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Produkcja polihydroksymaslanu przez Cupriavidus necator

Wstep

Polihydroksyalkanolany (PHA), sa produkowane w wyniku bakte-
ryjnego przeksztatcania prostych zwiazkéw organicznych jako mate-
rial zapasowy. Znajduja zastosowanie do produkcji implantéw
i biomaterialéw oraz tworzyw sztucznych, gtéwnie ze wzgledu na ich
biodegradowalnos¢.

Wytwarzanie PHA jest drozsze niz tradycyjnych tworzyw sztucznych,
dlatego tez poszukuje si¢ tanich zrédel materii organicznej. Jednym
znich sa odpady organiczne, gtéwnie pochodzenia spozywczego, ktdre
w wyniku fermentacji kwasnej sa rozkladane do lotnych kwaséw thusz-
czowych. Powstate lotne kwasy tluszczowe sa nastgpnie wykorzystywa-
ne przez niektdre bakterie (np. Cupriavidus necator) do produkcji PHA.
Najczgsciej wystepujaca odmiang PHA jest polihydroksymaslan (PHB),
ktéry byt przedmiotem badan w tej pracy.

Bardzo czgsto stosowana metoda oznaczania PHB jest ekstrakcja
chloroformem. Jest ona zwiazana z przeprowadzeniem duzej liczby
operacji zwiazanych z przygotowaniem proby [Braunegg i in., 1978,
Huijberts i in., 1994]. Natomiast analiza termograwimetryczna obec-
nie jest wykorzystywana do analizy wyekstrahowanego polimeru
[Bhuwal i in., 2014]. Moze by¢ réwniez wykorzystywana do okresle-
nia zawarto$ci PHB w komoérce bakterii poniewaz PHB rozktada sig
w temperaturze 210+220°C, a pozostate sktadniki komérki powyzej
temperatury 250+-260°C.

Celem pracy byto zbadanie produkcji PHB przez bakterie Cu-
priavidus necator w podtozu syntetycznym, zawierajacym rézne
lotne kwasy tluszczowe (LKT) oraz w podtozu naturalnym, pocho-
dzacym z fermentacji kwasnej przeterminowanych artykuléw spo-
zywcezych, o réznej zawarto§ci LKT. Przeprowadzono takze poréwna-
nie chromatograficznej i termograwimetrycznej metody oznaczania PHB.

Materiaty i metody
Mikroorganizm i podfoze

Organizm produkujqcy polihydroksymaslan stanowity bakterie
Gram(-) Cupriavidus necator z kolekcji DSM 428. Szczep bakterii
przechowywano w temperaturze 4°C na skosie z podiozem kazeinowo-
sojowym (TSB). Przed rozpoczgciem hodowli produkcyjnych szczep
rozmnazano w podtozu TSB o objetoéci 10 cm’, a nastepnie szczepiono
nim kolbe z podtozem TSB o objetosci 100 cm®. Hodowle inokulacyjne
szczepu prowadzono w temperaturze 30°C przez 24 godziny.

Podtoze syntetyczne. Wptyw sktadu podtoza na produkcje PHB
badano stosujac 9 réznych podlozy syntetycznych (A1-A9), ktére
zawieraty tylko sole kwasu octowego, propionowego i mastowego.
Pierwsze trzy podloza zawieraly octan sodu o st¢zeniu 1, 5 oraz 10
g/dm?, oznaczone odpowiednio symbolami Al, A2 i A3. Kolejne
podtoza zawieraty propionian sodu o stezeniu 1, 5 oraz 10 g/dm’ (A4,
A5 i A6), oraz maslan sodu o stezeniu 1, 51 10 g/dm3 (A7, A81 A9).

Podtoie naturalne, bedace ciecza uzyskang po fermentacji kwa-
$nej frakcji organicznej odpadéw komunalnych, zostato réwniez
przebadane pod katem produkcji PHB przez bakterie. Do§wiadczenia
przeprowadzono dla trzech réznych stgzen lotnych kwaséw tlusz-
czowych (LKT): B1 — 3160, B2 — 3898 i B3 — 9812 mg/dm’.
W kolbie B1 stezenie kwasu octowego wynosito 2124 mg/dm’, kwa-
su propionowego 235 mg/dm’, a mastowego 516 mg/dm’. W kolbie
B2 stezenie kwasu octowego, propionowego i mastowego wynosito
odpowiednio 2515, 209 i 926 mg/dm’. Natomiast stezenie kwasu
octowego, propionowego i mastowego w kolbie B3 wynosito 4271,
445 i 4886 mg/dm’. Stezenie pozostatych LKT (kwasu izomastowe-
go, izowalerianowego, walerianowego i kapronowego) w kolbach
B1, B2 i B3 bylo ponizej 10% sumy wszystkich lotnych kwaséw

thuszczowych. Stosunek C/N w kolbach B1, B2 i B3 wynosit odpowied-
nio 3,2; 4,6 oraz 12,7. Odczyn podtoza regulowano do wartosci 7,0.

Tak przygotowane i wysterylizowane podtoza o objetosci 100 cm’
zaszczepiane byly inokulum w stosunku 1:10. Zaszczepione podtoza
inkubowano 60 godzin w wstrzasarce utrzymujacej temperaturg
30+0,5°C i przy predkosci wstrzasania 180 obrotéw na minutg.

Analiz¢ ogélnego wegla organicznego i azotu catkowitego
w podlozu hodowlanym wykonano za pomoca aparatu IL 550 TOC-
TN firmy HACH-LANGE. Stgzenie biomasy mierzono poprzez
wysuszenie odwirowanej masy w temperaturze 105°C do stalej masy.

Oznaczanie LKT

Stezenie LKT mierzono za pomoca chromatografu gazowego fir-
my VARIAN CP4800 wyposazonego w kolumng kapilarng BP21
(dhugo$¢ 25 m, $rednia 0,25 mm, grubo$¢ filmu 0,25 um) oraz detek-
tor FID. Temperatura detektora i dozownika byla réwna 250°C.
Objgtos¢ nastrzyku wynosita 1 uL na dozownik z podziatem 1:100.
Temperatura kolumny przez pierwsza minut¢ analizy wyniosta
110°C, a nastgpnie rosta do temperatury 230°C z szybkoscia
10°C/min. Temperaturg 230°C utrzymywano przez 2 minuty.

Oznaczanie PHB metoda chromatograficzng

Po zakonczeniu procesu hodowli, komoérki bakterii C. necator od-
dzielano od medium hodowlanego w procesie wirowania. Nastgpnie
wydzielong biomas¢ poddano liofilizacji i mieleniu. Rozdrobniong
biomasg w ilosci okoto 20 mg umieszczano w zakrgcanej probéwce
o objetosci 10 cm®, zawierajacej 2 cm’® chloroformu i 2 cm® metanolu
z dodatkiem 3% H,SO,. Probéwke wygrzewano w temperaturze
100°C przez 3,5 godziny. Po wystudzeniu, do prébéwki dodawano
1 cm® wody, a nastgpnie wytrzasano przez 15 minut, w wyniku czego
powstaty dwie fazy. Fazg zawierajaca chloroform odwadniano po-
przez dodanie bezwodnego Na,COj;. Tak przygotowana prébke anali-
zowano wykorzystujac chromatograf gazowy firmy VARIAN
CP4800, wyposazony w kolumng BP20 (dtugo$¢ 30 m, $rednia 0,25
mm, grubo$¢ filmu 0,25 pm) oraz detektor FID. Temperatura detek-
tora i dozownika wynosita odpowiednio 210 oraz 250°C. Objgto$é
nastrzyku wynosita 1 pL na dozownik z podziatem 1:40. Temperatu-
ra kolumny przez pierwsza minut¢ wyniosta 50°C, a nastgpnie rosta
do temperatury 230°C z szybkoscia 10°C/min. Temperaturg 230°C
utrzymywano przez 2 minuty.

Oznaczanie PHB metoda termograwimetryczna

Analizg termograwimetryczna (TGA) wykonano wykorzystujac
aparat STA 409 PG firmy NETZSCH, przy przeptywie argonu
z szybkoscia 50 cm’/min. Poczatkowa temperatura pieca wyniosta
50°C, a nastgpnie rosta z szybkoscia 5°C/min do temperatury 110°C.
Temperaturg 110°C utrzymywano przez 15 minut. W kolejnym seg-
mencie temperatura rosta z szybko$cia 5°C/min do temperatury
215°C, ktéra utrzymywano przez 30 minut. Natomiast w ostatnim
segmencie temperatura wzrastala z szybkoscia 5°C/min do temperatury
550°C. Masa zliofilizowanej proby do analizy TGA wynosita 5+10 mg.

Wyniki i dyskusja

Analizujac wplyw skladu podloza syntetycznego na zawarto$é
PHB w komérkach bakterii stwierdzono, ze najwigcej PHB (powyzej
45%) zostato wyprodukowane w podlozach (A7, A8 i A9), zawiera-
jacych maslan sodu, niezalezenie od st¢zenia (w badanym zakresie)
oraz w podtozu A3 zawierajacym 10 g/dm® octanu sodu. Najwigcej
PHB w komérkach bakterii (62,0%) uzyskano w podlozu A8 o stgze-
niu maslanu sodu 5,0 g/dm® (Rys. 1).



Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2015, 54, 3, 121-122

str. 122 INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA Nr 3/2015

704 — 15 §
o
80 O
d4 _ g

50 3 2 ]
_ 3 :
§ 404 T ‘8 =y
30 1,2 ]
& £
% .
o
@
g
@
&

- -0

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 B1 B2 B3

Rys. 1. Zawarto$¢ PHB oraz stezenie biomasy C. necator w przeprowadzo-
nych hodowlach w podtozu syntetycznym i naturalnym.

Najwigksze stezenie biomasy C. necator (3,34 g/dm®) uzyskano
w podlozu syntetycznym A3 zawierajacym octan sodu o st¢zeniu
10 g/dm’. W podlozu A7 zawierajacym mas$lan sodu o stezeniu
1 g/dm’ stezenie biomasy wyniosto 1,09 g/dm’, natomiast przy steze-
niu maslanu sodu 5 i 10 g/dm? stezenie biomasy wzrosto odpowied-
nio 2,11 1,8 razy.

W procesach hodowli biomasy C. necator w podiozu zawieraja-
cym ciecz po fermentacji kwasnej stwierdzono, Ze najwigcej PHB
(14,3%) uzyskano stosujac podtoze B3, w ktérym stgzenie LKT
(9812 mg/dm®) oraz stosunek C/N (12,7) byt najwickszy. W podto-
Zzach, w ktérych stezenie LKT byto ponizej 4000 mg/dm’ oraz stosu-
nek C/N byt mniejszy od 5, zawartos¢ PHB w komérkach bakterii
byla ponizej 1%. Stwierdzono takze, ze w podlozu z najmniejsza
zawarto$cia LKT stgzenie biomasy C. necator wynosito 0,91
mg/dm’, a w podtozu z najwicksza zawartoécia LKT osiagneto war-
to$¢ 4,98 mg/dm’.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze najwigcej PHB w komoérkach bak-
terii uzyskuje si¢ wtedy, gdy procesy fermentacji sa prowadzone tak,
aby stgzenie LKT oraz stosunek C/N w pozywce byt jak najwigkszy.

Z badan przeprowadzonych przez Batcha i in. [2014] nad produk-
cja PHB z oleju z jatrofy przy stezeniu 5 g/dm’, stezenie komérek
bakterii C. necator wynosito 3,0 g/dm®, a zawartos¢ PHB 55%. Wy-
niki te sa zblizone dla warto$ci uzyskanych dla maslanu sodu (podto-
ze syntetyczne A8) o stezeniu 5g/dm’.

Analizujac rozklad termiczny standardu PHB stwierdzono, ze
w temperaturze 215°C rozklada si¢ w 96,42%. Przeprowadzona
analiza termograwimetryczna komdrek bakterii C. necator zawieraja-
cych PHB wykazata, ze jest wyrazny podzial pomigdzy rozktadem
termicznym PHB a pozostatymi sktadnikami komoérek (Rys. 2).

Podczas pierwszych 40 minut rozktadu termicznego komdrek bak-
terii C. necator hodowanych w podiozu syntetycznym A3, A9 i B3
stwierdzono niewielki ubytek masy (ponizej 2,5%), ktéry byl zwia-
zany z odparowaniem niezwiazanej wody.
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Rys. 2. Rozktad termiczny komérek bakterii z hodowli w podtozu A3, A9 i B3.
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Rys. 3. Por6wnanie metody chromatograficznej i termograwimetrycznej
oznaczania PHB.

Zawarto$¢ PHB w komoérkach bakterii okreslono na podstawie
ubytku masy w zakresie temperatur od 210 do 220°C. Wzrost tempe-
ratury powyzej 250°C powodowat rozktad pozostatych zwiazkéw
zawartych w komorkach bakterii.

Z poréwnania metod oznaczania PHB w komoérkach bakterii C.
necator wynika, ze zawarto$¢ procentowa PHB oznaczona metoda
chromatograficzna jest $rednio o 29,3% mniejsza niz okre$lona me-
toda termograwimetryczna. Mniejsze stgzenia PHB w komérkach,
oznaczane metoda chromatograficzna, sa zwiazane z procesem eks-
trakcji, w wyniku ktérego nie nastgpuje catkowita ekstrakcja PHB
z komérki bakteryjnej. W badaniach Hahn i Chang [1995] stgzenie
PHB w komérkach bakterii oznaczone metoda termograwimetryczna
bylto réwniez wyzsze niz metoda chromatograficzna.

Whnioski

Z przeprowadzonych badan wynika, ze lotne kwasy tluszczowe
moga by¢ wykorzystane jako zrédto wegla do produkceji polihydrok-
symaslanu przez bakterie Cupriavidus necator.

[lo§¢ wytwarzanego biopolimeru w sposéb istotny zalezy od skta-
du podioza hodowlanego. Najwigcej PHB w komodrkach bakterii
(62,0%) uzyskano w podlozu zawierajacym jako gtéwne zrédto
wegla maglan sodu o stezeniu 5 g/dm’.

Octan sodu jest takze dobrym substratem do produkcji PHB, jezeli
jego stezenie wynosi 10 g/dm’. W przeprowadzonych hodowlach
najwigksze stezenie biomasy (4,98 g/dm’) stwierdzono w podtozu
naturalnym o stezeniu lotnych kwaséw ttuszczowych 9812 mg/dm’.

Analiza termograwimetryczna C. necator wykazala, ze jest wy-
razny podzial pomigdzy rozkltadem termicznym PHB a pozostatymi
sktadnikami komérek bakterii, co potwierdza mozliwos¢ jej zastoso-
wania do oznaczania zawarto$ci PHB w komérkach drobnoustrojéw.
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