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1. Bevezetés

A XXI. szdzad egyik lefoglalkoztatottabb témdjava valt a kornyezetszennyezés ¢&s
kornyezetvédelem fogalma. A Fold nyersanyag leldhelyei és teherbird képessége véges, igy
egyre tobb kutatd, szervezet és orszag foglalkozik azzal, hogy a bolygénkat a legjobb
allapotdban Orizhessiilk meg. Manapsadg az egyik legnagyobb csatit a petroleum alapu
milanyagokkal szemben vivjuk. Ezek az anyagok nem, vagy csak rendkiviil hosszl id6 alatt
képesek lebomlani. A miianyagok az ¢let minden teriiletén jelen vannak a gyors és olcso
eléallithatosaguk okan. Talalkozhatunk veliik a haztartasokban, textil-, élelmiszer-,
gyogyszeriparban, orvostudomanyban, vendéglatasban stb. Azonban a legégetobb problémat
az egyszer hasznalatos polimerek okozzdk. Ilyen termékek példaul a csomagoldanyagok,
szivoszalak, tdnyérok, evdeszkozok, nylon zacskd. Amellett, hogy ellendllnak a bioldgiai
bontasnak, nagy problémat idéz eld az is, hogy ezek a készitmények nem csak a
szemétlerakohelyekre keriilnek, hanem sok esetben az 6ceanok és tengerek vizébe is eljutnak.
Ez a szennyezés mar olyan sulyossa valt, hogy valosagos szemétszigetek alakultak ki a vizek
felszinén, melyek mérgezik az ott megtaldlhatd Okoszisztémat. Ez nem csak esztétikai, de
egészségiigyl problémakat is maga utan vonhat. Az itt megtalalhaté miianyagok bizonyos id6
utan darabolddnak, ezaltal az ott €16 allatok mar képesek elfogyasztani azokat, mely igy nem

csak az 6, de az mi szervezetiinkre egyarant karos hatassal lehet.

Ezek alkalmazasanak visszaszoritasara kiilonbozé rendeleteket (301/2021. VI.1. Kormany
rendelet, 2019/904 EU iranyelv) hoztak Iétre, ezéaltal mar hazadnkban is tilos az
egyszerhasznélatos petroleum alapu milanyagok forgalmazasa. Az intenziv kutatasoknak
koszonhetden, manapsadg mar szinte mindegyik hagyomanyos miianyagnak, adott alkalmazasi
teriiletnek megfelelden, rendelkezésre 4ll alternativ valtozata. Ezek a biomilanyagok és
bioldgiailag lebomlé miianyagok, melyeket megtjuld névényi és allati eredetli forrasokbol
allitanak eld, s6t akdr komposztalhatoak is, igy megoldast kindlnak a kornyezetterhelés

csokkentésére is.

A kornyezetiink megovasa érdekében és egy fenntarthatobb vilag reményében valasztottam a

kutatdsomnak a PLA alapt biomiianyagok biologiai bontdsanak vizsgélatat.



2. Célkituzések

crcr

magvaldsitdsadhoz, az alabbi részfeladatokat fogalmaztam meg:

1. Termofil és termotolerans baktériumok szelektalasa

- Tejsavhasznositas

- Depolimeraz enzimkészletének feltérképezése
Biologiai bontasra alkalmas mikrobidlis konzorciumok kialakitasa
Biodegradacio hatékonysaganak fokozasa kiilonb6z6 indukaldszerekkel

Fizikai paraméterek vizsgalata a bioldgiai bontés sordn

a M DN

Biologiai bontas hatékonysaganak megallapitdsa



3. Irodalmi attekintés

3.1. Miianyagok

A milanyagok szintetikus vagy félszintetikus, nagy molekulatomegli szerves vegyiiletek,
amelyek hosszii lanci polimer molekulakbél épiilnek fel. Altalaban tartalmaznak egy szerves
fo6 lancot, oldals6 kapcsolt molekulacsoportokat és néhany szerves és szervetlen részt,
amelyeket adalékanyagként, lagyitoként adnak hozza. Szén, hidrogén, nitrogén, oxigén, klor és
brom elemekbdl allnak. Az élet szinte minden teriiletén el6fordul az alkalmazasuk, ilyen
példaul az egészségligy, az €pitdipar, a kozlekedés. A milanyagok ellenallnak a lebomlasnak,
de a konnyi sulyuk és az alakithatosaguk miatt igen tartosak, emellett az eléallitasuk viszonylag
Kis koltséggel jar (Bahl et al., 2020). Az els6 megjelenése Ota ezek a kdolaj alapu szintetikus
polimerek uraljak a milanyagok vilagszintii gyartasat, amelyek tilnyomo tobbsége ipari
hulladékként végzi (Nair et al., 2017). Ezek sulyos problémakhoz vezethetnek, hiszen a
fosszilis alapti mlianyagok tobbsége egyaltalan, vagy nagyon kis mértékben bomlik le révid
id6n beliil, igy karosithatja az 6koszisztémakat (Polman et al.,2020). A legtobb hagyomanyos
mianyag, mint példdul a polietilén, a polivinil-klorid, a polipropilén, a polisztirol és a
polietilén-tereftalat (PET) ellenall a mikrobialis tamadasoknak, mivel a mikroorganizmusok
nem tudtak olyan enzimszerkezeteket kialakitani, amelyek képesek lettek volna lebontani az

ilyen szintetikus polimereket (Nair et al., 2017).

Vilagszerte atlagosan 140 milli6 tonna milanyagot 4llitanak eld, és évente 57 millié tonna
mianyaghulladék halmozddik fel (Nair et al. 2017). Ezek a tengerek, 6ceanok, folyok vizeibe
is bekertilhetnek és aggregalodhatnak, komoly veszélynek kitéve az ott eléfordulo éldvilagot.
Az Egyesiilt Nemzetek biologiai sokféleségrdl sz0l6 egyezményének feliilvizsgélata tobb mint
600 fajt dokumentdl, a mikroorganizmusoktdol a balndkig, amelyeket a tengeri
milanyaghulladék elfogyasztasa miatt keriilnek veszélybe (Bahl et al., 2020). A miianyagok
talzott hasznalata noveli a hulladékok artalmatlanitasaval és kezelésével foglalkozo
problémakat. A kornyezetkarosodas miatt kialakult aggodalmakra, olyan kutatasokba fogtak,
amelyek ,,biologiailag lebomld” vagy ,.komposztalhaté” miianyagok kifejlesztésére alapulnak
(Kalita et al., 2019). Ahogy egyre tobb orszag és allam koveti az tgynevezett ,,fehér
szennyezésért” felelds miianyag élelmiszer-zacskok betiltasat vilagszerte, a biomiilanyagok

biologiailag lebomlo helyettesitoként kiemelked6 szerepet fognak jatszani (Nair et al., 2017).



3.2. Biomiianyagok

A Dbiologiailag lebomldé milanyagok uj lehetdségeket tartak fel a hulladékgazdalkodasi
stratégiakban, hiszen ezek az anyagok kiilonb6zo koriilmények kozott képesek lebomlani. A
petréleum alapu miianyagok helyett kutatasokat végeznek alternativ megoldasok utén,
melyeknek koszonhetéen mar a hétkdznapi életben is megtalalhatoak ezek biomiianyagok. A
biopolimerek, olyan polimerek, melyeket €16 szervezetek szintetizalnak, a biomiianyagok pedig
a biologiailag leboml6 polimerek felhasznalasaval eldallitott miianyagok. Megujuld vagy nem
megujuld eréforrasokbdl késziilhetnek (Nair et al., 2017). Ezek lehetnek mez6gazdasagi
termékek, példaul: kukorica, gyapotszalak vagy lenrostok, valamint ¢lelmiszeripari
melléktermékek, példaul: sortorkoly vagy almatorkoly (Polman et al.,2020). A természeti
er6forrasokbdl kinyert vagy eltavolitott polimerek kiilonbdzo kdrnyezeti feltételek és kiilonféle
mikroorganizmusok hatasara lebomlanak ¢s atalakulhatnak (Nair et al., 2017). Jelenleg ezek a
biologiailag lebomlé miianyagok érdekes alternativat nyujtanak a kdolaj alapt szintetikus

milanyagok helyettesitésére (Bubpachat et al., 2018).
A polimerek osztalyozasa az eléallitas modja vagy forrasa szerint is megtortént:

e Kaozvetleniil novényi vagy allati biomasszabol szarmazo polimerek: Poliszacharidok
¢és fehérjék (Nair et al., 2017). Ebbe a csoportba sorolhatok a miianyagok keményitével
alkotott keverékei, valamint a keményitd fermentaciojabol eldallitott polimerek is. Ez a
biomllanyagok piacanak koriilbeliil 50%-at oleli fel. Emellett jellemzd tagjai a
csoportnak még a celluldz alapt biomiianyagok (Nandakumar et al., 2021).

e Kilasszikus kémiai szintézissel eldallitott polimerek megujulo bioalapu
monomerek: politejsav (PLA) nyersanyag felhasznalasaval.

e Mikroorganizmusok altal szintetizalt polimerek: polihidroxi-alkanoatok (PHA-k)

e Petrolkémiai titon eléallitott polimerek: polikaprolaktanok, poliészteramidok, alifas

¢és aromas ko-poliészterek (Nair et al., 2017).

A poliészterek az egyik legkiemelkeddbbnek bizonyulnak biologiailag lebomld
milanyagokként a hidrolizalhatd észterkotéseik miatt. A kereskedelemben eldallitott és
fejlesztés alatt allo biologiailag lebomld poliészterek tobbek kozott a polihidroxi-hexanoat
(PHA), poli(3-hidroxi-butirat) (PHB), polihidroxi-valerat (PHV), politejsav (PLA),
polikaprolakton (PCL), polibutilén-szukcinat, polibutilén-szukcinat-adipatsav (PBSA),
kopoliészterek, polietilén-tereftalat, polibutilén-adipat/tereftalat (PBAT). A PCL ¢és a

polibutilén-szukcinat ugyan kdolaj alapu, azonban mikroorganizmusok altal szintetizalhatok.



Az alifas poliészterek és polikarbonatok egyik fontos jellemzdje, hogy érzékenyek a lipolitikus

enzimekre és a mikrobialis lebomlasra (Nair et al., 2017)-

3.3. Politejsav

A politejsav (PLA) az elsd bioldgiailag lebomld polimer, amelyet megujuld eréforrdsokbol
allitanak eld, és kereskedelmi forgalomban kaphat6. Az alifas poliészterek kozé sorolhato. A
PLA j6 tulajdonsagai keltették fel globalisan a figyelmet, mivel nagy a rugalmassagi modulusa
¢és merevsége, hore lagyulo viselkedése, biokompatibilitdsa van, valamint jo alakitasi és ontési
képességgel rendelkezik (EI-Meihy et al., 2016). A PLA, egy linearis alifas, hére lagyuld
poliészter. Olyan eréforrasokbol szarmazik, mint a kukoricakeményitd, cukornadd és maés
megujuld biomassza termékek, hulladékok és élelmiszeripari melléktermékek (Nofar et al.,
2018). Az eléallitasa viszonylag gazdasagos, illetve a figyelemre mélto tulajdonsagai
alkalmassa teszik az élet szamos teriiletén valo hasznalatara (Avérous, 2008). A legnagyobb
jelentdsége, hogy nagy potenciallal rendelkezik a hagyomanyos kdolaj alapi mianyagok
helyettesitésére (Kalita et al., 2019).

3.3.1. Eloéallitasa

A PLA szintézise egy tobblépéses folyamat, amely a tejsav eléallitasaval kezdddik és annak
polimeriziciojaval ér véget (Avérous, 2008). A tejsav (C;H,O,) olyan vegyiilet, amely szamos
biokémiai folyamatban kulcsfontossagli. Folyamatosan termelddik ¢s elimindlodik a normal
anyagcsere €s a testmozgas soran, ezenkivil a PLA monomer prekurzora.
Kukoricakeményitdbdl vagy répacukorbol fermenticioval vagy altalanos kémiai szintézissel
nyerhetd ki. A tejsav a legegyszerlibb hidroxilsav, amely aszimmetrikus szénatommal és két
optikailag aktiv konfiguracioval, az L- és D-izomerekkel rendelkezik. Ezek bakterialis
rendszerekben allithatoak eld, mig emlds szervezetek csak az L izomert termelik, amely az
anyagcsere soran konnyen asszimilalédik (Avérous, 2008). A PLA szintézise tejsav
monomerek polimerizacidjan keresztiil megy végbe. A szintézis eljarasai a polikondenzéacio és
elsédleges lanc addicidés polimerizacioja, amely kis molekulatomegli intermediereket

eredményez, amelyeket késobb feldolgozva PLA allithato el (DeStefano et al., 2020).

3.3.1.1. Gyiiriinyito polimerizacié — Ring Opening Polymerization

A gylrinyitd polimerizacios technikakat (ROP) altalaban PLA eléallitasara hasznaljak kis
molekulatomegli el6polimerb6l, mely folyamatban a depolimerizaciéo tejsav molekulat

eredményez (DeStefano et al., 2020). Ez az eljaras nagy molekulatomegii termékek
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eléallitasara szolgal, amelyben a nagy tisztasagu tejsav hasznalata elengedhetetlen. A prekurzor
molekula dekompresszios eljarassal allithatdo eld, amelynek soran a vizet elvalasztjak a
rendszerb6l. Ezutan a tejsav kinyitja a gyiirtijét a polimerizaciohoz (Cheng et al., 2009). A
gyurtinyitds helye PLA képzddését eredményezi. A gylriinyitas 4altal eldsegitett
polimerizacionak koszonhetéen nagyobb molekulatomegii termékek képzdédnek. Mivel az
eljaras nagy tisztasagu tejsav- és nehézfém-katalizatorokat igényel, amelyek novelik az
eloallitasi koltségeket, igy csak olyan esetekben alkalmazzék, melyek megigénylik ezt a
magasfoku tisztasagot (DeStefano et al., 2020). Altalanossagban a gyiiriinyit6 megkozelitést a
kereskedelemben alkalmazzék oldészermentes, nagy molekulatomegii PLA eldallitasara, mivel
a masik megkdzelitésben viz is keletkezik nemkivanatos melléktermékként a polimerizacid

soran (Nofar et al., 2018).

3.3.1.2. Polikondenzacio

A kozvetlen polimerizacidt azeotrop dehidratacidos polikondenzacioval vagy enzimes
polimerizéacidval lehet végrehajtani. Ezek az eljarasok eldsegitik a PLA kozvetlen eldallitasat
tejsav monomerekbdl (DeStefano et al., 2020). Ezzel az eljarassal nagy lanchosszusagokat lehet
elérni lanchosszabbitok és az ezekhez kapcsolodo hatranyok alkalmazasa nélkiil. A tejsav
csOkkentett nyomast desztillacioja 2-3 oran keresztiil, 130°C-on torténik a kondenzviz nagy
részének eltavolitasa érdekében. Ezutan a katalizator, a difenil-éter hozzaadasa kovetkezik. Az
oldoszert 30-40 ora alatt 130°C-on kell az edénybe visszavezetni. Végiil a keletkez6 PLA

megtisztitasra kertil (Avérous, 2008).

3.3.2. Tulajdonsagai

Kivalo filmképzd, a jo termikus, permszelektiv, mechanikai és feldolgozasi tulajdonsagaik, a
csomagolastechnika teriiletén is felhasznalhatok (Cheng et al., 2009). Emellett biologiai
lebonthatésaga, atlatszosaga, nagy rugalmassagi modulusa és szilardsaga keltette fel a
figyelmet mas alkalmazasi teriileteken is. Azonban a korlatozott olvadasi szilardsaga, alacsony
hétorzulasi hdmérséklete, nagy ridegsége és alacsony rugalmassaga korlatozo tényezd a
hasznalataban. A PLA tulajdonsagainak javitasara az egyik kifejlesztett stratégia a természetes

szalak, példaul cellulozrostok erdsitGanyagként torténd hozzaadasa (Ruz-Cruz et al., 2022).



3.3.3. Alkalmazasa

A PLA-t a kedvez6 tulajdonsagai miatt sok teriileten kezdték el alkalmazni, ilyen példaul a
modern ipar, ideértve a textilidkat és a csomagoloanyagokat. Az egészségligy szamos teriiletén
is eldtérbe keriilt a hasznalatuk, mint példaul a szovetfejlesztés, regenerativ gyogyaszat, sziv-
¢s érrendszeri implantatumok, gyogyszerhordozok, ortopédiai beavatkozasok, rakterapia, bor-
és ingyogyaszat. igy a PLA lehet6vé teszi a gyors prototipus-készitést és a hatékony gyartast
3D nyomtatott konstrukciokban (DeStefano V., 2020).

3.3.4. Enzimatikus biodegradacié

A PLA polimerek lebomlasi mechanizmusa fiigg, az 6t koriilvevo biologiai kornyezettdl is
(Prema et al., 2015). A mianyagok lebomlasa kiilonb6z6 tényezOk hatasara megy végbe,
beleértve a rajuk jellemzd tulajdonsdgokat, mint a mobilitas, kristdlyossag, molekulatdmeg, €s
a polimerekhez adott funkcids csoportok és adalékanyagok fajtaja (Bahl et al., 2020). Az alifas
poliészterek hidrolizissel torténd enzimatikus lebontasa az enzimnek a szubsztrat feliiletén a
feliileti kotddoménen keresztiil torténd adszorpcidjan, majd az észterkotés hidrolizisén
keresztiil megy végbe (Prema et al., 2015). A biomiianyagok bioldgiai lebomlasa soran els6
1épésként a feliileten 1évé mikroorganizmusok altali kolonizacio, megtapadas kovetkezik be
(Bahl et al., 2020). A lebomlas kovetkezo 1épése a fragmentaciod, mikor a polimereket az
extracellularis enzimek kisebb, rovid lancokra, oligomerekre bontjak. Ezek elég kicsik ahhoz,
hogy athaladjanak a félig ateresztd kiilsd bakteridlis membranokon, majd szén- ¢és
energiaforrasként hasznosuljanak. Ha a termék elsésorban a monomer, akkor ezt a folyamatot
depolimerizacionak nevezik. Mig a folyamatot mineralizdcionak nevezik, ha a keletkezd

termékek, példaul szén-dioxid, metan vagy viz (El- Meihy et al., 2016).

A PLA bontdsa soran az extra- ¢s intracellularis depolimerdzok, illetve az észterazok,
foszfatazok és lipazok vesznek részt (Nair et al., 2017). Az enzimek jelentOs szerepet jatszanak

a polimerek lebontasaban, azonban nem csak 6k feleldsek a polimerek hidroliziséér. (Prema et
al., 2015).

3.3.4.1. Kutinaz

A kutindz egy tobbfunkcids enzim, amely szdmos szubsztratot hidrolizal, beleértve a
poliésztereket, a vizben oldhatatlan triglicerideket és az oldhat6 észtereket. Az észterezést és az
atészterezést is képes katalizalni. Ezért nagy potenciéllal rendelkezik a textil-, mososzer-,

észterszintézis- ¢és kornyezetvédelmi iparban (Su et al., 2015). A kutin a szarazfoldon
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eléforduld novények kutikuldjanak f6 dsszetevdje, sok zsirsavlancbol all6 polimer. A kutinazok
sokoldaltan felhasznalhatok, fontos szerepe van az, amid tipusu kotések felszakitasaban a
milanyagszalak hidrolizisében. Ezenkiviil a PET polimerekre és a polietilén (PE) gyantakra is
befolyassal van a kutindzok hatdsa. A kodolaj alapi miianyagok hdstabilitasatol fiiggden a
termofil kornyezet dontd szerepet jatszik a biologiai lebomlasi folyamatban (Flores-Castaiion

et al., 2022).

3.3.4.2. Proteaz

A kis molekulatomegli PLA enzimatikus lebontédsa észterdz tipusu enzimek, példaul protedzok
hasznalataval torténik. A protedzok katalizaljadk a peptidkotések hidrolizisét és az ehhez
kapcsolodo észterkotések hidrolizisét (EI-Meihy et al., 2016). A proteazokat savas, semleges
¢s lagos protedazok kozé soroljak a maximalis aktivitdst mutatdé pH-érték alapjan. A
mikroorganizmusok, példaul a baktériumok, gombak és proteaztermeldk (Radha et al., 2012).
A enzimek egyetlen osztalyat alkotjak, amelyek kereskedelmi és fizioldgiai felhasznéaldsuk
szempontjabol kulcsfontossagu szerepet toltenek be. A protedzok az ipari enzimek harom
legnagyobb csoportjanak egyikét alkotjak (amelynek 95%-a hidrolitikus enzim), és a vilag
teljes enzimtermelésének és értékesitésének koriilbeliil 30-65%-at teszik ki. Széles korben
alkalmazhatok kiilonb6z6 ipari folyamatokban az élelmiszer-, gyogyszer-, moso-, bor- ¢€s

selyemiparban, valamint az eziist kinyerésében rontgenfilmekbdl (Ire et al., 2011).

3.3.5. Politejsav alapu biokompozitok

A PLA alapu biomiianyagok alkalmazasat néhany hatrany korlatozza, példaul az alacsony
hdstabilitas €s a kdolajbol szarmazd polimerekhez képest rossz zard tulajdonsagok magas
hémérsékletli kornyezetben. E kihivasok lekiizdésére folyik néhany kutatds a biologiailag
leboml6 polimerek kompozitjainak fejlesztése terén, mint példaul a megijuld eréforrasokbol
szarmazo6 toltéanyagokkal, példaul lignocelluloz szalakkal és szerves agyagokkal megerdsitett

PLA utan (Lima et al., 2021).

3.3.5.1. Celluloz

A celluléz a legelterjedtebb természeti eréforras a Foldon, mivel a ndvényi sejtfalak 6
alkotéeleme. A legtobb celluloz nagyfoka polimerizacidval rendelkezik mind a fajtol, mind az
1zolalasi ¢€s tisztitdsi eljarasoktol fliggben. Ez utdbbi miiveletek gyakran mas funkcids
csoportokat, példaul karbonil- és karboxilcsoportokat visznek be a makromolekularis vazba. A

celluléz glikozidos kotései erdsek, igy ez a polimer sokféle reakciokoriilmény kozott stabil. A
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modositott celluléz volt az elsd polimer, amelyet a modern szintetikus milanyagipar fejlédése
elott fejlesztettek ki. A nitrocelluldézbdl szarmazé celluloid volt az elsé hoére lagyuld anyag,
amelyet a 19. szazadban talaltak fel (Sharif et al., 2019). A nanocellul6z méretének csokkenése
miatt nagyobb feliilettel, kristalyossaggal, jobb optikai atlatszosaggal, jobb mechanikai,
termikus tulajdonsadgokkal rendelkezik. Ezenkiviil a nanocelluléz megujuld, bioldgiailag
lebomlo, bioldgiailag kompatibilis és nem mérgez6. Ezek az elényds tulajdonsdgok a
nanocellulozt igéretes eréforrassa teszik a polimer nanokompozit megerdsitéséhez. Feliileti
hidroxilcsoportjaik lehetdséget adnak tovabba a feliilet modositasara, hogy javitsak a polimer
matrixokkal valé kompatibilitasukat, és specialis funkciokat biztositsanak az orvosbiologiai,

vizkezelési, elektronikai, energetikai és egyéb alkalmazasokhoz (Ruz-Cruz et al., 2022).

3.3.5.2. Keményito

A keményitd potencialisan hasznos anyag a bioldgiailag lebomlé miianyagokhoz. A keményitd
a f0 szénhidrat a ndvényi részekben és a magvak endospermiumaban, ahol granuldtum
formajaban talalhato meg. Amilopektin molekuldkat és nagyobb szamu kisebb amildz
molekulat tartalmaz. A keményitd legnagyobb forrasa a kukorica, a tobbi gyakran hasznalt
forras pedig a biza, a burgonya és a rizs. A keményitd biologiailag lebonthatd anyagokban valo
alkalmazésara tett elsd kisérletek soran szintetikus polimerekben, példaul polietilénben
toltdanyagként, vagy zselatinnal alkotott formaban vizoldhaté vagy vizben diszpergalhato
polimerekkel alkotott keverékek komponenseként hasznéltdk. A keményitd az egyik legolcsobb
biologiailag lebomld anyag, amelyet szamos nem élelmiszeripari cikkhez hasznalnak, példaul
papirgyartashoz, kartonpapirhoz, textil- és ragasztéanyagokhoz. A kézelmultban a keményitot
hére lagyuld kompoziciok f6 polimereként hasznaltdk, evdeszkozokké és filmgyartashoz
hasznalt anyagokkéd dolgoztak fel. A hdére lagyuldo anyaggéd alakitott keményité érdekes
alternativat kinal a szintetikus polimerek szdmara, ahol nincs sziikség hosszl tavu tartdssagra,

¢és a gyors lebomlas elényt jelent (Canigueral et al., 2009).

3.3.5.3. Mang6 mag

A mangd az egyik legtobbet fogyasztott gylimolcs a vildgon, amely nagy mennyiségii
hulladékot eredményez, igy potencidlis nyersanyag a biologiailag lebomlé anyagok
eldallitasahoz. Az agrariparbol szarmazo mangomag kornyezeti problémat jelent az eldallitott
melléktermékek mennyisége miatt. A mangomagok két f6 részre oszthatok: kiiltakard (a mag
kiils6 része, fala) és a mag (a mag belsd része). Celluloz és hemicelluloz is jelen van a

mangomag héjaban és magjaban. A lignocelluldz polimerek erdsitd képességiiknek és bioldgiai
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lebonthatésdguknak koszonhetden keltették fel a figyelmet. Ezenkiviil a hemicellul6zok
alacsony molekulatomegli polimerek. A mangémagbol szarmazo keményitd volt az alapja a
PLA-keményitobol ontott glicerint tartalmazd biokompozitok kifejlesztésének. Ezenkiviil
mangomag-kivonatot adtak a biopolimerekhez, hogy fokozzak azok antioxidans tulajdonsagait,
mivel Osszetételilkben karotinoidokat, aszkorbinsavat és fenolos vegyiileteket tartalmaznak,
amelyek a biologiai kornyezetben antioxidans funkcidval rendelkez6 molekuldk. Az extrudalt
PLA kompozitokhoz hozzaadott mangoé melléktermékek hatdsait mar vizsgaljak mind
mechanikai, mind gatlasi tulajdonsagok alapjan, igy akar potencialis anyagga is valhat a merev

csomagolasok tekintetében (Lima et al., 2021).

3.4. Termofil és termotolerans baktériumok

A termofil baktériumokbol szarmazé enzimek szamos elénnyel rendelkeznek a mezofil
baktériumokbol szarmazd enzimekhez képest, példaul hosszabb eltarthatosagot, kevesebb
szennyez6dési problémat vet fel az enzimreakcional alkalmazott magas hdmérséklet miatt, igy
a vegyszerallosag is megnovekszik. Ezek az extracellularis enzimek jobban ellenallnak a
sz€lsdséges pH-értéknek és a kémiai reagenseknek, mint a mezofil mikroorganizmusok altal

szintetizaltak (Msarah et al., 2020).

3.4.1. Sphingobacterium

A Sphingobacterium nemzetség a Phylum Bacteriodetes, a Sphingobacteriace csaladbol
szarmazik, a nevét a sejtfalukban 1év6 szfingolipidekre utalva kapta. (Satti et al., 2017) A
nemzetségbe tartozd mikroorganizmusok Gram-negativ, nem laktoz fermentativak, és
pozitivok a kataldz és oxidaz tesztekre. Fontos jellemzdjiik, hogy sejtmembranjukban nagy
koncentracioban vannak jelen a szfingofoszfolipidek. A természetben mindeniitt jelen vannak,
de ritkan vesznek részt emberi fertzésekben. A Sphingobacterium megtalalhato a talajban, a
novényeken, az élelmiszerekben és a vizforrasokban (Barahona et al., 2015). A komposztbol
izolalt Sphinogobacterium sp. mezofil hdmérsékleten képes bontani a PLA-t. A xenobiotikus
¢és aromas vegyliletek biologiai lebontasara szolgald katabolikus géneket a mikroorganizmus
genomvazlatan azonositottak. Emellett a biofilm 1étrejottének ¢és szabalyozasanak
tulajdonithatd génekkel is rendelkezik. Potencialis szerepet jatszanak a kiilonbozd szennyezd
anyagok biologiai lebontdsaban, beleértve a kevert miianyaghulladékot, a policiklusos aromas

szénhidrogéneket (PAH), az olajok és a peszticidek bioldgiai lebontasat (Satti et al., 2017).
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3.4.2. Bacillus

A termofil Bacillus jelentésége megnétt, mivel biotechnologiai jelent6ségiik hdstabil
enzimforrasként van jelen. A termofil mikroorganizmusokbdl szarmazé enzimekre rendkiviil
nagy az igény az iparban, mint példaul a biokatalizatorok, a biotranszformacio €s a biologiai
lebontas. A hdstabil enzimek jellemzéen nehezen denaturadlddnak, emelt hémérsékleten
(>60°C), mig a hdmérséklet emelésével az aktiv hely alakja felborul, ami csokkenti az enzim

aktivitasat (Msarah et al., 2020).

3.4.3. Thermobifida

A Thermobifida fajokra jellemz6 tulajdonsagok, hogy termofil és aerob mikroorganizmusok,
illetve képesek a lignocellulozt bontani. A nemzetségen beliil négy fajjal talalkozhatunk: T.
fusca, T. alba, T. cellulosilytica és T. halotolerans. Ezek a mikroorganizmusok eltéré

endoglukanazokat termelnek (Toth et al., 2016).

A Thermobifida fusca egy fonalas talajbaktérium, amely 55°C-on, meghatarozott taptalajban
legféképpen cellul6zon, mint szénforrason novekszik. A felmelegitett szerves anyagokban,
példaul a komposzthalmokban és a rothad6 széndban a ndvényi sejtfalakat jelentés mértékben
képes bontani. Aktiv extracellularis proteazt termel (Wilson et al., 2004). A cellulolitikus
mikrobak koziil az egyik legkivalobb fiziologiai és cellulolitikus tulajdonsagokkal rendelkezik,
ilyen példaul termosztabilitas, nagy aktivitas és tolerancia a széles pH-tartomanyhoz (pH 4-10).
Hatékonyan képes lebontani a celluloz biomasszat specifikus cellulolitikus enzimek, és

szénhidratkoto fehérjék segitségével (Gomez del Pulgar et al.2013).

A Thermobifida cellulosilytica is szintén termofil koriilmények kozott képes szaporodni csak
ugy, mint a nemzetség tobbi tagja. Jelentds kutindz termeld, azonban a vad és mutans tipusa
kozott felmeriil6 kiillonbségek az elektrosztatikus €s hidrofob feliileti elektrosztatikus és
hidroféb tulajdonsagaiban erésen befolyasoltak PET-re gyakorolt aktivitasukat (Ribitsch et
al., 2017). Emellett érdekes jellegzetessége, hogy ugyanazt a cellulaz enzimkészletet kodolja,
mint a Thermobifida fusca (Toth et al., 2016).

14



4. Anyagok és modszerek
4.1. Felhasznalt anyagok

4.1.1. Alkalmazott mikroorganizmusok

A kisérletek soran termofil és termotolerans baktériumtdrzseket alkalmaztam, amiket a
Mezbégazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gytjteménye (NCAIM Budapest)

biztositott.

1. tablazat: Alkalmazott termofil és termotolerans mikroorganizmusok

Termofil mikroorganizmusok
Thermobifida cellulosilytica B1997
Thermobifida fusca B2355
Thermus composti B2340
Termotolerans mikroorganizmusok
Bacillus amyloliquefaciens B01704
Sphingobium aquiterrea B2634
Sphingobacterium sp. B2638
Sphingobacterium sp. B2636
Bacillus coagulans B1139
Bacillus coagulans 200B/9

4.1.2. Tapkozegek

Torzsfenntartashoz alkalmazott tapkozegek

Nutrient tapleves - Bacillus amyloliquefaciens torzsfenntartasahoz alkalmazott tapkozeg

2. tablazat: Nutrient tapleves Gsszetevoi

Osszetevo Mennyiség
Pepton 5¢/1
Huskivonat 3¢/l
Desztillalt viz 1000 mi
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LB tapleves (Lysogeny broth) - Sphingobacterium sp. torzsfenntartasahoz alkalmazott

tapkozeg

3. tablazat: LB tapleves 0sszetevoi

Osszetevo Mennyiség
Tripton 10g/1
Elesztokivonat (YE) 59/l
NaCl 99/l
Desztillalt viz 1000 ml

R2 tapleves - Sphinginium aquiterrea, Thermus composti torzsfenntartasahoz alkalmazott

tapkozeg
4. tablazat: R2 tapleves 0sszetevoi
Osszetevo Mennyiség
Elesztékivonat (YE) 0,5g/1
Proteose peptone 0,5¢/1
Casamino acids 0,5¢/1
Gliikoz 0,59/
Keményitd 0,5¢/1
K2HPO4 0,3¢/I
Desztillalt viz 1000 ml
Czapex-pepton  tapleves -  Thermobifida cellulosilytica, = Thermobifida

torzsfenntartasdhoz alkalmazott tapkozeg

5. tablazat: Czapex-pepton tapleves Osszetevoi

Osszetevo Mennyiség
Szachar6z 30 g/l
NaNOs3 39/
K2HPO4 19/l
MgSO4*7H.0 0,59/
KCI 0,59/l
FeSO4 *7H20 0,01 g/l
Elesztékivonat (YE) 29/l
Pepton 59/
Desztillalt viz 1000 ml

A tapkozegeket autoklav segitségével csiramentesitettem 120°C-on, 15 percig.

fusca
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Szelekciohoz alkalmazott szilardtapkozegek

Tejsavhasznositas vizsgalathoz hasznalt agar alaptapkozeg

6. tablazat: Alaptapkozeg Gsszetevdi

Osszetevo Mennyiség
NaH2PO4 24/
KH2PO4 0,29/l

MgSO4*7H.0 0,59/

Elesztkivonat 19/
Agar 15¢/1

Desztillalt viz 1000 ml

Proteolitikus enzim kimutatasra alkalmazott kazein-agar (Radha et al., 2012)

7. tablazat: Kazein-agar sszetevoi

Osszetevo Mennyiség
Kazein 10 g/l
Agar 15 g/l
Desztillalt viz 1000 ml

Eszteraz tipust enzim kimutatisira médositott Tween 80 agar (Kumar et al., 2012)

8. tablazat: Tween 80 agar Gsszetevdi

Osszetevo Mennyiség
Pepton 59/l
Elesztékivonat 39/
Tween 80 0,1%
Kongo voros 0,5¢/I
Agar 15 g/l
Desztillalt viz 1000 ml
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Politejsav alapu biomiianyvag bontasi modellezéshez alkalmazott tapkozeg

9. tablazat: TPY (Trypticase-Phytone peptone-Yeast extract) tapkozeg Osszetevoi:

Osszetevo Mennyiség
Triptikaz pepton 10 g/l
Fiton pepton 59/l
Gliikoz 5g/l
Tween 80 1ml
Cisztein-HCI 0,5g/
K2HPO4 29/l
MgCl2*6H20 0,59/l
ZnSO4* 76H20 0,25 g/l
CaCl; 0,25 g/l
FeCls 0,03 g/l
Desztillalt viz 1000 ml

A tapkozegeket autoklav segitségével csiramentesitettem 120°C-on, 15 percig.

4.1.3. Politejsav alapu biomiianyag evoeszkozok

A kisérletek soran a NatureWorks Ltd., USA altal gyartott Ingeo 3251D PLA biopolimerbdl
késziilt, 5%-os sortorkoly tartalommal rendelkezd biokompozit evéeszkdzoket hasznaltam,

melyet a Piringer Kft (Budapest) ontott.

1. abra: PLA-sortorkoly biokompozit (sajat kép)

4.1.4. Kisérletek soran alkalmazott reagensek, pufferek

Kazein oldat

crc

melyet pufferben oldottam fel, aminek a pH értékét mindig az adott minta kémbhatisa

befolyasolta (pH3-9). A jobb feloldas érdekében 80 °C-on inkubaltam az oldatot 30 percig.
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Triklor-ecetsav oldat

A proteaz aktivitas mérésénél az enzim reakciot 5(m/V) %-os triklor-ecetsav (TCA) oldattal
allitottam le. A taramérlegen kimért kristdlyos TCA-t desztillalt vizben oldottam fel. A
proteolitikus enzimreakcid szinképzéséhez 0,5 M Na>COsz oldatot és haromszoros higitasu
Folin-Ciocalteu reagenst alkalmaztam.

50 mM para-nitrofenil-butirat szubsztratum

Kutinaz enzim aktivitasanak meghatarozasara 50 mM para-nitrofenil-butirat (PNPB)
mesterséges szubsztratumot alkalmaztam 96%-0s etanolban oldva.

Mcllvaine (citrat-foszfat) puffer

Az enzimreakciok elvégzéséhez Mcllvane puffert hasznaltam. A kutindz enzimaktivitas
méréshez pH 4,5 kémhatast puffert készitettem, mig a protedz enzimaktivitdsnal alkalmazott
kazein szubsztratumhoz pH 3,0, 4,5 és 7,0 kémhatast citrat-foszfat puffert hasznaltam. A
citromsav és NaoHPO4*2H>0 oldatokat a kivant pH értéki puffer oldat eléréséhez megfeleld
aranyban elegyitettem. A kémhatast pH-méro segitségével ellendriztem, és sziikség esetén a

hozzéavaldk tovabbi adagoldsaval modositottam.

Na-foszfat puffer pH

A kutinaz enzimreakci6 leallitasahoz hideg Na-foszfat pH 7,0 puffert alkalmaztam, a protedz
enzimaktivitashoz adott esetben a kazein szubsztratumot pH 9,0 Na-foszfat pufferben oldottam
fel. A Na2HPO4*2 H20 és NaOH oldatokat kivant pH értékii puffer oldat eléréséhez megfeleld

aranyban elegyitettem és egészitettem ki 1000 ml-re desztillalt vizzel, hiitében taroltam.

4.1.5. Alkalmazott induktorok

Egyes kisérletek alkalmaval kiegészité induktorokat hasznaltam. Ezeket kiilonb6z6

mennyiségekben és egymassal kombinalva alkalmaztam.

10. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott induktorok

Induktor Mennyiség
Olagj 2,5%, 5%, 7,5%, 10%
Celluloz 0%, 0,5%, 0,75%, 1,0%
L-alanin 0,549/l
Fenilalanin 0,59/l
Keményitd 54/
Laktoz 59/l
Tejsav 0,1%
Casamino acid 54¢l/
Zselatain 59/
Glikoz 54ql/
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4.2. Modszerek

4.2.1. Torzsfenntartas

Az alkalmazott mikroorganizmusok térzsfenntartasdhoz idonként atoltasra volt sziikség. A
felhasznalt baktériumtorzseket steril koriilmények kozott atoltottam pipetta segitségével az

elkészitett csiramentes taplevesekbe.

4.2.2. Torzsszelekcio

Ezzel a modszerrel megallapitottam, hogy a mikroorganizmusok rendelkeznek tejsav
hasznositd képeséggel, illetve proteolitikus ¢és ¢észterdz tipusu enzimkészlettel. A
csiramentesitett, folyé¢kony (45-50°C) szelekciora alkalmas tapkozegekkel lemezontést

végeztem.

Mindhérom vizsgélatot agardiffiizios modszerrel hajtottam végre. A lemezontést kovetden a
megszilardult agarlemezekbe kb. 0,2 cm atmérdji zsebeket vagtam, majd ezekbe is 50 pl-t
pipettdztam a mikroorganizmusokbol. Ezek végeztével a lemezeket 45°C-on inkubéltam 3
napig. A proteoliitikus enzimkészlet kimutatasahoz brémkrezol zold indikatort (0,56%
borostyankdsav, 0,1% NaOH, 0,028% bromkrezolzold) hasznaltam.

Ezek az eldzetesen elvégzett gyorsmddszerek szelekciora és rangsorolasra is alkalmasak, igy
ezek segitségével az igéretes eredményt mutatd baktériumokkal folytattam a politejsav alapu

biomilanyagok szubmerz biodegradalasanak vizsgalatat.
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4.2.3. Politejsav alapi biomiianyagok biodegradalasainak modellezése szubmerz
koriilmények kozott
A gyorstesztek alapjan kivalasztott torzsekkel szubmerz biodegradalast végeztem a PLA
darabokon. A vizsgalat soran ismert tomegi, 1%-nyi, kb. 0,1 x 0,1 cm-re darabolt PLA alapt,
sortorkollyel kiegészitett biomiianyagot alkalmaztam (2. abra), amiket aszeptikus koriilmények
kozott, laminaris boxban 96%-os etanollal, majd steril vizzel 4&tmostam és a TPY taplevesekbe
helyeztem. A beoltast 3%-0s inokulum tenyészettel inditottam el. A lombikokat 21 napon &t
45°C-on, 140 rpm-en inkubaltam. A fizikai paraméterek megfigyelésekor 60°C-on, razatast és
allo tenyészetet is alkalmaztam. Adott idOpontokban mintat vettem az enzimaktivitas

megfigyelése és pH mérés céljabol.

2. abra: Kiindulasi PLA alapu biomiinyag darabok

4.2.4. pH mérés

A kisérletek soran a mintdk kémbhatas valtozasat a Mettler Toledo pH mérd segitségével

kovettem nyomon.

4.2.5. Enzimaktivitas mérés

Az irodalmi hivatkozasok alapjan a kutindz és a protedz enzimeknek tulajdonitanak fontos
szerepet a polimerlanc bontdsdban. Ezért is a kisérleteim sordn a protedz és a kutindz

enzimaktivitasokat figyeltem meg spektrofotometrias modszerrel.
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4.25.1. Proteazaktivitas mérése:

Elve: A proteaz enzim a kazein szubsztratumbol L-tirozint szabadit fel, amelyet a Folin reagens
kék szinvaltozassal jelez. A felszabadult L-tirozin mennyisége 660 nm-en, spektofotometriasan

meghatarozhato.

A méréshez 1,5 (m/v) %-0s kazein oldatot hasznaltam. A reakcio inditasahoz 0,25 ml mintat
pipettaztam a kémcsovekbe, majd 45°C, illetve az utolso kisérletben 60°C-on inkubaltam
néhany percig. A vakmintakhoz 1,5 ml 5 (m/v) %-0s TCA oldatot adtam, hogy a reakciot
leallitsam. Par perc inkubalast kovetden a kémcsovek tartalmahoz 0,25 ml kazein oldatot
adagoltam és 30 percen at az adott hdmérsékleten inkubaltam vizfiirdében. A mintakban az
enzimreakciot szintén 1,5 ml 5 (m/v) %-os TCA (triklér-ecetsav) oldattal allitottam le, és 10
percen at a vizfiirdében tartottam. Ezt kovetden 1,5 ml mennyiségeket Eppendorf-csévekben
14000 fordulat/perc sebességen, 5 percen 4t centrifugaltam. A kovetkezd lépésben az
Eppendorf-csévekbdl 0,5 ml feliiluszot pipettaztam ki, amelyhez 1,5 ml 0,5 M Na>CO3 oldatot,
valamint 0,5 ml haromszoros higitast Folin reagenst adtam. A reakcioelegyet ismét 30 percre,
45°C, 60°C-os vizfiirddbe helyeztem. A reakcid végén a mintakat kiivettadkba tettem, és az

abszorbancia értékeiket 660 nm-en mértem meg spektrofotométer segitségével. (Ire et al. 2011)
Kalibracio

A kalibraciohoz 1,1 mM L-tirozin torzsoldatot hasznaltam, amit desztillalt vizzel végeztem a
higitasi sor elkészitéséhez. A higitott mintakhoz 1,5 ml 0,5 M Na>CO3 oldatot, valamint 0,5 ml
haromszoros higitasi Folin reagenst adtam. Az oldatok abszorbanciajat 660 nm-en,
spektrofotometriasan mértem meg. Az abszorbancia értékeket a koncentraciok fiiggvényében
abrazoltam, majd a kapott pontokra regresszios egyenest illesztettem. A fiiggvény altal ismerjiik
a meredekséget, amelynek kdszonhetéen mar szamithatdéak az enzimaktivitasok.
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3. éabra: Kalibracios egyenes
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4.2.5.2. Kutinidz enzimaktivitis meghatirozasa:

Elve: A kutinaz a p-nitrofenol-butirat mesterséges, kromogén szubsztratumot hasitja, aminek
hataséara termékként p-nitrofenol szabadul fel. A reakcidt sarga szinvaltozas jelzi, ami 405 nm-
en spektofotometridsan mérheto.

Elséként 50 pl mintahoz kémcsovekbe 400 ul Mcllvane (pH 4,5) puffert adtam. A
vakmintadkhoz szubsztratum helyett 50 ul desztillalt vizet pipettdztam. A reakciot 50 pl p-
nitrofenol-butirat szubsztratummal inditottam el, majd 10 percig vizfiirdében inkubaltam 45°C,
illetve 60°C-on. Az enzimes reakciot 500 ul hideg foszfat pufferrel (pH 7) allitottam le. A
mintak abszorbanciajat 405 nm-en spektrofotmetridsan mértem meg. (Yang et al., 2012 & Oda
et al., 2020)

11. tablazat: Kutindz enzimaktivitas mérés soran alkalmazott reakcidelegy

Desztillalt viz Szubsztratum  Enzim (ul) Puffer
Miiszervak 100 - - 400
Szubsztratvak 50 50 - 400
Enzimvak 50 - 50 400
Minta - 50 50 400

Az alabbi egyenlet alapjan szamithato ki az aktivitas értékek mintanként, mind a kutindz, mind

a proteaz esetében:

(Aminta - Aenzimvak - Aszubsztrétumvak) * Vreakcié * h

Aktivitas (ml) =

X * treakci() * Vminta

ahol,

Vreakeio: a reakcioelegy térfogata (ml)

x: a felszabaditott termék (p-nitrofenol) kalibracids egyenesének meredeksége
treakcio: @ reakcid id6tartama (perc)

Vnminta: @ minta (enzimoldat) térfogata (ml)

h= a minta higitasi faktora
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Kalibracio

A 0,4 mM-o0s p-nitrofenol torzsoldatbol higitasi sorozatot készitettem (a tdblazat alapjan). A
torzsoldat és a desztillalt viz mennyiségeit microplate lemez mélyedéseibe pipettaztam. Az
adott, ismert koncentracioji oldatok abszorbanciajat 405 nm-en, spektrofotometriasan mértem
le. Grafikusan, diagramban abrazoltam az abszorbancia értékeket a koncentraciok
fliggvényében, a pontokra regressziés egyenest illesztettem. A kapott fliggvény

meredekségének ismeretében az enzimaktivitasok mar szamithato valtak.
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4. abra: Kalibracios egyenes

4.2.6. Tomegvaltozas kovetése mérleggel

Minden kisérlet végeztével szlirdpapir segitségével elvalasztottam a vizsgaland6 anyagot a
kozegtdl, majd szaritas utdn megmértem a PLA darabok tomegét. A kiindulési tomegiikh6z

viszonyitva kiszamitottam, hogy tortént-e tomegvaltozas.
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5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

5.1. Torzsszelekcio

A PLA biologiai bontasanak vizsgalatanak megkezdése elott torzsszelekciot végeztem, annak
érdekében, hogy a célnak legalkalmasabb baktériumokat alkalmazhassam. A vizsgalatok k6zé
tartozott a baktériumok tejsavhasznositasa, illetve a proteolitikus és észteraz tipusu

enzimkészlet kimutatasa.

5.1.1. Tejsavhasznositas

Thermobifida cellulosilytica B1997 Thermobifida fusca B2355 Sphingobacterium sp. B2638

5. abra: A tejsavhasznositas vizsgalat eredményei

Az eljaras soran az agardiffuzioval képzett lyukakba adagoltam az inokulum tenyészetbdl a
mikroorganizmusokat. A 0,1 % tejsav taratalmu szilard tapkozegen megjelend telepképzodés
arra utal, hogy az adott baktérium képes a kdrnyezetben megtalalhatd tejsavat hasznositani.
Ilyen baktériumok tobbek kozott a Thermobifida fusca B 2355, Thermobifida cellulosilytica
B1997, Spingobacterium sp. B2638, és Bacillus coagulans B1139, Bacillus coagulans
200B/9.Az 5. abra alapjan jol lathato az alkalmazott tapkozegen az adott baktérium toérzsek
telepképzddése. A legnagyobb mértékii sejtszaporodast a Thermobifida cellulosilytica B1997

mutatta.
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5.1.2. Proteolitikus enzimkészlet kimutatasa

Thermobifida cellulosilytica B1997 Thermobifida fusca B2355 Sphingobacterium sp. B2638

6. abra: A proteolitikus enzimkészlet kimutatasanak eredményei

Ennél a szelekcidos moddszernél a mikroorganizmusok proteolitikius enzimkészletének a
jelenlétetét figyeltem meg. Az agarlemezeket bromkrezol zold indikatorral (0,56%
borostyankésav, 0,1% NaOH, 0,028% bromkrezolzold) arasztottam el, majd 20-30 perc
elteltével leontottem rola. A feltisztuldsi zona a protedz enzim jelenlétét jelzi, mig ennek a
mérete az aktivitds mértékét jeloli, mig az alkalmazott bromkrezol z6ld indikator szinvaltozasa
a proteaz kémhatasara utal. A legnagyobb feltisztulasi zona a Thermobifida cellulosilytica
B1997 esetében lathato, illetve a telep zoOldes szine pH 4,0 koriili kémhatast jelez. A
Thermobifida fusca B2355 er6s sotétkék szint mutat, ami pH 5,0-6s, mig a Sphingobacterium
sp. B2638 4ltal tapasztalt tiirkizkékes szinvaltozas pH 6,0-0s kémhatésra utal. Emellett jelentds
eredményeket mutatott még a Sphingobacterium sp. B2636, Sphingobacterium sp. B2638,
Bacillus coagulans B1139, Bacillus coagulans 200B/9.
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5.1.3. Eszteraz tipust enzimkészlet kimutatasa

Thermobifida cellulosilytica B1997 Thermobifida fusca B2355 Sphingobacterium sp. B2638

7. abra: Az észteraz tipusu enzimkészlet eredményei

Eszteraz tipusu enzimkészlet kimutatasara modositott Tween 80 agarat alkalmaztam, mely
polioxietilén-szorbitan zsirsavésztert tartalmaz, melyet az észteraz és a lipaz enzimtermeld
mikroorganizmusok képesek, mint szubsztratumot hasznositani. Ennek eredményeképpen
észlelhet6 az agarokon Kisebb, illetve nagyobb telepképz6dés. Ezek alapjan feltételezhetd, az
adott mikroorganizmusok rendelkeznek érszterdz tipust enzimkészlettel. Ilyen az Gsszes

altalam vizsgalt torzs.

A torzsszelekcioval az altalam legalkalmasabbnak itélt torzsek a Thermobifida cellulosilytica
B1997, Thermobifida fusca B2355, Sphingobacterium sp. B2638, Sphingobacterium sp.
B2636, Bacillus coagulans B1139, Bacillus coagulans 200B/9. igy a tovabbiakban ezekkel a
baktériumtorzsek altal kialakitott konzorciumokkal folytattam a kutatasomat a bioldgiai bontas

tekintetében.
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5.2. Szubmerz degradalas

5.2.1. PLA-sortorkoly biokompozit biolégiai bontisa szubmerz koriilmények kozott
gliikoz kiegészitéssel

A kisérlet soran 5%-kal megnovelt gliikoz, illetve csokkentett triptikdz pepton €s fiton pepton

tartalommal moddositott TPY tapkozegben vizsgaltam a PLA alapu biomlianyagok

degradaciojat. A mintakat 45°C-on, 140 RPM réazatasi sebesség mellett inkubaltam 21 napig.

A torzsszelekci6 altal nyert eredmények alapjan az alabbi konzorciumokat alakitottam ki.

1. Konzorcium: Sphingobacterium sp. B2638 és Sphingobacterium sp. B2636

2. Konzorcium: Thermobifida cellulosilytica B1997 és Thermobifida fusca B2355

3. Konzorcium: Bacillus coagulans B1139 és Bacillus coagulans 200B/9

4. Konzorcium: Sphingobacterium sp. B2638, Thermobifida cellulosilytica B1997,
Bacillus coagulans B1139

5. Konzorcium: Sphingobacterium sp. B2638, Thermobifida fusca B2355, Bacillus
coagulans 200B/9

5.2.1.1. Kémbhatas valtozas

7
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) Id6 (nap) . )
—@— 1. konzorcium —@— 2. konzorcium 3. konzorcium
4. konzorcium 5. konzorcium

8. 4bra: A vizsgalt konzorciumok kémhatasa gliik6zzal kiegészitett tapkdzegben

A 8. abran lathatd, hogy a kezdeti semleges kémhatashoz kozelito értékek a 3. naptdl kezdve
mar savas pH tartomanyban mozogtak, amely azzal is magyarazhato, hogy a tapkozegben 1évo
mikroorganizmusok szerves savakat, zsirokat termeltek masodlagos anyagcsere termékként. A
4. és az 5. konzorcium, melyek egyarant tartalmaztak Thermobifida, Sphingobacterium és
Bacillus torzseket is, pH 3-4, mig a tobbi konzorcium pH 5,0 koriili értékeket vettek fel. A
tapkozegek kémhatédsa hatarozza meg, hogy az enzimaktivitas mérésekhez elvégzéséhez milyen

pH-val rendelkez6 puffert alkalmazzak a kazein szubsztratumfeloldaséhoz.
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5.2.1.2. Proteaz enzimaktivitas

A 8. abran lathato értékek alapjan az enzimaktivitds méréshez a kiindulési napon pH 7, mig az

altalam vizsgalt reakci6 id6 fennmaradé részében pH 4,5-es kémhatéasu oldattal dolgoztam.

2,5
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§ o == L o X o
= 0 3 6 9 12 15 18 21

1d6 (nap)
—@— 1. konzorcium —@— 2. konzorcium 3. konzorcium
4. konzorcium 5. konzorcium

9. 4bra: A vizsgalt konzorciumok proteaz enzimaktivitasa gliikozzal kiegészitett tapk6zegben

Az 0Osszes altalam vizsgalt konzorcium a kisérlet bizonyos szakaszain mutatott protedz
enzimaktivitast. Az 9. abran lathato, hogy a 2. (Thermobifida mikroorganizmusokat tartalmazo)
konzorcium és a 4. ( Sphingobacterium sp. B2638, Thermobifida cellulosilytica B1997,
Bacillus coagulans B1139) konzorcium lefutasa kozel azonos. A legkiemelked6bb eredményt
a Sphingobacterium torzseket tartalmazo, 1. konzorcium mutatta, 2,3 U/ml-t a 14. napon.
Emellett az is megfigyelhetd, hogy az 5. konzorcium proteaz enzimkészlete nem szamottevo.

Az éltalam alkalmazott reakci6 id6 utolsé mintavételi napjan tjjabb novekedést tapasztaltam az

enzimtermelésben.
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5.2.1.3. Kutinaz enzimaktivitas
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10. abra: A vizsgalt konzorciumok kutinaz enzimaktivitasa gliikkozzal kiegészitett tapkdzegben

A kutinaz enzimaktivitasnal az Gsszes vizsgalt konzorcium a 7. napon érte el a leghagyobb
mértékll enzimtermelést. Ezek koziil is a legkiemelkeddbb értéket a 4. konzorcium érte el, 17,07
U/ml-t. A 10. naptol kezdve a konzorciumok enzimtermelése lecsokkent és a vizsgalt id6tartam

alatt mar nem mutattak névekedést.

5.2.1.4. Tomegvaltozas

12. tablazat: A vizsgalt PLA alapu biopolimer darabok tomegvaltozasa a gliik6zzal

kiegészitett tapkdzegben

Torzsek Degradacio (%)
1. konzorcium 1
2. konzorcium 2
3. konzorcium 2
4. konzorcium 2,5
5. konzorcium 2

A kisérlet leallitasakor a vizsgalandd PLA-sortorkoly biokompozit darabokat elvalasztottam a
kozegtdl és kiszaritottam, majd visszamértem a tomegiiket. A leghatékonyabb bontast a 4.
konzorcium mutatta, mely 2,5%-os tomegcsokkenést eredményezett. Osszevetve az
enzimaktivitas eredményekkel, mindkét esetben kiemelkedé értékeket vett fel. A legmagasabb
kutinaz enzimkészlettel ez a konzorcium rendelkezett, mig a protedz enzimmennyiség

tekintetében a 2. legmagasabbat produkalta. Igy tehat a 3 vizsgilat alatamasztja az

eredményeket.
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5.2.2. PLA-sortorkoly biokompozit bioldégiai bontisa szubmerz koriilmények kozott
induktorok segitségével
A gliikoz kiegészitéssel vizsgalt kisérletekben kiemelkedd kutindz és protedz enzimaktivitds
mellett, nagyfoku bioldgiai bontast is produkalt a 2. (Thermobifida cellulosilytica B1997 és
Thermobifida fusca B2355), illetve a 4. (Sphingobacterium sp. B2638, Thermobifida
cellulosilytica B1997, Bacillus coagulans B1139) konzorcium, ezért ezekkel folytattam tovabb
a biologiai bontast. Ebben a kisérletben kiilonb6z6 induktorokat kiilonbdzd koncentracidban (5
g/l keményitd, 5 g/l casamino acid, 5 g/l laktoz, 0,5% celluloz, 5% olaj, 0, 5 g/l L-alanin, 0,5
g/l fenil-alanin, 0,1%tejsav) alkalmaztam, azt vizsgalva, hogy milyen hatast fejtenek ki az
enzim szintézisre és a biologiai bontasra. A biologiai bontas 45°C és 140 fordulat/perc-es

razatas kornyezeti paraméterek kozott zajlott.

5.2.2.1. Kémbhatas valtozas a 2. konzorcium esetében
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11. abra: A 2. konzorcium kémhatasa az alkalmazott induktorokkal kiegészitett tapkozegben

A kezdeti semleges pH-rol savas majd a 10. naptol kezdve pedig bazikus jelleget mutatnak a
mintak, a tejsavas induktor jelenlét kivételével, amely az egész idétartam alatt savas kémhatasu
volt. A lugos pH utalhat arra, hogy a jelenlévd mikroorganizmusok kezdik hasznositani az adott
tapanyagokat, illetve, hogy a kiilonb6zd induktorok hatdsara mas metabolitokat termeltek a
torzsek, melyek alakitottdk a kémhatast. Ennek tudatdban valasztottam ki a protedz

enzimaktivitas méréshez a puffer pH-jat.
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5.2.2.2. Proteaz aktivitas a 2. konzorcium esetén
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12. abra: A 2. konzorcium proteaz enzimaktivitasa az alkalmazott induktorokkal kiegészitett

tapkozegben

Az eddig elvégzett kisérletekhez képest az induktorok alkalmazédsakor nagysagrendileg
nagyobb protedz enzimaktivitds értékeket vett fel az adott konzorcium. Az oliva olaj
jelenlétében a konzorcium altal termelt protedz enzimmennyiség a 7. napig szinte linearis
novekedést mutat, ahol eléri a maximalis 43,7 U/ml-es értéket. Az enzimaktivitas a 10. napos
mintavételre mar csokkenésnek indul, de a vizsgalt idOtartam lejartaig végig stabil értékek
voltak észlelhetdek. Ezenfeliil a celluldz és a casamino acid jelenlétében meghatdrozott protedz
enzimmennyisé€g is kiemelkedd €s csOkkenést nem, vagy csak elhanyagolhaté mértékben
mutatott a kisérleti 16 végére, ezek alapjan indukaloszernek tekinthetdek. A celluloz induktor
esetében 19,36 U/ml-es maximalis aktivitdas volt detektalhatd. A tejsav kiegészitésnél
tapasztaltak alapjan nem tekinthetd indukalészernek ezen konzorcium és koriilmények
esetében. Az eredmények alapjan a kazeinhez alkalmazott puffer kémhatasa megfelelonek
bizonyult. Mivel a mintdk tobbsége még az utols6 mintavételi napon is jo aktivitdssal
rendelkezett, ezért érdemes lehetne hosszabb ideig vizsgalni az induktorok hatasat. A
szintetizalt enzimmennyiség stabilitasa a vizsgalt kisérleti id6 alatt jelzi, hogy az adott

kiegészitések megfeleld koncentracioban vannak jelen.
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5.2.2.3. Kutinaz aktivitas a 2. konzorcium eseté
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13. abra: A 2. konzorcium kutinaz enzimaktivitasa az alkalmazott induktorokkal kiegészitett

tapkozegben

A kutinaz enzimaktivitasi értékek a 3. naptol kezdve indultak ndvekedésnek. A celluloz
induktor esetében a kisérlet elsé részében stabil kutindz mennyiség szintetizalodott akarcsak a
tobbi induktor jelenlétében, azonban mig a mintdk nagy része a vizsgalt idétartam végére
csokken6 tendenciat mutattak, a cellulozzal kiegészitett tapkozegben meredek novekedésnek
indult a kutinaz termel6dés. Az utols6 mintavételi napra a vizsgalat elejéhez képest haromszor
tobb, azaz 2,7 U/ml mennyiséget hataroztam meg. Emellett magas és egyben stabil
enzimaktivitas az oliva olaj jelenlétében volt tapasztalhato, mely az utolso el6tti vizsgalt napig
szinte végig ugyanabban a tartomanyban maradt, majd a 21. napra rohamosan lecsokkent. A
legnagyobb enzimmennyiséget a 7. napon mértem, ami 1,8 U/ml volt. A tejsav valoszintileg az
adott vizsgalti paraméterek soran, gy, mint a proteaz enzim esetében nem tekinthetd
indukaloszernek, hiszen kutinaz termelés nem, vagy csak elhanyagolhatd mértékben volt
észlelhetd. Osszeségében ezek az értékek a gliikoz kiegészitésnél vizsgiltakhoz képest
alacsonyabbnak mutatkoztak, azonban maximum 3 napig volt észlelhetd, mig ez esetben az
oliva olaj és a celluloz jelenlétében sokkal hosszabb ideig volt tapasztalhato stabil

enzimmennyiség.
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5.2.2.4. Tomegvaltozas a 2. konzorcium esetén

13. tablazat: A vizsgalt PLA-sortorkoly biokompozit tomegvaltozasa induktorok

jelenlétében
Mintak Tomegcsokkenés
(induktorok) (%)
Keményitd 3
Casamino acid 8
Laktoz 5
Cellul6z 20,5
Oliva olaj 27,5
L-alanin 6,5
Fenil-alanin 4
Tejsav 0

Az enzimaktivitds és a tomegcsokkenés értékeket dsszevetve egyértelmii eredményt kapunk.
Mindharom vizsgalat esetében az oliva olaj és a celluloz induktor jelenlétében volt detektalhato
a legkiemelked6bb enzim aktivitas értékek. Ezek 27,5 % ¢és 20,5% PLA tomegcsokkenést. A
tejsav kivételével az 6sszes induktor pozitivan befolydsolta a bioldgiai bontast, igy elmondhato,
hogy ez a kiegészités a kialakitott konzorcium ¢és paraméterek kozott nem indukalta a

folyamatot.

5.2.2.5. Kémbhatas valtozas a 4. konzorcium esetén
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14. abra: A 4. konzorcium kémhatasa alkalmazott induktorokkal kiegészitett tapkozegben

A kémbhatas valtozas nyomon kovetésekor megfigyelhetd, hogy amig a 2. konzorcium esetében
szinte végig bazikus jelleget mutattak a mintat, a 4. konzorciumot vizsgalva a 3. naptol kezdve
erdsen savas tartomany volt jellemzd. Ezt befolyasolhatta az is, hogy a 2. konzorciumnal
kizarolag Thermobifida mikroorganizmusok voltak jelen, mig a 4. konzorcium Thermobifida,

Sphingobacterium ¢s Bacillus torzseket is tartalmazott. Az egyes mikroorganizmusok
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onmagukban mutathatnak mas kémhatast, igy az egyik, amely dominansabb hatassal lehet a pH
értékre, igy eltolodhat mas tartomanyba. Emellett a vizsgalt torzsek termelhetnek olyan

masodlagos metabolitokat, melyek savas jelleget teremtenek.

5.2.2.6. Proteaz aktivitas a 4. konzorcium esetén
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—&— Oliva olaj —@— L-alanin Fenil-alanin —@— Tejsav

15. abra: A 4. konzorcium proteaz enzimaktivitasa

Az aktivitds értékek az Osszes minta esetében nagyon hasonloan alakultak. Kezdetben
alacsony protedz enzimmennyiséget mutattak, ezekben a napokban valoszinileg a
kornyezethez és az induktorokhoz alkalmazkodtak a mikroorganizmusok. A 3. és 7. nap
kozott kisebb novekedés észlelhetd. A legmagasabb szintetizalt enzimmennyiség, 10,17
U/ml a fenil-alanin jelenlétében mutatkozott az utolsé vizsgalati napon. A nagy kiilonbség
a két vizsgalt konzorcium kozott, hogy a 4. konzorcium tagjai mar képesek voltak tejsavat
hasznositani protedz enzimszintézisre. A 17. naptol a 21. napig linearis ndvekedés volt
megfigyelhetd a protedz enzimtermelést illetéen. Emiatt érdemes lenne tovabb vizsgélni a

mintakat a késobbi enzimaktivitds novekedés reményében.

5.2.2.7. Kutinaz aktivitas a 4. konzorcium esetén

15

Enzimaktivitas (U/ml)

1d6 (nap)
—0— Keményito ®— Casamino acid Laktoz Celluloz
—@— Oliva olaj —0— L-alanin Fenil-alanin  —@— Tejsav

16. abra: A 4. konzorcium kutinaz enzimaktivitasa

o

A kutinaz enzimaktivitds mérésnél az el6z6 kisérlethez hasonloan ennél a vizsgalatnal is az

oliva olaj induktort tartalmazé minta emelkedik ki a tobbi koziil, azonban a 2. konzorcium
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estében magasabb értékek voltak detektalhatoak. A 3. és a 17. nap kozott volt észlelhetd a
kutinaz enzim jelenléte, mig a 17. naptdl kezdve mar egyik kiegészitést tartalmazd mintabol
sem tudtam kutindz aktivitdst meghatarozni. Valoészintsithetd, hogy addigra mar
felhasznalodott az Osszes tapanyag, igy a tovabbiakban mar nem tudtak indukalni az

enzimtermelést.

5.2.2.8. Tomegvaltozas a 4. konzorcium esetén

14. tablazat A vizsgalt PLA-sort6rkoly biokompozit tomegvaltozasa az alkalmazott

induktorok jelenlétében

Mintak Tomegcsokkenés
(induktorok) (%)
Keményitd 1,5
Casamino acid 2
Laktoz 1
Celluloz 4
Oliva olaj 25
L-alanin 55
Fenil-alanin 1
Tejsav 1
Zselatin 0,5

Az adott koriilmények kozott 5,5%-os tomegesokkenés volt a legmagasabb, melyet az L-alanin
altal kiegészitett minta mutatta. A 2. konzorciumnal tapasztalt eredmények hatékonyabb
biodegradaciot értek el, azonban mindkét esetben az oliva olaj és a celluloz indukalta a legjobb

mértékben a bontast.

Az eddig megfigyelt mérések alapjan a Thermobifida cellulosilytica B1997 és Thermobifida
fusca B2355 mikroorgaizmusokat tartalmazé 2. konzorciummal, illetve az oliva olaj és a

celluloz induktorokkal folytatom a kutatdsomat.
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5.2.3. PLA-sortorkoly biokompozit biolégiai bontisa szubmerz koriilmények kozott
eltéro koncentracioju oliva olaj és celluloz tartalom jelenlétében

cres

Az el6z6 kisérletekben 5 és 0,5%-ban voltak jelen ezek az oliva olaj és celluloz induktorok
onalldan, igy ezeket kiilonb6z6é koncentracioban (15. tablazat szemlélteti), kiilon és egyiittesen
is alkalmaztam figyelve a hatasukat a biologiai bontas modellezésében. Ebben a kisérletben a
2. konzorciummal (Thermobifida cellulosilytica B1997 és Thermobifida fusca B2355)
dolgoztam. A kisérletet 45°C és 140 RPM paraméter mellett végeztem.

15. tablazat: Tapkozegek induktoros kiegészitése

Oliva olaj Celluloz Oliva olaj +
kiegészités kiegészités celluléz
kiegészités

1.Tapkozeg 2,5% - -
2.Tapkozeg 7,5% - -
3.Tapkozeg 10% - -
4.Tapkozeg - 0,75% -
5.Tapkozeg - 1% -
6.Tapkozeg - - 5% + 0,5%
7.Tapkozeg - - 7,5% + 0,75%
8.Tapkozeg - - 10% + 1%

5.2.3.1. Kémbhatas valtozas

7
6,5
6
55
Is
4,5
4 ® —— ‘0“{/..\\.
3,5 ey
3
0 3 6 9 12 15 18 21
Idé6 (nap)

—®— Oliva olaj 2,5% QOliva olaj 7.5% Oliva olaj 10%
Celluloz 0.75% ®— Celluloz 1% #— Oliva olaj 5% + celluloz 0,5%
Oliva olaj 7.5% + celluldéz 75% —e— Oliva olaj 10% + celluléz 1%

17. abra: A vizsgalt konzorcium kémhatasa oliva olajjal és cellul6zzal kiegészitett tapkozegben

A kezdeti semleges pH érték a 3. naptol kezdve mar savas jelleget mutatott. A vizsgalt idétartam
alatt egy lassu csokkenés is megfigyelhetd. Ez a savas kémhatas a konzorcium altal termelt

kilonb6z6 metabolitok altal is kialakulhat.
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5.2.3.2. Proteaz enzimaktivitas
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Celluloz 0.75% —8— Celluldz 1% ——Oliva olaj 5% + celluloz 0,5%
Oliva olaj 7.5% + celluloz 75% —e— Oliva olaj 10% + celluloz 1%

18. abra: Protedz enzimaktivitasi diagram oliva olajjal és cellulozzal kiegészitett tapkozegben

A legnagyobb proteaz enzimaktivitast az a minta mutatta, mely 7,5% oliva olajat tartalmazott.
Ez a 15,18 U/ml-es érték, ezen koriilmények kozott a legkiemelkedébb, azonban az el6z6
kisérletekhez viszonyitva az 5%-os oliva olaj altal indukalt aktivitds ennek majdnem a
haromszorosa. Az oliva olaj induktort tartalmaz6 mintdk koziil a 10%-ot tartalmazénal volt
észlelhetd a legalacsonyabb enzimtermelés, mely arra is utalhat, hogy a megnovelt
celluloz esetében a két kiilonbozd koncentraciot tartalmazo tapkozeg kozel azonos lefutasu volt.
A vegyes induktorok esetében, a legkisebb koncentracid jelenlétében allapitottam meg
kiemelkedd enzimtermelést. A protedz enzimmennyiséget vizsgalva az tapasztalhato, hogy az
oliva olajnak, mint induktor elénydsebb €s nagyobb hatasa van, mint a celluloznak, az adott

konzorcium és beallitasok alkalmazasa mellett.
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5.2.3.3. Kutinaz enzimaktivitas
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Oliva olaj 7.5% + celluloz 75% —e— Oliva olaj 10% + celluloz 1%

19. abra: Kutinaz enzimaktivitasi diagram oliva olajjal és cellulozzal kiegészitett tapkozegben

A legnagyobb kutinaz enzimaktivitas értéket, 6 U/ml-t a 2,5%-0s koncentracioban jelen 1évé
oliva olaj indukalta. Ez az érték nagyobb, mint az el6z6 kisérletben elért 1,8 U/ml, amit az 5%
oliva olaj jelenlétében mértem. A mintdk tobbsége az altalam vizsgalt reakcididd teljes
szakaszan mutatott enzimaktivitast. A 2 eltérd koncentracioban alkalmazott cellulozt
tartalmazd mintat leszdmitva hasonld lefutast mutattak a tapkozegek. Az altalam vizsgalt
kisérleti id6 végére a kiinduldshoz képest kisebb novekedés 1épett fel az enzimtermelés
tekintetében, mig a 0,75% és 1% cellulozt tartalmaz6 mintaknal csokkenés mutatkozott. Mind
a protedz, mind a kutindz enzimaktivitds mérésnél az 5% olajat és 0,5% cellulozt tartalmazo

minta a Kisérlet egész ideje alatt az egyik legnagyobb enzimmennyiség termelést mutatta.
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5.2.3.4. Tomegvaltozas

16. tablazat: A vizsgalt PLA-sortorkoly biokompozitok tomegvaltozas oliva olaj és

celluldz jelenlétében
(ing/fjllI(lttgllfok) Tomegcsokkenés (%)
Oliva olaj: 2,5% 3
Oliva olaj: 7,5% 9,5
Oliva olaj: 10% 7,5
Celluloz: 0,75% 7,5
Celluloz: 1% 6,5
Oliva olaj: 5% + celluloz: 11
0,5%
Oliva olaj: 7,5% + celluloz: ;
0,75%
Oliva olaj: 10% + celluléz: 8
1%

A legkiemelked6bb tomegcsokkenést az 5% olajat és 0,5 % cellulozt tartalmazo rendszer
a legjobban a degradaciot, mely 9,5%-os tomegcsokkenést eredményezett. 7,5%-o0s bontas volt
megfigyelheté a 0,75%-0s cellul6z koncentracid jelenlétében. Az el6zé kisérletekkel
Osszevetve, nagysagrendileg kisebb tomegvaltozast figyeltem meg, hiszen az 5%-os oliva olaj
kiegészitéssel 27,5%-0s PLA tomegesokkenést értem el. Igy az mondhatd el az eddigi
tapasztalatok alapjan, hogy mind az oliva olaj, mind a celluloz esetében az 5%, illetve 0,5%-0S
koncentraci6 bizonyult a leghatékonyabb induktor koncentracido bedllitisnak az adott
koriilmények kozott. Ezért a tovabbiakban szintén a 2. konzorciummal, illetve ezen
induktorokkal, ezen koncentraciokban végeztem a kutatast a fizikai paraméterek

valtoztatasaval.
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5.2.4. PLA-sortorkoly biokompozit biolégiai bontasa szubmerz koriilmények kozott
fizikai paraméterek valtoztatasaval
Az 0Osszes eddigi kisérlet tapasztalatai és eredményei alapjan inditatottam el egy ujabb
vizsgalatot. A vizsgalt konzorciumok koziil a 2. konzorcium - mely Thermobifida
cellulosilytica B1997 és Thermobifida fusca B2355 mikroorganizmusokat tartalmazta-
bizonyult a leghatékonyabbnak, igy ezzel folytattam a biomiianyagok bioldgiai bontdsanak
nyomon kovetését. Az induktorok esetében, ahogy az el6zd kisérletben, most is oliva olaj és
celluloz altal indukalt tapkozegeket hasznaltam 5, és 0,5%-os koncentracioban kiilon-kiilon,
illetve egyiittesen is. A fizikai paraméterek hatasat vizsgalva 45°C helyett 60°C-on, 140 RPM-

en ¢s razatas nélkiil is megvizsgéltam a mintakat. A reakci6idd ezuttal is 21 napos volt.

5.2.4.1. Kémhatas valtozas
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Oliva olaj - razatas nélkiil Celluloz - razatas nélkiil —&— Oliva olaj + celluloz - razatas nélkiil

20. abra: A vizsgalt mintdk kémbhatas valtozasa az alkalmazott tipkdzegben

A pH értékek nagyon hasonldan alakultak a lefutds tekintetében az el6zd kisérlethez képest,
annyi kiilonbséggel, hogy pH 3 kortili tartomany helyett pH 4-6 kdz6tt mozgott. Mivel a kazein
oldhatosaga gyengén savas kézegben nem olyan hatékony, igy a mintakat pH 7,0 és pH 3,0

kémhatast puffer alkalmazasaval is megfigyeltem.
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5.2.4.2. Proteaz enzimaktivitas
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21. abra: Proteaz enzimaktivitasok kiiéonb6z6 kémhatason vizsgalva

A mintdk enzimaktivitdsanak a lefutdsa teljesen megegyezik mindkét kémhatason vizsgalva.
Elhanyagolhat6 aktivitds mutatkozott a kisérlet elsd felében, mig a 13. és 17. nap kozott igen
magas, kiugro eredményeket adtak. A legkiemelkeddbb értéket, 121,8 U/ml-t a celluloz
tartalmt minta érte el razatas mellett. A masik legintenzivebb enzimtermelést, 106,77 U/ml-t,
ebben az esetben is az oliva olaj indukalta razatas mellett, azzal a kiilonbséggel, hogy pH 3,0-
as puffer jelenlétében érte el. Ezek mellett az oliva olaj és celluldz egyiittes indukalasa, razatas
mellett, hasonldoan jo 102,44 U/ml-es aktivitast mutatott. A kisérleti id6 utols6 napjaira szinte

teljesen lecsokkent a szintetizalt enzimmennyiség az Osszes vizsgalt minta esetében.
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5.2.4.3. Kutinaz enzimaktivitas
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22. abra: Kutinaz enzimaktivitasok

A vizsgalat els6 10 napjaban elhanyagolhat6 aktivitas figyelheté meg, ami a kdrnyezethez valo
alkalmazkodas miatt lehetett. A 13. naptol kezdve azonban, egy hirtelen novekedés figyelhetd
meg a legtobb mintanal. A legkiemelkeddbb érték az oliva olaj jelenlétében, razatas mellett volt
észlelhetd, 43,15 U/ml. Ez a maximalis érték, mely az egész kutatas alatt mért legmagasabb
kutindz aktivités, az altalam vizsgalt id6tartam utolsé napjan volt mérhetd. E minta esetében a
10. naptdl kezdve egy folyamatos novekedés figyelhetdé meg, mig a maradék mintaknal a
szintetizalt enzimmennyiség a 21. napra szinte teljesen lecsokkent. Akarcsak a protedz
enzimaktivitasnal, ez esetben is masik két jelentésebb enzimmennyiség a celluldz kiegészités

altal, razatas mellett, illetve az oliva olaj és celluloz egyiittes jelenlétekor, razatas mellett

jelentkezett.
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5.2.4.4. Tomegvaltozas

17. tablazat: A vizsgalt PLA-sortorkoly biokompozit darabok tomegvaltozasa fizikai

paraméter valtozasok mellett

Minta Tomegcsokkenés %
Oliva olaj -razatassal 14,5
Cellul6z- razatassal 10
Oliva olaj + cellul6z- razatéassal 15
Oliva olaj — razatas nélkiil 10
Cellul6z — razatas nélkiil 9,5
Oliva olaj + celluloz — razatas 14
nélkiil

Az adott koriilmények kozott az oliva olaj egyediili és a cellulozzal egyiittes jelenlétében,
razatas mellett volt a legnagyobb hatékonysagti 15% és 14,5%0-0s bontds észlelhetd. Az
enzimaktivitadsokkal egyiitt figyelve az eredmények alatdmasztjdk egymast. Habar ezen
kisérletben az enzimaktivitas értékek szamottevéen magasabbak voltak, azonban sokkal
rovidebb ideig volt észlelhetd, mely erds befolyassal lehet a bontids hatékonysagara. Az
enzimaktivitasokat és a tomegcsokkenést is figyelve a rdzatas fontos tényezének bizonyult,

minden esetben jobb eredményeket mutattak a vizsgalt mintak, mint 4ll6 tenyészetben.
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6. A kutatomunka osszefoglalasa

A kutatomunkam soran termofil és termotolerans mikroorganizmusok felhasznalasaval PLA-
sortorkoly biokompozit darabok biologiai bontasanak modellezését figyeltem meg szubmerz
koriilmények  kozott, 21  napos intervallumokban. Torzsszelekcidval —mikrobidlis
konzorciumokat alakitottam ki, melyek depolimerdz enzim termelését, és ezeknek a
termékeknek a szerepét kovettem nyomon a biodegradacido hatékonysagaban. Emellett
megvizsgaltam a bontdst induktorok jelenlétében, és a kornyezeti tényezOk valtoztatasai
mellett. Osszességében a leghatékonyabb, 27,5%-0s bontast, a Thermobifida cellulosilytica
B1997 és Thermobifida fusca B2355 torzseket tartalmazo konzorcium mutatta, 5%-os oliva
olaj kiegészitéssel, 45°C-on, 140 RPM-es razatas mellett. Az ekkor tapasztalt legmagasabb
protedz enzimaktivitasi érték 43,7 U/ml, mig a kutinaz esetében 1,83 U/ml volt. Azonban a
kutatasat egészét nézve detektalhatd volt ennél kiugrobb értékek is, azonban abban az esetben
a biodegradaci6 mértéke nem mutatott akkora hatékonysagot. Ezt tobb tényezd is
befolyasolhatja, mint példaul, hogy ezek az enzimaktivitasi értékek csak igen csekély ideig,
minddssze 1-3 napig voltak kimutathatoak, mig a hatékonyabb biodegradaciot mutato kisérlet
esetén ugyan, alacsonyabb enzim szintézis volt tapasztalhat6, de az szinte végig a 21 napos
vizsgalat alatt észlelhetd volt. Ebbdl feltételezhetd az, hogy a bontés tekintetében jelentésebb
szereppel bir az enzimek hatasanak ideje is. Emellett nem elhanyagolhat6 befolyasold tényezd
a homérséklet €s a kémhatas sem. Mig 45°C-os inkubalas alatt nagyobb fokl tdmegcsokkenés
volt tapasztalhato, az enzimtermelés tekintetében a 60°C ideédlisabbnak bizonyult. A pH értékek
szempontjabol nem allapithatd meg egy bizonyos tartomany, mely egyértelmiien noveli a
bontas hatékonysagat azonban hatdssal lehet ra és az enzimtermelésre is. Az oliva olaj és
celluloz egyiittes alkalmazasakor azt tapasztaltam, hogy a savasabb kémhatas jobban elésegiti
az enzimtermelést, mig ezek egyediili jelenlétekor ez nem 4llapithatdé meg. A bontas
hatékonysagat illetden a savas és bazikus jelleg hullamzo valtakozasa az altalam vizsgalt
kortilmények kozott jobb eredményt mutatott, ellenben azokkal az esetekkel mikor a kémhatas,

vagy csak savas vagy lugos pH értékeket mutatott.

fgy ezekbdl a tapasztalatokbol valdszintisithetd, hogy ezek a paraméterek befolyassal birnak a
bontés hatékonysagaban, azonban ezek konkretizalasanak és optimalizalasa érdekében tovabbi
kisérletekre van sziikség. A jovében az eddig elért eredmények alapjan lehetne folytatni a

kutatast, akar hosszabb kisérleti 1d0 alkalmazasaval is.
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