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POLIHYDROKSYALKANOLANY - OBIECUJACE POLIMERY
BIODEGRADOWALNE

WSTEP

Tworzywa sztuczne pelnig wazna role w
zyciu kazdego czlowieka. Sg obecne niemal
w kazdej dziedzinie zycia. Poczatek dyna-
micznego rozwoju technologii produkcji two-
rzyw sztucznych datuje sie na lata 50. XX
w. (KAUR i wspoétaut. 2017). Zastapily one
czeSciowo uzywane od wiekow drewno, szklo
i metale, znaczaco umacniajac swojg pozycje
jako jeden z podstawowych materialow inzy-
nierskich. Postep w dziedzinie chemii poli-
meréw, dzieki bardziej efektywnym procesom
syntezy, umozliwil produkcje wyrobow trwa-
lych i odpornych na degradacje (chemiczng
i mikrobiologiczna). Przez kilka dekad two-
rzywa sztuczne postrzegane byly jako rewo-
lucyjne rozwiazanie w przemysle, pokonuja-
ce szereg probleméw, z ktérymi wiazalo sie
uzytkowanie innego typu materialéw. Ko-
mercyjne, syntetyczne tworzywa polimerowe
maja mniejsza gestos¢ niz szklo, sa od niego
rowniez duzo bardziej odporne mechanicznie
dzieki mniejszej sztywnosci. W poréwnaniu
do materialéw metalowych, nie koroduja i
sa W przewazajacej wiekszoSci mniej lub
bardziej przezroczyste. Poza tym, latwosc¢
zadruku, ogromna réznorodnos¢ form kon-
strukcyjnych, przy rownoczesnej mozliwosci
laczenia ich z innymi materiatami (np. lami-
nowanie), stanowia ogromny walor uzytkowy
tworzyw sztucznych. Niska, konkurencyjna
w stosunku do innych klasycznych materia-
16w, cena popularnych tworzyw sztucznych
z grupy poliolefin i poliestréow, spowodowata
szybki wzrost ich zastosowan w wielu dzie-
dzinach. Jednak po latach zaczeto zauwazac
ich wady (w zwiazku ze wzrostem s$Swiado-

mosci Srodowiskowej), szczegbélnie z punku
widzenia zasad ekologii. Niestety, przez brak
podatnosci na biodegradacje polimery synte-
tyczne oddziatuja negatywnie na sSrodowisko,
obciazajac je w znacznym stopniu. Dlatego,
w trosce o Srodowisko coraz czesciej stosu-
je sie biopolimery. Polihydroksyalkanolany
(PHA) to naturalne polimery produkowa-
ne przez szereg mikroorganizméw i zmody-
fikowane genetycznie rosliny (STEINBUCHEL
2003, KAUR i wspélaut. 2017). Maja one
posta¢ granulek wystepujacych w cytopla-
zmie bakterii. Granule te stanowia materiat
zapasowy, ktory wykorzystywany jest przez
drobnoustroje przy niedoborze skladnikow
odzywczych, takich jak azot, fosfor i siarka,
przy jednoczesnym nadmiarze zrodet wegla.
Stanowia doskonala alternatywe dla polime-
réow syntetycznych, poniewaz maja podobne
do nich wtasciwosci, ale w przeciwienstwie
do nich ulegaja calkowitemu biorozkladowi.
Obecnie koszty produkcji biodegradowalnych
polimerow sa niestety zbyt wysokie w po-
rownaniu z tworzywami sztucznymi, jednak
ciagle trwaja prace nad znalezieniem spo-
soboéw na ich obnizenie (KOSIOR i wspoétaut.
2000).

BUDOWA I WEASCIWOSCI PHA

W grupie PHA wyréznione zostaly dwie
podgrupy. Do pierwszej zaliczamy poliestry
krotkolanncuchowe (ang. short chain len-
ght, PHA_,), ktorych monomery zawieraja
w swojej budowie 3-5 atoméw wegla. Druga
podgrupa sa PHA, ktorych monomery zawie-
raja od 6-16 atomoéw wegla. Okresla sie je
jako Sredniolancuchowe (ang. medium chain
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lenght PHA ). Jednym z glownych przed- GPa. Sa to wlasciwosci bardzo zblizone do
stawicieli PHA jest poli(hydroksyoktanian- polipropylenu (PP). Réznica jest natomiast

-co-hydroksykaprynian), P(HO-co-HD) [ang.
poly(hydroxyoctanoate-co-hydroxydecanoate)].
PHA zawieraja lancuchy nasycone lub nie-
nasycone. Poliestry PHA_, i PHA  r0znia
sie wlasciwosciami fizycznymi. Niewiele bak-
terii jest zdolnych do syntezy PHA, ktore
skladaja sie zarowno z PHA,, i PHA  (Dor
i wspoétaut. 1995).

Jeden z najczeSciej wykorzystywanych w
przemysle PHA, polihydroksymaslan (ang.
polyhydroxybutyrate, PHB), wykazuje spo-
re podobienstwo do polipropylenu, poniewaz
jest polimerem termoplastycznym. Jest jed-
nak bardziej sztywny i lamliwy, z powodu
wiekszej krystalicznosci. Aby poprawi¢ wia-
Sciwosci fizyczne i zmniejszy¢ krystalicznosé
tworzy sie kopolimery hydroksymaslanianu
(ang. 3-hydroxybutyrate, 3HB) i hydroksy-
walerianianu (ang. 3-hydroxyvalerate, 3HV),
ktore zaliczane sg do podgrupy PHA(,. Do-
danie 20% mol monomeréw 3HV do PHB
powoduje obnizenie temperatury zeszklenia
i modulu Younga PHB, co umozliwia prze-
twarzanie tego biopolimeru w temperatu-
rach nizszych od temperatury ich rozkladu,
co oznacza uzyskanie wlasciwosci termopla-
stycznych (CHEN i wspoélaut. 2001).

Wilasciwosci fizyczne 1 chemiczne PHA
zaleza od mikroorganizmu uzytego do ich
produkcji oraz od zrédla wegla, jakie zosta-
lo wykorzystane podczas hodowli. Srednia
masa czasteczkowa glownego przedstawicie-
la PHA, tj. kwasu poli-3-hydroksymastowe-
go, wynosi od 6x10° do 1,6x10° g/mol. Po
jego ekstrakcji krystalicznos¢ siega od 55%
do 80%. Temperatura zeszklenia tego biopo-
limeru wynosi t=4°C (temperatura, w kto-
rej nastepuje przejScie ze stanu cieklego lub
plastycznego w stan szklisty, czego objawem
jest skokowy wzrost lepkosci substancii;
ang. glass transition), a temperatura top-
nienia t _=180°C (ang. melting temperature).
Cechuje go takze wytrzymaloS¢ na zerwanie
(40 MPa) oraz modul Younga (wielkoS¢ okre-
Slajaca sprezystos¢ materialu) o wartosci 3,5

znaczaca przy wydluzeniu na zerwanie PHB,
wynoszaca zaledwie 5%, podczas gdy dla
PP parametr ten wynosi 150-600%. Dzieki
temu, ze temperatura topnienia (ok. 175°C)
bardzo rézni sie od temperatury rozkladu
termicznego, nie naraza to struktury poli-
meru na uszkodzenia podczas jego przetwa-
rzania. Poprawe wlasciwosci mozna uzyskac
wykonujac blendy (mieszanki polimerowe) z
innymi polimerami podczas jego przetwor-
stwa lub poprzez dodanie plastyfikatorow
(MADISON i HUISMAN 1999, KAUR i wspoélaut.
2017). Zestawienie wybranych wlasciwo-
Sci PHA, w poréwnaniu do wlasciwosci po-
wszechnie stosowanych tworzyw sztucznych,
przedstawia Tabela 1.

MIKROOGRANIZMY PRODUKUJACE
PHA

Znanych jest wiele mikroorganizmow
zdolnych do produkcji PHA. Juz w latach
30. XX w. odkryto zdolno$¢ réznych bakte-
rii do wewnetrznego magazynowania wegla
i energii w postaci PHB (1925 r. u Bacillus
megaterium przez Lemoignea) (KAUR i wspol-
aut. 2017). Wykazano zdolno$¢ produkcji
PHA przez mikroorganizmy z wielu grup,
wlaczajac w to eubakterie (np. rodzaje Pseu-
domonas, Bacillus, Citrobacter, Enterobacter,
Klebsiella, Escherichia, Ralstonia), sinice i
archeony. Synteza PHB jest rozpowszechnio-
na u bakterii wiazacych azot czasteczkowy,
np. Rhizobium, Azotobacter (A. beijernickii,
A. macrocytogenes, A. vinelandii. Do pro-
dukcji PHB zdolne sa niektére metylotrofy,
jednak produkuja go w malych iloSciach
(Suzukr i wspotaut. 1986, KAUR i wspolaut.
2017). Mikroorganizmy zostaly podzielone
na dwie grupy, w zaleznosci od warunkow
hodowli niezbednych do otrzymania PHA.
Pierwsza grupa sa drobnoustroje, wymaga-
jace nadwyzki zrodla wegla w pozywce oraz
ograniczonego poziomu tlenu i zroédet azotu
(warunki stresowe) (np. Cupravidus necator

Tabela 1. Poréwnanie wybranych wlasciwosci PHA i innych tworzyw sztucznych.

Polimer Temperatura Temperatura top- Wytrzymaltos¢é na Modut Younga Wydtuzenie przy
zeszklenia [°C] nienia [°C] rozciaganie [MPa] [GPa] zerwaniu [%]

PHA 4 180 40 3,5 5

LDPE -90 137 7 0,11-0,45 500

HDPE -110 115 37 0,8 600

PP -14 176 19,7-80 1,5-2 150-600

PCW 87 212 16 2,4-4,1 2-30

PS 100 239 32-44 3-3,5 1,8-40

PHA, polihydroksyalkanolany; LDPE, polietylen o niskiej gestosci; HDPE, polietylen o duzej gestosci; PP, polipropy-

len; PCW, polichlorek winylu; PS, polistyren.
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(syn. Ralstonia eutropha), Protomonas exto-
rquens i P. oleovorans). Druga grupe sta-
nowia mikroorganizmy, ktoére nie wymagajq
limitacji zwiazkéw odzywczych, a PHA ku-
muluja w fazie wykladniczego wzrostu (np.
Alcaligenes latus, A. vinelandii, rekombino-
wana E. colij (KHANNA i SRIVASTAVA 2005).

Cyjanobakterie (sinice) sa zdolne do pro-
dukcji PHB z dwutlenku wegla (zrodlo we-
gla) z udzialem energii Swiatla slonecznego,
dzieki enzymowi syntazie PHA. Wsréd wielu
gatunkow, dwa szczepy, Spirulina platensis
UMACC 161 (Jau i wspétaut. 2005) i Sy-
nechocystis sp. PCC6803 (SUDESH i wspol-
aut. 2001), moga gromadzic PHB w iloSci
ok. 10% suchej masy komoérek. Zwraca sie
uwage na potencjalnie korzystne stosowanie
sinic do produkcji PHA, poniewaz wykorzy-
stanie energii slonecznej pozwala znacznie
obnizy¢ koszty produkcji, jednoczesnie przy-
czyniajac sie do obnizenia zawartosci dwu-
tlenku wegla w atmosferze (KAUR i wspoétaut.
2017).

Wsroéd archeonéow zdolnych do produk-
cji PHA najwieksza uwage zwracaja organi-
zmy halofilne (zyjace w zasolonych sSrodowi-
skach), ktére do hodowli nie wymagaja Sci-
Sle sterylnych warunkoéw, z uwagi na wyso-
kie stezenie soli (wymagane do zachowania
stabilnosci $ciany komoérkowej), eliminujace
niepozadana mikroflore. W niskich steze-
niach soli lub jej braku (szczegbélnie w wo-
dzie destylowanej) Sciana komoérkowa halofili
ulega dezintegracji, uwalniajac tres¢ komorki
na zewnatrz, co ulatwia pozyskanie PHA. Do
rodzajow halofilnych archeonéw, ktére pro-
dukuja PHA, nalezg m.in. Haloferax, Haloar-
cula, Haloquadratum, Haloalkalicoccus, Natri-
nema, Natronobacterium, Halopiger, Halococ-
cus (TEKIN i wspoétaut. 2012, KAUR i wspol-
aut. 2017).

Ze wzgledu na wysokie koszty produkcji
i oczyszczania PHA, w przemysle wykorzy-
stuje sie tylko takie mikroorganizmy, ktére
magazynuja ponad 80% tego biopolimeru.
Sa to: Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus,
Azotobacter vinelandii, rekombinowana ge-
netycznie Escherichia coli, Methylobacterium
organophilum i Pseudomonas putida (LUEN-
GO i wspotaut. 2003, KUNASUNDARI i SUDESH
2011).

Pozywke dla drobnoustrojow stanowia ni-
skoczasteczkowe kwasy organiczne oraz glu-
koza i fruktoza. A. latus bardzo czesto wyko-
rzystuje sacharoze i bardziej ztozone zwiazki
organiczne, wystepujace w serwatce i mela-
sie. M. organophilum, w obecnosci metano-
Iu, syntetyzuje kwas poli-3-hydroksymasto-
wy. Substratem dla P. putida jest fruktoza,
glukoza lub glicerol. Oprécz homopolimeréw,
mikroorganizmy sa zdolne do kumulowania
kopolimeréw, czyli polihydroksykwasow za-

wierajacych przynajmniej dwa rozne mery.
Homopolimery i kopolimery PHA, mozna wy-
twarza¢ w zaleznosci od gatunkow bakterii i
warunkéw wzrostu.

Znane sa takze inne mozliwosci wytwa-
rzania PHA; ciekawym przykladem sa trans-
genicznie zmodyfikowane rosliny takie jak:
Arabidopsis thaliana, ktéra kumuluje PHA w
plastydach, bawelna, kukurydza oraz rosliny
oleiste np. rzepak (STEINBUCHEL 2003).

GENETYCZNA RECI}DIékACJA PRODUKCJI

O tym, czy zostana wyprodukowane po-
limery o krotkich czy dlugich lancuchach,
decyduje rodzaj aparatu genetycznego, ktory
jest odpowiedzialny za synteze i kumulacje
PHA. Istnieja trzy gléwne klasy loci PHB.
Locus pierwszej klasy (typ I) sktada sie z
trzech genéw kodujacych odpowiednio: po-
limeraze PHA (phb(C), pB-ketotiolaze (pha)
katalizujaca synteze acetylokoenzymu A i
reduktaze acetylokoenzymu A (phbB), ktéra
redukuje acetylokoenzym A do R-3-hydrok-
symaslanokoenzymu A. Do drugiej klasy
(typ II) nalezy locus skladajacy sie z dwoch
roznych genoéw kodujacych odpowiednio poli-
meraze PHA (phaCl i phaC2), przedzielonych
genem kodujacym depolimeraze PHA (phaZ).
Typ ten jest charakterystyczny dla rodzaju
Pseudomonas. Trzecia klase (typ III) tworzy
locus sktadajacy sie z dwéch genow (phbE
i phb(), kodujacych dwie podjednostki po-
limerazy PHA; ten typ stwierdzono u Chro-
matium vinosum, Thiocystis violecea. Mikro-
organizmy posiadajace locus PHA typu I i III
gromadza polihydroksykwasy o krotkim tan-
cuchu wegla, natomiast nalezace do typu II
kumulujg polihydroksykwasy o Sredniej dtu-
gosci tancucha (LUENGO i wspoétaut. 2003).

PRODUKCJA PHA PRZEZ RALSTONIA
EUTROPHA

Ralstonia eutropha nalezy do glownych
producentow PHA. W warunkach przemy-
slowych komoérki bakteryjne sa namnazane
wstepnie na podlozu zawierajacym glukoze
jako gléwne zrodlo wegla. Mikroorganizmy
sa inkubowane przez 2 tygodnie w warun-
kach chlodniczych, a 12 godzin przed roz-
poczeciem procesu syntezy PHA wysiewa sie
je na plynne podloze z glukoza i inkubuje
w 30°C. Po inkubacji mikroorganizmy prze-
nosi sie do fermentatora z napowietrzaniem,
zawierajacego pozywke z glukoza, gdzie na-
mnazaja sie przez 12 godzin w temperatu-
rze 30°C. Nastepnie hodowle przenosi sie do
bioreaktora przemystowego (np. o pojemnosci
20.000 litréw). Proces fermentacji sklada sie
z dwéch etapoéw przeprowadzanych w Sci-
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§le okreslonych warunkach (napowietrzanie,
pH, dostepnos¢ zrodel wegla, azotu, fosforu):
fazy wzrostu mikroorganizmoéw i fazy pro-
dukcji biopolimeru. W konsekwencji osiaga
sie 45-80% zawartosci PHA w suchej masie
(CHEN i wspélaut. 2001, LUENGO i wspoétaut.
2003, STEINBUCHEL 2003, CIESIELSKI i wspol-
aut. 2008, ANIS i wspoétaut. 2013).

MODYFIKACJA SKLADU PODLOZA
HODOWLANEGO A STRKTURA
EANCUCHA PHA

Istotng zaletg mikrobiologicznych metod
otrzymywania PHA jest mozliwos¢ projekto-
wania polimeréw kumulowanych przez mi-
kroorganizmy. Mozna tego dokonaé przez
zamiane zrodia wegla. Udowodniono, ze gdy
tym zrédlem jest ester kwasu mastowe-
go, wowczas kumulowany jest homopolimer
kwasu 3-hydroksymastowego. Gdy jako zroé-
dlo wegla zostana wykorzystane kwasy orga-
niczne o parzystej liczbie atoméw wegla (np.
kwas octowy), syntetyzowany bedzie kwas
poli-3-hydroksymastowy (PADOVANI i wspol-
aut. 2016). Fakt ten wzbudzil zaintereso-
wanie glownie w przemysle, poniewaz przez
zmiane skladu zrodla wegla mozna otrzymac
PHA o odmiennych wlasciwosciach fizycz-
nych i chemicznych. Typowym przykladem
jest wykorzystanie bakterii Alcaligenes eu-
trophus do produkcji wybranych PHA. Je-
zeli podczas wytwarzania biopolimeru zroé-
dlem wegla jest glukoza to syntetyzowany
jest PHB. Przez zmiane zrodla wegla, np.
na kwas propionowy, w komoérkach A. eu-
trophus powstaje 3-hydroksymaslan i 3-hy-
droksywalerianian (3HB-co-3HV). Kopolimer
jest bardziej elastyczny niz homopolimer
PHB (im wyzsza zawarto§¢ HV tym bardziej
elastyczny produkt) z powodu ograniczonej
krystalicznosci i jest odpowiedni do proce-
su wytlaczania, podczas gdy czysty PHB lub
kopolimer z niska zawartoscig (4%) HV wy-
korzystywany jest do przetwarzania za po-
moca wtrysku (Dol i wspétaut. 1995, CHEN
i wspotaut. 2001). Komercyjnym przedstawi-
cielem kopolimeréw o réznej zawartosci HV
w monomerze jest produkt BIOPOL.

WYTWARZANIE PHA PRZEZ
REKOMBINOWANE KOMORKI E. COLI

Do otrzymania rekombinowanych pate-
czek E. coli wytwarzajacych PHA, jako do-
nor plazmidow zawierajacych geny szlaku
biosyntezy PHA, wykorzystywany jest glow-
ny producent tego biopolimeru, Ralstonia
eutropha. Rekombinowane bakterie moga
metabolizowa¢ zaréwno glukoze, jak i kwas
propionowy, do otrzymywania homopolime-
row i/lub kopolimerow PHA. Istotna zaleta

wykorzystania modyfikowanych genetycznie
szczepow jest to, ze w przeciwienstwie do
R. eutropha, nie posiadaja one zdolnosci do
przyswajania dimeréw R3HB (ang. R-3-hy-
droxyburytic acid), ktére moga by¢ wbudo-
wywane w lancuch biopolimeru. Prowadzi to
do zwiekszenia wydajnosci procesu i uzyska-
nia w suchej masie az 90% PHB lub jego
kopolimeru z HV (LEE 1996, PARK i wspol-
aut. 2004).

POZYSKIWANIE PHA Z OSADU
CZYNNEGO

Ze wzgledu na wysokie koszty produk-
cji PHA z wykorzystaniem mikroorganizmow,
coraz czeSciej prowadzone sa badania ma-
jace na celu ich obnizenie. Aby proces bio-
syntezy przebiegal ekologicznie i koszty na-
kltadu byly jak najnizsze, istnieje mozliwosc
otrzymywania PHA z osadu czynnego. Daje
to mozliwos¢ wykorzystania jako surowcow
produktow ubocznych i odpadéw przemystu
rolno-spozywczego. Proces ten moze by¢ pro-
wadzony zaréwno w warunkach tlenowych,
jak i beztlenowych. Kolejnym atutem wyko-
rzystania osadu czynnego jest fakt, ze nie
ma potrzeby utrzymywania sterylnych warun-
kéw podczas hodowli. Istotna jest takze jego
wysoka stabilnosé, dzieki naturalnej selekcji
gatunkowej mikroorganizméw. MUSZYNSKI i
wspotaut. (2013) podjeli sie proby otrzymania
PHA z osadu czynnego, wykorzystujac rézne
podtoza. W warunkach limitowanego stezenia
tlenu, kumulacja kwasu poli-3-hydroksyma-
slowego w osadzie czynnym wynosita od 20%
do 30%. Mozna bylo jednak zwiekszy¢é zawar-
tos¢ P(3HB) [ang. poly(3-hydroxybuturate)] do
40% wprowadzajac do Sciekow kwas octo-
wy, ktory jest tanim zrodlem wegla. Na ska-
le przemystowa pozyskiwaé¢ go mozna z fer-
mentacji osadéw Sciekowych. Uzyskana pod-
czas eksperymentu ilo§¢ biopolimeréw (40%
zawartoS¢ w suchej masie) byla jednak zbyt
mala, by mozna bylo stosowac¢ je komer-
cyjnie. Kiedy w procesie otrzymywania PHA
wykorzystuje sie osad czynny, ich biosynte-
za moze by¢ stymulowana przez zmiennosc
warunkow tlenowych lub ograniczenie pier-
wiastkow biogennych (azotu i fosforu), przy
nadmiarze wegla organicznego. Stosunek C:N
przy kumulacji PHA z osadu czynnego jest
bardzo zréznicowany, moze wynosi¢ 50:1 lub
nawet 144:1 (KHARDENAVIS i wspotaut. 2005).

POZYSKIWANIE PHA Z PRODUKTOW
ODPADOWYCH, PRZEMYSEU
ROLNO-SPOZYWCZEGO

Rosnace  zaniepokojenie = negatywnymi
skutkami dla srodowiska, zwiazanymi z uzyt-
kowaniem tworzyw sztucznych, dato impuls
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do poszukiwania alternatywnych biodegrado-
walnych biopolimerow. Jednak do wytworze-
nia ekonomicznie oplacalnego biodegradowal-
nego polimeru, konieczne jest zwrdcenie uwa-
gi na koszty i wydajnosci jego pozyskiwania
w porownaniu do tworzyw sztucznych. Koszty
substratow do produkcji PHA i ich oczyszcza-
nie sprawiajg, ze mimo swoich niewatpliwych
zalet, sa one zbyt drogie, w porownaniu do
polimeréw syntetycznych. Koszt zrodla wegla
do mikrobiologicznego procesu produkcji PHA
moze stanowi¢ nawet do 50% kosztow cal-
kowitych. Jednym 2z rozwiazan obnizajacych
koszty produkcji wydaje sie by¢ zastosowanie
odpadéw z produkcji rolno-spozywczej jako
taniego, tatwo dostepnego zrodla wegla i azo-
tu (KAUR i wspoétaut. 2017).

Wiele odpadoéw przemystu rolno-spozyw-
czego moze shuzyc¢ jako pozywka dla mikroor-
ganizméw do produkcji PHA. Wykorzystywa-
ne sg m. in. melasy z burakow (produkcja
36 g PHA/L przez A. vinelandi) lub z trzci-
ny cukrowej (60% suchej masy komoérek P.
aeruginosa) (CHEN i PAGE 1997, LAW i wspot-
aut. 2001, TRIPATHI i wspotaut. 2012, KAUR
i wspoétaut. 2017). Stosowana jest takze ser-
watka i jej hydrolizaty (96,2 g PHA/L przez
rekombinowana E. coli CGSC 4401 posia-
dajaca geny z A. latus) (FONESCA i ANTONIO
2006). Obiecujacym odpadem sa materialy
ligninocelulozowe (m. in. siano, otreby, troci-
ny, lupiny), jednak czesto wymagaja wstepnej
obrobki, celem uwolnienia latwiej przyswajal-
nych przez mikroorganizmy prostszych zrodet
wegla (np. cukréw) (KAUR i wspétaut. 2017).
Dos¢é powszechnie wykorzystywanym substra-
tem jest glicerol odpadowy, powstajacy m.
in. przy produkcji biopaliw (BORMANN i ROTH
1999, KAUR i wspotaut. 2017). Mikroorgani-
zmy wykorzystywane do przemstowej produk-
cji PHA, coraz czesciej jako zrodlo wegla wy-
korzystuja kwasy tluszczowe, bedace odpada-
mi przemystu spozywczego. Kwasy ttuszczowe
dostarczaja wiecej energii, w porownaniu 2z
weglowodanami, jednak najwiekszym wyzwa-
niem w ich stosowaniu jest ich hydrofobowy
charakter. Wykorzystuje sie szerokie spek-
trum substratéw tluszczowych, m. in. olej
kokosowy, palmowy, oliwe, olej kukurydziany
i inne thluszcze roslinne i zwierzece (m. in.
16j). Wiele bakterii, m.in. z rodzajow: Pseudo-
monas, Caulobacter, Ralstonia, Acinetobacter,
Sphingobacterium, Burhkholderia, Yorkenella,
jest w stanie wykorzystywaé te substraty do
produkcji PHA (SAHARAN i wspétaut. 2014,
KAUR i wspélaut. 2017).

OCZYSZCZANIE PHA

Poniewaz PHA produkowane przez drob-
noustroje sa kumulowane wewnatrzkomor-
kowo, do wykorzystania w przemysle bio-

polimery te trzeba wyodrebni¢, a nastepnie
oczysci¢. Ze wzgledu na duza ré6znorodnoscé
zastosowania PHA, wymagana jest rozna czy-
stos¢ produktu koncowego. Jezeli PHA maja
by¢ przeznaczone do celow medycznych,
czystos¢ ich musi by¢ bardzo wysoka, gdyz
obecnos¢ zwiazkow chemicznych — pozostalo-
§ci po biomasie bakteryjnej [takich jak LPS
(lipopolisacharyd) bakterii Gram ujemnych],
moze stanowi¢ niepozadane zanieczyszczenie.
Natomiast w sytuacji, w ktorej produktem
koicowym maja by¢ worki czy opakowania
przeznaczone, np. dla przemystu rolniczego,
PHA nie musi by¢ wysokiej klasy czystosci
(KUNASUNDARI i SUDESH 2011). Nalezy jednak
podja¢ dziatania prowadzace do oddzielenia
granulek biopolimeru od zanieczyszczen ta-
kich jak: kwasy nukleinowe, lipidy, fosfoli-
pidy, peptydoglikany czy czasteczki bialtkowe
(ANIS i wspotaut. 2013).

Proces ekstrakcji PHA poprzedza sie tzw.
obrobka biomasy. Jest to dzialanie majace
na celu podwyzszenie wydajnosci procesu
oraz koncowej czystosci biopolimeru i polega
na wstepnym potraktowaniu komorek bak-
terii pewnymi zwiazkami chemicznymi, taki-
mi jak NaCl czy H,O,. Najczesciej uzywa sie
jednak NaCl, gdyz destabilizuje on S$ciane
komoérkowa, co w rezultacie sprawia, ze jest
ona latwiejsza do zniszczenia. Chlorek sodu
podwyzsza cisnienie osmotyczne, co dopro-
wadza do odwodnienia bakterii i utatwienia
uwolnienia granulek PHA w wyniku po6zniej-
szego dzialania na $ciane komoérkows roz-
tworem NaOH (ANIS i wspétaut. 2013).

Oprécz obrobki chlorkiem sodu moz-
na wyrozni¢ takze obrobke cieplna, ktora
zmniejsza stabilnosé Sciany komorkowej bak-
terii. Ponadto, pod wplywem ciepta zachodzi
denaturacja biatek i materialu genetyczne-
go, co ulatwia poézniejszy proces oczyszcza-
nia. W zaleznosci od rodzaju bakterii, ob-
robka moze rozni¢ sie zakresem temperatur
i czasem trwania tego procesu. Na przyktad
bakterie z rodzaju Pseudomonas poddaje sie
dziataniu 120°C przez 1 minute, a Ralstonia
eutropha 85°C przez 15 minut. Inny spo-
s6b obrobki to zamrazanie komorek. Spra-
wia to, ze PHA i skladniki budujace Sciane
komorkowa sg tatwiej rozkladane przez SDS
(siarczan dodecylu sodu) i podchloryn sodu.
Zamrazanie do -20°C wykorzystuje sie¢ takze
do dluzszego przechowywania komoérek (JA-
CQUEL i wspétaut. 2008).

Znanych jest wiele metod oczyszczania
PHA. Wybér metody zalezy od iloSci oczysz-
czanego polimeru, oraz czystosci polimeru,
jako produktu koncowego. Metody chemicz-
ne i enzymatyczne cechuja sie wysoka wy-
dajnoscia procesu oczyszczania. Uzyskuje sie
czyste granulki PHA o wysokiej Sredniej ma-
sie czagsteczkowej. Bardzo czesto podczas wy-
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odrebniania granulek biopolimeru z komoérki
wykorzystuje sie: chloroform, trifluoroetanol,
dichloroetanol, weglan propylenu, chlorek
metylenu, kwas dichlorooctowy (KUNASUNDARI
i SUDESH 2011). Ciezar czasteczkowy oczysz-
czanych w ten sposob materialow wynosi
od 50 do 100 kDa. Jednak rozpuszczalniki
te maja negatywny wplyw na sSrodowisko.
Stosowanie enzymoéw (proteaz, celulaz, li-
zozymu) jest korzystniejsze z ekologicznego
punktu widzenia, niestety pociaga za soba
wysokie koszty oczyszczania (DE KONIG i
WITHOLT 1997). Mechaniczne metody wyod-
rebniania PHA sa szeroko uzywane w prze-
mysle, zwlaszcza farmaceutycznym oraz bio-
technologicznym, gdzie wymagana jest wyso-
ka czystos¢ produktu. Brak wykorzystania
rozpuszczalnikow chemicznych oznacza, ze
metody te sa przyjazne Srodowisku. Dodat-
kowo, nie powoduja powaznych uszkodzen
polimerow. Nie sa to jednak idealne metody
odzyskiwania PHA, gdyz konieczny jest duzy
wktad inwestycyjny podczas projektowania
i budowy instalacji, ponadto metody te sa
czasochtonne. Dlatego coraz czesciej podczas
wyodrebniania PHA 2z komoérek bakteryj-
nych laczy sie metody chemiczne i mecha-
niczne (KUNASUNDARI i SUDESH 2011, KAUR
i wspétaut. 2017). Jedna z metod oczysz-
czania granulek PHA jest ekstrakcja za po-
moca plynow w stanie nadkrytycznym (ang.
supercritical fluid, SCF), np. H,0, CO,. Wy-
jatkowe wtasciwosci fizykochemiczne takiego
plynu, tj.: wysoka gestosé, niska lepkos¢,
niepalnos¢, nietoksycznosé, mozliwos¢ latwe-
go usuwania z produktu, czynia go dobrym
rozpuszczalnikiem. Ponadto, jest to metoda
prosta, niedroga, szybka i co najwazniejsze,
przyjazna Srodowisku (KUNASUNDARI i SUDESH
2011). Jak dotad nie znaleziono jednak ta-
kiej metody, ktéra bylaby jednoczes$nie ta-
nia, prowadzilaby do otrzymania PHA o wy-
sokiej czystosci, a zarazem byla przyjazna
Srodowisku. Jest to jeden z gléownych powo-
dow, dlaczego materialy z PHA nie wyparly
jeszcze produktéow syntetycznych otrzymywa-
nych ze zwiazkéw pochodzenia naftowego.

ZASTOSOWANIE PHA I PRODUKTY
KOMERCYJNE

Zastosowanie PHA uzaleznione jest od
ich $redniej masy czasteczkowej (Mn) i za-
wartosci molowej komonomeréw (ang. 4-hy-
droxybutyrate, 4HB; ang. 3-hydroxyhexa-
noate, 3HV, 3HHx) w kopoliestrach typu
PHBV i PHBHx. PHA o niskiej zawartosci
komonomerow (do 5%) i wzglednie niskiej
Mn=500000 g/mol ze wzgledu na to, ze sg
twarde i sztywne, sa przetwarzane za pomo-
cg wtrysku. Stosowane sag zatem do produk-
cji materialow opakowaniowych takich jak:

tacki, kubeczki jednorazowe, lyzeczki, tale-
rzyki. Natomiast PHA o Mn=600000 g/mol
moga by¢ wykorzystywane do produkcji wio-
kien, stuzacych do otrzymywania nici chirur-
gicznych i odziezy wykorzystywanej na sali
operacyjnej (biodegradowalnej). Kopolimery,
w ktorych zawartosé HV wynosi ponad 10%,
ze wzgledu na swoje wlasciwosci termopla-
styczne moga by¢ przetwarzane w proce-
sach wytlaczania. W ten sposéb wytwarzane
moga by¢ folie stosowane miedzy innymi w
rolnictwie. Poliestry o Mn=600000-700000
g/mol sa stosowane do produkcji opakowan
sztywnych metoda wtrysku z rozdmuchem
(butelki) i termoformowania, oraz workéw na
odpady metoda wytlaczania z rozdmuchem.
Biopolimery, z zawartoScia HV w kopolime-
rze z HB powyzej 15%, sa bardzo elastycz-
ne i mozna je wykorzystac jako kleje lub do
produkcji folii elastycznych (KONDRATOWICZ
2010).

Ze wzgledu na swoje wlasciwosci fizycz-
ne, mechaniczne, biokompatybilnos¢, PHA
znalazly zastosowanie w biomedycynie. Bar-
dzo korzystne sg implanty wykonane z PHA,
ze wzgledu na ich biodegradacje in vivo,
ktora minimalizuje ryzyko wystapienia infek-
cji. Istotng zaleta tych polimerow jest tak-
ze mozliwos¢ ich zastosowania w leczeniu
uszkodzonego rdzenia kregowego. Metoda
polega na wszczepieniu w miejscu ubytku
rdzenia kregowego PHB, pokrytego warstwag
hydrozelu alginianowego, zawierajacego fibro-
nektyne. Macierzyste komorki nerwowe (ang.
neural stem cells, NSCs) rosnace w matrycy
z PHA moga wspomoéc naprawe centralnego
ukladu nerwowego. PHA wspomagaly zaréw-
no wzrost, jak i réznicowanie sie NSCs (XU i
wspotaut. 2010). Obecnie na skale przemy-
slowa produkowane sa cztery biopolimery:

— Biopol™ (kopolimer 3HB i 3HV) synte-
zowany przez C. negator, a ostatnio rowniez
przez zmodyfikowang genetycznie E. coli

— Biomer™ (homopolimer 3HB) uzyskiwa-
ny w hodowlach A. latus;

— Nodax™ (kopolimer 3HB i 3HV) otrzy-
mywany z udzialem zmodyfikowanego gene-
tycznie C. necator;

— Biocycle™ (homopomlimer 3HB, kopoli-
mer 3HB i 3HV) kumulowany przez Burkhol-
deria sacchari (RUDNIK 2008).

PODSUMOWANIE

Polihydroksyalkanolany to biopolimery o
ogromnym potencjale, mogace stanowi¢ al-
ternatywe dla obecnie powszechnie stosowa-
nych tworzyw sztucznych. Wsréd ich wielu
zalet najwazniejszymi sa: podatnosS¢ na bio-
degradacje, biozgodnos¢é i wlasciwosci me-
chaniczne zblizone do wlasciwosci polimerow
syntetycznych. Moga by¢ otrzymywane na
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drodze mikrobiologicznej i z roslin modyfiko-
wanych genetycznie. Niestety, najwickszym
problemem zwiazanym z PHA jest nadal
zbyt wysoki koszt produkcji, wynikajacy z
trudnosci w oczyszczaniu. W celu obnizenia
kosztow poszukuje sie tanszych rozwiazan
oczyszczania PHA 1 alternatywnych 2zrédet
sktadnikow odzywczych dla drobnoustrojow,
m. in. z odpadéw przemystu rolno-spozyw-
czego. PHA sa bez watpienia biopolimera-
mi, na ktérych warto skupi¢ uwage i pod-
ja¢ starania w celu rozwoju ich technologii,
gdyz sa jednym z najwazniejszych kandyda-
tow do zastgpienia tworzyw sztucznych.

Streszczenie

W pracy omoéwiono polihydroksyalkanolany, biopo-
limery o ogromnym potencjale. Scharakteryzowano ich
wlasciwosci i zastosowanie, zwracajac uwage na takie
ich zalety jak biozgodnos¢ (brak toksycznosci w stosun-
ku do organizmu), podatnos¢ na biodegradacje, czy wia-
Sciwosci termoplastyczne, zblizone do tworzyw sztucz-
nych. Niestety, pomimo wielu zalet, PHA nie sa po-
wszechnie wykorzystywane, glownie ze wzgledu na wyso-
ki koszt ich wytwarzania i oczyszczania. Dlatego w celu
obnizenia kosztéow podejmuje sie dzialania w kierunku
zastapienia podczas hodowli drobnoustrojow zrodila we-
gla tanimi materialami odpadowymi. Kolejnym sposobem
zmniejszenia kosztow produkcji PHA jest wykorzystanie
modyfikowanych genetycznie mikroorganizméow. Alterna-
tywa moze byc¢ takze poszukiwanie nowych metod wy-
odrebniania biopolimeru z komoérek. Dobrym pomystem
moze byc¢ takze laczenie chemicznych i mechanicznych
metod oczyszczania PHA. PHA bardzo czesto wykorzy-
stywane sa w medycynie, zastepujac tworzywa sztuczne,
gdzie istotne sa wlasciwosci materialéw oraz ich podat-
nos¢ na biodegradacje. Niestety, ze wzgledu na cene, do
wytwarzania polimerowych przedmiotéw uzytku codzien-
nego, polimery syntetyczne wykorzystywane sa czesciej.
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POLYHYDROXYALKANOATES - PROMISING BIODEGRADABLE POLYMERS

Summary

This paper discusses properties of polyhydroxyalkanoates (PHA), biopolymers with a huge potential for practi-
cal applications. PHA have a number of advantages such as biocompatibility (no toxicity for organism), biodegrada-
bility and thermoplastic properties similar to those of synthetic plastics. Unfortunately, despite these advantages
PHA are not widely used owing to the high costs of their preparation and purification. Therefore, in order to reduce
these costs efforts are being undertaken to replace traditional carbon sources for cultivation of microorganisms by
cheaper waste materials. Another way to reduce the cost of PHA production is the use of genetically modified micro-
organisms. An alternative approach may be also a search for new methods for extraction of these biopolymer from
the cells including combination of chemical and mechanical methods of purification. PHA are very often used in
medicine, because of their properties and biodegradability. In this area they substitute plastics. Unfortunately, costs
of production from PHA polymeric objects for everyday use are still too high, so synthetic polymers remain predomi-
nantly in use.

Key words: biopolymers, microorganisms, plastics, polyhydroxyalkanoates



