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Produkcja polihydroksymaślanu przez Cupriavidus necator 
 

Wstęp 

Polihydroksyalkanolany (PHA), są produkowane w wyniku bakte-
ryjnego przekształcania prostych związków organicznych jako mate-
riał zapasowy. Znajdują zastosowanie do produkcji implantów 
i biomateriałów oraz tworzyw sztucznych, głównie ze względu na ich 
biodegradowalność. 

Wytwarzanie PHA jest droższe niż tradycyjnych tworzyw sztucznych, 
dlatego też poszukuje się tanich źródeł materii organicznej. Jednym 
z nich są odpady organiczne, głównie pochodzenia spożywczego, które 
w wyniku fermentacji kwaśnej są rozkładane do lotnych kwasów tłusz-
czowych. Powstałe lotne kwasy tłuszczowe są następnie wykorzystywa-
ne przez niektóre bakterie (np. Cupriavidus necator) do produkcji PHA. 
Najczęściej występującą odmianą PHA jest polihydroksymaślan (PHB), 
który był przedmiotem badań w tej pracy.  

Bardzo często stosowaną metodą oznaczania PHB jest ekstrakcja 
chloroformem. Jest ona związana z przeprowadzeniem dużej liczby 
operacji związanych z przygotowaniem próby [Braunegg i in., 1978, 
Huijberts i in., 1994]. Natomiast analiza termograwimetryczna obec-
nie jest wykorzystywana do analizy wyekstrahowanego polimeru 
[Bhuwal i in., 2014]. Może być również wykorzystywana do określe-
nia zawartości PHB w komórce bakterii ponieważ PHB rozkłada się 
w temperaturze 210÷220°C, a pozostałe składniki komórki powyżej 
temperatury 250÷260°C. 

Celem pracy było zbadanie produkcji PHB przez bakterie Cu-
priavidus necator w podłożu syntetycznym, zawierającym różne 
lotne kwasy tłuszczowe (LKT) oraz w podłożu naturalnym, pocho-
dzącym z fermentacji kwaśnej przeterminowanych artykułów spo-
żywczych, o różnej zawartości LKT. Przeprowadzono także porówna-
nie chromatograficznej i termograwimetrycznej metody oznaczania PHB. 

Materiały i metody 

Mikroorganizm i podłoże 

Organizm produkujący polihydroksymaślan stanowiły bakterie 
Gram(-) Cupriavidus necator z kolekcji DSM 428. Szczep bakterii 
przechowywano w temperaturze 4°C na skosie z podłożem kazeinowo-
sojowym (TSB). Przed rozpoczęciem hodowli produkcyjnych szczep 
rozmnażano w podłożu TSB o objętości 10 cm3, a następnie szczepiono 
nim kolbę z podłożem TSB o objętości 100 cm3. Hodowle inokulacyjne 
szczepu prowadzono w temperaturze 30°C przez 24 godziny. 

Podłoże syntetyczne. Wpływ składu podłoża na produkcję PHB 
badano stosując 9 różnych podłoży syntetycznych (A1-A9), które 
zawierały tylko sole kwasu octowego, propionowego i masłowego. 
Pierwsze trzy podłoża zawierały octan sodu o stężeniu 1, 5 oraz 10 
g/dm3, oznaczone odpowiednio symbolami A1, A2 i A3. Kolejne 
podłoża zawierały propionian sodu o stężeniu 1, 5 oraz 10 g/dm3 (A4, 
A5 i A6), oraz maślan sodu o stężeniu 1, 5 i 10 g/dm3 (A7, A8 i A9).  

Podłoże naturalne, będące cieczą uzyskaną po fermentacji kwa-
śnej frakcji organicznej odpadów komunalnych, zostało również 
przebadane pod kątem produkcji PHB przez bakterie. Doświadczenia 
przeprowadzono dla trzech różnych stężeń lotnych kwasów tłusz-
czowych (LKT): B1 – 3160, B2 – 3898 i B3 – 9812 mg/dm3. 
W kolbie B1 stężenie kwasu octowego wynosiło 2124 mg/dm3, kwa-
su propionowego 235 mg/dm3, a masłowego 516 mg/dm3. W kolbie 
B2 stężenie kwasu octowego, propionowego i masłowego wynosiło 
odpowiednio 2515, 209 i 926 mg/dm3. Natomiast stężenie kwasu 
octowego, propionowego i masłowego w kolbie B3 wynosiło 4271, 
445 i 4886 mg/dm3. Stężenie pozostałych LKT (kwasu izomasłowe-
go, izowalerianowego, walerianowego i kapronowego) w kolbach 
B1, B2 i B3 było poniżej 10% sumy wszystkich lotnych kwasów 

tłuszczowych. Stosunek C/N w kolbach B1, B2 i B3 wynosił odpowied-
nio 3,2;  4,6 oraz 12,7. Odczyn podłoża regulowano do wartości 7,0.  

Tak przygotowane i wysterylizowane podłoża o objętości 100 cm3 
zaszczepiane były inokulum w stosunku 1:10. Zaszczepione podłoża 
inkubowano 60 godzin w wstrząsarce utrzymującej temperaturę 
30±0,5°C i przy prędkości wstrząsania 180 obrotów na minutę. 

Analizę ogólnego węgla organicznego i azotu całkowitego 
w podłożu hodowlanym wykonano za pomocą aparatu IL 550 TOC-
TN firmy HACH-LANGE. Stężenie biomasy mierzono poprzez 
wysuszenie odwirowanej masy w temperaturze 105°C do stałej masy. 

Oznaczanie LKT 

Stężenie LKT mierzono za pomocą chromatografu gazowego fir-
my VARIAN CP4800 wyposażonego w kolumnę kapilarną BP21 
(długość 25 m, średnia 0,25 mm, grubość filmu 0,25 µm) oraz detek-
tor FID. Temperatura detektora i dozownika była równa 250°C. 
Objętość nastrzyku wynosiła 1 µL na dozownik z podziałem 1:100. 
Temperatura kolumny przez pierwszą minutę analizy wyniosła 
110°C, a następnie rosła do temperatury 230°C z szybkością 
10°C/min. Temperaturę 230°C utrzymywano przez 2 minuty.  

Oznaczanie PHB metodą chromatograficzną 

Po zakończeniu procesu hodowli, komórki bakterii C. necator od-
dzielano od medium hodowlanego w procesie wirowania. Następnie 
wydzieloną biomasę poddano liofilizacji i mieleniu. Rozdrobnioną 
biomasę w ilości około 20 mg umieszczano w zakręcanej probówce 
o objętości 10 cm3, zawierającej 2 cm3 chloroformu i 2 cm3 metanolu 
z dodatkiem 3% H2SO4. Probówkę wygrzewano w temperaturze 
100°C przez 3,5 godziny. Po wystudzeniu, do próbówki dodawano 
1 cm3 wody, a następnie wytrząsano przez 15 minut, w wyniku czego 
powstały dwie fazy. Fazę zawierającą chloroform odwadniano po-
przez dodanie bezwodnego Na2CO3. Tak przygotowaną próbkę anali-
zowano wykorzystując chromatograf gazowy firmy VARIAN 
CP4800, wyposażony w kolumnę BP20 (długość 30 m, średnia 0,25 
mm, grubość filmu 0,25 µm) oraz detektor FID. Temperatura detek-
tora i dozownika wynosiła odpowiednio 210 oraz 250°C. Objętość 
nastrzyku wynosiła 1 µL na dozownik z podziałem 1:40. Temperatu-
ra kolumny przez pierwszą minutę wyniosła 50°C, a następnie rosła 
do temperatury 230°C z szybkością 10°C/min. Temperaturę 230°C 
utrzymywano przez 2 minuty. 

Oznaczanie PHB metodą termograwimetryczną 

Analizę termograwimetryczną (TGA) wykonano wykorzystując 
aparat STA 409 PG firmy NETZSCH, przy przepływie argonu 
z szybkością 50 cm3/min. Początkowa temperatura pieca wyniosła 
50°C, a następnie rosła z szybkością 5°C/min do temperatury 110°C.  
Temperaturę 110°C utrzymywano przez 15 minut. W kolejnym seg-
mencie temperatura rosła z szybkością 5°C/min do temperatury 
215°C, którą utrzymywano przez 30 minut. Natomiast w ostatnim 
segmencie temperatura wzrastała z szybkością 5°C/min do temperatury 
550°C. Masa zliofilizowanej próby do analizy TGA wynosiła 5÷10 mg. 

Wyniki i dyskusja 

Analizując wpływ składu podłoża syntetycznego na zawartość 
PHB w komórkach bakterii stwierdzono, że najwięcej PHB (powyżej 
45%) zostało wyprodukowane w podłożach (A7, A8 i A9), zawiera-
jących maślan sodu, niezależenie od stężenia (w badanym zakresie) 
oraz w podłożu A3 zawierającym 10 g/dm3 octanu sodu. Najwięcej 
PHB w komórkach bakterii (62,0%) uzyskano w podłożu A8 o stęże-
niu maślanu sodu 5,0 g/dm3 (Rys. 1). 
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Rys. 1. Zawartość PHB oraz stężenie biomasy C. necator w przeprowadzo-

nych hodowlach w podłożu syntetycznym i naturalnym. 

Największe stężenie biomasy C. necator (3,34 g/dm3) uzyskano 
w podłożu syntetycznym A3 zawierającym octan sodu o stężeniu  
10 g/dm3. W podłożu A7 zawierającym maślan sodu o stężeniu  
1 g/dm3 stężenie biomasy wyniosło 1,09 g/dm3, natomiast przy stęże-
niu maślanu sodu 5 i 10 g/dm3 stężenie biomasy wzrosło odpowied-
nio 2,1 i 1,8 razy. 

W procesach hodowli biomasy C. necator w podłożu zawierają-
cym ciecz po fermentacji kwaśnej stwierdzono, że najwięcej PHB 
(14,3%) uzyskano stosując podłoże B3, w którym stężenie LKT 
(9812 mg/dm3) oraz stosunek C/N (12,7) był największy. W podło-
żach, w których stężenie LKT było poniżej 4000 mg/dm3 oraz stosu-
nek C/N był mniejszy od 5, zawartość PHB w komórkach bakterii 
była poniżej 1%. Stwierdzono także, że w podłożu z najmniejszą 
zawartością LKT stężenie biomasy C. necator wynosiło 0,91 
mg/dm3, a w podłożu z największą zawartością LKT osiągnęło war-
tość 4,98 mg/dm3. 

Uzyskane wyniki wskazują, że najwięcej PHB w komórkach bak-
terii uzyskuje się wtedy, gdy procesy fermentacji są prowadzone tak, 
aby stężenie LKT oraz stosunek C/N w pożywce był jak największy. 

Z badań przeprowadzonych przez Batcha i in. [2014] nad produk-
cją PHB z oleju z jatrofy przy stężeniu 5 g/dm3, stężenie komórek 
bakterii C. necator wynosiło 3,0 g/dm3, a zawartość PHB 55%. Wy-
niki te są zbliżone dla wartości uzyskanych dla maślanu sodu (podło-
że syntetyczne A8) o stężeniu 5g/dm3. 

Analizując rozkład termiczny standardu PHB stwierdzono, że 
w temperaturze 215°C rozkłada się w 96,42%. Przeprowadzona 
analiza termograwimetryczna komórek bakterii C. necator zawierają-
cych PHB wykazała, że jest wyraźny podział pomiędzy rozkładem 
termicznym PHB a pozostałymi składnikami komórek (Rys. 2). 

Podczas pierwszych 40 minut rozkładu termicznego komórek bak-
terii C. necator hodowanych w podłożu syntetycznym A3, A9 i B3 
stwierdzono niewielki ubytek masy (poniżej 2,5%), który był zwią-
zany z odparowaniem niezwiązanej wody. 

 

Rys. 2. Rozkład termiczny komórek bakterii z hodowli w podłożu A3, A9 i B3. 

 
Rys. 3. Porównanie metody chromatograficznej i termograwimetrycznej  

oznaczania PHB. 

Zawartość PHB w komórkach bakterii określono na podstawie 
ubytku masy w zakresie temperatur od 210 do 220°C. Wzrost tempe-
ratury powyżej 250°C powodował rozkład pozostałych związków 
zawartych w komórkach bakterii. 

Z porównania metod oznaczania PHB w komórkach bakterii C. 
necator wynika, że zawartość procentowa PHB oznaczona metodą 
chromatograficzną jest średnio o 29,3% mniejsza niż określona me-
todą termograwimetryczną. Mniejsze stężenia PHB w komórkach, 
oznaczane metodą chromatograficzną, są związane z procesem eks-
trakcji, w wyniku którego nie następuje całkowita ekstrakcja PHB 
z komórki bakteryjnej. W badaniach Hahn i Chang [1995] stężenie 
PHB w komórkach bakterii oznaczone metodą termograwimetryczną 
było również wyższe niż metodą chromatograficzną. 

Wnioski 

Z przeprowadzonych badań wynika, że lotne kwasy tłuszczowe 
mogą być wykorzystane jako źródło węgla do produkcji polihydrok-
symaślanu przez bakterie Cupriavidus necator.  

Ilość wytwarzanego biopolimeru w sposób istotny zależy od skła-
du podłoża hodowlanego. Najwięcej PHB w komórkach bakterii 
(62,0%) uzyskano w podłożu zawierającym jako główne źródło 
węgla maślan sodu o stężeniu 5 g/dm3.  

Octan sodu jest także dobrym substratem do produkcji PHB, jeżeli 
jego stężenie wynosi 10 g/dm3. W przeprowadzonych hodowlach 
największe stężenie biomasy (4,98 g/dm3) stwierdzono w podłożu 
naturalnym o stężeniu lotnych kwasów tłuszczowych 9812 mg/dm3. 

 Analiza termograwimetryczna C. necator wykazała, że jest wy-
raźny podział pomiędzy rozkładem termicznym PHB a pozostałymi 
składnikami komórek bakterii, co potwierdza możliwość jej zastoso-
wania do oznaczania zawartości PHB w komórkach drobnoustrojów. 
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