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1. Bevezetés

Annak ellenére, hogy még csak 180 éve fedezték fel a szintetikus milanyagokat,
napjainkra olyan szinten teret hoditottak, hogy nélkiiliik elképzelhetetlen a mindennapi €letiink.
Léteznek olyan iparagak, amelyek mas alternativaval mar nem is tudnanak miikodni. Az
¢lelmiszeripart azon beliil is a csomagolas, aminek élelmiszerbiztonsagi szempontbol Oridsi
szerepe van, az orvosi-, kutatas-fejlesztési szektort vagy a vendéglatast, mind-mind
elképzelhetetlen mlianyag felhasznaldsa nélkiil. Ezeknek az anyagoknak a népszertisége talan
abban rejtézhet, hogy nagyon j6 fizikai tulajdonsagokkal rendelkeznek, tartdsak, rendkiviil
olcson és gyorsan eldallithatdbak. A miianyagok formdjanak, szinéneknek és felhasznalasi
teriiletéknek egyediil csak az adalékanyagok és a képzeletlink szabhatnak hatart.

A milanyag termékek nagy szazalékat egyszer hasznalatos evéeszkozok, talak, palackok,
csomagoldanyagok, zacskok teszik ki (Cordier & Uehara, 2019) és ennek csak egy csekély
szazaléka jut el a szelektiv hulladékgyiijtébe. (AMI, 2022) A természetbe keriilé plasztikok
oriasi veszélyforras az ott ¢l6 allatokra nézve, tovabba akar lebegd szemét szigetekként is
szennyezhetik a tengereket, 6ceanokat. Jelenleg a 6 legnagyobb szemétsziget az észak-atlanti, a
dél-atlanti, a keleti-csendes-oceani, az északi-csendes-0ceani, a dél-csendes-0ceani és az indiai-
6ceani, amelyeknek a 80%-a milanyag. A csendes-Ocedni a vilag legnagyobb szemétszigete,
amely a Csendes-ocean északi részén talalhato. A sziget becsiilt teriilete 1,6 milli6 km?. Ez
nagyjabol haromszor akkora, mint Franciaorszdg. Az 6ceanok ilyen mértékli szennyezése a
tulhaléaszat, és a globalis felmelegedés mind-mind hozzéjarul az egyre ndvekvd fajpusztulashoz.
(Leberton, és mtsai., 2018)

A problémat elsésorban nem abban kell keresni, hogy maga a milanyag 1étezik, hiszen
rengeteg jO tulajdonsagaval megkonnyiti mindennapi életiinket. Véleményem szerint, a gond
inkabb abban az emberi mentalitisban keresendé, amit Aldous Huxley mar 1982-ben
megfogalmazott: ,,Ha megunjuk, el vele, igy jutunk csak felfele!”. A folyamatosan jabb és tjabb

termékek vasarlasaért és a régi dolgok nem megbecsiilésébol fakadhat ez a globalis probléma.



2. Célkitizés
Munkam céljaul tiztem ki a politejsav alapi milanyag megismerését és biologiai

lebonthatosaganak a kutatasat. Ehhez a kovetkezo részfeladatokat tiiztem ki célul:

1. Torzsszelekcid céljabol az alkalmazott baktérium torzsek tejsavhasznositasa, illetve
annak megallapitasa €s kimutatasa, hogy rendelkeznek politejsav depolimeraz

enzimaktivitassal.

2. PLA-keményitd biokompozit biodegradalasa szubmerz kornyezetben a szelektalt

baktréiumokkal, illetve a kiilonb6zo tapanyagkiegészités hatasa a bontasra nézve

3. Mikrobiélis konzorcium alkalmazéasa a PLA-keményitd biokompozit bontdséara

4. A depolimerdz enzimmennyiség €s a biodegradacié hatékonysaganak meghatarozasa



3 Irodalmi attekintés

3.1 Polimerek

A polimereknek (gordg eredeti sz6 melynek jelentése: sok) nevezziikk az ismétlodo
egységekbdl (monomerekbdl) felépiilo nagyméretii molekulakat, melyekben a monomereket
kovalens kotések kapcsoljak dssze. Nagy molekulatomeg jellemzi 6ket (10000-1000000 g/mol).
A polimereket kémiai reakcioval nyerik, megfeleld koriilmények kozott a tobb mint 100
monomer képes dsszekapcsolddni és 1étrehozni egy polimer lancot (Tabi, 2019).

Csoportosithatjuk 6ket kialakulasuk szerint: ez esetben vannak a természetben is
eléforduld, mint példaul a celluloz, fehérje vagy a keményitd, és vannak a szintetikus polimerek,
mint a polietilén (PE), polipropilén (PP), polietilén-tereftalat (PET), polikarbonat (PC),
polivinil-klorid (PVC), poliamid (PA) (Namazi, 2017, Tabi, 2020).

A természetes polimereket az ember mar 0sidok 6ta alkalmazza, mint példaul boroket,
fakat vagy akar a gyantakat és mézgakat. Viszont az a felismerés, hogy ezek az anyagok
oriasmolekulakbol allnak, csak az 1920-as évek elején fedezte fel Hermann Staudinger (Nobel
Dijas, német kémikus). O volt az, aki el6szor kimondta, hogy a makromolekulak léteznek.
Staudinger azt allitotta, hogy az olyan kolloidalis anyagok, mint a kaucsuk, a keményitd vagy a
celluloz valdjaban valtozo hosszusagu, fonal alakii makromolekulak vagy polimerek, amelyek
kovalens kotésekkel Gsszekapcesolt, jol meghatarozott kis egységekbdl allnak (Pukanszky és
Zsuga, 2011).

A mianyagrol pedig akkor beszéliink, hogy ha tobb polimerbdl és kiilonbozo
adalékanyagbol (adalék- és tarsitdanyagokbol) all és eldallitasa soran emberi beavatkozasra is
sziikség van (Majdik és Kakes, 2009). A miianyag tulajdonsagat az adalékanyagokkal tudjak
befolyasolni, hogy az adott teriiletre, ahova készitik, megfelelé legyen. Az adalékanyagok
korében népszerliek a stabilizatorok, csusztatok, formaelvalasztok, szinezékek (festékek és
pigmentek), lagyitok, gocképzok, égésgatlok, antisztatikumok. Gyakran tarsitd anyagokat is
felhasznalnak a milanyagok gyartdsa soran, ilyenek lehetnek az iitésallo adalékok, a
toltdanyagok, a vezetOképességet biztositd anyagok, valamint az erdsitdanyagok is (Tabi, 2020).
A stabilizatorok alkalmazédsa révén meggatoljdk az UV-fénybdl, oxidaciobol és egyéb
folyamatokbol torténd lebomlast. Ez altal a mlianyag szerkezete rendkiviil stabil lesz, tehat
ebbdl kovetkezik, hogy a bomlasi ideje is igen hosszl, akar évszazadokig is elhuzodhat.

A mar nem hasznalt mlianyagok, folyamatosan gyiilnek, mint hulladék, ami egy igen
égetd globalis problémava ndtte ki magat. Mivel égetésiik torvényileg tiltott (A miianyagok

égetése — a 21/2001. szamu kormanyrendelet értelmében — nyilt szinen, vagy barmilyen



tiizeloberendezésben tilos!) ugyanis toxikus gazok keletkeznek, ezért nem tudjuk
megsemmisiteni 6ket. Ezért is fontos, hogy a szelektiv hulladékgytijtés altal visszakeriiljon a
korforgasba az elhasznalt milanyag. A mlianyag tobbszori ujrafeldolgozasa soran veszit kedvezo
fizikai tulajdonséagaibdl, emiatt nem tudjuk a végtelenségig uj miianyagok hozzaadasa nélkiil
ujra feldolgozni.

A milanyag termékek nagy szazalékat egyszer haszndlatos evéeszkozok, talak, palackok,
csomagoloanyagok, zacskok teszik ki és csak egy csekély szazaléka jut el a szelektiv
hulladékgyiijtébe. A természetbe kikeriild plasztikok oriasi veszélyforras az ott €16 allatokra
nézve. Aprozddasuk révén mikromiianyagként konnyen bekeriilhetnek a taplaléklancba, igy az

emberben is olyan karokat okozva, amikrél még pontos adataink nincsenek (Tabi, 2020).

3.1.1 Biopolimer

A milanyagipar nagy valtozasok elé néz hiszen, az allamok folyamatos intézkedéseket
tesznek a kornyezetvédelem szempontjabol, tovabba az emberek igénye is né az 6ko-, bio- és
fenntarthat6 termékek irant. 2020 méjusaban megemelték a kdrnyezetvédelmi termékdijat, egyes
milanyag csomagoloszerek dija 57 forintrél 1900 forintra emelték, tehat a 33-szorosdra. Tovabba
ebben az évben vezették be a ,,bioldgiailag lebomlé mlianyag” fogalmat is. A kovetkezd évben
2021 jaliusatol a 301/2021. (VI. 1.) Kormany rendelet értelmében nem lehet forgalomba hozni
az aldbbi egyszer hasznalatos mlianyag termékeket: Fiiltisztitdo palcikat, evoeszkozoket (villa,
kés, kanal, evépalcika); tanyérokat; szivoszalakat; italkeverd palcikakat; 1éggomboket, ételtarolo
edényeket, italtarolot, italtartd poharat, miianyag hordtasakot (melynek falvastagsaga 15 mikron
feletti) és az oxidativ uton lebomlé milanyagtermékek (ezek olyan adalékanyagokat tartalmazé
mianyagok, amelyek oxidacid6 révén a millanyag mikroméretl részecskekre torténd
széttoredezését vagy kémiai lebontasat idézik eld).

Az el6bb emlitett indokok miatt jo alternativ megoldas lehet a nem kdolajszarmazeékbol
allo biomiianyagok, melyek lehetnek bioalapti (kukorica, cukorrépa, celluloz), biologiailag
lebomlé vagy esetleg mindkettd. A biologiai Uton lebomldé milanyag kornyezetvédelmi
termékdijrol szolo 2011. évi LXXXV. térvénymodositas 4. § ,,5a. alapjan: olyan miianyag,
amely fizikai és bioldgiai bomlasra képes gy, hogy végiil széndioxidda (COz2), biomasszava és
vizzé bomoljon le, és amely a csomagolasra vonatkozd europai szabvanyokkal dsszhangban

komposztalas €s anaerob lebontas Utjan hasznosithato;”

A polimerek egyik fajtdja a biopolimer ez egy olyan polimer, melynek a lancait egy €16
szervezet allitja el6 vagy magat az €pitdegységeket biztositja, ilyen példaul a keményitd. A
keményité egy gliikéz polimer, de a celluldz, glikogén és dextranok is azok, a monomerek

kapcsolodasi modja adja a molekulak kozotti kiilonbséget (Nelson és Cox, 2017). A



biopolimerek eldallitasa megvalosulhat mikroorganizmusok segitségével, biotechnologiai vagy
petrolkémiai iton (Ashter, 2016). Lebontasuk f6 mechanizmusa a hidrolizis, amely kémiai vagy
biologiai uton torténhet, az igy keletkezett végtermékek a humusz, a szén-dioxid, a viz és a
metan, ez utobbi biogazként hasznosithat6. A lebontasuk sebességét kiilonféle természeti
tényezok befolyasoljak, mint: a hémérséklet, a paratartalom, a napfény, az oxidacio, valamint a
polimer molekulaszerkezete (Tabi, 2019).

Jelenleg a biomiianyagok adjak az évente eldallitott 368 millio tonna mianyag
hozzavet6leg egy szazalékat (Internet 1.). A biopolimer kutatas teriiletén vezetd szervezeteknek
szamitd Eurdpai Bioplasztics és a Nova-Institute Research Institute (Hiirth, Németorszag)
legfrissebb adatai szerint a globalis biom{ianyag-termelési kapacitas a 2021. évi mintegy 2,421
millido tonnarol koriilbelil 7,59 milliora fog néni 2026-ban (Internet 2.). Ezek koziil a
legigéretesebb biopolimer a politejsav (PLA-polylactic acid), mely mozaikszo, a f6

alapanyagara utal a tejsavra (Tébi, 2019).

3.2 Tejsav
A tejsavat sok egyéb sav mellett (citromsav, glicerin) 1780-ban Scheele (német
szdrmazasu svéd kémikus) izolalta aludttejbdl (Datta és Henry, 2006).
Kémiai megnevezése: 2-hidroxi-propionsav, 2-hidroxi-propansav, alfa-oxi propionsav,
etilidén-tejsav. Kornyezetben gyakran eldforduld szerves sav, mely szdmos biokémiai
folyamatban szerepet jatszik.

Osszegképlete: C3HsO3

Molekulatomege: 90,08 g
mol

Szerkezeti képlete az 1. abran lathato.

1. abra: tejsav szerkezeti képlete (Internet 3.).

A tejsav hidroxil karbonsavak koz¢ tartozik. A molekula egy karboxil csoportbdl és egy
hidroxilcsoportbol all. Kirdlis vegyiilet, aszimmetrikus. Két kiilonb6z6 optikai hatdsu

sztereoizomerje létezik, amelyek az erjesztéstdl fiiggden képzddnek. Teljesen tiszta tejsav



szintelen (alkalmanként sargas szinil), er6sen nedvszivo kristalyokat alkot. Hidroszkopos, vizzel
vagy etanollal konnyen elegyet képez. Kloroformban oldhatatlan. L-(+)-tejsav fiziologiai
alkotorésze a szervezetek, a glikolizis melléktermékeként szdmos szdvetben, de foleg az
izomban van jelen. Kémiailag kotott alakban murein tartalmazza (Internet 4.).

A tejsav aszimmetrikus szén atomjabol kifolyolag két eltéré enantiomerrel rendelkezik,
tehat a fényt ellentétes iranyba forgatjak. A tejsav D-tejsav (0,05%) illetve L-tejsav (99,5%)
formaban van jelen a természetben (Halasz, 2014). Bioldgiai erjedés utjan szénhidratokbol
(cukrokbol) tejsavat allit eld tobbek kozott a Lactobacillus nemzetség (tejsavas erjedés soran).
Ezen nemzetség képvisel6i, mint a Lactobacillus acidophilus, L. amylophilus, L. bulgaricus
stb. (Dedk et al., 2006).

A tejsav az els6, ipari 1éptékekben termelt szerves sav. Indusztrialis szempontbol a hetero-
és homofermentativ tejsavbaktériumokat alkalmaznak tejsav eldallitasara. Elelmiszerekben
elsGsorban savany( kaposztaban, Kkefirben, sajtokban, fermentalt hasokban eléfordulhat.
Savanyusagot szabalyozo anyagként vagy tartositoszerként alkalmazzak E270 néven. A tejsavat
sok mas ipardg mar eddig is felhasznalta zold olddszerként festékekbe és fémek tisztitasara,
illetve gyogyszeripar vilagaban, mint a kapszuladk bevonatrétege. A tiszta tejsav

felhasznalasanak szazalékos aranyat a 2. abra mutatja be.

A Tiszta tejsav felhasznalasa iparagakra bontva

Vegyszer,18%

Elelmiszer,24%

Kozmetika,13%

Polimer,31% )
! Egyéb,3%

2. abra Az iparban felhasznalt tiszta tejsav szdzalékos aranya, 2020-ban (Rawoof, et al., 2020)

3.3 Politejsav
A tejsav monomerekbdl felépiild politejsav (PLA) a polilaktidok csoportjaba tartozik,
nem aromas poliészter. Merev, hére lagyuld polimer. A politejsav szerkezeti képletét az 3. abra

mutatja.
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3. abra: a politejsav szerkezeti képlete (Lopez et al., 2012).

A gyartas hatalmas koltségei miatt a PLA-t 1980-as évekig nem alkalmaztdk mashol
csak a gyogyszergyartasnal és implantatumok alapanyagjaként. A nagy elorelépést egy Uj
technoldgia bevezetése jelentette, mely a tejsavat magas cukortartalmt takarmanyndvényekbol
inditott el ezen a teriileten, és lehetové tette mind a monomer tejsav, mind a politejsav
nagyilizemi gyartasat (Internet 5.). A PLA-t megjulé mezdgazdasagi forrasokbol allitjak eld,
koolaj szarmazékok helyett, ezért sokkal kisebb biologiai labnyommal rendelkezik, mint a sima
mianyagok. A NatureWorks altal kukoricabol torténé tomegtermeléshez alkalmazott
technologian til a cukornadat is hasznaljak a tejsav eldallitasanak alapanyagaként. A Purac
fejlesztette a cukornad alapti tejsav-termelést Thaifoldon kereskedelmi tejsav tizem 1étesitésével
(Ficai és Grumezescu, 2017).

A mechanikai tulajdonsagokat alapvetéen négy tényezO hatarozza meg a politejsav

esetén:

1. A reakcioparaméterek szabalyozasa (katalizator koncentracidja, polimerizacidé héfoka,
tartozkodasi 1d6, kiindulasi anyag tisztasdga, reaktor tipusa, stb.)

2. Egyéb monomerekkel kopolimerek eldallitdsa: ugyanis a tejsav rész biologiai
lebonthatosaga és biokompatibilitdsa a kopolimernél is megmarad (komonomer pl. €
kaprolakton, hidroxisavak).

3. Kompozitok eldallitasa, ahol a politejsav és az alkotd anyagok kozott csak fizikai
kolcsonhatéas van €s nincs kémiai kapcsolat.

4. Adalékanyagok (csusztatok, toltdanyagok, lagyitok, szinezéanyagok, stb.) hozzdadasaval
a kedvezd tulajdonsagok elérése (pl. az iivegesedési homérséklet adalékanyagokkal
befolyasolhatd, az irodalomban triacetil-n-butilcitrat novekvé aranya mellet az
tivegesedési hdmérséklet csokkenését tapasztaltak, valamint a reologiai tulajdonsagok is

javithatok térhalositok (pl. peroxidok) alkalmazéséaval). (Bognar, 1999)



3.3.1 Politejsav eloallitasa
Az eldallitasanak elsd 1épése a magas keményitd tartalmu ndvénybdl (kukoricabol,
cukornadboél, burgonyabdl) kivonjak a keményit6t és azt tejsavva fermentaljak. A tejsav
leggyakrabban el6fordulé formaja az L forma, mint L-PLA, azonban a D forma4ja,
mikroorganizmusok segitségével eldallithatd, aminek a tulajdonsagai mar szinte azonosak a
mesterséges milanyagokéhoz legyen az PET vagy PE. A politejsav eldallitasanak sematikus
abrajat az 4. abra mutatja be. Altalaban a PLA-t kozvetlen polikondenzacios reakcié (PC) és

gylrlinyitasi polimerazacios (ROP) modszerek alkalmazasaval allitjak eld. (Internet 6.)

4. abra A politejsav el6allitasa. (Castro-Aguirre et al., 2016)



3.3.1.1 Gyiirifelnyitasos polimerizacio

A ROP (Ring Opening Polymerization), azaz gylrifelnyitasos modszer alkalmazéasa
soran nagy molekulatomegli polimer eldallitdsdra van lehetdség, enyhe reakciokoriilmények
kozott és rovid reakcididdvel. A technika az iniciatorok, tovabba a reakciomechanizmus szerint
lehet anionos, kationos, enzimatikus és koordinacids polimerizacié. A kationos és anionos
polimerizacidé soran az iniciatorként protonsavakat, alkilez6szereket, alkalifém-alkoxidokat
alkalmaznak, 100-120°C-on. Nagy reaktivitas és szelektivitas jellemzi a polimerizacionak ezt a
formajat, illetve alacsony racemizdlodasi és szennyezési szint. A reakcid eredménye az

optikailag tiszta polimer. (Ghalia és Dahman, 2017)

3.3.1.2 Termikus polikondenzacio

Lasst, energiabefektetést igényld folyamat. A polikondenzaco soran legalabb bifunkcios
monomerekre van sziikségiink, melyeknek a kondenzaciora képes csoportjukbol minimum kettd
van. Melléktermék kilépésével jard reakcid. A folyamat reakcioképletét a 5. abran lathatd

(Czvikoszky et al., 2007).
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5. abra: termikus polikondenzacios folyamat. (Czvikovszky, et al., 2007)

A tejsav termikus polikondenzacioja fejlesztések alatt allo teriilet, ugyanis problémat
jelent, hogy a modszer soran a dehidratacids egyensulyt nehéz szabalyozni. Altalanossagban
elmondhato, hogy az ipari termelésben a ROP modszert szivesebben alkalmazzak, ugyanis a
folyamat egyszeriibben szabalyozhatd, annak ellenére, hogy tobb 1épésbol all, illetve

végeredményben nagyobb molekula tomegi politejsavat lehet eldallitani.

3.3.2 Politejsav alkalmazasi teriiletei
Termékek széles korét lehet eldallitani PLA alapanyagbol, mivel a milianyagiparban
alkalmazott technologiakkal feldolgozhat6. Az orvostudomany és gydgyszergyartas teriiletérdl
lassan betor a hétkoznapi életiinkbe is. Mivel még nem annyira elterjedt, mint a
kéolajszarmazékbol szarmazo milanyag, igy az ara ahhoz képest magasabb, mintegy 30
széazalékkal dragabb is lehet.
Viszont tovabb népszertisitheti a PLA-t az a tény, hogy a beldliik késziilt palackok,

csomagoldanyagok utan nem kell kdrnyezetvédelmi termékdijat fizetni (Kovacs et al., 2017).



Az Eurodpai Uni6 kdrnyezetvédelmi szempontbol fokozatosan szigoritja iranyelveit. Az egyszer
hasznalatos miianyag evéeszkozoket és hordtasakok betiltasaval keletkezd piaci tirt a

PLA-bol késziilt biomiianyagok, Ezek mellett még szerepet kap mind az autdiparban
(padlészényeg, burkolatok), mezdgazdasagban (halok, zsinoérok), fontos megemliteni a 3D

nyomtatas teriiletét is, hiszen ott egy f6 alapanyagként szolgal, mint nyomtat6 szal.

3.3.3 Politejsav lebontasanak lehetéségei
A biologiai uton lebomldé miilanyag kdrnyezetvédelmi termékdijrol szolo 2011. évi
LXXXV. térvénymodositas 4. § ,,5a. alapjan: olyan milanyag, amely fizikai és biologiai
bomlasra képes ugy, hogy végiil széndioxidda (COz2), biomasszava és vizzé bomoljon le, €s
amely a csomagolasra vonatkoz6 europai szabvanyokkal 6sszhangban komposztalas és anaerob
lebontas utjan hasznosithat6;”
A lebomlasnak tobb tipusat kiilonbozteti meg a szakirodalom: termikus aktivalas,
fotolizis, radioaktiv lebomlas, oxidacio, hidrolizis (enzimatikus, nem enzimatikus). Mi az

enzimatikus hidrolizissel foglalkozunk a munkank soran (Ikada és Tsuji, 2000).

3.4 Baktérium eredetii biodegradacio

3.4.1 Depolimeraz enzimek

Ahhoz, hogy egy mikroorganizmus képes legyen a polimert lebontani, el6szor a hosszi
polimerlancnak depolimerizalodniuk kell kisebb egységekre (oligomerekre, dimerekre, €s
monomerekre). A lebontas egyik modja az enzimatikus hidrolizis, mely soran az enzimek
megtamadjak a polimert és alhidrikusan hasitjak azt. A katalitikus domén altal végzett hidrolizis
el6tt az enzimek hidrofob doménjei tapadnak szilard hordozok hidrofob részeihez. A polimer
lancok monomerekké vald bontasat depolimerizacionak nevezziik Az enzimek aktivitasa
nagyban fiiggenek a mikroorganizmus fajtajatol (Bahl et al., 2020).

Fontos enzimcsalad lehet a PLA lebontasa soran a hidrolazok. Ide tartozik a kutindz és
a proteaz. Az enzimek szignifikdns szerepet jatszanak a polimerek lebontasaban. Williams
1981-ben szamolt be eldszor arrol, hogy laboratiriumi koriilmények kdzott bioldgiai lebontas
soran a Tritirachium album eredtli proteinaz K-nak sikeriilt lebontaniai a PLA-t (Williams,
1981).

3.4.1.1 Kutinaz
A ndvényi kutikula egy olyan legkiilsé véd réteg, mely bevonja a leveleket hajtasokat és
a novény fold feletti epidermiszét. A novények szarazfoldre vald kilépésének egyik fontos

tényezdje volt a kutikula kialakulasa, amely méar a mohdk egy részénél megfigyelheto.



Viaszokbdl és lipidpolimerekbdl all, ami megvédi a ndvényt a kiszaradastol és a fertdzésektol.
A kutikula f6 alkotoeleme a kutin, mely egy lipid poliészter, mely észter kotések révén
kapcsolodnak egymashoz. Tehat hosszi szénlanct zsirsavak és alkoholok észterei. A
kutinmonomerek az endoplazmatikus retikulumban képzddnek és innen szallitddnak a
sejtmembranhoz. Az észterképzddés a zsirsavlancok karboxilcsoportja és egy masik zsirsav
kdzbensd hidroxilcsoportja kdzott is végbemegy, igy egy haloszerti szerkezet alakul ki.

Ezeket az észter kotéseket képesek elsdsorban gombak vagy baktériumok a kutinaz nevii
enzimiikkel hidrolizalni (Chen et al., 2013, Palfia és Kristof, 2013). A sokoldalu kutinazt vagy
mas néven kutin-hidroldzt, 1960-ban fedezték fel. Az o/B-hidroldz szupercsaladba tartozik
(Panda ¢és Gowrishankar, 2005). A kutinazok katalizaljak az észterezési reakciokat. Két
szubsztrattal rendelkezik a kutinnal és a vizzel. Ezek az enzimek is képesek a szintetikus
észterek (példaul p-nitrofenil-észtereket) és triacil-glicerineket hidrolizalni (Chen et al., 2013).

Az élelmiszeriparban, és mint aromagyartasnal, gyogyszeriparban, finom- ¢és
mezdgazdasagi vegyszerek eldallitdsdban, bioszenzorokban ¢és biodizel eldallitdsara is

hasznaljak (Castro-ochoa et al., 2012).

3.4.1.2 Proteaz

A proteazok fehérjebonté enzimek. Minden él6 sejt szamara elengedhetetlen. A
proteazok a fehérjékben 1évo peptid kotéseket bontjak le. Azokat a proteazokat, amelyek a
fehérjelanc belsejét kezdik el bontani, endoproteazoknak nevezziik, mig a lanc végén bontokat
exoproteazoknak (Stefanovitsné, 1996).

Ha az aktiv centrumuk felépitése szerint osztalyozunk, akkor megkiilonboztetiink tobbek
kozott szerin-protedzokat, cink-proteazokat, cisztein- és karboxil-protedzokat. A protedzokat a
szerint is csoportosithatjuk, hogy helyileg hol funkcionalnak. Az exogén protedzok a szervezet
belsé alloméanyan kiviil, példaul a tapcsatornaban miitkodnek. Inaktiv proenzim (zimogén)
formajaban képzddnek, és csak a tapcsatornaban aktivalddnak, proteolitikus hasitas révén.
Ilyenek példaul a pepszinogének, tripszinogének.

Az endogén proteazokat is tovabbi két csoportra tudjuk bontani: extracelluléris
(kollagenaz, metalloprotedz, elasztdz) ¢és intracelluldris proteazokra. Az eldbbiek az
extracellularis matrix fehérjéit, az utobbiak a sejten beliili fehérjéket bontjak. Az endogén
proteazok szerepe elsdsorban a kotdszovetek (pl. porcszovet, sontszovet) atrendezésében vagy
a fehérvérsejtek sejtek kozotti mozgasanak eldsegitésében van. Az intracelluléris protedzok két
kiilonboz6 ttvonalon mitkodhetnek. Az egyik tipus a liszoszomakban van, és a receptor medialt

endocitozis, vagyis autofagia soran bekebelezett, majd a lizoszomaba keriilt proteineket bontja.



A masik tipus a proteaszoma komplexben van: a sejten beliili, lebontésra itélt fehérjék lizin
oldallancon egy kis jelolé-fehérjével (ubiquitin) megjeloléddnek (ubikvitindlédnak), majd
poliubikvitinadlodnak; ez a jel a proteaszomaba keriilésiikre €s ottani degradacidjukra.

E két utvonalon kiviil érdemes megemliteni még a programozott sejthalalt (apoptozist)
vagy immunsejtek érése soran specialis protedzok, Un. kaszpazok aktivalodnak, melyek a
lebontandé fehérjéket hasitjak (Livius és Szarka, 2014). A folyamat soran a sejt kisebb

darabokra esik, amelyeket mas sejtek felvehetnek és Gjrahasznéalhatnak. (Internet 8.)

3.4.2 Bacillus torzsek jellemzése

A PLA biodegradadldsaban szerepet jatsz6 baktérium eredetli enzimszintézisben
szerepet jatszhatnak egyes Bacillus torzsek. A szénabacilus néven is ismert Bacillus subtilis
altalanossagban mindenhol fellelhetdé Gram-pozitiv, palca alaku baktérium talajjavito
baktériumként is alkalmazhatjdk a mezdgazdasdgban és a kertészetben, de jelen lehet a
lisztben, de fertézheti a sajtolt élesztét (Madigan, 2015).

A Bacillus coagulans egy Gram-pozitiv, fakultativ anaerob, nem patogén, sporaképzo,
tejsavat termeld baktérium. Héallo; a B. coagulans optimalis novekedési hdmérséklete: 35-50
°C. Az optimalis novekedési pH: 5,5-6,5 [4,15]. A probiotikumként hasznalt
mikroorganizmusok jellemzdivel rendelkezik (Majeed et al., 2016).

Bacillus licheniformis egy Gram-pozitiv mezofil baktérium. Optimais homérséklete 37 °C.
Altaldnossagban megtalalhato a talajban, szaprofitikus életmédja van, amely a biopolimereket
Bacillus cereus is szintén Gram-pozitiv palca alak(l baktérium. Megtalalhato talajban és az
z6ldségekben, de akar hustermékekben is egyarant. Egyes torzsek toxikus hatastiak lehetnek

az emberre (Jong ¢és Sanford, 2016).
3.4.3 Rhodococcus torzsek jellemezése

A rhodokokkuszokat széles korben kutatjdk, mint potencidlis biodegradalo
mikroorganizmus. Mivel a természetben sokféle kornyezeti koriilmények kozott is
megtalalhatoak és képesek a szénhidrogéneket metabolizalni (Alvarez, 2010).

Ezeknek a bakétriumoknak is tulajdonithatd a biodegradalasban résztvevd enzim
szintézis. Rhodococcus species aerob, Gram-pozitiv, részben savallo, kataldz pozitiv, nem
endosporas baktérium. A baktérium kiilonb6z6 forrasokbol izolalhatd és jol szaporodik nem
szelektiv kdzegben (Alvarez, 2010).

Rhodococcus erythropolis foldbél izolalt Gram-pozitiv mikroorganizmus. A sejtek



nagyszamu enzimeket tartalmaznak, amelyek lehetdvé teszik szdmukra a hatalmas szdmu
biokonverziot és lebontas végrehajtasat (Pacwa-Plociniczak et al., 2019).

Rhodococcus fascians 1984-ig Corynebacterium fascians néven ismerték. Gram
pozitiv, aerob, baktérium fitopatogén, amely a ndvények korokozai lehet, fert6zott novényeknek
jellegzetes tlineteket mutatnak, mint példaul a levél deformacioja. (Goethals et al., 2001).

Rhodococcus opacus fenol-tolerans, ligninbél szarmaz6 aromas anyagokat termel, és

igéretes lipid felhalmozodasi torzs, amely olyan vegyiileteket allit eld, mint példaul a triacil

glicerin (TAG) (KyuShin et al., 2019).



4 Anyagok és modszerek

A munkdm soran a mezofil baktériumok biodegradaldo képességét vizsgaltam. A

bacilluszokat és rhodokokkuszokat alkalmaztam a munkam soran.
Alkalmazott Bacillus torzsek:

« Bacillus subtilis B1212

« Bacillus subtilis B1162

« Bacillus subtilis CU 150

* Bacillus coagulans B1139

* Bacillus coagulans B1123

« Bacillus coagulans 200B/9

« Bacillus licheniformis B1231
« Bacillus licheniformis B1223
« Bacillus cereus B0076

« Bacillus cereus B1718
Alkalmazott Rhodococcus torzsek:

» Rhodococcus erythropolis NCAIM B01914
» Rhodococcus erythropolis NCAIM B01952
 Rhodococcus fascians NCAIM B01608
 Rhodococcus fascians NCAIM B01614
 Rhodococcus opacus NCAIM B01915

» Rhodococcus species NCAIM B01916

A torzsek az NCAIM Budapest torzsgylijteménybdl €s a Biomérnok és Erjedésiapari

Technologia Tanszéktdl szdrmaznak.

4.1 PLA alapu biomiianyag
A vizsgélatok sordn NatureWorks LLC (USA) altal gyartott Ingeo™ 3251D PLA
Biopolymerbdl és keményitd keverékbdl (95:5) készitett (a Piringer Kft. altal) evOeszkozoket
hasznaltam (6. abra), a bontasi vizsgalathoz a biomtianyag evOeszk6zok 1 %-at kb. 0,1x0,1 cm
hosszlra vagtam. A biopolimer alapanyag fizikai és mechanikai tulajdonsagait a 1. tablazatban

foglaltam Gssze.



1. tablazat: 3251D Biopolymer tulajdonsagai (NatureWorks, 2020)

Relativ viszkozitas 2,5

Kristaly szerkezet olvadasi hofoka 155-170 °C
Szine atlatszo
Szakit6 szilardsag 9,000 Mpa
Nyulasi képesség 3,5%
Utésallosag 0,3

Hajlito szilardsag 15,700 Mpa
Hdétorzulés 55°C

b

6. abra PLA-keményit6 (95:5) bikompozit evoeszkoz (sajat kép)



4.2 Tapkozegek

4.2.1 Taplevesek torzsfenntartashoz

A Bacillus térzsfenntartashoz nutrient taplevest alkalmaztam 6sszetétele:

* Pepton 5¢g/I
* Huskivonat 3g/I
* Desztillalt viz 1000 ml

A Rhodococcus torzsfenntartasahoz TSB (Trypticase Soy Broth) taplevest alkalmaztam:
* TSB 30 g/l
* Desztillalt viz 1000 ml
4.2.2 Szelekcidéhoz alkalmazott szilard tapkozegek

Az eclbzetes vizsgalatok céljabol, hogy megallapitsam az alkalmazott Bacillus és
Rhodococcus torzsekr6l, hogy képesek a tejsavat hasznositani, mint tapanyagot a screeneléses
vizsgalathoz a 0,1% (w/w) tejsavval kiegészitett agart tartalmazo alaptaplevest alkalmaztam
(2. tablazat).

2. tablazat: A tejsavhasznositasra alkalmazott agar 6sszetétele

Basal medium Koncentracio
(Penkhrue et al., 2015) (all)
(NH4)2S04 4

K2HPO4 2

KH2PO4 1

MgSOa4 X 7H20 0,5
Elesztdkivonat 1

Agar 15
Desztillalt viz 1000 ml




Proteolitikus enzimaktivitas vizsgalat szempontjabol kazein agart (Radha et al., 2012)

alkalmaztam, aminek az 6sszetételét a 3. tablazatban foglaltam Gssze.

3. tablazat: Proteolitikus enzim aktivitas kimutatasara alkalmazott agar Osszetétele

Kazein-agar Koncentracio (g/l)
Kazein 10
Agar 15

Desztillalt viz 1000 ml

Mobdositott Tween 80 agart (Kumar et al., 2012) alkalmaztam a észteraz
tipusu enzimaktivitas kimutatasara, az agar osszetételét a 4. tablazatban foglaltam

0ssze.

4. tablazat: A lipolitikus enzimaktivitas vizsgalatara alkalmazott modositott Twen 80 agar Gsszetétele

Modositott Tween 80 Koncentracio (g/l)
agar
Pepton 5 (g/)
Elesztékivonat 3 (g/)
Tween 80 0,1%
Kongo voros 0,5 (g/l)
Agar 15 (g/l)
Desztillalt viz 1000 mi

4.2.3 Biolégiai bontis modellezéshez alkalmazott taplevesek

A szubmerz korlilmények kozott vizsgalt biologiai bontashoz kétféle vizsgalati kdzeget
alkalmaztam, TPY téplevest és alaptaplevest. A TPY Osszetétele az 5. tablazatban az alaptapleves
a 6. tablazatban talalhato.



5. tablazat: TPY (tripticase pepton -phytone pepton - élesztd kivonat) dsszetétele

Koncentraci6 g/l

Trypticase pepton 10¢g

phytone pepton 50

gliikkoz 50
¢élesztOkivonat 254
Tween 80 1ml
cisztein HCI 05¢g
K2HPO4 29

MgCI2 * 6H,0 054

ZnS0O4 * 7 H20 0,259

CaCl: 0,15¢g
FeCls 0,03
Desztillalt viz 1000 ml

6. tablazat: Alaptapleves (Penkhrue et al., 2015) dsszetétele és kiegészitései

Koncentracio g/l
(NH4)2S04 4 (gll)
K2HPO4 2 (gl
KH2PO4 1 (g/l)
MgSOas X 7H20 0,5 (g/l)
Elesztékivonat 1 (g/l)
Desztillalt viz 1000 ml




Kiegészitésiek

Glikoéz 0,5%
Keményitd 0,5%
Tejsav 0,1%

A tapkozegeket csiramentesités céljabol autoklavval 121 °C-on 15 percig sterileztem.

4.3 Az enzimaktivitas méréshez sziikséges anyagok

A kutinaz enzimaktivitas méréshez 0,1 M Na-foszfat pH 5,8 puffert alkalmaztam, az
ehhez sziikséges torzsoldatokat (NazHPO4*2 H20 és NaH2POjs) a kivant pH értékti puffer oldat
elérésé¢hez megfeleld aranyban elegyitettem és egészitettem ki 1000 ml-re desztillalt vizzel,
hiitében taroltam, a kémhatast pH-mérd segitségével ellendriztem.
A Triton-X oldat a reakcioelegy dsszetevéje, amit 1g/250 ml koncentracioban, desztillalt vizzel
készitettem el.
A (0,15mM) para-nitrofenil-butirat szubsztratumot analitikai mérlegen mértem ki, majd 96 %-
os etanolban oldottam fel.

A proteaz enzim meghatarozasahoz 1,5%-0s kazein szubsztratumot hasznaltam, amit
5,8 pH Na-foszfat pufferben oldottam fel.
Az enzimreakci6 leallitasahoz 5% triklor-ecetsav (TCA) vizes oldatat hasznaltam
A szinképzéshez a 0,5 M NaCOg oldatot és a haromszorosra higitott Folin-Ciocalteu reagenst

alkalmaztam

4.4 Alkalmazott modszerek

4.4.1 pH mérés
A pH mérés az egyik legelterjedtebb modszer, aminek segitségével kovetkeztetéseket
tudunk levonni, hogy a tdpkozegiinkben milyen mikrobidlis folyamatok torténnek. A kisérletben
a mintavételezések sordn, nyomon kdvettem ezen értékeket, hogy figyelemmel kisérjem a
biodegradacid soran végbemend kémhatasvaltozast a miiszer a 7. abran lathato. A pH mérés az

érzékeny iivegelektroda é€s a referencia potencial kiillonbségén alapszik.



7. abra: Mettler-Toledo (Seven Multi) pH mér6

4.4.2 Tomegmérés

A biodegradacié mennyiségének meghatarozasdhoz eldszor a reakcid inditasa eldtt a
kiinduldsi PLA tomeget analitikai mérlegen lemértem, majd az adott biodegradalasi 1d6 lejarta
utan, a tapkozegeket leszlirtem sziir6papirral, majd kiszaritottam szobahOmérsékleten, és

visszamértem a tomegiiket analitikai mérlegen.

4.4.3 Enzimaktivitas mérés
4.4.3.1 Kutinaz enzimaktivitas mérése
A kutinaz a p-nitrofenil-butirat mesterséges kromogén szubsztratumot hasitja, aminek
hataséra termékként p-nitrofenol szabadul fel. A reakciot sarga szinvaltozas jelzi, ami 405 nm-
en spektofotometridsan mérhetd. A kutindz enzimaktivitds méréshez sziikséges reakcioelegy

Osszeallitasa az 7. tablazatban lathato.

7. tablazat Kutinaz enzimaktivitdsahoz sziikséges reakciolegy 0sszetétele

Desztillalt | Triton-X | p-nitofenil-butirat Na-foszfat Enzim
viz (pH 5,8) puffer (minta)
Miiszer vak 120 pl 20 pl 160 pl
Szubsztrat 20 ul 20 pul 100 pl 160 pl
vak
Enzim vak 100 pl 20 pl 160 pl 20 pl
Minta 20 pl 100 pl 160 pl 20 ul

A kutinaz aktivitdas meghatarozasdhoz Osszemértem a reakcohoz sziikséges

Osszetevoket, a puffert, a Triton-X- oldatot, a szerves olddszerben oldott p-nitrofenil-butiratot,



¢s a desztillalt vizet. Ez utan 30°C-on 1-2 percen at termosztaltam, majd a reakciot a mintak
hozzaadasaval inditottam el. A reakcio id6tartama 10 perc volt, a reakcido végén a mintak

abszorbancidjat 405 nm-en mértem meg.
A kutinadz enzim mennyisége az egyenlet alapjan szamithat6 ki:

.. (U (A minta — A Enzimvak — A szubsztratvak) * V reakci6 * h
Aktivitas (W) =

x * t reakcid = V minta

Egy Unit mennyiség az az enzimmennyiség, amely 1 perc alatt adott koriilmények kozott
(30° C pH 5,8) 1 mM szubsztratumot alakit at terméket képezve. A képletben szerepl6 jelolések

nevét s mértékegységét a 8. tablazatban foglaltam Ossze.

8. tablazat: kutindz aktivitas kiszdmitasahoz alkalmazott egyenletben hasznalt jel6lések és jelentésiik

Jel Jelentés Mértékegység
Vreakeio a reakcioelegy térfogata ml
X kalibracios egyenesnek a meredeksége
treakcio reakci6 idGtartama perc
Vminta a minta (enzimoldat) térfogata ml
h a minta higitasi faktora

A kutindaz enzimmennyiség meghatarozadsdhoz sziikséges kalibracio, amihez a p-
nitrofenol térzsoldatbol higitasi sorozatot készitettem (9. tablazat). A tdrzsoldatot és a
oldatok abszorbancidjat 405 nm-en mértem spektrofotometrias modszerrel. A koncentracidok
fliggvényében az abszorbancia értékeket abrazoltam, mely a 8. abran lathato, és a pontokra
regresszids egyenest illesztettem. A fliggvény meredekségének ismeretében az enzimaktivitasok

szamolhatdak. (Tamasko 2021)



9. tablazat: 0,4 mM p-nitrofenol higitasi sorozat 6sszeallitasa

Koncentracio 0,4 mM p- Desztillalt viz
(mM) nitrofenol (ul) (ul)
0,4 150 0
0,35 131 19
0,3 113 37
0,25 94 56
0,2 75 75
0,15 56 94
0,1 37 113
0,05 19 131
0 0 150
1,400
I y = 2,8957x
R? = 0,8949 e
© 1,000 —
€ 0,800 Pl
o -
'E " .f'f
S 0,600 ; ff,-f
.
8 0,400 s
< 4 -..__.f"'#
0,200 —
e
0,000 &
0 0,1 0.2 0,3 0.4 0.5
p-nitrofenol (mM)

8. abra: p-nitrofenol kalibracios egyenes

4.4.3.2 Proteaz aktivitas mérés
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

spektofotometridasan meghatarozhat6. Az enzimaktivitds méréshez 1,5 % %-0s kazein oldatot

készitettem. A kazeint Na-foszfat pufferben (pH 5,8) oldottam fel. A kazein jobb oldddasa
érdekében a kazein oldatot 30 percen at 80 °C-os vizfiirddbe tettem.

A reakciot a kazein oldathoz adott enzimoldattal inditottam. A vakminta esetén a



kazeinhez 5 %% triklér-ecetsav (TCA) oldatot adtam, igy leallitva a reakciot, majd ehhez a

mintat adtam. A reakcid 30 percen at 40°C-os vizfiirddben inkubalodik. A reakci6ido lejartakor
az elegyekhez 5%-0s TCA oldatot adtam, és vizfiirddben pihentettem 10 percen at. Ezutan
lecentrifugdltam az elegyeket 14000 fordulat/perc sebességen, 5 percen keresztil. A
lecentrifugalt 0,5 ml feliiliszohoz Na,COs oldatot, valamint (3:1 higitott) Folin-Ciocalteu
reagenst adtam. Az elegyeket 30 percre, 40°C-os vizfiirdében termosztaltam. A reakcioidd
lejartakor a mintdk abszorbanciaértékeit 660 nm-en spektrofotométer segitségével hatdroztam

meg. A protedz enzim mennyisége az alabbi egyenlet alapjan szamithat6 ki az aktivitas értékek

__ (Aminta—A Enzimvak—A szubsztratvak)*V reakciéxh

U/ml-re megadva: Aktivitas (%) =

xxt reakcioé*V minta
A képletben szerepld jelolések nevét és mértékegységét a 10. tablazatban foglaltam Ossze.

10. tablazat proteaz aktivitas kiszamitasahoz alkalmazott egyenletben hasznalt jelolések és jelentésiik

Jel Jelentés Mértékegység
Vreakeio a reakcidelegy térfogata ml
X kalibracios egyenes meredeksége
treakcio reakci6 idGtartama perc
Vminta a minta (enzimoldat) térfogata ml
h a minta higitasi faktora

Egy enzimegység (Unit) az az enzimmennyiség, amely 1 perc alatt adott koriilmények kozott

(30°C pH 5,8) 1 mM szubsztratot alakit at/terméket képez. Mértékegysége: U/

9. abra Unicam, Hexios a spektrofotométer



A protedz enzimmennyiség meghatarozasdhoz sziikséges kalibracio felallitdsahoz
1,1 mM L-tirozin térzsoldatot hasznaltam. A torzsoldat higitasat desztillalt vizzel végeztem (11.
tablazat). A higitott mintakhoz Na,COs3 oldatot, valamint haromszoros higitasa Folin-Ciocalteu
reagenst adtam. Az oldatok abszorbanciajat 660 nm-en, spektrofotometriasan hataroztam meg.
A koncentraciok fliggvényében &brdzolt abszorbancia értékekre regresszios egyenest
illesztettem (10. abra). A fiiggvény meredekségének ismeretében az enzimaktivitasokat ki

tudtam szamolni (Tamasko, 2021).

11. tablazat: Proteaz enzim meghatarozasahoz sziikséges kalibracios elegy Osszetétele

Koncentraco 1,1 mM L-tirozin Desztillalt viz
a3 (mi) (mt)
ml
0 0 1000
5 25 975
10 50 950
20 100 900
30 150 850
40 200 800
50 250 750
75 375 625
100 500 500
125 625 375
150 750 250
200 1000 0
3,000
y =0,0133x
e 2,500 R2=0,9926
S 2,000
o
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©
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10. Abra Proteaz enzim aktivitds meghatarozasahoz sziikséges kalibracio



4.4.4 Screenelés

A torzsszelekcid érdekében szkrinel6 mddszereket végeztem el. Sterilezést kovetden a
folyékony (kb. 40°C) agarral lemezontést végeztem. A tapkozeg megszilardulasat kovetden
agardiffuziés modszerrel hataroztam meg a tejsavhasznositast (0,1% tejsav agaron), illetve a
proteolitikus (kazein agaron) és a lipolitikus (modositott Tween 80 agaron) enzimkészlet
feltérképezését. Az agardiffiizid soran agarlyukasztoval képzett zsebekbe pipettaval injektaltam
be a baktériumtenyészeteket (50ul). A tapkozegekben oldott anyagok diffiizid révén bejutnak a
baktériumokba, amennyiben képesek a tapkozegben oldott anyagokat alkalmazni az
¢letmiikodésiikhoz, feltisztuldsi zondval vagy a mikroorganizmus ndvekedésével jelzi. A

szkrinelést kettd parhuzamosban végeztem.

4.4.5 PLA-keményité biokompozit biodegradacidja szubmerz koriilmények kozott
A torzsszelekciot kovetden a kivalasztott torzsekbdl 2 parhuzamos vizsgélatot
végeztem. A biodegradaciohoz 4 kiilonb6z6 taplevest alkalmaztam, amelyb6él haromnak Basal
(alap) tapleves volt az alapja a kovetkez6 kiegészitésekkel: 0,5% gliikkoz, 0,5% keményitd, 0,1%
tejsav, a negyedik taplevesnek a TPY szolgalt. Sterilezést kovetéen 100 ml tapleveshez 1 %

aprora vagott (kb. 0,1x0,1 cm) és 96%-os etanollal és steril vizzel tisztitva, aszeptikus
koriilmények kozott PLA-keményitd bikompozitot adtam. Majd ezek utan beoltottam 1 % %

baktériumtenyészettel és 30°C és 100 RPM paraméterek bedllitasa mellett razéinkubatorba
helyeztem Oket. Meghatarozott idénként 49 napon keresztil mintat vettem pH mérés,

enzimaktivitds meghatdrozas céljabol.



S Eredmények

5.1 Screenelés

Elso 1épésben eldvizsgalatokat végeztem agardiffuzios mddszerrel, hogy meggydzddjem
arrél, hogy az alkalmazott Bacillus és Rhodococcus torzsek képesek a tejsavat hasznositani,
illetve rendelkeznek politejsav-depolimeraz (proteolitikus, illetve lipolitikus) enzimaktivitassal,
amit telepképzddéssel, illetve feltisztulasi zonaval jelezhetnek.

A kisérletben alkalmazott Bacillus torzsek a tejsavhasznositas vizsgalata soran az 9sszes
alkalmazott baktérium eltéré mértékben, de szaporodott a 0,1% tejsavat tartalmazo
alaptapkozegen. Az alkalmazott bacilluszok a szilard tdpkozegen latvanyos telepképzddéssel

jelezték, hogy képesek a tejsavat, mint tdpanyagot hasznositani, ez az 11. abran lathato.

.\ 0
1. 2. 3.
—

11. dabra: Tejsavhasznositas vizgalat 0,1% tejsav agaron B. licheniformis B1231 (1.), B. subtilis B1212 (2.), B. coagulans
B1123 (3.), B. coagulans 200B/9 (4.), B. subtilis CU150 (5.), B. subtilis B1162 (6.), B. coagulans B1139 (7.), B.
licheniformis B1223 (8.), B. cereus B0076 (9.), B. cereus B1718 (10.)

A B. subtilis B1212, B. coagulans B1123, B. subtilis CU150 torzseken észlelt
telepképzodésekbol, arra kovetkeztettem, hogy ezek a baktériumtorzsek képesek a leginkabb
hasznositani a 0,1%-os tejsavat. A lipolitikus enzimszkrineléses modszer eredménye alapjan, a
Tween 80 tapagaron is eredményesen szaporodtak az alkalmazott Bacillus térzsek, ami a 12.
abran lathat6. Az eredményekbdl arra kovetkeztettem, hogy az alkalmazott bacillusz toérzsek
feltehetbleg rendelkeznek lipolitikus enzimaktivitassal, mivel a Tween 80 az egy polioxietilén-
szorbitan zsirsavészter, amit csak az észteraz enzimkészlettel rendelkelzé mikroorganizmusok
képesek hasznositani. Megfigyelhetd a kapott eredmények alapjan a B. licheniformis B1231, B.
subtilis CU150, B. subtilis B1162, B. coagulans B1139 torzsek mutattak a legintenzivebb
telepképzddést.
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12. 4bra: Lipolitikus enzimszkrinelés Tween 80-as agaron B. licheniformis B1231 (1.), B. subtilis B1212 (2.), B.
coagulans B1123 (3.), B. coagulans 200B/9 (4.), B. subtilis CU150 (5.), B. subtilis B1162 (6.), B. coagulans B1139 (7.), B.
licheniformis B1223 (8.), B. cereus B0076 (9.), B. cereus B1718 (10.).

6. 7.

10.

A proteolitikus enzimszkrinelés eltéré6 eredményeket mutatott. Akkor tekinthettem
sikeresnek egy tesztet, ha az feltisztulasi zonat mutatott. Ebbdl arra a konkliziora jutottam,
hogy az alkalmazott bacillusz torzsek feltehetdleg eltéré proteolitikus enzimaktivitassal
rendelkeznek. Feltisztulasi zonat nem tapasztaltam a B. coagulans B1123 és a B. subtilis B1162-
nal. Tovabba megallapitottam, hogy a B. subtilis B1212, B. coagulans B1123, B. coagulans
B1139 telepképzddése volt az alkalmazott bacilluszok koziil a leglatvanyosabb. Az eredmények

a 13. abran lathatoak.

13. 4bra: screeneléses vizgalat kazein agaron B. licheniformis B1231 (1.), B. subtilis B1212 (2.), B. coagulans
B1123 (3.), B. coagulans 200B/9 (4.), B. subtilis CU150 (5.), B. subtilis B1162 (6.), B. coagulans B1139 (7.), B.
licheniformis B1223 (8.), B. cereus B0076 (9.), B. cereus B1718 (10.).



Az alkalmazott Rhodococcus torzsek tejsavhasznositas vizsgalata a Bacillus torzseknél
alkalmazott modszerrel és szilard alaptapkdzegen tortént. Az eredmény jol lathatd az 14. abran,
amelybdl a telepképz6désekbdl megallapitottam, hogy az Gsszes alkalmazott rhodokokkusz

kivéaléan képes hasznositani a tejsavat.

14. dbra: Tejsavhasznositas vizgalat 0,1% tejsav agaron R. erythropolis B01914 (1.), R. erythropolis B01952 (2.), R. fascians
B01608 (3.), R. fascians B01614 (4.), R. opacus B01915 (5.), R. species B01916 (6.)

A tejsavhasznositds utan megvizsgaltam a rhodokokkusz torzsek depolimeraz
enzimaktivitasat is. Elsoként a lipolitikus enzim szkrinelést végeztem el Tween 80 agaron. Az
eredményeket az 15. abran mutatom be, ami a tejsavhasznositashoz hasonloan itt is latvanyos
telepképzddésekben mutatkozik meg. Ebbol kiindulva azt a kovetkeztetést tudtam levonni, hogy

az Osszes alkalmazott Rhodococcus torzs feltehetdleg rendelkezik lipolitikus enzimaktivitassal.

15. abra: Lipolitikus enzimszkrinelés Tween 80-as agaron R. erythropolis B01914 (1.), R. erythropolis B01952 (2.), R. fascians B01608
(3.), R. fascians B01614 (4.), R. opacus B01915 (5.), R. species B01916 (6.)



Kovetkez6 1€épésben, ahogy a bacilluszoknal, igy a rhodokokkuszokndl is elvégeztem a

proteolitikus enzimszkrinelést. Az eredményeket az 16. abran mutatom be.

16. abra: Proteolitikus enzimszkrinelés Tween 80-as agaron R. erythropolis B01914 (1.), R. erythropolis B01952 (2.), R. fascians B01608
(3.), R. fascians B01614 (4.), R. opacus B01915 (5.), R. species B01916 (6.)

Az eredményekbél megallapitottam, hogy az alkalmazott Rhodococcus torzsek,
feltisztulasi zonat csekély szazalékban, de szaporodast eltéré modon mutattak a kazein agaron.
Intenziv telepképzddés figyelheté meg a R. erythropolis B01914 és a R. erythropolis B01952
esetén. Ebbdl azt tudtam megdallapitani, hogy a kazeint, mint szubsztratumot képesek

hasznositani, de azt nem, hogy rendelkeznek proteolitikus enzimkészlettel.

5.2 PLA-keményité biokompozit biodegradacioja szubmerz koriilmények kozott Bacillus
torzsek alkalmazasaval

Az elészelekceios kisérletek eredményének ismeretében kivalasztottam a Bacillus subtilis
B1162, a Bacillus coagulans B1139, a Bacillus licheniformis B1231 és a Bacillus subtilis B1212
torzset részletes vizsgalatra. A kisérlet soran 3 kiilonbozd tapkozeget alkalmaztam, amelyek
alapja egy Basal medium (alaptapleves) volt 3 fajta szénhidrat kiegészitéssel: 0,5% gliikkozzal,
0,5% keményitével, 0,1% tejsavval. A reakcioidd 49 napig tartott razoéinkubatorban 100 RPM
¢és 30°C mellett, 2 parhuzamos vizsgélatban.
konzorciumot is alkalmazva, amelyet a Bacillus subtilis CU150, Bacillus coagulans 200B/9 és
a Bacillus coagulans B1139 torzsek 1:1:1 aranyban alkottak. A kisérletet két eltérd tapkdzegben
végeztem, amely az alaptapleves és a TPY szolgalt. Ez a biodegradacio is a fentebb emlitett
paraméterek szerint zajlott. A biodegradalas ideje alatt hetente 1 alkalommal mintat vettem, pH
¢s enzimaktivitds meghatdrozas céljabol. A kapott pH eredményeket a napok fliggvényében

tapkozeg kiegészitésenként kiilon a 17-20. abrakon szemléltettem.



5.2.1 Biodegradacio soran tapasztalt pH valtozas nyomon kovetése

A munkam soran felhasznalt Bacillusok feltehetéleg felhasznaltak a tapkozegben 1évo
szerves anyagokat és az anyagcseréjiibol kifolyolag torténhetett a pH valtozas diagrammokon
szemléltetem. El0sszor a 17. abran a 0,1%-os tejsav kiegészitéses tdpkdzegek lathatdak, ebben
az esetében a 3. nap utan a pH értékek kozel a semleges érték koriil mozogtak. Ebbdl azt a
kovetkeztetést vontam le, hogy a mikrobidlis aktivitds végig egyenletesen zajlott a kisérlet
folyaman. Mind a hdrom tapkozeg esetében megallapithatjuk, hogy, a pH szempontjabdl a B.
coagulansnak nem volt optimalis a kérnyezet névekedés szempontjabol, mig a B. subtilis és B.

licheniformis-nak igen.
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Bacillus coagulans B1139  ==@=Baqcillus subtilis B1162
=@ Bacillus licheniformis B1231 ==@== Bacillus subtilis B1212

17. abra: Bacilluszok pH mérés eredményei 0,1%-0s tejsavval kiegészitett tapkozegben

A 0,5% keményitdvel kiegészitett tdpkozegek kismértékben ingadozdbb eredményeket
mértem. Ebben az esetben a pH értékek 7,06-5,52-ig mozogtak, tehat szélesebb skalan mint a
0,1% tejsavval kiegészitett tapkozegnél. A legvaltozékonyabb torzs a B. subtilis B1212 volt, ezt
a 18. abran lathat6. Amelynek a 10. nap koriil lecsokkent a pH-ja 5,5 értékre, feltehetdleg

masodlagos anyagcseretermékek szintetizalodtak.
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18. abra Bacilluszok pH mérés eredményei 0,5%-os keményitével kiegészitett tapkézegben

A 0,5%-0s gliikkozzal kiegészitett tapkozegben a bacillusz torzsek pH értékeik,
parhuzamosan mozogtak (19. abra). A 3. napon észrevettem egy nagyobb mértékii csdkkenést,
ahol feltehet6leg szerves savak képzodtek szaporodasuk soran, ez késsobbiekben eltolodott a

semleges érték felé.
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19. abra Bacilluszok pH mérés eredményei 0,5%-o0s gliikdzzal kiegészitett tapkdzegben

A konzorciumok (Bacillus subtilis CU150, Bacillus coagulans 200B/9 és a Bacillus
coagulans B1139 torzsek 1:1:1 aranyban) bontoképességét kétféle taplevesben vizsgaltam, ezek
pH értékeit is nyomon kovettem. A TPY tapkozegben alkalmazott konzorcium pH értéke a 7.
naptdl enyhén lugos értéket vett fel. Az alap tapkozegben 1évo konzorcium, viszont semleges
értékek kozott mozgott. (20. abra) Mivel a TPY —t tartalmazo taplevesnek a pH mar a 3. napon

atlépte a B. coagulansok pH optimumat, igy nem feltételezhet6 ott B. coagulans aktivitas.
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20. abra Konzorcium pH mérés eredményei

5.2.2 Proteaz enzimaktivitas eredmények
A mintavételezés soran enzimaktivitasi méréseket is elvégeztem. llyen volt a proteaz
enzimmennyiségnek a meghatarozasa is. Az eredményeket kiilon abrakon abrazoltam a

tapkozegek kiegészitése alapjan kapott eredményeket a 21-24. abran prezentalom.

A 0,1%-os tejsavval kiegészitett tapkdzegben 1év6 bacilluszok koziil a B. subtilis B01162,
ami nagyobb proteaz enzimaktivitast mutatott a 7. napon (5,11 U/ml) (21. abra). A harom

tapkozegkiegészités kozil, ez volt a legmagasabb érték.
A 22. abran lathato, hogy 0,5%-0s keményitovel kiegészitett tapkézegen a legmagasabb
enzimaktivitas 2,86 % volt, amit a B. subtilis B1212 torzs szintetizalt, a 14. napon, majd az

enzimmennyis€g csokkenésnek indult az 1d6 eldrehaladtaval, viszont a 35. napra egy Ujabb

enzimaktivitas novekedést mutatott.
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21. abra: Proteaz enzimaktivitas 0,1%-os tejsavas tapkozeg kiegészitéssel.
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22. abra: Proteaz enzimaktivitas 0,5%-os keményitovel kiegészitett tapkozegben.

A 23. abran leolvashaté hogy mindegyik bacillusz torzs mutatott enzimaktivitast. Az
Osszes torzs szintetizalt legalabb 2,9 %—es mennyiségli protedz enzimet, ez jellemzden a 7. nap
koriil tortént meg. Megfigyelhetd, hogy itt is a B. subtilis B1212 szintetizalta a biodegradacio

ideje alatt a legnagyobb mennyiségben a protedz enzimet, ami 6,3 % volt.
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23. abra: Proteaz enzimaktivitas 0,5%-os gliikdzzal kiegészitett tapkozegben.

A konzorciumok esetén a két tapkozeg kozotti enzimaktivitasi kiillonbségek jelentdsek
lettek. A TPY-ben fenntartott konzorciumnak jellemzéen sokkal nagyobb volt a proteaz
aktivitasa, mar az elsé mintavétel utan is. A 42 nap utan viszont az enzimaktivitas az adott

koriilmények k6zozz teljesen megsziint mindkét konzorciumnal. A 24. abran megfigyelhetd,

hogy a TPY tapkozegben zajlo kisérlet soran a konzorcium 7,8 % protedz enzimet szintetizalt,

ami a 14. napra tehetd. Az alaptapkdzegben pedig 2,8 %Volt a legmagasabb enzimszintézis

mennyisége.
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24. abra: Proteaz enzimaktivitas mérés bacillusz konzorcium esetén.

5.2.3 Kutinaz enzimaktivitas eredmények

A proteazaktivitads utdn a kutindz enzimaktivitast is megvizsgaltam. Az eredményeket
kiilon abrakon abrazoltam a tapkdzegek kiegészitése alapjan. A bacilluszok a kutinaz
enzimaktivitds 0,1%-0s tejsavval kiegészitett tapkdzegben, nem mutattak magas kutinaz
aktivitast, egyediil a B. subtilis B1162, ami a tobbi vizsgalt bacilluszhoz képest kiemelkedébb
értéket tudott mutatni a 14 napon (0,31 U/ml). A B. coagulans B1139 a 7. napon szintén mutatott
egy kisebb kiemelkedo értéket 0,04 U/ml-t, a tobbi torzs viszont végig stagnalo 0 értékeket vettek
fel. Mind a harom tapleves esetében alacsony enzimaktivitast tapasztaltam, igy megallapithato az,

hogy a kutinaz enzimaktivitast semelyik kiegészités sem segitette. Az eredményeket a 25. abran
mutatom be.
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25. abra: Kutinaz enzimaktivitas 0,1%-os tejsavval kiegészitett tapkozegben

A 0,5%-0s keményitdvel kiegészitett tipkdzegben az enzimaktivitas szintén alacsony volt.
Ebben az esetben a legmagasabb érték mindosszesen a 3. napon 0,0743 U/ml volt, amit a
B. licheniformis B1231 t6rzs szintetizalt. A B. licheniformishoz hasonl6 modon, de kisebb
1éptékben volt a B. subtilis B1212 lefutasa. (26. abra)
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26. abra Kutindz enzimaktivitas 0,5%-os keményitdvel kiegészitett tapkozegben

27. abran lathato, hogy a 0,5%-0s gliikozzal kiegészitett tapkozegben a B. subtilis B1212
egyaltalan nem tapasztaltunk kutindz enzimaktivitast, mig a tobbi torzs is inkabb csak a kisérlet
elején mutatott csekély (B. licheniformis B1231: 0,0049 U/ml, B. coagulans B1139 0,005 U/ml
¢és B. subtilis B1162: 0,019 U/ml.) enzimaktivitast. A 49. napnal a két B. subtilis B1162 ¢és a B.
coagulans B1139 enzimaktivitasa megugrott 0,0199 U/ml-re és 0,0114 U/ml-re.
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27. abra: Kutinaz enzimaktivitas 0,5%-os gliikdzzal kiegészitett tapkdzegben

5.2.4 Tomegvaltozas nyomon kovetése

A munkam utolsé 1€péseként a biodegradacio leallitasa utan sziiréssel tudtam elvalasztani
a PLA-keményité biokompozit darabokat a reakciokdzegtdl, majd tisztitds utan 1 nap szaritast
kovetden a tomegiiket analitikai mérlegen megmértem. A mérési eredményeket egy tablazatban

foglaltam Ossze Gsszehasonlitasképpen. (12. tablazat)



12. tablazat Bacillus torzsek tomegmérésének eredményei

Bacillus torzsek Kiegészitett tapleves Tomegcsokkenés [g]
0,1% tejsav 0,02
Bacillus coagulans B1139 0,5% gliikoz 0,005
0,5% keményitd 0
0,1% tejsav 0
Bacillus subtilis B1162 0,5% gliikkoz 0,025
0,5% keményitd 0,005
0,1% tejsav 0,045
Bacillus licheniformis B1231 | 0,5% gliikoz 0
0,5% keményitd 0,005
0,1% tejsav 0,04
Bacillus subtilis B1212 0,5% gliikoz 0,005
0,5% keményitd 0,005
. TPY 0,185
Konzorcium Basal 0,015

Az 12. tablazatbol leolvashatd, hogy az egyes Bacillus torzsek alkalmazasa a kiilonb6z6
taplevesen eltéré tomegvaltozast eredményezett. A B. coagulans B1139 torzzsel 0,1% tejsav
kiegészités mellett 2%-0s PLA tomegcsokkenést értem el, mig a keményitd jelenléte nem
befolyasolta szamottevoen a biodegradaciot. A B. subtilis B1162 torzs alkalmazasa 0,5%-0s
gliikoz jelenlétében 2,5%-0s PLA tomegcsokkenést eredményezett, viszont a tejsav kiegészités
nem segitette a biodegradacio hatékonysagat. A B. licheniformis B1231 alkalmazasa 0,1% tejsav
tartalmu taplevesben 4,5%-0s PLA tomegcsokkenést eredményezett, illetve a B. subtilis B1212
torzs esetén szintén a tejsav kiegészitenél figyelheté meg a legnagyobb PLA tomegcsokkenés.
A konzorciumok alkalmazasa is eltérd eredményt mutatott a tdmegvaltozas szempontjabol. A
TPY tapkozegben miikodé Bacillus konzorcium 18,5%-0s PLA-keményitd biokompozit
tomegcsokkenést mutatott, mig ugyanez a konzorcium alaptaplevesben, csak 1,5% volt a
tomegcsokkenés.

Megallapithato, ha csak az egy torzsbol allo taplevest nézziik, akkor a tejsavas tapkozeg
kiegészités, illetve a B. licheniformis B1231 alkalmazasa a legcélravezetébb a biodegradalas
alkalmazasara. A konzorcium esetén pedig a TPY tapleves mutatkozott hatékonyabb

tapkozegnek.

5.3 PLA-keményité biokompozit biodegradacioja szubmerz koriilmények kozott
Rhodococcus torzsek alkalmazasaval

Az eldszelekcids kisérletek a tejsavhasznositas és depolimerdz enzimkészlet szkrinelés
eredményének ismeretében mind a hat torzset kivalasztottam részletes vizsgalatra. A kisérlet
soran 3 kiilonboz6 tapkozeget alkalmaztam, amelyek alapja egy basal medium (alaptapleves)

volt 3 fajta szénhidrat kiegészitéssel: 0,5% gliikozzal, 0,5% keményitdvel, 0,1% tejsavval.



Tovabba kettd darab, két torzsbdl allo konzorciumot is készitettem alap (basal medium)
taplevesben, mely a R. erythropolis B1914 és a B1952-t, mig a masik a R. fascianst B1608 és a
B1614-et tartalmazta. A reakcidid6 49 napig tartott razoéinkubatorban 100 RPM és 30°C mellett,
2 parhuzamos vizsgalatban.

A biodegradalas ideje alatt hetente 1 alkalommal mintat vettem, pH és enzimaktivitas
meghatarozas céljabol. A kapott pH eredményeket a napok fliggvényében tapkozeg
kiegészitésenként kiilon a 28-31 abrakon szemléltettem.

A gliikkozzal kiegészitett taplevesek koziil a Rhodococcus fasciens B01915 a 7. napon,
mig a Rhodococcus fasciens B01608 a 14. napon befert6z6dott, igy azokkal befejeztem a

vizsgalatot.

5.3.1 Biodegradacio soran tapasztalt pH valtozas nyomon kovetése

A bacilluszokhoz hasonldképen végeztem el a kisérletet és a kiértékelést is egyarant. A
28. abran megfigyelhet6, hogy az Gsszes Rhodococcus torzzsel beoltott tapleves kezdeti

kémhatasa kozel semleges pH-ju. A 7. napra savas tartomanyba keriiltek.
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Rhodococcus fasciens B01608 =@==Rhodococcus fasciens B01915
Rhodococcus opacus B01915 Rhodococcus species B01916

28. abra A rhodokokkusz torzsek pH mérési eredményi 0,5%-os gliikozzal kiegészitett
taplevesben

A pH mérés eredményei 0,5%-os keményitdvel kiegészitett tdpkézeg esetében
megfigyelhetjiik, hogy a kiinduladsi pH kozel azonosak voltak. A rhodokokkusz torzsek
kémhatasa csokkend tendenciat mutattak az id6 elérehaladtaval. A 20. napon a legtobb torzs

kémhatasa emelkedett, mig a R. fasciens BO1915 kémhatasa tovabb csokkent. (pH 6). (29. abra)
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29. abra A Rhodococcus torzsek pH mérési eredményi 0,5%-o0s keményitével kiegészitett
taplevesben
A 30. abrardl leolvashato, hogy a kiindulasi pH eredmények kis mértékben, eltértek
egymastol, de a 7. nap utan a 7,5-0s érték koriil mozogtak. Egyediili kivételnek a R. fasciens
B01915 volt, 5,41-7,365-es pH értékeket vett fel.
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=@=PRhodococcus erythropolis B01914 ==@=Rhodococcus erythropolis B01952
Rhodococcus fasciens B01608 =@==Rhodococcus fasciens B01915
==@==Rhodococcus opacus B01915 Rhodococcus species B01916

30. abra A Rhodococcus torzsek pH mérési eredményi 0,1%-os tejsavval kiegészitett
taplevesben

A 31. abrardl leolvashatd, hogy a két konzorcium parhuzamosan vették fel az id6 elteltével a pH

értékeket a R. erythropolis konzorcium atlagosan 0,0363-al volt magasabb a 27. napig.
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==@==Rhodococcus erythropolis konzorcium ==@=Rhodococcus fascians konzorcium

31. abra Rhodococcus konzorciumok pH mérés eredményei

5.3.2 Enzimaktivitas mérése rhodokokkuszoknal

5.3.3 Proteaz enzimaktivitas eredmények
A rhodokokkusz torzseknél 1is elvégeztem az enzimaktivitas vizsgdlatot a
bacilluszokéhoz hasonldéan. Az eredményeket a 32-35. abran abrazoltam. A 32-es abrarol

leolvashato, hogy 0,5% gliikéz tartalmu alaptapkozegben a 49. nap R. fasciens B01915

kivételével a vizsgalt torzsek enzimaktivitisa megugrott R. opacus B01915 0,564 %,

R. species B01916 2,444 % ¢és a legnagyobb proteaz enzimaktivitassal rendelkezé torzs a R.

erythropolis B01914 volt 5,639 % (szintén a 49. napon).
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32. abra Proteaz enzimaktivitas mérés Rhodococcus torzseknél 0,5%-os gliikkozos tapkozeg
kiegészitéssel

A 0,5%-o0s keményitdvel kiegészitett alaptapkozegen vizsgalt rhodokokkuszok proteaz
aktivitas mérése soran megallapithato, hogy a vizsgalt torzsek a 7. és a 49. napon a R. fasciens

B01915 kivételével egy kiugro értéket vettek fel. A legmagasabb értéket ebben az esetben is a

R. erythropolis B01914 mutatta a 7. napon 2,989 %—t. A 14-35. napon az enzimaktivitas



stagnald volt, ami a 42. és 49. napon megugrott. A 42. napon a R. species B01916 2,7 %

enzimaktivitast mutatott. (33. abra)
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33. abra Proteaz enzimaktivitas mérés Rhodococcus torzseknél 0,5%-os keményitds tapkozeg
kiegészitéssel

A 34. abrarél leolvashatd, hogy mindegyik rhodokokkusz térzs mutatott protedz
enzimaktivitast a 0,1%-os tejsavval kiegészitett tapkozegebn. A legnagyobb aktivitasi értéket a R.

fasciens B01915 mutatta 2,76 U/ml a 49. napon. A mérés soran sorozatosan a legkisebb protedz
aktivitast pedig a R. fasciens B0O1608 vette fel.
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34. abra Proteaz enzimaktivitas mérés Rhodococcus torzseknél 0,1%-os tejsavas tapkozeg
kiegészitéssel

A konzorciumok proteaz aktivitasa a 35. abran lathato. A R. fasciens konzorcium a 14.

napon egy kiugro értéket vett fel, ami 0,096 U/ml, a 21. naptoél pedig mindkét konzorcium 0-0,023



U/ml kozotti értékeket vettek fel. A R. erythropolis konzorcium legmagasabb aktivitasa a 42.
napon volt 0,023 U/ml.
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35. abra: 41. abra: a Rhodococcus konzorciumok proteaz enzimaktivitas eredményei

5.3.4 Kutinaz enzimaktivitas eredmények
A proteazaktivitds utdn a kutindz enzimaktivitast is megvizsgaltam. Az eredményeket

kiilon abrakon abrazoltam a tapkozegek kiegészitése alapjan ezeket a 36-39 abran mutatom be.

A kutindz enzim aktivitas a 0,5%-os gliikdzzal kiegészitett tapkozegben a rhodokokkuszok
esetében nem mutatott nagy értékeket. A legkiemelked6bb enzimmennyiséget a R. species

B01916 tapasztaltam, ami 0,0624 U/ml mutatkozott a 7. napon. A 21. naptol pedig az alkalmazott

torzsek enzimaktivitasi értéke stagnalt. (36. abra)
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36. abra Kutinaz enzimaktivitas rhodokokkusz torzseknél 0,5%-os gliikkozzal kiegészitett
tapkozegben

A 37. abran a 0,5%-o0s keményitovel kiegészitett tapkozeg alkalmazasanal az kutinaz

aktivitast minden mintavételezésnél megfigyeltem. Ebben az esetben a R. erythropolis B01914

mutatta a legnagyobb enzimmennyiséget a 7. napon, ami 0,14 U/ml tehetd.
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37. abra Kutinaz enzimaktivitas rhodokokkusz térzseknél 0,5%-os keményitével kiegészitett
tapkozegben

A 0,1%-os tejsavval kiegészitett tdpkozegben is alacsony kutinaz aktivitast mutattak a
Rhodococcus torzsek. A legkiemelkedébb a R. opacus B01915 lett, ami a 21. napon 0,133 U/ml

enzimaktivitast mutatott. Az enzimaktivitasi értékek végig ingadozodak voltak 0-0,076 U/ml
kozott vették fel a torzsek az értékeiket (38. abra).
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38. abra Kutinaz enzimaktivitas Rhodococcus térzseknél 0,1%-os tejsavval kiegészitett
tapkozegben

A konzorciumok kutinaz aktivitasa a 39. abran lathat6, hogy mind a R. fasciens (3,214
U/ml) és a R. erythropolis konzorcium (1,955 U/ml) magas enzimaktivitasi értékkel inditottak a
0. napon. A 7. nap utan viszont az értékek leestek 0-ra és csak a 28. napon volt a R. fasciens
konzorciumnal egy kisebb mértékii aktivitas 0,47 U/ml, mig a R. erythropolis konzorcium

esetében a 49. napon volt egy ugrasszerii emelkedés 1,184 U/ml.
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==@== Rhodococcus erythropolis konzorcium ==@==Rhodococcus fasciens konzorcium

39. abra a Rhodococcus konzorciumok kutinaz enzimaktivitas eredményei

5.3.5 Tomegmérés

A biodegradécio leallitdsa utan a bacilluszoknal alkalmazott médon végeztem el a
tomegmérést. A mérési eredményeket egy tablazatban (13. tablazat) foglaltam Ossze. A
rhodokokkuszok koziil 3 torzs mindkét parhuzamosa befert6zédott, igy relevans bontasi
tevékenységet nem tudtam megallapitani roluk. Leolvashatd, hogy az egyes Rhodococcus
torzsek alkalmazédsa a kiilonbozd taplevesben eltérd tomegvaltozast eredményezett. A
Rhodococcus erythropolis B1914 torzs esetében 0,5% gliikoz kiegészités mellett 5%-0s PLA
tomegcsokkenést értem el, mig a tejsav és a keményitd jelenléte nem befolyasolta szamottevoen
a biodegradaciot. A R. erythropolis B1952 torzs alkalmazasa soran a 0,1%-os tejsav jelenlétében
1,5%-0s PLA tomegcsokkenést eredményezett, viszont a keményitd kiegészités nem segitette
a biodegradacio hatékonysagat. A R. fasciens B1608 alkalmazasa 0,1% tejsav és 0,5%
keményit6 tartalma taplevesben 0,5%-os PLA tomegcsokkenést eredményezett. R. fasciens
B1614 esetében semelyik tapkozeg esetében nem tapasztaltam PLA tomegcsokkenést. R.
opacus B1915 esetében a 0,1%-os tejsav jelenétében 4,5%-0s, mig a gliikdz jelenlétében 6%-0S
PLA tomegcsokkenést tapasztaltam a keményité nem befolydsolta a biodegradaciot. A R.
species B1916 esetében csak a 0,5%-0s keményitd jelenlétében mutatott 2% tomegesokkenést.
A konzorciumok esetében a R. erythropolis konzorciumnal tapasztaltam 1,5%-0s

tomegcsokkenést.



13. tablazat rhodokokkuszok tomegmeérésének eredményei

Rhodokokkuszok Kiegészités Kiilonbség atlag (g)
0,1% tejsav 0
0,5% glitkdz 0,05
R erythropolis B1914 0,5% keményitd 0
0,1% tejsav 0,015
0,5% glitkéz befertézott
R. erythropolis B1952 0,5% keményit6 0
0,1% tejsav 0,005
0,5% glitkdz befertézott
R. fasciens B1608 0,5% keményitd 0,005
0,1% tejsav 0
0,5% glitkoz befert6zott
R. fasciens B1614 0,5% keményitd 0
0,1% tejsav 0,045
0,5% gliikéz 0,06
R. opacus B1915 0,5% keményit 0
0,1% tejsav 0
0,5% gliikoz 0
R. species B1916 0,5% keményit6 0,02
R. erythropolis konzorcium 0,015
Konzorcium R. fasciens konzorcium 0

Az eredmények alapjan megallapithato, ha csak az egy torzsbol allo rendszert nézziik,
akkor a tejsavas tapkozeg kiegészités, illetve a Rhodococcus opacus B1915 alkalmazasa a
legcélravezetobb, mig konzorciumok esetében a R. erythropolis konzorcium bizonyult a jobb

biodegradalas alkalmazasara.



6 Osszefoglalas

A kutatomunkam soran célul tliztem ki, hogy olyan baktérium torzset vagy
konzorciumot taldljak, mely képes a PLA-t bontani. Tovabba olyan tapkozeget vagy annak
tovabbi kiegészitését talaljak, mely tovabbi kutatdsok soran segitséget nyujthatnak a megfeleld
koriilmények kialakitasara a biodegradacioért. Ezeken feliil célul tiiztem ki, hogy a kivalasztott
baktérium  torzsekrol megallapitsam, hogy rendelkeznek-e  politejsav-depolimeraz
(proteolitikus, illetve lipolitikus) enzimaktivitassal, illetve a depolimeraz enzimmennyiségének
meghatarozasat.

A munkam soran megallapitottam, hogy ha csak az egy torzsb6l allo taplevest
vizsgalunk, akkor az alkalmazott térzsek koziil a Bacillus licheniformis B1231 és a Rhodococcus
opacus B1915 a legalkalmasabb. Mindkét esetben megfeleld tapkdzeg kiegészitésnek bizonyult
a 0,1%-os tejsav. A két kiemelt torzs esetében a 0,1%-0s tejsav kiegészitéssel 4,5%-0s PLA
tomegcsokkenést, eredményezett, az elébbi torzs ezt a biodegradalast 69 nap alatt, mig az utdbbi
63 nap alatt végezte el.

A R. opacus B1915 esetében még eredményesebbnek bizonyult a 0,5%-0s gliikkoz
kiegészitéses tapleves ez esetben 6%-0s PLA termékcsokkenést eredményezett szintén 63 nap
lefolyasa alatt.

Bacillus licheniformis B1231 esetében a 0,1% tejsavval kiegészitett tapkdzeg pH
vizsgalata soran a pH értékek 6,47-7,2 koriil mozgott. Az elébb emlitett tapkdzegben kutinaz
enzimaktivitast nem tapasztaltam és a legmagasabb proteaz aktivitasa is igen alacsonynak
bizonyult a 49. napon emelkedett meg 1,673 U/ml-re. R. opacus B1915 0,5% gliikozzal
kiegészitett taplevesben a pH értékei 6,625-3,395-kozott mozgott. Az enzimaktivitas

legmagasabb értékei kutinaz esetében 0,0179 U/ml, mig a proteaz aktivitas esetében 1,504 %

volt.

A konzorcium vizsgalata esetében, melyet a Bacillus subtilis CU150, Bacillus coagulans
200B/9 és a Bacillus coagulans B1139 torzsek alkottdk a TPY tapkozegben miikodd
Bacilluskonzorcium 18,5%-o0s, mig ugyanez a konzorcium alaptaplevesben (Basal medium)
csak 1,5% volt a tomegcsokkenés mutatott 69 nap alatt. A Rhodococcus korzorciumoknal a R.
erythropolis konzorcium volt egyediil, mely mutatott tomegcsokkenést (1,5%-ot). A
konzorciumok pH mérési eredményei alapjan a TPY tapkdzegben fenntartott konzorcium pH
értéke a 7. naptol 9-es tehat enyhén lugos értéket vett fel. A pH értékei 6,89-9,16 kozott mozgott.

Az enzimaktivitds legmagasabb értékei kutinaz esetében 0,17 U/ml, mig a protedz aktivitas

esetében 7,82 Y volt.
ml



Az eredményeimet figyelembe véve ugy vélem, hogy a kutatomunkam sikeresnek
bizonyult. Azon kiviil, hogy sok torzs nem mutatott a PLA biodegradalhatosagban aktivitast,
még is sikeriilt egy konzorciumot Osszeallitnom, mely 63 nap alatt 18,55%-0s PLA
tomegcsokkenést eredményezett. Tovabbi kutatasi célbdl a tovabbi konzorciumokat allitanék
Ossze ¢és Oket TPY taplevesben vizsgalnam. Tovabba a Bacillus subtilis CU150, Bacillus
coagulans 200B/9 és a Bacillus coagulans B1139 torzseket tartalmazé konzorciummal
megismételném a kisérletet és kiilonboz6 tapkozeg kiegészitésekkel és razatogépen kiviil is

megvizsgalnam a PLA biodegradalhatosagi aktivitast.

Koszonetnyilvanitas
Ezlton szeretném megkdszonni a témavezetdmnek, Kilin Akosnak a munkamban nyfjtott

sok segitséget és tanacsokat.

Ko6szonom a Piringer Kft-nek az alapanyagul szolgald PLA evbeszkozoket és a torzseket az

NCAIM Budapestnek.

Ko6szonom az intézet vezetdségének, hogy helyszint, eszkdzoket és alapanyagokat is

biztositottak a kutatasom elvégzéséhez.
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