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1.  Bevezetés 
 

Napjainkban a Föld fenntarthatóságát leginkább fenyegető veszélyt, a petrolkémiai eredetű 

műanyagok környezetre gyakorolt hatása jelenti. Az 1950-es évek óta a műanyagok iránti 

kereslet jelentős növekedést mutatott, köszönhetően az olcsó, tartós és könnyű 

tulajdonságainak. A háztartási felhasználás mellett, szinte minden szektorban alkalmazzák, 

mint például élelmiszer-, csomagolás-, és gyógyszeripar.  Azonban amellett, hogy kényelmi és 

praktikussági szempontból könnyíti meg az emberi életet, nagy mennyiségű hulladékot is 

termel, aminek csak elenyésző része kerül újrahasznosításra. A legjelentősebb problémát az 

egyszer használatos műanyagok okozzák, amelyek használati élettartama csupán néhány 

perc/óra, de ennek ellenére hulladékként a környezetben több száz évig is fennmaradhatnak. 

Többségük nem bomlik le, csak szabad szemmel nem látható mikroműanyagokra darabolódik, 

amely a folyókba, óceánokba, talajba, és a levegőbe bekerülve komoly egészségügyi kockázatot 

jelent az élővilágra és emberekre egyaránt. Továbbá szakértők szerint 2050-re a műanyagok 

felelnek majd az üvegházhatást okozó gázok kibocsátásának 5-10 százalékáért is. 

A világ országai aktívan foglalkoznak a műanyagszennyezés problémájával, és különféle 

intézkedéseket hajtanak végre a műanyaghasználat csökkentése és az újrahasznosítás növelése 

érdekében. 2021-ben Magyarország kormánya betiltotta számos egyszer használatos műanyag 

forgalmazását, mint a fültisztítópálcika, szívószál, evőeszközök stb. Az Európai Bizottság 

2022. november 30.-án bejelentette a „csomagolásokról és csomagolási hulladékokról szóló 

irányelv” (PPWD) frissítését. A kezdeményezés célja, hogy a fogyasztók számára 

újrafelhasználható csomagolási lehetőségeket biztosítsanak, korlátozzák a túlcsomagolást, 

és egyértelmű címkéket írjanak elő a megfelelő újrafeldolgozás megvalósításának érdekében.  

Mindemellett a kutatók is jelentős eredményeket érnek el a kőolaj alapú műanyagok 

alternatíváinak előállításában. A kifejlesztett új anyagok közé tartoznak a biopolimerek, melyek 

közül a politejsav számít az egyik legígéretesebb biológiailag lebomló polimernek, kiváló 

biokompatibilitása, biológiai lebonthatósága, könnyű feldolgozhatósága és nagy szilárdsága 

révén. A kutató munkám ezen biopolimer biológiai bonthatóságának modellezésére irányul, 

amellyel én is szeretnék hozzájárulni a PLA termékek enzimatikus degradálási módszereinek 

vizsgálatához, egy zöldebb jövő reményében. 
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2.  Célkitűzések 
 

A fenntarthatóság kérdése központi szerepet játszik a globális környezetvédelem és a társadalmi 

felelősségvállalás területein. A környezetet sújtotta antropogén eredetű csapások és a természeti 

erőforrások kimerülésének veszélyei miatt egyértelművé vált napjainkra, hogy a hagyományos 

fogyasztási szokások változtatására és környezetbarát alternatívák felkutatására van szükség.  

A szakdolgozatomban a fosszilis eredetű műanyagok egyik legígéretesebb potenciális 

helyettesítőjét, a természetes forrásból származó politejsav biológiai bonthatóságát vizsgálom, 

amelynek az elvégzéséhez az alábbi célokat fogalmaztam meg: 

1. Termofil baktériumtörzsek alávetése törzsszelekciós vizsgálatoknak: 

 Tejsav hasznosítás feltérképezése 

 Proteolitikus enzimkészlet meglétének screenelése 

 Észteráz típusú enzimkészlet jelenlétének vizsgálata 

 

2. A mikrobiális konzorcium kialakítása, a törzsszelekciós módszerek eredményei alapján. 

 

3. A keményítő tartalmú politejsav alapú biopolimer biológiai bontásának modellezése 

szubmerz környezetben. 

 

4. A biodegradáció hatékonyságának megfigyelése, a politejsav-depolimeráz enzim 

termelődését fokozó tápközeg kiegészítések jelenlétében. 

 

5. A politejsav mátrixú biokompozit tömegváltozásának meghatározása. 
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3. Irodalmi áttekintés 
 

3.1. Bioműanyagok 
 

A biopolimereket egyre nagyobb mennyiségben alkalmazzák a gazdaság minden területén. 

Használatuk fő mozgatórugója az ipar és a lakosság fokozott környezettudatossága, a fosszilis 

energiaforrások kimerülése, a műanyaghulladékok kezelésének egyre nehezebbé válása, 

valamint a természetes vizek mikroműanyag-szennyezése. (Hegyesi et al., 2019).  

Azon anyagokat nevezzük bioműanyagoknak, amelyek megújuló forrásból származnak, 

biológiailag lebonthatók, vagy a felsoroltak közül mind a két feltétel igaz rájuk. (Niaounakis et 

al., 2015) Emellett létezik olyan meghatározás is, miszerint olyan polimerek, amelyek szén-

dioxidra, vízre, szervetlen vegyületekre vagy biomasszára bonthatóak, mikroorganizmusok 

enzimatikus hatásának segítségével. (Ibrahim et al., 2021)  

A biológiailag degradálható polimereket az alábbi négy csoportba sorolhatjuk eredetük szerint:  

- Biomasszából származó (poliszacharidok; fehérjék; lipidek): A biomassza a 

legszélesebb körben hozzáférhető alapanyagok közé sorolható. Forrásai közé 

tartoznak a mezőgazdaságból, erdőgazdálkodásból, feldolgozóiparból és 

állattenyésztésből származó melléktermékek. (Yang et al., 2023) 

- Mikroorganizmusok által szintetizált (PHA; PHB; PHBV): Szélsőséges 

körülmények között végbemenő (oxigén-, nitrogénhiányos vagy többlet szénnel 

rendelkező környezetben), baktériumos fermentáció során, a sejten belül keletkező 

lineáris biopoliészterek. (Ali et al., 2022) 

- Biológiai eredetű monomerekből kémiai úton szintetizált (PLA): Biohulladékokból 

például burgonyából, kukoricából, cukorrépából, cukornádból és melaszból 

származó cukrok fermentálásával történhet előállításuk. (Trivedi et al., 2023) 

- Fosszilis eredetű (PCL; poliészteramidok; alifás kopoliészterek): Ebbe a csoportba 

tartoznak a különböző méretű monomerekkel rendelkező alifás poliészterek vagy 

ko-poliészterek. (Goel et al., 2021) 

A bioműanyagok folyamatos térhódítása lakossági és ipari alkalmazások terén környezeti, 

gazdasági és társadalmi hatással is bír. Habár elterjedésük vitathatatlanul mérsékli a kibocsátott 

üvegházhatású gázok mennyiségét, (~80%-kal (Sudhakar et al., 2023)) és fosszilis 

energiahordozók használatát, valamint a tőlük való függésünket, azonban alapanyagaik 
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előállításához víz és művelhető talaj szükséges. Mindemellett a felhasznált rovarirtó szerek és 

műtrágya túlzott használata eutrofizációhoz és a talaj savasságához vezethet. (Samuel, 2022) 

Egy 2013-as tanulmány szerint, az akkori 250Mt össz-műanyag termelés biopolimerekkel 

történő kiváltásához a Földön található termőföldek mintegy 5%-át erre a célra kellett volna 

fordítani (2022-es adatokkal: 390.7Mt és ~7.8%. (Internetes forrás 1; Reddy et al., 2013) Az is 

tényként kezelendő továbbá, hogy a növekvő gyártási kapacitás, az élelmiszeripar és 

mezőgazdaság oldalán, növekvő nyersanyag igényként jelenik meg. (Samuel, 2022) Alacsony 

termelékenységük, drága alapanyaguk és a technológiába fektetett tőke következtében 

előállításuk a kőolaj alapú műanyagokhoz képest jelenleg kétszer-háromszor magasabb 

költséggel jár. (Filho et al., 2022) Napjainkban egyre jelentősebb a társadalmi szerepvállalás a 

környezeti terhek minimalizálása érdekében, azonban a fogyasztók egy, például bioműanyag 

csomagolással ellátott egyenértékű termékért 10-20%-kal hajlandóak több pénzt kiadni. 

(Findrik et al., 2023) Jelen állapotban nem létezik globálisan egységesített jogi- vagy szabvány 

rendszer a bioműanyagok bevezetésére, alkalmazására és újrahasznosítására vonatkozóan 

annak ellenére, hogy 2022-ben világviszonylatban összesen 2,17 millió tonna biopolimer került 

legyártásra. Ez 44.4% nem biodegradálható-, 55,6% biodegradálható biopolimerből állt össze. 

2027-re IfBB (Hannoveri Tudományegyetem Bioműanyagok és Biokompozitok Tanszék) 

tanulmánya szerint ez az arány megmarad, míg az össztermelés közel kétszeresére fog 

növekedni. Az 1. ábrán látható, hogy a legszélesebb körben felhasznált biopolimer a PLA, 

amely 2027-re is megőrzi vezető szerepét. (Sudhakar et al., 2023; IfBB, 2023)  

1. ábra: Egyes bioműanyag típusok eloszlása a globális termelésben 
(Forrás: Internetes forrás 2.) 
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3.2. Politejsav 
 

A politejsav egy termoplasztikus alifás poliészter, a legtöbbet vizsgált és a kereskedelemben 

leginkább alkalmazott biopolimer. (de Souza Vandenberghe et al., 2023) Számos vonzó 

tulajdonsággal rendelkezik, mint például biokompatibilitás, nagy szilárdság, merevség és hőre 

lágyuló képlékenység. (Elsawy et al., 2017) Tiszta, színtelen, fényes bioműanyag, amelynek 

tulajdonságai hasonlóak a kőolaj alapú műanyagokhoz, mint a polietilén, polipropilén vagy a 

polisztirol. Ezen hasonlósága miatt nagy keresletnek örvend ipari léptékben, ugyanis kedvező 

tulajdonságai mellet, a már meglévő gépeken is feldolgozható, adaptációk nélkül. (de Souza 

Vandenberghe et al., 2023) Továbbá a PLA a fosszilis tüzelőanyag-alapú polimerek 

előállításához szükséges erőforrások kétharmadát takarítja meg. Nagyjából 70%-kal kevesebb 

üvegházhatású gázt bocsát ki a hulladéklerakókban történő lebontása során, mint a 

hagyományos műanyagok. (Yadav et al., 2022) Azonban vannak hátrányai is, a feldolgozása 

során nagyon érzékeny a vízre, lassan kristályosodik, mindemellett a fizikai öregedése 

viszonylag gyors, ami tovább csökkenti a törésállóságát. Sok kísérlet zajlott ezen hiányosságok 

kiküszöbölésére. A lágyítás és a keverés javítja a deformálhatóságát, míg a töltőanyagok és 

megerősítések használata növeli a merevségét. (Hegyesi et al., 2019) 

 

3.2.1. Tejsav 
 

A PLA monomer egysége a tejsav (2-hidroxi-propionsav), két sztereoizomerrel rendelkező 

királis molekula, ahogyan azt a 2. ábra is mutatja. (Lasprilla et al., 2012) A mikroorganizmusok 

tevékenységének termékeként a természetben is előfordul mindkétféle típusa. A leggyakrabban 

megfigyelt forma az L-típusú, amelynek a termelésére az ember és más emlősök is képesek, és 

az anyagcsere-folyamatok során könnyen asszimilálódik. (Teixeira et al., 2021; Avérous, 2008) 

A tejsav gyártás világszerte nagy keresletet élvez, sokoldalú felhasználása miatt az 

élelmiszeriparban, a gyógyszeriparban, a textiliparban, a bőriparban és a vegyiparban, valamint 

a biológiailag lebomló polimerek (PLA) előállításához alkalmazzák. (Nampoothiri et al., 2010) 
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3.2.2. Tejsav előállítása 
 

A tejsav előállítása kétféle úton valósítható meg, mikrobiális erjesztéssel vagy kémiai 

szintézissel. Az utóbbi eljárás főként a laktonitril erős savval történő hidrolízisén alapszik, ahol 

a két vegyület racém keveréke, D (-) és L (+) tejsav keletkezik. Ez a nagy optikai tisztaságot 

(pl. ~99% L-LA és ~1% D-LA) igénylő PLA ipar számára nem kifejezetten ideális.  (Lasprilla 

et al., 2012; Jem & Tan, 2020) A kémiai szintézishez képest a tejsav előállítására szolgáló 

biotechnológiai eljárás számos előnnyel jár, mint például az alacsony szubsztrát költségek, 

csökkentett előállítási hőmérséklet és a kisebb energiafogyasztás. (Singhvi & Gokhale, 2013) 

A világszerte előállított tejsav mintegy 90%-a baktériumos fermentáció révén keletkezik. 

(Lasprilla et al., 2012) Az ehhez szükséges legalkalmasabb alapanyagnak a kukorica, rizs, 

burgonya és édesburgonya számít, magas keményítő tartalmuknak köszönhetően. (Yu et al., 

2023) Számos mikroba képes a termelésére, de egy versenyképes kereskedelmi folyamathoz 

robusztus, gyorsan növekvő törzsre van szükség, alacsony költségű 

tápanyagigénnyel.  Manapság génmanipulált E. coli törzseket is használnak optikailag tiszta 

tejsav előállítása érdekében. (Jem & Tan, 2020) 

 

 

 

 

2. ábra: Tejsav-sztereoizomerek kémiai szerkezete: Az L-(+) -tejsav és D-(-) -tejsav  
(Forrás: Teixeira et al., 2021) 
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3.2.3. Tejsav polimerizációja 
 

A politejsav előállítása tejsav monomerből, történhet közvetlen polikondenzációval, vagy a 

tejsav ciklikus köztes dimerjének, a laktidnak a gyűrűnyitási reakciójával. (Farrington et al., 

2005) Mindkét módszer nagy tisztaságú tejsavra vagy laktidra támaszkodik, annak érdekében, 

hogy jó minőségű, nagy molekulatömegű PLA-t állítsanak elő belőle. (Jem & Tan, 2020) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

3.2.3.1. Közvetlen polikondenzáció 

A tejsav monomer egyik lehetséges polimerizálási útvonala a közvetlen polikondenzációs 

eljárás, amely magában foglalja a monomerek összekapcsolását az -OH és -COOH csoportok 

közötti reakciók révén, illetve a melléktermékek, víz és alkoholok eltávolításával a rendszerből. 

A víz eltávolítása kondenzációval és oldószer használatával, nagy vákuumban és magas 

hőmérsékleten megy végbe. Mivel a keverék viszkozitása a reakció során jelentősen megnő, az 

eltávolítás megnehezedik, ami kis molekulatömegű termék képződését eredményezi. (Hamad 

et al., 2018) A közvetlen kondenzációval megvalósuló folyamat egyszerűbben kivitelezhető, 

mint a gyűrűnyitáson alapuló módszer. Azonban a kis molekulatömegen kívül az útvonal 

további hátránya a viszonylag nagy reaktor és a bepárlás szükségessége, az oldószer 

visszanyerése, a fokozott színeződés és racemizáció. (Jyotishkumar et al., 2022)  

 

3. ábra: A politejsav lehetséges polimerizációs útvonalai 

 (Johansson et al., 2012) 
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3.2.3.2. Gyűrűnyitó polimerizáció 

A gyűrűnyitó polimerizációs technika (ROP módszer), nagy molekulatömegű termékek 

előállítására alkalmas, amelynek elvégzéséhez nagy tisztaságú tejsav használatára van szükség. 

(Cheng et al., 2009) A tejsavat dehidratálják és oligomerjeivé polikondenzálják magas 

hőmérsékleten és vákuum alatt, a nedvesség eltávolításának céljából. Az így kapott rövid 

politejsav-láncok katalitikus depolimerizálásával nyerik ki a laktidot. Az optikailag tiszta D- 

vagy L- formájú laktidból a maradék nedvességet, a tejsavat és a mezo-laktidot különféle 

módon, például desztillációval vagy kristályosítással távolítják el. A tisztított laktidot 

gyűrűnyitási reakcióval polimerizálják PLA-vá, a laktid olvadáspontja feletti és a PLA 

lebomlási hőmérséklete alatti hőmérsékleten. (Jem & Tan, 2020) A laktid gyűrűnyitásához 

nehézfém alapú katalizátorok, például Zn- és Sn-oxidok, kloridok alkalmazására van szükség. 

Azonban ezek a nehézfémek szennyezik a kapott polimert és korlátozzák bizonyos területeken 

való felhasználását, mint például az élelmiszeripar vagy az egészségügy. A kutatók már 

dolgoznak nem toxikus katalizátorok használatán. (Cheng et al., 2009) A tartózkodási idő és a 

hőmérséklet szabályozásának, a katalizátor paramétereivel (típus, koncentráció) való 

kombinálásával, lehetővé válik a D- és L-tejsavegységek arányának és sorrendjének a 

szabályozása a végtermék polimerben. (Lasprilla et al., 2012) 

 

3.2.4. A PLA felhasználása 
 

A fenntartható jövő érdekében, a biológiailag lebomló PLA piaci versenyképessége egyre 

növekszik. A globális termelési volumenét 2019-ben körülbelül 190 000 tonnára becsülték, és 

várhatóan minden 3-4. évben meg fog duplázódni ennek a mennyisége. Alkalmazása három fő 

csoportba sorolható: élelmiszeripari/csomagolási, gyógyszeripari/orvosi és műszaki 

felhasználás. (Sin et al., 2019; Naser et al., 2021) 

Az élelmiszeriparban lebomló, egyszer használatos csomagolás, pohár, palack, evőeszköz, és 

frissen tartó edény készül belőle. (Sin et al., 2019) A Dán Műszaki Egyetem tanulmányt végzett 

a vaj, margarin és sajtok PLA-val történő csomagolása terén, ahol megállapították, hogy nagyon 

jó mechanikai védelemmel, nedvesség-, fény-, zsír- és gázzáró képességgel rendelkezik.  Ezen 

tulajdonságai miatt tehát kiválóan alkalmazható könnyű, átlátszó csomagolások gyártására. 

(Jiménez et al., 2019) 
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Továbbá kiemelkedő szerepet játszik egészségügyi termékek innovációjában. Alkalmazzák 

például gyógyszerhordozó eszközökben, felszívódó varratokban, valamint orvosi 

implantátumok és egyéb anyagok, mint varratok, csavarok alapanyagaként. (Tokiwa & Calabia, 

2006) Ebben az iparágban főleg az L-tejsavból készült polimert használják fel, ugyanis az ebből 

készült implantátumok könnyen lebomlanak és felszívódnak a szervezetben az enzimek 

hatására.  A PLA-ból készült gyógyszerhordozók pedig olyan aktív hatóanyagokat 

tartalmaznak, amelyek hatékonyan a célsejtekbe juttathatók, majd ezt követően kontrolláltan 

szabadulnak fel. (Sin et al., 2019) 

Ezen kívül a fő felhasználási területe a 3D nyomtatással történő additív gyártás. Ennek az oka, 

hogy könnyen feldolgozható és nyomtatható polimer, azonban a nyomtatási folyamatot 

követően hajlamos a zsugorodásra. További előnye, hogy nincs szükség fűtött platformra a 

felhasználásával történő gyártás során, így a PLA alacsony, 190-230 ◦C közötti hőmérsékleten 

is nyomtatható. Nem igényel bonyolult utókezelést sem, acetonnal kezelhető vagy csiszolható. 

(Ilyas et al., 2021) 

 

3.2.5. Politejsav mátrixú biokompozit 
 

Általánosságban, a polimerek töltőanyagokkal való kombinálása, lehetőséget nyújt a fizikai, 

reológiai, optikai tulajdonságok javítására, illetve hatékony módja lehet a 

költségcsökkentésnek. (Murariu & Dubois, 2016)  

A keményítő olcsó, környezetre nem káros és megújuló forrásból származó opció a PLA 

tulajdonságainak módosítására. (Mayekar et al., 2023) A direkt módon hidrofób PLA-hoz 

kevert, száraz por állagú hidrofil keményítő egy olcsóbb előállítási költségű, jobban 

biodegradálható, azonban alacsonyabb szívósságú és keménységű kompozitot eredményez. 

(Visakh et al., 2015) A mechanikai tulajdonságok nemkívánatos romlására, a keményítőhöz 

kevert lágyító adalékok, a hővel történő kezelés és a mechanikai feszültség kínál megoldást. Az 

így kapott elnyírható, homogén masszát nevezzük termoplasztikus keményítőnek (TPS-

ThermoPlastic Starch), mely valójában nem hőre, hanem hőre és nyírásra együttesen lágyuló 

tulajdonsággal bír (termo-mechano-plasztikus). A TPS ebben a formában hatékonyabban 

használható fel keverékképzésre, így a létrejövő PLA-TPS keverék jobb biodegradációs 

képessége mellett, a mechanikai tulajdonságok is javulnak a PLA-val szemben. (Mayakar et 

al., 2023)   
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Egy 2018-ban végzett tanulmány során (1. táblázat) különböző tömegarányú PLA- TPS 

kompozit biodegradációját követték nyomon 45°C és 55°C hőmérsékleten, 14 és 28 napos 

intervallumban, lipáz enzim hozzáadásával, valamint anélkül. A táblázatot vizsgálva, 

egyértelműen megállapítható, hogy a kompozit keményítőtartalom arányának növelésével a 

bomlási folyamat hatékonyabbá vált. (Wilfred et al., 2018)  

 

3.2.6. PLA enzimatikus biodegradációja  
 

A PLA olyan biopolimer, amelynek a lebomlása különböző mechanizmusok révén képes 

végbemenni úgy, hogy a keletkező végtermék nem szennyezi a környezetet.  

Megkülönböztetünk hidrolitikus-, oxidatív-, termikus-, mikrobiális-, enzimatikus-, kémiai- és 

foto- polimer degradációkat. (Zaaba & Jaafar, 2020)  

Általánosságban az alifás poliészterek hidrolízissel történő enzimatikus degradációja során a 

bontó enzim a szubsztrát felületkötő doménján keresztül adszorbeálódik, majd hidrolizálja az 

észterkötéseket. (Tokiwa & Calabia, 2006) A bioműanyagok biológiai lebomlásának első 

lépése a mikrobiális biofilm kialakulása a polimer felületén, ahol a mikroorganizmusok a 

kiválasztott extracelluláris enzimek segítségével katalizálják a polimerlánc depolimerizációját 

oligomerekre, dimerekre vagy monomerekre. Az így képződött alacsony molekulatömegű 

vegyületek már képesek asszimilálódni a mikrobiális sejtbe, ahol szén- és energiaforrásként 

hasznosulnak, és megkezdődik az elsődleges- és másodlagos metabolitok termelése. Végezetül 

ezek az anyagcsere termékek mineralizálódnak és szén-dioxid, metán, víz vagy nitrogén 

keletkezik belőlük. (Haider et al., 2018) 

1. táblázat: PLA-TPS kompozitok biodegradációjának vizsgálata 
(Forrás: Wilfred et al., 2018) 
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Különböző mikroorganizmusok képesek a PLA hidrolitikus bomlástermékeinek a 

megemésztésére, ezek döntő többsége az aktinomicéták közé sorolható, töredéküket pedig a 

baktériumok és gombák csoportjából izolálták. (Jiménez et al., 2019)   

Számos tanulmány a depolimerizációban kulcsfontosságú szerepet játszó enzimként írta le a 

karboxil-észterázt, kutinázt, lipázt és a szerin proteázt. (Butbunchu & Pathom-Aree, 2019) Az 

olyan környezeti tényezők, mint a páratartalom, a hőmérséklet, a pH, a sótartalom, az oxigén 

jelenléte vagy hiánya, a különböző tápanyagokkal való ellátottság, valamint láncok 

sztereokémiája és az anyag kristályossága, mind-mind befolyásolják a PLA lebontásában 

résztvevő mikrobiális enzimek aktivitását. (Teixeira et al., 2021; Zaaba & Jaafar, 2020) 

 

3.2.6.1. Kutináz 
 

A kutin a növényi kutikula egyik fő összetevője, amely hatékony gátat képez a kiszáradás és a 

kórokozók ellen. A kutinázok olyan mikroorganizmusok által kiválasztott, indukálható 

extracelluláris enzimek, amelyek képesek katalizálni a kutinban lévő észterkötések hasítását. 

Hidrolitikus aktivitást mutatnak nemcsak a kutin felé, hanem különféle oldható szintetikus 

észterek, oldhatatlan trigliceridek, szintetikus szálak és műanyagok felé is. Ezért a kutinázok 

sokoldalú lipolitikus enzimként ismertek a mosó- és mosogatószer-készítményekben, valamint 

más textilipari alkalmazásokban, élelmiszer- és vegyiparban. (Chen et al., 2010) A kutatók 

számos erőfeszítést tettek a bakteriális kutinázok azonosítására és jellemzésére, mivel eddig a 

legtöbbet tanulmányozott kutinázok gombákból származtak. A Thermobifida fusca törzset 

kutináz enzim termelőként írták le. A törzset a Müller 14-es csoportja izolálta és azonosította, 

amelynek egyik fontos tulajdonsága, hogy figyelemre méltó lebontási képességet mutat az 

alifás-aromás kopoliészterek tekintetében. (Silva et al., 2011) 

 

3.2.6.2. Proteáz 
 

A proteáz enzimek a földi élet szerves részét képezik, a környezetben szinte mindenhol 

megtalálhatók, növényekben, állatokban és a mikrobákban egyaránt. Az aminosavak polipeptid 

láncában lévő peptid kötést hidrolizálják. Fermentációs eljárással viszonylag rövid idő alatt 

izolálhatók és tisztíthatók, nagy szubsztrát specifitással és katalitikus aktivitással rendelkeznek. 

(Razzaq et al., 2019) A proteázok az ipari enzimek legfontosabb osztályába sorolandók, és a 

globálisan értékesített összes enzim közel 60%-át teszik ki, melynek a kétharmada mikrobiális 
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eredetű. (Masi et al., 2021; Razzaq et al., 2019) Széles körben felhasználható enzimek, 

alkalmazzák őket az élelmiszer-, gyógyszer-, mosó-, sütő-, hús- és bőriparban. (Trehan, 2018) 

A Bacillus sp. a legaktívabb és legdinamikusabb extracelluláris lúgos proteáz termelő az ipari 

szektorban. (Matter et al., 2023)  

A legtöbb kereskedelmi forgalomban rendelkezésre álló mikrobiális (proteináz K és szubtilizin) 

és emlős eredetű proteáz (α-kimotripszin, tripszin és elasztáz) képes katalizálni a PLA 

hidrolízisét, azonban a növényiek nem. (Kawai, 2010) A politejsavat depolimerizáló 

proteázokról kimutatták, hogy a poli(L-tejsav) (PLLA) és poli(D-tejsav) (PDLA) irányában 

eltérő enantioszelektivitással rendelkeznek a lipáz típusú hidrolázokhoz képest, ugyanis csak a 

PLLA-t képesek hidrolizálni, azonban a lipáz típusú enzimek (beleértve a kutináz-szerű 

enzimeket is) elsősorban a PDLA-t hidrolizálják. (Rosato et al., 2022) 

 

3.3. Termofil baktériumok 
 

A termofil mikroorganizmusok optimális növekedési hőmérséklete 50°C vagy annál magasabb. 

Kiemelt figyelmet kapnak az extremofilok között, mivel termostabilis enzimek (például 

amilázok, cellulázok, kutinázok, pektinázok, xilanázok, proteázok, lipázok és DNS-

polimerázok) előállítására képesek. Az enzimek hőállóságát, a szerkezetükben található számos 

hidrogén- és diszulfid kötés, valamint sóhidak és hidrofób kölcsönhatások jelenléte 

eredményezi. (Mane & Nadaf, 2021) Ezen enzimek olyan egyedi tulajdonságokkal 

rendelkeznek, amelyek alkalmasak lehetnek biotechnológiai folyamatok elvégzésére magas 

hőmérsékleten, ezáltal pedig kisebb valószínűséggel lép fel a szennyeződés veszélye. Továbbá 

csökken a reakcióközeg viszkozitása, a szerves vegyületek biológiai hozzáférhetősége és 

oldhatósága pedig növekszik, ami nagyobb reakciósebességet eredményez. (Kumar & 

Nussinov, 2001) Ezenfelül számos oldószerrel, mosószerrel, valamint savas és lúgos pH-val 

szemben stabilabbak.  (Mohammad et al., 2017) 

 

3.3.1. Thermobifida nemzetség 
 

A thermobifidák termofil, aerob, lignocellulózt bontani képes aktinomicéták. A Thermobifida 

nemzetség négy fajt foglal magában: T. fusca, T. alba, T. cellulosilytica és T. halotolerans 

fajokat. (Tóth et al., 2017)  
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A Thermobifida fusca egy mérsékelten termofil, fonalas talajbaktérium. 50-55°C-on növekszik, 

és széles pH-tartományban, 4-10 pH között él.  Nem rendelkezik flagellummal vagy pílussal, 

és általában légneműként nő hifák formájában, amely segíti a szervezetet a diffúzióban és az 

oldhatatlan szubsztrátok, például a lignocellulóz lebontásában. A T. fusca hatékonyan képes 

lebontani a cellulóz biomasszát specifikus cellulolitikus enzimek, mint például a cellulázok, 

1,3-b-glükanáz, xilanázok, mannanáz, mannozidáz és szénhidrátkötő fehérjék segítségével. 

(Gomez de Pulgar & Saadeddin 2014) 

A Thermobifida cellulosilytica egy túlhevített trágyakomposztból izolált Gram-pozitív termofil 

aktinobaktérium, melynek az optimális növekedési hőmérséklete 40-65 °C közé esik. A 

lignocellulóz szubsztrátumon tenyésztett kultúrák endoglükanáz, cellobiohidroláz, endoxilánáz 

enzimeket termelnek, és képesek a lignocellulóz szolubilizálására. (Kukolya et al., 2002) A 

Biotechnológiai Információk Nemzeti Központja (NCBI) található bioinformatikai adatok 

kutináz enzimtermelőként írják le Thermobifida cellulosilytica-t. (Usman et al., 2023) A 

polietilén-tereftalát (PET) lebontásában nagy szerepet tulajdonítanak neki. A magasabb 

enzimaktivitás és a hatékonyabb biodegradáció elérése érdekében a tudósok mutálták 

a Thermobifida cellulosilytica kutináz 1 (ThcCut1) szubsztrátkötő helyének releváns részeit. A 

mutációval kialakított, szélesebb szubsztrátkötő zsebek megkönnyítik az enzim hozzáférését a 

szubsztráthoz. A kétértékű fémkötő helyeket diszulfid kötésekkel helyettesítették azzal a céllal, 

hogy javítsák a mutáns ThcCut1 termostabilitását. Ennek eredményeként az elő emésztett PET-

palack részecskék 96,2%-a sikeresen lebonthatóvá vált 96 órás hidrolízis után, ThcCut1-

AICCG alkalmazásával, ami 87,5-szerese volt a vad típusú ThcCut1-nél 

tapasztaltaknak. (Zhang et al., 2022) 

 

3.3.2. Thermus nemzetség 
 

A Thermus nemzetség tagjait világszerte izolálták, szárazföldi hidrotermális területekről, 

mélységi geotermikus területekről, sőt mesterséges termikus környezetből is. A tagjai Gram-

negatív pálcika alakú vagy fonalas sejteket képeznek. (Da Costa et al., 2006) A nemzetség 

valamennyi képviselője sárgapigmentált, kivéve a Thermus composti DSM 21686T, Thermus 

scotoductus DSM 8553T és Thermus tenuipuniceus YIM 76954T törzseket. A növekedésükhöz 

szükséges optimális hőmérséklet 65-70°C körül van, ezért a nemzetség tagjai, a leírásuk óta 

kiemelkedő szerepet játszanak a termofil mikrobákat alkalmazó kutatásokban. (Li et al., 2022) 
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A Thermus composti egy Gram-negatív, pálcika alakú baktérium (K-39(T) törzs), melyet az 

osztrigagomba-szubsztrátum előállításához használt komposztálási folyamat termofil fázisából 

izoláltak. A polifázisos megközelítést alkalmazó rendszertani vizsgálat alapján a K-39 (T) törzs 

a Thermus nemzetség új fajának tekinthető, amelyre a Thermus composti sp. nov. nevet 

javasolták a tudósok. A törzs 40-80°C-on, pH 5-9 között, legfeljebb 1,5% (w/v) NaCl-t 

tartalmazó táptalajon szaporodott. A 16S rRNS génszekvenciákon alapuló filogenetikai 

elemzés azt mutatta, hogy a K-39 (T) törzs a Thermus nemzetségen belül egy különálló törzset 

alkot. Legközelebbi tenyésztett rokona a Thermus islandicus PRI 3838(T) (96,8%-os 

hasonlóságot mutat).  Az új törzset az különböztette meg a rokon taxonoktól, hogy nem képes 

keményítő hidrolizálására. (Vajna et al., 2012) 
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4. Anyagok és módszerek 
 

4.1. Vizsgált mikroorganizmusok 
 

A laboratóriumi kísérleteim elvégzéséhez háromféle termofil mikrobatörzset használtam, 

amelyek beszerzési helyéül a Mezőgazdasági és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti 

Gyűjteménye (NCAIM Budapest), illetve a Biomérnöki és Erjedésipari Technológia Tanszék 

szolgált. 

 

 

 

4.2. Tápközegek 

4.2.1. A törzsfenntartást biztosító tápközegek 

 

 

 

 

 

 

 

 

R2 táplevesben biztosítottam a Thermus composti B2340 törzsfenntartását. (3. táblázat) 

 

 

 

 

 

 

 

3. táblázat: R2 tápleves összetétele 
(Forrás: Internetes forrás 3.) 

 

2. táblázat: Alkalmazott termofil baktériumtörzsek 
(Forrás: saját munka) 

4. táblázat: Czapex-pepton tápleves összetétele 
(Forrás: Internetes forrás 4.) 
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Czapex-pepton táplevesben biztosítottam a Thermobifida cellulosilytica B1997 és a 

Thermobifida fusca II Cell törzsfenntartását. (4. táblázat) 

A folyékony tápközegek csíramentesítése autokláv segítségével valósult meg, 120°C-on, 15 

percen keresztül. 

4.2.2. Screenelési módszerek elvégzéséhez alkalmazott szilárd tápközegek 
 

A háromféle baktériumtörzs tejsavhasznosításának vizsgálatát 0,1% tejsavval kiegészített 

szilárd tápközegen végeztem el. 

 

 

 

 

  

Proteolitikus enzim jelenlétének detektálása kazein-agar felületen valósult meg. (Radha et al., 

2012) 

 

 

Észteráz típusú enzim kimutatásához módosított Tween 80 agart használtam fel. (Kumar et al., 

2012) 

 

 

 

 

5. táblázat: A tejsav hasznosítására alkalmazott szilárd tápközeg összetétele 
(Forrás: Kitamoto et al., 2011) 

6. táblázat: Proteolitikus enzimrendszer kimutatására alkalmazott szilárd tápközeg összetétele 
(Forrás: Radha et al., 2012) 

7. táblázat: Észteráz típusú enzimrendszer kimutatására alkalmazott szilárd tápközeg összetétele 
(Forrás: Kumar et al., 2012) 

( 
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4.2.3. Folyékony tápközegek a politejsav alapú evőeszköz darabok biodegradálási 
modellezésének vizsgálatához 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A folyékony tápközegek csíramentesítése autokláv segítségével valósult meg, 120°C-on, 15 

percen keresztül. 

4.3. Politejsav alapú, keményítő kiegészítésű bioműanyag evőeszköz 
 

 

 

 

 

 

 

8. táblázat: TPY (Trypticase-Phytone peptone-Yeast extract) tápközeg összetétele 
(Forrás: Internetes forrás 5.) 

9. táblázat: LAPTg tápközeg összetétele 
(Forrás: Tomás et al., 2003) 

4. ábra: Keményítő tartalmú politejsav biokompozit evőeszköz  
(Forrás: saját fotó) 
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A biodegradáció modellezési kísérleteimhez a NatureWorks Ltd., USA által gyártott Ingeo 

3251D PLA biopolimerből készült, 25- és 30%-os keményítő tartalmú biokompozit kés állt 

rendelkezésemre, melyet a Piringer Kft. (Budapest) öntött. (4. ábra) 

4.4. Alkalmazott módszerek és a hozzájuk felhasznált pufferek és reagensek 
 

4.4.1. Törzsfenntartás 
 
A termofil baktériumok törzsfenntartása érdekében időszakos átoltást végeztem a 

csíramentesített folyékony táplevesekbe, steril körülmények között, lamináris box alatt. 

4.4.2. Törzsszelekció a screenelés módszerével 
 
A screenelés módszere a proteolitikus és észteráz típusú enzimek jelenlétének kimutatására 

szolgált, illetve annak a megállapítására, hogy az általam vizsgált mikroorganizmusok 

rendelkeznek-e tejsavhasznosító képességgel. 

Az agardiffúziós módszert alkalmaztam a törzsszelekciós kísérleteknél. A csíramentesített 

tápoldatokból a Petri-csészékbe agarlemezt öntöttem, és a megdermedése után kb. 0,2 cm 

átmérőjű lyukat fúrtam bele. A törzstenyészetekből 50 µl-t pipettáztam a zsebekbe, majd 

inkubáltam azokat három napon keresztül, 45°C-on. A proteolitikus enzim termelésének 

kimutatására brómkrezol zöld (0,56% borostyánkősav; 0,1% NaOH; 0,028% brómkrezolzöld) 

reagenssel árasztottam el a szilárd tápközegeket. 

4.4.3. A PLA alapú bioműanyag evőeszköz biológiai bontásának modellezése 
 
Szubmerz körülmények között vizsgáltam a keményítővel kiegészített politejsav alapú 

vizsgálati anyag biodegradálhatóságát. A tápközegbe 96%-os etil-alkohollal átmosott, majd 

desztillált vízzel leöblített, ismert tömegű keményítő-PLA biokompozit darabokat helyeztem, 

aszeptikus környeztben. A termofil baktériumtörzsekből kialakított inokulum tenyészet 

beoltásával indítottam el a kísérletem. A lombikok inkubálása 21 napos periódusban, 45°C 

hőmérsékleten, 140 rpm-en zajlott. Meghatározott időpontokban vettem mintát a rázatott 

lombikokból a depolimeráz enzimaktivitás, optikai denzitás, tejsav tartalom meghatározás, 

illetve a pH mérésének céljából. 

4.4.4. A kémhatás meghatározása 
 
A mintáim kémhatását a Mettler Toledo pH mérő készülék segítségével határoztam meg, majd 

rögzítettem azokat. 
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4.4.5. A proteáz enzimaktivitás meghatározásához szükséges kísérlet 
 
A proteáz enzim kimutatásának az alapja, hogy ezen enzim L-tirozin felszabadítására képes 

kazein szubsztrátumból. Az L-tirozin jelenléte a Folin reagens kék színváltozásával 

detektálható, mennyisége pedig meghatározható spektrofotometriai módszerrel, 660 nm 

hullámhosszon. 

Az enzimaktivitás meghatározásához szubsztrátumként 1,5 (m/V) %-os kazein oldatot 

használtam, amelyet pufferrel egészítettem ki. A vizsgált mintáim kémhatása befolyásolta azt, 

hogy kazeinhez hányas pH értékű puffert adagoltam. A kísérleti eredményeim a pH 5- és 7 

kémhatású McIlvane puffer használatát indokolták. Az így keletkezett proteáz 

enzimaktivitáshoz használt szubsztrátumot az oldódás elősegítése érdekében 70-80°C 

hőmérsékletű vízfürdőbe helyeztem. 

A proteáz enzimaktivitás meghatározásához szükséges reakcióelegy összetétele a következő: a 

mintáimból 0,25 ml-nyi mennyiséget kémcsövekbe mértem, a vak mintáim reakcióját 1,5 ml 5 

(m/V) %-os triklór-ecetsavval állítottam le. 45°C hőmérsékletű vízfürdőbe helyeztem az enzim- 

és a vak mintákat tartalmazó kémcsöveim, majd 0,25 ml kazein szubsztrátumot adtam hozzájuk, 

és 30 percen keresztül inkubáltam azokat. A fél óra leteltével 5%-os triklór-ecetsav oldattal 

(TCA) a mintáim enzimreakcióit is leállítottam, és még 10 percen keresztül hagytam azokat a 

vízfürdőben. Ezt követően 1,5 ml mennyiségeket Eppendorf-csövekbe pipettáztam, és 10 

percen át centrifugáltam 10000 fordulat/ perc sebességen. Az így kapott felülúszókból 0,5 ml-t 

pipettáztam ki kémcsövekbe, és 0,5 ml háromszoros hígítású Folin-Ciocalteu reagenst, továbbá 

1,5 ml 0,5 M Na2CO3 oldatot mértem hozzájuk, majd szintén 30 percre 45°C hőmérsékletű 

vízfürdőbe helyeztem azokat. A reakcióidő leteltével a minták abszorbanciáját, 

spektrofotométerrel 660 nm hullámhosszon mértem. (Ire et al., 2011) 

 

4.4.6. Az enzimaktivitás meghatározásához szükséges kalibráció 
 
1,1 mM L-tirozin törzsoldatot desztillált vízzel elegyítettem a hígítási sor elkészítéséhez, a 10. 

táblázatban foglalt adatok szerint. Az így kapott mintákhoz 0,5 ml háromszoros hígítású Folin 

reagenst és 1,5 ml 0,5 M Na2CO3 oldatot pipettáztam, majd mértem az abszorbanciát 660 nm-

en spektrofotometriásan. A mért abszorbancia értékeim az L-tirozin koncentráció 

függvényében ábrázoltam, majd a kapott pontokra regressziós egyenest illesztettem, amely a 5. 

ábrán látható. 

 



 

23 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.7. A kutináz enzimaktivitás meghatározásához szükséges kísérlet 
 
A kutináz enzimaktivitás meghatározásának az elve, hogy a p-nitrofenil-butirát mesterséges, 

kromogén szubsztrátumot hasítja, aminek hatására termékként p-nitrofenol szabadul fel. A 

reakciót sárga színváltozás jelzi, ami 405 nm-en spektrofotometriásan mérhető.  

Az enzimaktivitás meghatározásához szükséges reakcióelegy összemérési adatait az 11. 

táblázat tartalmazza: A mintáimból 100 μl-nyi mennyiséget kémcsövekbe pipettáztam, majd az 

enzim-, és a vak mintáim is 800 μl Na-foszfát (pH 7) pufferrel egészítettem ki.  A vak mintákhoz 

és a szubsztrát vakhoz még 100 μl desztillált vizet is adtam. A reakció elindításához szükséges 

10. táblázat: L-tirozin hígítási sor összetétele kalibrációhoz 
(Forrás: saját munka) 

 

5 . ábra: Kalibrációs egyenes proteáz enzimaktivitás meghatározásához 
(Forrás: saját munka) 
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szubsztrátum a p-nitrofenil-butirát volt, melynek elkészítéséhez 0,1 g 50 mM para-nitrofenil-

butirát (PNPB) mesterséges szubsztrátumot, 50 cm3 96%-os etanolban oldottam fel.  

Ezt követően vízfürdőbe helyeztem az enzim- és a vakmintáim, és 10 percen keresztül, 45 °C-

ra beállított vízfürdőben inkubáltam azokat. A reakció leállítása 1 ml hideg pH 9,0 Na-foszfát 

pufferrel történt. Centrifugáltam a mintákat, majd spektrofotméter segítségével 405 nm-en 

vizsgáltam és rögzítettem a mért abszorbancia értékeket. (Yang et al., 2012; Oda et al., 2021) 

4.4.8. Az enzimaktivitás meghatározásához szükséges kalibráció 

0,4 mM-os p-nitrofenol törzsoldatot desztillált vízzel elegyítettem a hígítási sor elkészítéséhez, 

az alábbi táblázat szerint (12. táblázat). Az így kapott, ismert koncentrációjú oldatok 

abszorbanciáját 405 nm-en spektrofotometriásan mértem. A diagramon regressziós egyenest 

illesztettem a koncentráció függvényében ábrázolt abszorbancia értékekre. (6. ábra) 

12. táblázat: p-nitrofenol hígítási sor összetétele kalibrációhoz
(Forrás: saját munka) 

11. táblázat: Kutináz enzimaktivitás mérése során alkalmazott reakcióelegy
(Forrás: Yang et al., 2012) 
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A kapott függvények meredekségének ismeretében számolhatóak az enzimaktivitások az alábbi 

egyenlet segítségével, a kutináz és a proteáz enzim esetében is: 

Aktivitás ൤
U

ml
൨ =

(A୫୧୬୲ୟ − Aୣ୬୸୧୫୴ୟ୩ − Aୱ୸୳ୠୱ୸୲୰á୲୳୫୴ୟ୩) ∙ V୰ୣୟ୩ୡ୧ó ∙ h

x ∙ t୰ୣୟ୩ୡ୧ó ∙ V୫୧୬୲ୟ
 

ahol, 

Aminta: Minta abszorbanciája 

Aenzimvak: Enzimvak abszorbanciája 

Aszubsztrátumvak: Szubsztrátumvak abszorbanciája 

Vreakció: a reakcióelegy térfogata [ml] 

x: a felszabadított termék (L-tirozin) kalibrációs egyenesének meredeksége [1] 

treakció: reakció időtartama [perc] 

Vminta: a minta (enzimoldat) térfogata [ml] 

h= a minta hígítási faktora [1] 

4.4.9. Tejsav mennyiség meghatározása 
 

A vizsgálat a laktát ion vas (III)-kloriddal történő színváltozásán alapszik. A tejsav 

mennyiségének meghatározása érdekében 0,15 g vas (III)-klorid port 50 ml desztillált vízben 

feloldottam. A mintáimból 0,2 ml mennyiségeket pipettáztam ki kémcsövekbe és 4 ml vas (III)-

klorid oldatot adagoltam hozzájuk, aminek 390 nm hullámhosszon mértem az abszorbancia 

értékeit. (Borshchevskaya et al., 2016) 

6. ábra: Kalibrációs egyenes kutináz enzimaktivitás meghatározásához 
(Forrás: saját munka) 
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4.4.10. Sejtkoncentráció meghatározása Optikai Denzitással 
 
Az OD 600 értékek mérése lehetővé teszi a sejtnövekedés nyomon követését és a 

sejtszuszpenzió koncentrációjának meghatározását.  

A mérés előtt gondosan homogenizáltam a mintáim, hogy a sejtek ülepedéséből származó 

pontatlanságot minimálisra csökkentsem. Küvettába töltöttem a vizsgálandó mintáimat és 600 

nm hullámhosszon mértem az optikai denzitásuk. A mintáim szükség szerint olyan mértékben 

hígítottam, hogy a kapott abszorbancia értékek 0,7 alá essenek, ezáltal volt megbízható a mérési 

eredményem. A kapott értékeket diagramon ábrázoltam az idő függvényében. 

4.4.11. A PLA alapú műanyag evőeszköz darabok tömegváltozásának mérése 
táramérleggel 
 
A kutatómunkám során három kísérletet indítottam el, melyek végeztével az összes esetben 

meghatároztam a PLA műanyag darabok tömegét a kiindulási tömeghez viszonyítva. A 21 

napos vizsgálati idő lejártával szűrőpapír segítségével választottam el a PLA darabokat a 

folyékony tápközegtől, majd öblítettem 96%-os etil-alkohollal és desztillált vízzel. Ezt 

követően szárítószekrénybe helyeztem azokat 3 napra, 40 °C hőmérsékleten, majd a kiszáradt 

darabokat táramérlegen mértem. 

PLA tömegcsökkenés [%] = ቆ
(M୩ − M୴)

M୩
ቇ ∙ 100 

ahol, 

Mk: kezdeti/kiindulási PLA tömeg [g] 

Mv: a kezelés, tisztítás és szárítás után megmért végső PLA tömeg [g] 
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5. Kísérleti eredmények és értékelésük

5.1. Törzsszelekció 

A PLA műanyag evőeszköz biodegradálásának modellezéséhez háromféle termofil 

baktériumot -Thermobifida cellulosylitica B1997, Thermobifida fusca II Cell, Thermus 

composti B2340-, vetettem alá törzsszelekciónak, melynek célja a tejsavhasznosításuk, illetve 

a proteolitikus és észteráz típusú enzimszintézisük kimutatása volt.  

5.1.1. Tejsavhasznosítás kimutatásának eredménye

Az elvégzett kísérletben az általam vizsgált baktériumtörzsek tejsavhasznosító képességét 

vizsgáltam. A screenelés során a termofil mikrobatörzseket külön-külön, a 0,1%-os tejsav 

tartalmú szilárd tápközegen agardiffúzió módszerével kialakított lyukba pipettáztam. A 

tápközegen megjelenő telepképződés jelezi, hogy a vizsgált baktériumok képesek a 

környezetben található tejsav hasznosítására. A Thermobifida cellulosylitica B1997, 

Thermobifida fusca II Cell és Thermus composti B2340 is szabad szemmel jól detektálható 

telepet képzett, ahogyan azt a 7. ábra is mutatja. A legjelentősebb sejtszaporodást a 

Thermobifida fusca II Cell törzsnél figyelhettem meg. 

Thermus composti B2340 

7. ábra: A tejsavhasznosítás screenelési módszer eredménye
(Forrás: saját munka) 

Thermobifida fusca II Cell Thermobifida cellulosylitica B1997 
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5.1.2. Proteolitikus enzimkészlet screenelésének eredménye 

A proteolitikus enzimkészlet kimutatásához alkalmazott screenelés során első lépésként 

agaröntést végeztem. A megszilárdult agarba fúrt mélyedésbe pipettáztam külön-külön a 

vizsgált mikroorganizmusaim. Az enzim jelenlétének egyértelmű detektálására brómkrezol 

zöld indikátort (0,56% borostyánkősav; 0,1% NaOH; 0,028% brómkrezolzöld) használtam fel. 

Az inkubálást követően elárasztottam az agarlemezeket az indikátorral, és 30 percen keresztül 

hagytam hatni. Ezután pedig leöntöttem a felszínéről, és a lemezeket egy éjszakán át 

szobahőmérsékleten szárítottam.  

A feltisztulási zóna a savas proteáz aktivitás jelenlétét jelzi, a mérete pedig az aktivitás mértékét 

jelöli. Az indikátor színváltozásából a savas, bázikus, vagy neutrális proteázok jelenlétére lehet 

következtetni. A Thermus composti B2340-nél kaptam a legnagyobb, illetve legegyértelműbb 

feltisztulási zónát, de a másik két törzsem esetében is szabad szemmel látható volt, ahogyan azt 

a 8. ábra is mutatja. Mind a három tápközegen megjelenő telep színe zöldes-, sötét zöldes színt 

vett fel, ami pH 4-4,5 körüli kémhatásra utal. 

Thermobifida cellulosylitica B1997 Thermobifida fusca II Cell Thermus composti B2340 

8. ábra: A proteolitikus enzimkészlet screenelésének eredménye
(Forrás: saját munka) 
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5.1.3. Észteráz típusú enzimkészlet screenelésének eredménye 

Az észteráz típusú enzim kimutatása polioxietilén-szorbitán zsírsavészter tartalmú, módosított 

Tween 80 agar felületén valósult meg. A screenelési módszer elve, hogy az észteráz és lipáz 

enzimtermelő mikroorganizmusok a polioxietilén-szorbitán zsírsav szubsztrátumként való 

hasznosítására képesek. Az agaron ez a folyamat telepképződés formájában figyelhető meg. 

Ahogyan az a 9. ábrán is látható, a törzsszelekciónak alávetett mikorbatörzseimnél ez 

megjelent, tehát feltételezhető, hogy rendelkeznek észteráz típusú enzimkészlettel. 

Összegezve az elvégzett törzsszelekciós vizsgálatokat, mind a három termofil mikrobatörzsem 

esetében pozitív eredményeket kaptam, így a további kutató munkámat az ezekből kialakított 

konzorciummal végeztem el.  

Thermobifida cellulosylitica B1997 Thermobifida fusca II Cell Thermus composti B2340 

9. ábra: Az észteráz típusú enzimkészlet screenelésének eredménye
(Forrás: saját munka) 



30 

5.2. 25- és 30%-os keményítő-PLA biopolimer biodegradálásának modellezése 

szubmerz körülmények között, kétféle tápleves alkalmazásával 

Az első kísérletem során LAPTg és TPY tápközegben vizsgáltam a 25- és 30%-os keményítő 

tartalmú PLA biokompozit evőeszköz darabok biológiai bonthatóságát. A modellezést 21 

napon keresztül, 45°C-on, 140 rpm rázatási sebességgel követtem nyomon. Ezen kísérlet 

előzetes vizsgálatként szolgált ahhoz, hogy eldönthessem, a továbbiakban melyik tápközeget 

érdemes használnom a biodegradálások modellezéséhez.  

5.2.1. Kémhatás változás nyomon követése 

A 10. ábrán látható, hogy a LAPTg és a TPY táplevesek kémhatása a harmadik napra a savas 

tartományban mozgott. A pH étékek a LAPTg tápközegben nagyobb mértékben csökkentek, 

mind a 25-, mind pedig a 30%-os keményítő kiegészítésű biokompozit evőeszközök 

jelenlétében. (4,3-4,6 pH).  

A jelenség lehetséges magyarázata, hogy a kísérlet során a mikroorganizmusok, a PLA-t és a 

komplex, növekedést biztosító tápközegben található ásványi anyagokat, illetve kiegészítéseket 

tápanyagként kezdték el hasznosítani. A lebontás során metabolikus reakciók zajlottak, 

amelyek fermentációs folyamatokat is magukba foglalhattak. Ennek eredményeként számos 

szerves sav képződhetett, mely a kémhatást a savas irányba tolta el.  

0

1

2

3

4

5

6

7

0. 3. 7. 10. 14. 17. 21.

pH
 [
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TPY 25% TPY  30% LAPTg 25% LAPTg 30%

10. ábra: A 25-és 30%-os keményítővel kiegészített PLA jelenlétében vizsgált LAPTg és
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5.2.2. LAPTg és TPY tápközegben vizsgált konzorcium kutináz enzimkészletének 

alakulása 25-és 30%-os keményítő tartalmú PLA jelenlétében 

Az 11. ábrán látható diagramon a kutináz enzimaktivitásának az értékeit vettem fel az idő 

függvényében. A TPY táplevesbe helyezett 25- és 30%-os vizsgálati szubsztrátum darabok 

jelenlétében jelentősen alacsonyabb kutináz aktivitást mutatott a konzorcium, összehasonlítva 

a LAPTg tápközegben megfigyeltekkel. A legmagasabb értéket a 25%-os keményítő-PLA 

evőeszközt tartalmazó LAPTg táplevesnél, a 14. napon határoztam meg, 0,44 U/ml-t. 

Alapvetően nem kaptam kiemelkedően magas enzimaktivitás értékeket, de elmondható, hogy 

a vizsgálati periódusom bizonyos pontjain az összes kísérleti beállításom rendelkezett kutináz 

aktivitással. 

5.2.3. LAPTg és TPY tápközegben vizsgált konzorcium proteáz enzimkészletének 

alakulása 25- és 30%-os keményítő tartalmú PLA jelenlétében 
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11. ábra: Kétféle tápközegben vizsgált konzorcium kutináz enzimkészletének alakulása
(Forrás: saját munka)

12. ábra: Kétféle tápközegben vizsgált konzorcium proteáz enzimkészletének alakulása
(Forrás: saját munka) 
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Az adott beállításoknál már a nulladik naptól növekvő proteáz enzimaktivitás mutatkozott, 

amely a LAPTg táplevesbe beoltott konzorcium esetében a 10. napig, a TPY táplevesben pedig 

a 14. napig tartott. Kivéve a 30%-os keményítőt tartalmazó PLA biopolimer darabokat magába 

foglaló TPY tápközegnél, ahol az enzimaktivitás értékei csak a harmadik naptól kezdtek 

emelkedni. A 21. napra a proteáz aktivitások értékei csökkenni kezdtek.  

A LAPTg tápközegben vizsgált 25- és 30%-os keményítő-PLA darabokat tartalmazó 

mintáimnál, a proteáz mennyisége magasabb értéken maximalizálódott, mint a TPY 

táplevesből származó mintáknál megfigyelt eredmények. A legkiemelkedőbb proteáz aktivitást 

a 21 napos vizsgálati periódus alatta, a LAPTg táplevesbe oltott konzorium mutatta, 30%-os 

keményítő-PLA szubsztrátum jelenlétében, amely 3,43 U/ml volt. (12. ábra)

5.2.4. LAPTg és TPY tápközegbe helyezett 25- és 30%-os keményítő tartalmú evőeszköz 

darabok tömegcsökkenése  

A kísérletem során mért enzimaktivitás értékei, a proteáz és a kutináz mennyiség tekintetében 

is a LAPTg tápleves esetében voltak kedvezőbbek, ezen eredményeimet a vizsgálat végén 

meghatározott tömegcsökkenés is alátámasztja. Az 13. táblázatban foglaltak alapján látható, 

hogy a LAPTg tápközegben fermentált 30%-os keményítő-PLA evőeszköz darabok 5%-ot 

csökkentek, a 25%-os keményítő-PLA szubsztrátum darabjaim pedig 4,5%-ot, mely 

eredmények a TPY táplevesben vizsgált biokompozit darabok tömegcsökkenésének több, mint 

a dupláját jelentik.  

Ezen előzetes kísérlet alapján a további vizsgálataimat a LAPTg táplevesben fogom elvégezni, 

különböző kiegészítésekkel.     

13. táblázat: A 25- és 30%-os keményítő-PLA biokompozit tömegváltozása
(Forrás: saját munka) 
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5.3. Eltérő keményítő tartalmú politejsav biológiai bonthatóságának 

modellezése szubmerz körülmények között, keményítő és olívaolaj 

tápközeg kiegészítéssel 

 

A kísérletem elvégzéséhez nitrogén forrásban gazdag LAPTg táplevesnek két változatát 

alkalmaztam, az egyiket 0,5% keményítővel, a másikat pedig 5% olívaolajjal egészítettem ki. 

Ezekben a tápközegekben modelleztem a 25- és 30%-os keményítő tartalmú PLA darabok 

biológiai bonthatóságát. A vizsgálat 21 napos periódusban zajlott, amely során meghatározott 

időközönként mintát vettem a 45°C-on, 140 rpm rázatási sebességen inkubált lombikjaimból. 

A pH, valamint a proteáz- és kutináz enzimaktivitás nyomon követése mellett, a továbbiakban 

meghatároztam a tejsav tartalom, sejtkoncentráció változását is. 

 

5.3.1. Kémhatás változás nyomon követése 
 

Az oszlopdiagramon ábrázolt pH értékek alapján (13. és 14. ábra) megfigyelhető, hogy a 

kémhatás mind a két tápközeg kiegészítés esetén közel semleges tartományból indult és a 

harmadik napra savas kémhatás felé tolódott el. 

 

 

 

 

 

 

 

A 30%-os keményítő-PLA biokompozit darabokat tartalmazó 0,5% keményítő kiegészítésű 

tápleves kémhatása a 0. napon magasabb pH-ról indult (pH 6,48), mint a 25 % keményítőt 

0

1

2

3

4

5

6

7

0. 3. 7. 10. 14. 17. 21.

pH
 [

-]

Idő [nap]

25% 30%

13. ábra: Keményítővel kiegészített tápközeg kémhatás változása 
(Forrás: saját munka) 
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tartalmazó PLA evőeszközök jelenlétében mért érték (pH 6,37). A 3. naptól viszont szinte 

megegyezik a pH értékek alakulása, és a 21. napig savas kémhatás volt megfigyelhető. 

 

 

 

 

 

 

 

Az 1% olívaolaj kiegészítés esetében a 25- és 30%-os keményítő-PLA biokompozit darabokat 

magába foglaló vizsgálati közegben a kiindulási kémhatás közel semleges értékről csökkent le 

a savas tartományba, és a 21. napig ez nem is változott. A levett mintáim mind a kétféle 

biokompozit esetében szinte megegyező pH értékeken mozogtak, nem volt közöttük jelentős 

különbség. 

Összegezve, hasonló eredményt adott az olívaolaj és a keményítő tápközeg kiegészítés is, a 25- 

és 30%-os keményítő tartalmú PLA darabok jelenlétében. Az olívaolajat tartalmazó tápleves 

esetében valamivel alacsonyabb kémhatás volt megfigyelhető, de nem jelentős az eltérés a 

kétféle kiegészítésű tápközegben, ugyanis a 3. naptól kezdve pH 4,3-4,5 között alakultak a 

kémhatás értékei. 

 

5.3.2. Tejsav koncentráció meghatározása 
 

Az idő múlásával a sejtszaporodás során keletkezett szerves savak mellett, a tejsav koncentráció 

növekedése a vizsgált rendszerben arról ad háttér információt, hogy a politejsav láncok 

elkezdenek lebomlani tejsav monomerré, ami a biológia folyamat hatékonyságát jelzi. 
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A 25%-os keményítő-PLA evőeszközt tartalmazó, 0,5% keményítővel kiegészített vizsgálati 

közegben a tejsav koncentrációja a kiindulási napon 5,78 g/ml volt, melynek a mennyisége a 

10. napig folyamatosan növekedett, ott pedig elérte a vizsgálati idő alatti mért maximális 

értéket, 22,75 g/ml-t. Az ezt követő napokban csökkenési tendenciát figyeltem meg, a 14. és 

17. napon közel azonos tejsav tartalmat mértem. A vizsgálati periódusom alatt a 21. napra újra 

lecsökkent a tejsav mennyisége a 25%-os keményítő-politejsav darabok jelenlétében, 5,87 

g/ml-re. 

Ugyanebben a kiegészítésben, a 30%-os keményítő-PLA biokompozit darabok jelenlétében a 

kiindulási tejsav tartalom alacsonyabb volt, összehasonlítva a 25%-os keményítő kiegészítésű 

evőeszköz daraboknál mért eredménnyel, ebben az esetben 4,79 g/ml-ről indult és a 14. napig 

növekvő tendenciát mutatott, mely napon elérte a 22,93 g/ml-t. A kétféle összetételű politejsav 

evőeszköz szubsztrátumok esetében a tejsav tartalom hasonló értéknél maximalizálódott, annyi 

különbséggel, hogy a 25%-os keményítő tartalmú vizsgálati szubsztrátumnál korábbi 

időpontban volt ez detektálható. A 17. naptól kezdve folyamatos csökkenés volt megfigyelhető 

a 30%-os keményítő-PLA biokompozit kiegészítés jelenlétében, ahol is a 21. napon volt a 

legalacsonyabb a mérhető tejsav mennyisége. Összevetve a 25%-os keményítő tartalmú 

vizsgálati darabokat magába foglaló LAPTg táplevesben meghatározott eredményekkel, a 

30%-os esetében, a kísérleti periódus utolsó napján 16,22 g/ml tejsav volt meghatározható a 

vizsgálati rendszerben, ami 2,8-szor több a 25%-nál mért 5,87 g/ml-nél. (15. ábra)
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15. ábra: Keményítővel kiegészített tápközegben meghatározott tejsav tartalom változása
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Megvizsgálva az olívaolaj kiegészítésnél mért értékekből felvett diagramot, a 25% keményítőt 

tartalmazó PLA evőeszköz jelenlétében intenzív tejsav koncentráció növekedésnek voltam 

tanúja, a kiindulási 4,32 g/ml-ről a 3. napra 15,01 g/ml-re változott a mennyiség, és ezt az 

értéket tartotta a 7. napon is. Az ezt követő mérési időpontban, a 10. napon kapott értékek 

bizonyulnak a legmagasabbnak, ezen a pontján a kísérletemnek 25,6 g/ml volt a vizsgálati 

közeg tejsav tartalma. Innen elkezdtek csökkeni az eredmények, a 21. napon már csak 4,65 

g/ml-t határoztam meg.  

A 30%-os  keményítő-PLA biokompozitot tartalmazó LAPTg táplevesben detektált eredmények 

a kiindulási, és 3. napon szinte megegyeztek a 25%-os keményítőt tartalmazó vizsgálati 

evőeszköz jelenlétében meghatározott tejsav koncentrációval, és ahhoz hasonlóan szintén a 10. 

napon határoztam,meg a legmagasabb értéket 29,54 g/ml-t. Ettől a ponttól visszaesést 

állapítottam meg, az utolsó mérési időpontban megfigyelt tejsav tartalom 4,11 g/ml volt. A 

21. napra mind a kettő típusú biokompozitot tartalmazó mintáim tejsav koncentrációi 

hasonlóan alakultak. (16. ábra)

Összevetve a két diagramot (15. és 16. ábra), érdekesnek találom, hogy mind a kétféle 

tápközeg kiegészítés esetén a 10. napon kaptam magasabb eredményeket. Emiatt 

feltételezem, hogy ezen a pontján a kísérletemnek, már a bomlás termékeket tudtam 

lemérni. 

0

5

10

15

20

25

30

35

0 .  3 .  7 . 1 0 . 1 4 . 1 7 .  2 1 .

T
ej

sa
v 

ko
nc

en
tr

ác
ió

 [
g/

m
l]

Idő [nap]

25%

30%

16. ábra: Olívaolajjal kiegészített tápközegben meghatározott tejsav tartalom változása
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5.3.3. Optikai denzitás mérésének eredményei

A keményítővel kiegészített LAPTg tápközegben mért kezdeti alacsony abszorbancia 

értékekből leolvasható, hogy a minták sejtkoncentrációja eredetileg alacsony volt, 

feltételezéseim szerint a rendszerben levő mikroorganizmusok a harmadik napra adaptálódtak 

a kialakított környezetükhöz. Megfigyelhető, hogy az optikai denzitás értékei ettől a ponttól 

kezdve szignifikánsan emelkedni kezdtek, melyből arra tudok következtetni, hogy a jelen levő 

baktériumok energiaforrásként kezdték el hasznosítani a táplevesben található ásványi 

anyagokat és tápközeg kiegészítését, valamint magát a PLA darabokat is.  A 10. és 17. nap 

közötti periódusban az optikai denzitás értékeit vizsgálva enyhe visszaesést tapasztaltam, a 

25%-os keményítő-PLA biokompozit jelenlétében a 17. napon, a 30%-osnál pedig a 14. napon. 

A vizsgálati időszakom utolsó napjához közeledve, mind a 25-, mind a 30%-os keményítővel 

kiegészített vizsgálati szubsztrátumot magába foglaló táplevesben is nőtt a sejtkoncentráció 

mennyisége. (17. ábra) 
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17. ábra: Keményítővel kiegészített tápközegben meghatározott optikai denzitás nyomon
követése 

(Forrás: saját munka) 
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Az olívaolaj kiegészítésű tápközegben megfigyelt első szembetűnő különbség, hogy a 25%-os 

vizsgálati eszközt esetében a sejtkoncentráció eredményei magasabb görbét vettek fel a 30%-

oshoz képest. A kiindulási értékek ezen tápleves kiegészítés esetében is alacsonyak voltak, és 

a harmadik naptól figyeltem meg jelentősebb optikai denzitás növekedést, aminek a lefutása a 

7. napnál kezd el eltérni egymástól. A 25%-os politejsav szubsztrátum jelenlétében az 

abszorbancia duplája volt a 30%-osnál mért értékeknek. A 21. napra csökkenő tendenciát 

mutatott mind a kétféle összetételű politejsav evőeszköz szubsztrátum tartalmú tápközeg optikai 

denzitása. (18. ábra)

5.3.4. Kutináz enzimaktivitás vizsgálata
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18. ábra: Olívaolajjal kiegészített tápközegben meghatározott optikai denzitás nyomon követése
(Forrás: saját munka) 

19. ábra: Keményítővel kiegészített tápközegben vizsgált konzorcium kutináz
enzimkészletének alakulása 

(Forrás: saját munka) 
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A 19 ábrán megfigyelhető, hogy a  25%-os keményítő-PLA biokompozit darabokat tartalmazó 

keményítő kiegészítésű tápközegbe beoltott konzorcium jelentősen alacsonyabb kutináz 

enzimaktivitást mutattott, a 30%-os biopolimer darabok jelenlétében meghatározotthoz képest. 

Ezen mintáimnál a kutináz mennyisége a nulladik naptól kezdve növekedésnek indult és 

egészen a 17. napig folytatta ezt a tendenciát, ahol elérte a 3,53 U/ml-t. A 30%-os keményítő-

PLA darabokat magukba foglaló minták kutináz mennyisége már a nulladik naptól meredeken 

emelkedett és a harmadik napra elérte a 15,89 U/ml-t, majd a 10. napon visszaesést 

tapasztaltam, de ezt követően felvette a vizsgálati időszakomban mért maximális kutináz 

enzimaktivitás értéket 21,85 U/ml-t. 

A 20. ábrán látható, hogy a 25- és 30%-os keményítő-PLA darabokat magába foglaló, olívaolaj 

kiegészítésű LAPTg táplevesben lévő konzorcium által termelt kutináz mennyiségek hasonló 

lefutást mutattak, ahogyan az a 20. ábrán is megfigyelhető. A 17. napon elérték a 2,9 U/ml-t, 

majd a 21. napig csökkenést figyeltem meg.  

A keményítő kiegészítéssel összehasonlítva a kapott enzimaktivitás értékeim, az olívaolaj 

kiegészítésnél gyengébb eredményeket figyelhettem meg. A 30%-os keményítő-PLA 

evőeszköz darabokat tartalmazó keményítő kiegészítésű LAPTg tápleveshez adott konzorcium 

kutináz aktivitása volt szignifikánsan a legkiemelkedőbb.  

Bizonyos szakirodalmak alapján az olajos anyagok jelenléte fokozza a kutináz enzimszintézist, 

de összevetve a kapott eredményeim, feltehetőleg, az általam alkalmazott konzorcium és 

tápközeg számára ezen kiegészítés nem kedvezett annyira, mint a keményítő jelenléte.  

20. ábra: Olívaolajjal kiegészített tápközegben vizsgált konzorcium kutináz
enzimkészletének alakulása 

(Forrás: saját munka) 
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5.3.5. Proteáz enzimaktivitás vizsgálata 

Az 21. és a 22. ábrán található mérési eredmények alapján megfigyelhető, hogy mind a kétféle 

kiegészítéssel rendelkező tápközegben található konzorcium rendelkezett proteáz aktivitással a 

21 napos kísérleti idő során. 

A keményítőt tartalmazó kiegészítésnél a 25%- és 30%-os politejsav szubsztrátum mintáim 

esetében két kiugró értéket figyelhettem meg, az egyiket a 10., a másikat pedig a 17 napnál. A 

30%-os keményítőt tartalmazó táplevesbe oltott konzorcium proteáz enzimaktivitása a 17. 

napra érte el a megfigyelt maximum aktivitás értéket, 25,75 U/ml-t. Az utolsó mintavételezési 
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21. ábra: Keményítővel kiegészített tápközegben vizsgált konzorcium proteáz
enzimkészletének alakulása 

(Forrás: saját munka) 

22. ábra: Olívaolajjal kiegészített tápközegben vizsgált konzorcium proteáz
enzimkészletének alakulása 

(Forrás: saját munka) 
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időpontban meghatározott eredmény azt mutatta, hogy a kísérleti periódusom végére már csak 

a 25%-os keményítő-PLA biokompozit darabok jelenlétében rendelkezett a konzorcium proteáz 

aktivitással. 

A kétféle típusú biokompozitot tartalmazó, olívaolaj kiegészítésű tápközeghez adott 

konzorciumok esetében csak a 7. naptól kezdve ugrott meg az enzimaktivitás szintje, és a 14. 

napig növekedett is. Ettől a ponttól folyamatos csökkenés volt detektálható. A 30%-os 

evőeszköz darabot tartalmazó tápleves konzorciumának tagjai mutatták a legmagasabb 

enzimaktivitást az olívaolaj kiegészítés esetében, 10,15 U/ml-t. 

A proteáz enzimaktivitás, csak úgy, mint a kutináz enzimkészlet vizsgálata, azt az eredményt 

mutatta, hogy a LAPTg táplevesben fermentált 30%-os biopolimer evőeszköz darabok jelenléte 

és a keményítő kiegészítés indukálta a legmagasabb proteáz aktivitást a 21 napos periódus alatt. 

5.3.6. A kísérleti periódus végén meghatározott tömegváltozása a keményítő-PLA 
biokompozit daraboknak 

A kísérletem elindításakor 1,5 g összemennyiségű PLA darabokat mértem be. Az alábbi 

táblázat (14. és 15. táblázat) mutatja a tömegváltozásaim eredményeit %-os értékben megadva. 

A legkiemelkedőbb eredményt a 30 %-os keményítő tartalmú PLA biodegradálási modellezése 

mutatta, 0,5 % keményítő kiegészítésű LAPTg táplevesben. 

14. táblázat: 0,5% keményítő kiegészítésű tápközegben vizsgált politejsav tömegváltozása
(Forrás: saját munka) 

15. táblázat: 5% olívaolaj kiegészítésű tápközegben vizsgált politejsav tömegváltozása
 (Forrás: saját munka) 



42 

5.4. PLA-keményítő biokompozit biodegradálásának modellezése szubmerz 

körülmények között 0,75% és 1% keményítő tápközeg kiegészítéssel 

Az 5.2. fejezetben taglalt kísérletemben, a 0,5 % keményítővel kiegészített LAPTg táplevesben, 

a 30 %-os PLA-keményítő biokompozit darabok biológiai bontása volt a leghatékonyabb, 33,23 

%-os tömegcsökkenést tapasztaltam. Ezen eredményt alapul véve, a további kutató 

munkámban az előző vizsgálathoz képest megnövelt keményítő koncentráció jelenlétében 

vizsgáltam a biodegradálási folyamatokat. 0,75% és 1% keményítőt adagoltam a LAPTg 

szubmerz tápközeghez külön-külön. A 21 napos vizsgálati időszak alatt, meghatározott 

időnként mintát vettem, a 45°C-on, 140 rpm rázatási sebességen inkubált lombikjaimból. 

5.4.1. Kémhatás nyomon követése 

A 23. ábrán található diagramról leolvasható, hogy a tápközegek kiindulási kémhatása pH 6,5 volt, 

majd a harmadik napra ez az érték lecsökkent a savas tartományba. A 0,75%-os és az 1%-os 

keményítővel kiegészített LAPTg táplevesek kémhatás változása között nem volt jelentős 

különbség megfigyelhető. A 3. naptól kezdve az összes mintám kémhatása pH 4,5 közeli 

értéken stabilizálódott. A savas kémhatás megjelenése arra enged következtetni, hogy a 

tápközegbe oltott termofil baktériumok a PLA darabokat, illetve a tápközeg ásványi anyag 

tartalmát hasznosították az anyagcsere-folyamataik révén. 
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23. ábra: 0,75- és 1% keményítővel kiegészített tápközeg kémhatás változása
(Forrás: saját munka) 
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5.4.2. Tejsav koncentráció meghatározása

A 0,75 - és 1 % keményítővel kiegészített tápközeget vizsgálva megfigyelhető, hogy a tejsav 

koncentrációja a kísérlet 14. napijáig emelkedett, majd ettől a ponttól enyhe visszaesés 

következett be. Az 1 %-os keményítővel kiegészített LAPTg táplevesben a tejsav koncentráció 

a 3. és 14. nap között ~ 2 g/ml-el alacsonyabb volt, összehasonlítva a 0,75%-os keményítő 

kiegészítésű táplevesben meghatározott eredményekkel. Ebből arra tudok következtetni, hogy 

a 0,75 %-os keményítő tartalmú LAPTg-ben modellezett 30 % keményítőt-PLA vizsgálati 

darabokat jelenlétében jobban hasznosult a rendelkezésre álló tápanyagforrás. Azonban a 17. 

és 21. nap között az 1 % keményítő tartalmú táplevesben detektáltam magasabb tejsav 

tartalmat, a 17. napon ~ 2 g/ml-el, míg a vizsgálati periódus utolsó napján ~ 3 g/ml-el többet. 

(24. ábra)

24. ábra: 0,75- és 1% keményítővel kiegészített tápközegben meghatározott tejsav tartalom
változása 

(Forrás: saját munka) 
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5.4.3. Optikai denzitás mérésének eredményei

A vizsgálati periódusban kapott eredményeimnél szembetűnő, hogy a görbék lefutása szinte 

megegyezik. A 7. napig mind a kétféle keményítővel kiegészített táplevesben meghatározott 

optikai denzitás emelkedett, majd a 10. napon lecsökkent, amit aztán újra egy intenzív 

növekedés követett a 17. napig.  A különbséget a 0,75 %-os és 1%-os keményítő kiegészítésű 

táplevesben meghatározott értékeknél az jelenti, hogy az 1% keményítő jelenlétében a 

kísérletem során végig magasabb sejtkoncentráció volt megfigyelhető, ami a 17. napon érte el 

a maximum értéket. (25. ábra)

5.4.4. Kutináz enzimaktivitás vizsgálata
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25. ábra: 0,75- és 1% keményítővel kiegészített tápközegben meghatározott optikai denzitás
nyomon követése  

(Forrás: saját munka) 

26. ábra: 0,75- és 1% keményítővel kiegészített tápközegben vizsgált konzorcium kutináz
enzimkészletének alakulása 

(Forrás: saját munka) 

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11

0. 3. 7. 10. 14. 17. 21.

O
D

60
0 

[A
]

Idő [nap]

0,75% 1%



45 

A kutináz enzimaktivitás vizsgálat eredményeit diagramon ábrázolva megfigyelhető, hogy a 

különböző koncentrációjú tápközeg kiegészítések jelenlétében a vizsgálati közegbe oltott 

konzorciumok a kísérlet kiindulási időpillanatában nem rendelkeztek enzimaktivitással, majd a 

harmadik naptól kezdve már detektálható volt a kutináz enzimek jelenléte. A 10. napon 

visszaesést tapasztaltam, majd megint elkezdtek növekedni a kapott enzimaktivitások. A 

legkimagaslóbb kutináz enzim mennyiséget a 0,75%-os keményítő tartalmú tápleveshez adott 

konzorcium mutatta, itt 21,62 U/ml-t mértem. Összehasonlítva a két tápközeget, a 0,75%-os 

keményítővel kiegészített LAPTg tápközegből meghatározott kutináz enzimaktivitása a kísérleti 

periódus során (a 21. nap kivételével), magasabb volt. (26. ábra) 

Az 5.3.4. fejezetben taglalt kísérletemben, a 30%-os keményítő- PLA darabok jelenlétében a 

0,5%-os keményítővel kiegészített LAPTg tápközegben található konzorcium kutináz aktivitás 

értékeinek lefutása hasonló az 26. ábrán látható diagramon felvett eredményekhez. 

Összehasonlítva a kutináz mennyiségeket, a legmagasabb értéket a 0,5%-os keményítő 

kiegészítésnél mértem, 21,85 U/ml-t, azonban a 0,75%-os keményítőt tartalmazó táplevesben 

meghatározott maximális enzimaktivitása (21,62 U/ml) sem tér el jelentősen ettől az 

eredménytől. Az 1%-os keményítőt tartalmazó LAPTg tápleves alkalmazásánál 18,47 U/ml 

volt a megfigyelt maximum kutináz aktivitás. 

5.4.5. Proteáz enzimaktivitás vizsgálata

A proteáz enzimaktivitást a harmadik naptól tudtam meghatározni, és még a hetedik napon is 

detektálható volt, azonban a 10. napon alacsonyabb eredményeket figyelhettem meg. Az OD 
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27. ábra: 0,75- és 1% keményítővel kiegészített tápközegben vizsgált konzorcium proteáz
enzimaktivitásának alakulása 

(Forrás: saját munka) 
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600 és a kutináz enzimaktivitás vizsgálatakor is a 10. napon volt csökkenés megfigyelhető, 

emiatt elképzelhetőnek tartom, hogy ebben az időpillanatban nagyobb mértékben következett 

be sejthalál. A 0,75%-os keményítő tápközeg kiegészítés a proteáz aktivitás tekintetében a 14. 

napon szemmel láthatóan kiemelkedőbb eredményt produkált, az 1%-os kiegészítéshez 

képest. A kísérlet ezen pontján 22,56 U/ml proteáz aktivitást mértem. (27. ábra) 

Az eredményeimet összehasonlítva az 5.3.5. fejezetben található, 21. ábrán látható 30%-os 

keményítő-PLA keveréket tartalmazó, 0,5% keményítővel kiegészített tápközegben 

meghatározott proteáz aktivitással, az első szembetűnő különbség, hogy a mintáim a 17. napra 

érték el a maximális proteáz értéket (25,75 U/ml), míg az 0,75- és 1%-os keményítő kiegészítés 

jelenlétében már a 14. napon. A 0,75- és 0,5%-os keményítő kiegészítés esetében hasonló 

eredmény volt mérhető. 

5.4.6. A kísérleti periódus végén meghatározott tömegváltozása a 30%-os keményítő-
PLA biokompozit daraboknak

 A 0,75% keményítőt tartalmazó LAPTg tápközegbe helyezett evőeszköz darabok 

tömegcsökkenése kiemelkedő volt, elérte a 38,6%-ot, ami magasabb, mint az előző kísérletem 

során tapasztalt 0,5 % keményítővel kiegészített LAPTg tápközegből vett 30 %-os keményítő-

PLA vizsgálati eszköz tömegcsökkenés (33,23%).  Ezen eredmények alapján a 0,75% 

keményítő kiegészítésű LAPTg tápközeg hatékonyabb lehet a PLA darabok biológiai bontásának 

modellezéséhez. (16. táblázat)

16. táblázat: Kétféle keményítő kiegészítésű táplevesbe helyezett 30%-os biokompozit
darabok tömegváltozása 

(Forrás: saját munka) 
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6. Következtetések és javaslatok

A kísérleteim elvégzése során különböző tápközegekhez adott kiegészítések hatását vizsgáltam 

az enzim szintézisének és a biológiai bontás hatékonyságának vonatkozásában. Összességében 

arra a következtetésre jutottam, hogy az alkalmazott táplevesem keményítő kiegészítése 

jelentős kutináz és proteáz enzim mennyiség termelődését indukálta, a biológiai folyamatok és 

a kialakított környezet eredményeképpen. Mindemellett az olajos kiegészítés jelenlétében, az 

általam beállított hőmérséklet, tápközeg összetétel és konzorcium nem segítette az 

enzimtermelés serkentését, annak ellenére, hogy bizonyos szakirodalmak az olajos 

anyagok/lipidek kutináz szintézist fokozó tulajdonságairól számolnak be. (Castro-Ochoa et al., 

2012) Ahhoz, hogy a kapott eredményeimben biztos lehessek, a kísérlet megismétlésére és 

további vizsgálatok elvégzésére lenne szükség. 

A PLA bioműanyagok biodegradációjának mélyebb megértése és hatékonyabbá tétele 

érdekében számos különböző irányvonalon lehetne elindulni a jövőben történő kutató munkám 

során. Az egyik ilyen lehetőség a konzorciumok összetételének bővítése vagy változtatása 

lenne, amelyet nem feltétlenül csak termofil baktériumok bevonásával, hanem egyéb 

mikroorganizmusok, például penészgombák hozzáadásával alakítanék ki. Továbbá a szén 

források mellett, nitrogén források vizsgálatát is fontolóra venném tápközeg kiegészítésként, 

többféle koncenctrációban, például aminosavakat, kazeint, kollagént vagy pedig elasztint, 

használnék fel, a szakirodalmak javaslatai alapján. Ezen kívül úgy gondolom fontos figyelembe 

venni azt a tényt, hogy a kutinázon és a proteázon kívül más kísérő enzimaktivitások (celluláz 

és lipáz) is befolyásolhatják a bontási folyamatokat. Az eddigiekben említett aspektusok 

mellett, a fizikai paraméterek optimalizálása is hatással van a bontásban részt vevő enzimek 

szintézisére, ilyen a hőmérséklet, pH, rázatási sebesség. A termofil baktériumokkal végzett 

munka esetében például lehetőség nyílhat a hőmérséklet fokozatos emelésére, kezdve 45°C-től 

egészen 60-80°C-ig, különböző körülmények között.  

A biológiai folyamatok hatékonyságának nyomon követése céljából HPLC analitikai módszer 

használatát is fontolóra venném, amely a vizsgálati rendszerben keletkező szénhidrátok és 

szerves savak összetételéről szolgálna bővebb információval számomra.  

Abban az esetben pedig, ha sikerülne egy hatékony bontást és enzimszintézist megállapítani, 

lehetőség adódna a lépték növelésre is.  
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7. Összefoglalás

A politejsav (PLA) egy biopolimer, amely potenciálisan kiválthatja a petrolkémiai eredetű 

műanyagokat, amik a környezetbe kerülve évtizedekig fennmaradhatnak, ezúton hozzájárulva 

a környezeti szennyezéshez és az ökológiai károkhoz. Az enzimatikus biológiai lebomlásának 

megértésével hatékonyabbá válik a politejsav alapú termékek tervezése és hulladékként való 

kezelése, ami a környezetterhelés csökkenéséhez vezethet természetes és fenntartható módon. 

A szakdolgozatomban a keményítő tartalmú politejsav biopolimer evőeszközök 

biodegradálhatóságának modellezését vizsgáltam, szubmerz, rázatott körülmények között. A 

bontást végző, termofil baktériumokból álló konzorciumot a Thermobifida cellulosylitica 

B1997, Thermobifida fusca II Cell, és Thermus composti B2340 törzsekből alakítottam ki. Az 

alkalmazott mikroorganizmusok proteolitikus- és észteráz típusú enzimkészletének meglétéről, 

illetve a tejsav hasznosítási képességeikről előzetesen elvégzett törzsszelekciós módszerekkel 

bizonyosodtam meg. Az első kísérletem során kétféle táplevesben, a TPY- és a LAPTg-ben 

követtem nyomon a 25- és 30%-os keményítő-PLA szubsztrátumok biológiai bonthatóságát, 

mely során a LAPTg tápközegben magasabb bontási százalékot sikerült elérnem. Emiatt a 

kutató munkámat ezen nitrogén forrásban gazdag tápleves két változatának kialakításával 

folytattam, ahol az egyiket 0,5% keményítővel, a másikat pedig 5% olívaolajjal egészítettem 

ki, mind az enzimtermelés, mind a biodegradáció fokozásának céljából. Keményítő 

jelenlétében, az olívaolaj kiegészítéshez képest jelentősebb politejsav-depolimeráz 

enzimaktivitást és szubsztrátum tömegcsökkenést detektáltam. A 30%-os keményítő-PLA 

vizsgálati darabok tömege 33,2% -al csökkent, amelyhez kiemelkedő, 21,85 U/ml kutináz és 

25,75 U/ml proteáz enzimaktivitás társult. Mivel a táplevesben a keményítő kedvezőbb 

enzimaktivitás es bontási eredményeket adott, az utolsó kísérletemben a közeget megnövelt 

keményítő koncentráció jelenlétében vizsgáltam (0,75% és 1% keményítő kiegészítés). A 

0,75%-os keményítő kiegészítést tartalmazó LAPTg táplevest felhasználva figyeltem meg a 

legjelentősebb tömegváltozást, amelyben a 30%-os keményítő-PLA biokompozit darabok 

38,6%-os tömegcsökkenését tapasztaltam, 45°C-on, 140 rpm-es rázatás mellett. Ezen 

eredményemet alátámasztja, a kutináz és proteáz enzimkészletek alakulása a 21 napon keresztül 

tartó vizsgálati időm során. Ebben az esetben a legmagasabb kutináz aktivitás 21,62 U/ml, míg 

a proteáz aktivitás csúcsa 22,56 U/ml volt.  Úgy hiszem, hogy az elvégzett munkám eredményei 

jó alapként szolgálhatnak a további politejsav keverékek biológiai bontásának kutatásáshoz.  
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kezelésének követelményeiről, jogi és etikai szabályairól tájékoztattam. 

A szakdolgozatot a záróvizsgán történő védésre javaslom / nem javaslom. 

A dolgozat állam- vagy szolgálati titkot tartalmaz: igen nem 

Kelt: __2023_ év _november_ hó _13__ nap 

____________________ 
belső konzulens 




