich otrzymywania i oczyszczania. Dlatego,
w celu zmniejszania kosztéw, podejmowane sa wysitki
majace m.in. na celu zastgpienie tradycyjnych zrodet wegla
w hodowlach mikroorganizméw tanszymi materiatami
odpadowymi. Dostepne dane literaturowe wskazuja, ze
stosowane metody biotechnologicznej produkcji PHA ze
zrédel odnawialnych wykazuja niewatpliwie wiele zalet.
Jednakze jest jeszcze wiele problemdw do pokonania, aby
mogla si¢ ona odbywa¢ na masowa skale i byla oplacalna
ekonomicznie.

Praca powstala w ramach dotacji subwencyjnej finansowa-
nej ze srodkow MNISW nr decyzji DIR-WNO.905.6.19.2022.
IK oraz DIR-WNQO.905.11.2023.ACK.
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