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1. Bevezetés

Napjainkban a Fold fenntarthatdsdgat leginkabb fenyegetd veszélyt, a petrolkémiai eredetii
milanyagok kornyezetre gyakorolt hatdsa jelenti. Az 1950-es évek Ota a milanyagok iranti
kereslet jelentés novekedést mutatott, koszonhetden az olcsd, tartdos ¢€s konnyl
tulajdonsagainak. A haztartasi felhasznalds mellett, szinte minden szektorban alkalmazzak,
mint példaul élelmiszer-, csomagolds-, és gyogyszeripar. Azonban amellett, hogy kényelmi és
praktikussagi szempontbol konnyiti meg az emberi életet, nagy mennyiségli hulladéket is
termel, aminek csak elenyészd része keriil ujrahasznositasra. A legjelentdsebb problémat az
egyszer hasznalatos milanyagok okozzdk, amelyek hasznalati élettartama ‘esupdn néhany
perc/ora, de ennek ellenére hulladékként a kornyezetben tobb széz évig is, fennmaradhatnak.
Tobbségiik nem bomlik le, csak szabad szemmel nem lathaté mikromiianyagokra darabolodik,
amely a folyokba, 6cednokba, talajba, €s a levegObe bekeriilve komoly egészségiigyi kockazatot
jelent az ¢lovilagra és emberekre egyarant. Tovabba szakertok szerint 2050-re a miianyagok

felelnek majd az tivegh4zhatast okozd gazok kibocsatasanak-5-10 szdzalékaért is.

A vilag orszagai aktivan foglalkoznak a miianyagszennyezés problémadjaval, és kiilonféle
intézkedéseket hajtanak végre a miianyaghasznélat'csokkentése és az ujrahasznositas novelése
érdekében. 2021-ben Magyarorszag kotfmanya betiltotta szamos egyszer hasznalatos miilanyag
forgalmazasat, mint a fiiltisztitopalcika, )szivoszal, evleszkozok stb. Az Eurdpai Bizottsag
2022. november 30.-an bejelentette ‘a ,,csomagolasokrol és csomagolasi hulladékokrol szolo
iranyelv”’ (PPWD) frissitését. X' kezdeményezés célja, hogy a fogyasztok szdmara
ujrafelhasznalhaté csomagolédsi lehetdségeket biztositsanak, korlatozzak a talcsomagolast,

és egyértelmii cimkéket irjanak elé a megfeleld Gjrafeldolgozas megvalositasanak érdekében.

Mindemellett a kutatok is jelentds eredményeket érnek el a kdolaj alapti miianyagok
alternativainak.¢loallitdsdban. A kifejlesztett ij anyagok koz¢ tartoznak a biopolimerek, melyek
kozil a“politejsav szamit az egyik legigéretesebb biologiailag lebomld polimernek, kivalo
biokompatibilitdsa, bioldgiai lebonthatosaga, konnyt feldolgozhatosdga és nagy szilardsaga
révén. A kutatdé munkdm ezen biopolimer bioldgiai bonthatosaganak modellezésére iranyul,
amellyel én is szeretnék hozzajarulni a PLA termékek enzimatikus degradalasi modszereinek

vizsgalatdhoz, egy z6ldebb jovo reményében.



2. Célkitizések

A fenntarthatdsag kérdése kozponti szerepet jatszik a globalis kornyezetvédelem és a tdrsadalmi
felelosségvallalas teriiletein. A kdrnyezetet sujtotta antropogén eredetii csapasok és a természeti
er6forrasok kimeriilésének veszélyei miatt egyértelmiivé valt napjainkra, hogy a hagyomanyos

fogyasztasi szokasok valtoztatasara és kornyezetbarat alternativak felkutatasara van sziikség.

A szakdolgozatomban a fosszilis eredetli milanyagok egyik legigéretesebb potencialis
helyettesitdjét, a természetes forrasbol szarmazo politejsav biologiai bonthatosagat vizsgalom,

amelynek az elvégzéséhez az alabbi célokat fogalmaztam meg:

1. Termofil baktériumtorzsek alavetése torzsszelekcios vizsgalatoknak:
e Tejsav hasznosités feltérképezése
e Proteolitikus enzimkészlet meglétének screenelése

o Eszterdz tipust enzimkészlet jelenléténekvizsgalata

2. A mikrobidlis konzorcium kialakitésa, a torzsszelekciés mdodszerek eredményei alapjan.

3. A keményitd tartalmu politejsav._alapu biopolimer bioldgiai bontasanak modellezése

szubmerz kdrnyezetben.

4. A biodegradacié hatékonysaganak megfigyelése, a politejsav-depolimeraz enzim

termelodését fokozo tapkozeg kiegészitések jelenlétében.

5. A politejsavamatrixu biokompozit tdémegvaltozasanak meghatarozasa.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Biomiianyagok

A biopolimereket egyre nagyobb mennyiségben alkalmazzak a gazdasdg minden teriiletén.
Hasznalatuk f6 mozgatorugoja az ipar és a lakossag fokozott kornyezettudatossaga, a fosszilis
energiaforrasok kimeriilése, a miianyaghulladékok kezelésének egyre nehezebbé (valasa,

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

Azon anyagokat nevezziikk biomiianyagoknak, amelyek megtjuld forrasbol | szarmaznak,
biologiailag lebonthatok, vagy a felsoroltak koziil mind a két feltétel igazrajuk. (Niaounakis et
al., 2015) Emellett 1étezik olyan meghatarozas is, miszerint olyan polimerek, amelyek szén-
dioxidra, vizre, szervetlen vegyiiletekre vagy biomasszara bonthatéak, mikroorganizmusok

enzimatikus hatasanak segitségével. (Ibrahim et al., 2021)
A bioldgiailag degradalhatd polimereket az alabbi négy csopeortba sorolhatjuk eredetiik szerint:

- Biomasszabol szarmazd (poliszacharidok; fehérjék; lipidek): A biomassza a
legszélesebb korben hozzaférheté=alapanyagok kozé sorolhatd. Forrasai kozé
tartoznak a mezdgazdasagbol, erddgazdalkodasbol, feldolgozodiparbol és
allattenyésztésbol szarmazg melléktermékek. (Yang et al., 2023)

- Mikroorganizmusok, altal szintetizalt (PHA; PHB; PHBV): Sz¢lsdséges
koriilmények kozott végbemend (oxigén-, nitrogénhianyos vagy tobblet szénnel
rendelkezd kérnyezetben), baktériumos fermentacid soran, a sejten beliil keletkezd
linearis ‘biopoliészterek. (Ali et al., 2022)

- Biologiaijeredetli monomerekbdl kémiai Gton szintetizalt (PLA): Biohulladékokbol
példaul burgonyabol, kukoricabol, cukorrépabol, cukornadbol és melaszbol
szarmazo6 cukrok fermentalasaval torténhet eldallitasuk. (Trivedi ef al., 2023)

- Fosszilis eredetii (PCL; poliészteramidok; alifas kopoliészterek): Ebbe a csoportba
tartoznak a kiilonb6z6 méretli monomerekkel rendelkezd alifas poliészterek vagy

ko-poliészterek. (Goel et al., 2021)

A biomiianyagok folyamatos térhoditdsa lakossagi €s ipari alkalmazasok terén kornyezeti,
gazdasagi ¢és tarsadalmi hatassal is bir. Habar elterjedésiik vitathatatlanul mérsékli a kibocsatott
liveghdzhatasti gdzok mennyiségét, (~80%-kal (Sudhakar et al., 2023)) és fosszilis

energiahordozok hasznalatat, valamint a t6liik vald fliggésiinket, azonban alapanyagaik



eléallitasdhoz viz és miivelhetd talaj sziikséges. Mindemellett a felhasznalt rovarirtd szerek és
miitragya talzott hasznalata eutrofizacidhoz és a talaj savassagahoz vezethet. (Samuel, 2022)
Egy 2013-as tanulmany szerint, az akkori 250Mt 0ssz-miianyag termelés biopolimerekkel
torténd kivaltasdhoz a Foldon talalhato termdfoldek mintegy 5%-4t erre a célra kellett volna
forditani (2022-es adatokkal: 390.7Mt és ~7.8%. (Internetes forras 1; Reddy et al., 2013) Az is
tényként kezelendd tovabba, hogy a novekvd gyartasi kapacitds, az élelmiszeripar ¢€s
mezogazdasag oldalan, novekvd nyersanyag igényként jelenik meg. (Samuel, 2022) Alacsony
termelékenységiik, draga alapanyaguk ¢s a technologiaba fektetett toke kdvetkeztében
eléallitasuk a kdolaj alapt millanyagokhoz képest jelenleg kétszer-haromszor mhagasabb
koltséggel jar. (Filho et al., 2022) Napjainkban egyre jelentdsebb a tarsadalmi szerepvallalés a
kornyezeti terhek minimalizaldsa érdekében, azonban a fogyasztok egy, példaul biomlianyag
csomagolassal ellatott egyenértékli termékért 10-20%-kal hajlandoak “tobb pénzt kiadni.
(Findrik et al., 2023) Jelen allapotban nem létezik globalisan egységesitett jogi- vagy szabvany
rendszer a biomilanyagok bevezetésére, alkalmazdsara ¢s, Gijrahasznositasara vonatkozoan
annak ellenére, hogy 2022-ben vilagviszonylatban 6sszesen2;17 millio tonna biopolimer kertilt
legyartasra. Ez 44.4% nem biodegradalhato-, 55,6% biodegradalhatd biopolimerbdl allt dssze.
2027-re I1fBB (Hannoveri Tudomanyegyetem Biomiianyagok és Biokompozitok Tanszék)
tanulmanya szerint ez az arany megmarad, mig az Ossztermelés kozel kétszeresére fog
novekedni. Az 1. abran lathatd, hogy a legszélesebb korben felhasznalt biopolimer a PLA,
amely 2027-re is megodrzi vezetd szerepét. (Sudhakar et al., 2023; IfBB, 2023)

1. abra: Egyes biomiianyag tipusok eloszlasa a globalis termelésben
(Forras: Internetes forras 2.)
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3.2. Politejsav

A politejsav egy termoplasztikus alifds poliészter, a legtobbet vizsgalt és a kereskedelemben
leginkébb alkalmazott biopolimer. (de Souza Vandenberghe et al., 2023) Szdmos vonzo
tulajdonsaggal rendelkezik, mint példaul biokompatibilitas, nagy szilardsag, merevség €s hore
lagyulo képlékenység. (Elsawy et al., 2017) Tiszta, szintelen, fényes biomiianyag, amelynek
tulajdonsdgai hasonloak a kdolaj alapu miianyagokhoz, mint a polietilén, polipropilén yagy a
polisztirol. Ezen hasonlosaga miatt nagy keresletnek 6rvend ipari Iéptékben, ugyanis kedvezo
tulajdonsagai mellet, a mar meglévd gépeken is feldolgozhatd, adaptaciok nélkiil. (deySouza
Vandenberghe et al, 2023) Tovabba a PLA a fosszilis tiizel6anyag-alapt polimerek
eldallitasahoz sziikséges erdforrasok kétharmadat takaritja meg. Nagyjabol 70%-kal kevesebb
iiveghazhatast gazt bocsat ki a hulladéklerakokban torténd «lebontasa soran, mint a
hagyomanyos miianyagok. (Yadav et al., 2022) Azonban vannak hatranyai is, a feldolgozasa
soran nagyon érzékeny a vizre, lassan kristalyosodik, “mindemellett a fizikai Oregedése
viszonylag gyors, ami tovabb csokkenti a torésallosagatSok kisérlet zajlott ezen hidnyossagok
kikiiszobolésére. A lagyitas €és a keverés javitja a deformalhatosagat, mig a toltdanyagok és

megerdsitések hasznalata noveli a merevségét(Hegyesi ef al., 2019)

3.2.1. Tejsav

A PLA monomer egységé a tejsav (2-hidroxi-propionsav), két sztereoizomerrel rendelkezo
kiralis molekula, ahogyan-azta?2. abra is mutatja. (Lasprilla et al., 2012) A mikroorganizmusok
tevékenységének termékekent a természetben is eléfordul mindkétféle tipusa. A leggyakrabban
megfigyelt fotma az L-tipust, amelynek a termelésére az ember és mas emldsok is képesek, és
az anyagcsere-folyamatok soran konnyen asszimilalodik. (Teixeira ef al., 2021; Avérous, 2008)
A tejsav gyartds vilagszerte nagy keresletet élvez, sokoldalu felhaszndldsa miatt az
¢lelmiszeriparban, a gydgyszeriparban, a textiliparban, a bdriparban és a vegyiparban, valamint

a bioldgiailag lebomlé polimerek (PLA) elééllitasahoz alkalmazzék. (Nampoothiri ez al., 2010)



2. abra: Tejsav-sztereoizomerek kémiai szerkezete: Az L-(+) -tejsav és D-(-) -tejsav
(Forras: Teixeira et al., 2021)

O O

OH OH
OH OH

L- (+) -Tejsav D- (-) -Tejsav

3.2.2. Tejsav eldallitasa

A tejsav eldallitasa kétféle uton valosithatdé meg, amikrobidlis erjesztéssel vagy kémiai
szintézissel. Az utobbi eljaras foként a laktonitril erdés'savval torténd hidrolizisén alapszik, ahol
a két vegytilet racém keveréke, D (-) és L (+) tejsav Keletkezik. Ez a nagy optikai tisztasagot
(pl. ~99% L-LA és ~1% D-LA) igényl6 PLA iparjszamara nem kifejezetten idedlis. (Lasprilla
et al., 2012; Jem & Tan, 2020) A kémiat-szintézishez képest a tejsav eldallitasara szolgalo
biotechnologiai eljaras szamos elonnyel jar, mint példaul az alacsony szubsztrat koltségek,
csokkentett eldallitdsi hdmérseklet ¢s-a kisebb energiafogyasztés. (Singhvi & Gokhale, 2013)
A vilagszerte eldallitott. tejsav. mintegy 90%-a baktériumos fermentacido révén keletkezik.
(Lasprilla et al., 2012) Az ehhez sziikséges legalkalmasabb alapanyagnak a kukorica, rizs,
burgonya ¢s édesburgonya szamit, magas keményitd tartalmuknak kdszonhetden. (Yu et al.,
2023) Szamos-mikroba képes a termelésére, de egy versenyképes kereskedelmi folyamathoz
robusztus, gyorsan  novekvé  tOrzsre  van sziikség, alacsony  koltségl
tapanyagigénnyel. Manapsag génmanipulalt E. coli torzseket is hasznalnak optikailag tiszta

tejsay eloallitasa érdekében. (Jem & Tan, 2020)



3.2.3. Tejsav polimerizacidja

A politejsav eldallitdsa tejsav monomerbdl, torténhet kdzvetlen polikondenzacioval, vagy a
tejsav ciklikus koztes dimerjének, a laktidnak a gylirtinyitdsi reakcidjaval. (Farrington ef al.,
2005) Mindkét modszer nagy tisztasagl tejsavra vagy laktidra tamaszkodik, annak érdekében,

hogy j6 mindségii, nagy molekulatomegii PLA-t allitsanak el6 beldle. (Jem & Tan, 2020)

3. abra: A politejsav lehetséges polimerizacids utvonalai

(Johansson et al., 2012)

o H,O o
OH j . o}
HO "r,,C H N —. » ‘s,
——— /,
H 3 (1 H C H3
Tejsav Poli(tejsav)

Laktid

3.2.3.1. Kozvetlen polikondenzacioé

A tejsav monomer.egyik, lehetséges polimerizalasi utvonala a kozvetlen polikondenzacios
eljaras, amely magaban foglalja a monomerek 6sszekapcsolasat az -OH és -COOH csoportok
ko6zotti reakeiok révén, illetve a melléktermékek, viz és alkoholok eltavolitasaval a rendszerbol.
A vizeltaveolitasa kondenzécioval és oldoészer haszndlataval, nagy vakuumban és magas
hémérsékleten megy végbe. Mivel a keverék viszkozitasa a reakci6 soran jelentésen megnd, az
eltavelitds megnehezedik, ami kis molekulatomegii termék képzddését eredményezi. (Hamad
et al., 2018) A kozvetlen kondenzaciéval megvaldsulod folyamat egyszeriibben kivitelezhetd,
mint a gylrlinyitdson alapulé modszer. Azonban a kis molekulatdmegen kiviil az Gtvonal
tovabbi hatranya a viszonylag nagy reaktor és a beparlds sziikségessége, az oldoszer

visszanyerése, a fokozott szinezddés és racemizacid. (Jyotishkumar et al., 2022)
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3.2.3.2. Gytirlinyit6 polimerizacid

A gylrinyitd polimerizacios technika (ROP moddszer), nagy molekulatomegli termékek
eldallitasara alkalmas, amelynek elvégzéséhez nagy tisztasagu tejsav hasznalatara van sziikség.
(Cheng et al., 2009) A tejsavat dehidrataljak és oligomerjeivé polikondenzaljak magas
hémérsékleten és vakuum alatt, a nedvesség eltavolitdsanak céljabol. Az igy kapott rovid
politejsav-lancok katalitikus depolimerizalasaval nyerik ki a laktidot. Az optikailag tiszta D-
vagy L- formaja laktidb6l a maradék nedvességet, a tejsavat és a mezo-laktidot kiilonféle
modon, példaul desztillacidval vagy kristalyositassal tavolitjadk el. A tisztitott. laktidot
gylrlinyitasi reakcioval polimerizaljdk PLA-v4, a laktid olvaddspontja feletti és-a PLA
lebomlasi hdmérséklete alatti homérsékleten. (Jem & Tan, 2020) A laktid gyiirinyitdsahoz
nehézfém alapu katalizatorok, példaul Zn- és Sn-oxidok, kloridok alkalmazésara van sziikség.
Azonban ezek a nehézfémek szennyezik a kapott polimert és korlatozzak bizonyos teriileteken
vald felhasznalasat, mint példaul az élelmiszeripar vagy -az,egészségiigy. A kutatok mar
dolgoznak nem toxikus katalizatorok hasznalatan. (Cheng et al,/2009) A tartozkodasi 1d6 €s a
homérseklet szabalyozasanak, a katalizdtor paramétereivel (tipus, koncentracid) vald
kombindldsaval, lehetévé valik a D- és L-tejsavegységek aranyanak és sorrendjének a

szabalyozasa a végtermék polimerben. (Lasprilla‘et al., 2012)

3.2.4. A PLA felhasznalasa

A fenntarthatd jovoé érdekeben, a bioldgiailag lebomld PLA piaci versenyképessége egyre
novekszik. A globdlis termelési volumenét 2019-ben kortilbeliil 190 000 tonndra becsiilték, és
varhatéan minden3-4. évben meg fog duplazodni ennek a mennyisége. Alkalmazasa harom f6
csoportba /~sorolhato: ¢€lelmiszeripari/csomagoléasi, gyoégyszeripari/orvosi €s miszaki

felhasznalas»(Sin et al., 2019; Naser et al., 2021)

Az ¢élelmiszeriparban lebomlo, egyszer hasznalatos csomagolas, pohdr, palack, evéeszkoz, és
frissen tartd edény késziil beldle. (Sin et al., 2019) A Dan Miiszaki Egyetem tanulmanyt végzett
avaj, margarin és sajtok PLA-val torténd csomagolésa terén, ahol megallapitottak, hogy nagyon
j6 mechanikai védelemmel, nedvesség-, fény-, zsir- és gadzzaro képességgel rendelkezik. Ezen
tulajdonsagai miatt tehat kival6an alkalmazhaté konnyt, atlatszé csomagolésok gyartasara.

(Jiménez et al., 2019)
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crer

példaul gyogyszerhordozd eszkozokben, felszivodd varratokban, valamint orvosi
implantatumok €s egyéb anyagok, mint varratok, csavarok alapanyagaként. (Tokiwa & Calabia,
2006) Ebben az iparagban foleg az L-tejsavbol késziilt polimert hasznaljak fel, ugyanis az ebbdl
késziilt implantatumok konnyen lebomlanak és felszivodnak a szervezetben az enzimek
hatdsara. A PLA-bol késziilt gyogyszerhordozok pedig olyan aktiv hatéanyagokat
tartalmaznak, amelyek hatékonyan a célsejtekbe juttathatok, majd ezt kovetden kontrollaltan
szabadulnak fel. (Sin et al., 2019)

Ezen kiviil a f6 felhasznalasi teriilete a 3D nyomtatdssal torténd additiv gyartas<Ennek az oka,
hogy konnyen feldolgozhatdé és nyomtathaté polimer, azonban a nyomtatasi folyamatot
kovetden hajlamos a zsugorodasra. Tovabbi elénye, hogy nincs sziikség«flitétt platformra a
felhasznalasaval torténd gyartas soran, igy a PLA alacsony, 190-230,°C kdzotti hdmérsékleten
is nyomtathat6. Nem igényel bonyolult utokezelést sem, acetonnal kezelhetd vagy csiszolhato.

(Ilyas et al., 2021)

3.2.5. Politejsav matrixu biokompozit

Altalanossagban, a polimerek toltanyagokkal valo kombinalasa, lehetdséget nyijt a fizikai,
reologiai, optikai tulajdonsagok ¢ javitasara, illetve hatékony modja lehet a

koltségesokkentésnek. (Murariu & Dubois, 2016)

A keményitd olcso, kornyezetre nem karos és megujuld forrasbol szarmazd opcié a PLA
tulajdonsdgainak médositdsara. (Mayekar et al., 2023) A direkt modon hidroféb PLA-hoz
kevert, szaraz. por -allagi hidrofil keményité egy olcsobb eldallitdsi koltségli, jobban
biodegradalhatd, azonban alacsonyabb szivossagl és keménységii kompozitot eredményez.
(Visakh enaks2015) A mechanikai tulajdonsagok nemkivanatos romléasara, a keményitéhoz
kevert lagyité adalékok, a hdvel torténd kezelés és a mechanikai fesziiltség kinal megoldast. Az
igy kapott elnyirhatdo, homogén masszat nevezziik termoplasztikus keményitonek (TPS-
ThermoPlastic Starch), mely valdjadban nem hére, hanem hdre €s nyirdsra egylittesen lagyulo
tulajdonsaggal bir (termo-mechano-plasztikus). A TPS ebben a formdban hatékonyabban
hasznalhato fel keverékképzésre, igy a létrejové PLA-TPS keverék jobb biodegradacios
képessége mellett, a mechanikai tulajdonsagok is javulnak a PLA-val szemben. (Mayakar et

al., 2023)
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Egy 2018-ban végzett tanulmany soran (1. tablazat) kiilonbozd tomegaranyua PLA- TPS
intervallumban, lipaz enzim hozzaadasaval, valamint anélkiil. A téblazatot vizsgalva,
egyértelmiien megallapithatd, hogy a kompozit keményitdtartalom aranyanak novelésével a

bomlasi folyamat hatékonyabba valt. (Wilfred et al., 2018)

crer

Tomegszazalek| % % % % %o %
Lipaz nelkiil . =
45 °C 14 napig 0.7 3.7 43 14.9 24.5 448

10 mg lipaz

55 °C 28 napig 1.6 5.8 7,6 16,7

(7%
o=

56,1

20 mg lipaz
55 °C 28 napig

3.2.6. PLA enzimatikus biodegradacioja

A PLA olyan biopolimer, amelynek a lebomlasa kiilonb6zé mechanizmusok révén képes
végbemenni ugy, hogy a,“keletkezé6 végtermék nem szennyezi a kornyezetet.
Megkiilonboztetiink hidrolitikus-, oxidativ-, termikus-, mikrobialis-, enzimatikus-, kémiai- és

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

Altalanossagbanaz-alifis poliészterek hidrolizissel torténd enzimatikus degradacidja soran a
bontd enzim a.szubsztrat feliiletk6td doménjan keresztiil adszorbealddik, majd hidrolizéalja az
észterkotéseket,) (Tokiwa & Calabia, 2006) A biomiianyagok biologiai lebomlésanak els6
Iépésea mikrobidlis biofilm kialakuldsa a polimer feliiletén, ahol a mikroorganizmusok a
kivalasztott extracellularis enzimek segitségével katalizaljak a polimerlanc depolimerizaciojat
oligomerekre, dimerekre vagy monomerekre. Az igy képzdodott alacsony molekulatomegii
vegyiiletek mar képesek asszimilalédni a mikrobialis sejtbe, ahol szén- és energiaforrasként
hasznosulnak, és megkezdddik az elsddleges- és masodlagos metabolitok termelése. Végezetiil
ezek az anyagcsere termékek mineralizalodnak és szén-dioxid, metan, viz vagy nitrogén

keletkezik beldliik. (Haider ef al., 2018)
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Kiilonb6z6 mikroorganizmusok képesek a PLA hidrolitikus bomlastermékeinek a
megemésztésére, ezek dontd tobbsége az aktinomicétak kozé sorolhato, toredékiiket pedig a
baktériumok ¢és  gombdk  csoportjabol  izolaltdk.  (Jiménez et al.,, 2019)
Szamos tanulmany a depolimerizacidoban kulcsfontossagu szerepet jatszo enzimként irta le a
karboxil-észterazt, kutinazt, lipazt és a szerin proteazt. (Butbunchu & Pathom-Aree, 2019) Az
olyan kornyezeti tényezOk, mint a paratartalom, a hdmérséklet, a pH, a sétartalom, az oxigén
jelenléte vagy hidnya, a kiilonboz6 tapanyagokkal vald ellatottsag, valamint Jdncok
sztereokémidja és az anyag kristalyossaga, mind-mind befolyasoljak a PLA lebontasaban

résztvevo mikrobialis enzimek aktivitasat. (Teixeira et al., 2021; Zaaba & Jaafar, 2020)

3.2.6.1. Kutinaz

A kutin a ndvényi kutikula egyik f6 dsszetevdje, amely hatékony gatat képez a kiszaradas és a
koérokozok ellen. A kutindzok olyan mikroorganizmusok “altal kivalasztott, indukalhato
extracellularis enzimek, amelyek képesek katalizalniva kutinban 1év6 észterkotések hasitasat.
Hidrolitikus aktivitast mutatnak nemcsak a kutin felé, hanem kiilonféle oldhatd szintetikus
észterek, oldhatatlan trigliceridek, szintetikus“szalak és mtianyagok fel¢é is. Ezért a kutindzok
sokoldalu lipolitikus enzimként ismertekiamoso- és mosogatoszer-készitményekben, valamint
mas textilipari alkalmazasokban,£lelmiszer- és vegyiparban. (Chen ef al., 2010) A kutatok
szamos erdfeszitést tettek a bakterialis kutindzok azonositasara €s jellemzésére, mivel eddig a
legtobbet tanulmanyozott ‘kutindzok gombakbol szarmaztak. A Thermobifida fusca torzset
kutindz enzim termeldként intak le. A torzset a Miiller 14-es csoportja izolalta és azonositotta,
amelynek egyik«fontos, tulajdonsaga, hogy figyelemre méltd lebontasi képességet mutat az

alifas-aromas ‘kepeliészterek tekintetében. (Silva et al., 2011)

3. 2:6:2.. Proteaz

A proteaz enzimek a foldi élet szerves részét képezik, a kornyezetben szinte mindenhol
megtalalhatok, novényekben, allatokban €és a mikrobakban egyarant. Az aminosavak polipeptid
lancaban 1évo peptid kotést hidrolizaljak. Fermentacids eljarassal viszonylag révid i1d6 alatt
izolalhatok és tisztithatok, nagy szubsztrat specifitassal és katalitikus aktivitassal rendelkeznek.
(Razzaq et al., 2019) A proteazok az ipari enzimek legfontosabb osztalydba sorolandok, ¢és a

globalisan értékesitett 6sszes enzim kozel 60%-at teszik ki, melynek a kétharmada mikrobiélis
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eredetli. (Masi et al., 2021; Razzaq et al., 2019) Széles korben felhasznalhatdé enzimek,
alkalmazzdk ket az élelmiszer-, gydgyszer-, moso-, siité-, hls- és bdriparban. (Trehan, 2018)

A Bacillus sp. a legaktivabb €s legdinamikusabb extracellularis lugos proteaz termeld az ipari

szektorban. (Matter et al., 2023)

A legtobb kereskedelmi forgalomban rendelkezésre all6 mikrobialis (proteinaz K és szubtilizin)
és emlds eredetli protedaz (a-kimotripszin, tripszin és elasztaz) képes katalizalni a PLA
hidrolizisét, azonban a nodvényiek nem. (Kawai, 2010) A politejsavat depolimerizald
proteazokrol kimutattak, hogy a poli(L-tejsav) (PLLA) és poli(D-tejsav) (PDLA)itdnyaban
eltérd enantioszelektivitassal rendelkeznek a lipaz tipust hidroldzokhoz képest, ugyanis csak a
PLLA-t képesek hidrolizalni, azonban a lipaz tipust enzimek (beleértve a'kutindz-szerti

enzimeket is) elsdsorban a PDLA-t hidrolizaljak. (Rosato et al., 2022)

3.3. Termofil baktériumok

A termofil mikroorganizmusok optimalis ndvekedési homérséklete 50°C vagy annal magasabb.
Kiemelt figyelmet kapnak az extremofilok™ kozGtt; mivel termostabilis enzimek (példaul
amiladzok, celluldzok, kutinazok, pektmazoky~ xilanazok, proteazok, lipazok ¢és DNS-
polimerazok) eldallitasara képesek. Az enzimek hoallosagat, a szerkezetiikben taldlhatd szamos
hidrogén- ¢és diszulfid kotés,< valamint sohidak ¢és hidroféb kolcsonhatdsok jelenléte
eredményezi. (Mane & _Nadaf, )2021) Ezen enzimek olyan egyedi tulajdonsdgokkal
rendelkeznek, amelyek alkalmasak lehetnek biotechnologiai folyamatok elvégzésére magas
hémérsékleten, ezaltal pedig kisebb valoszintiséggel 1ép fel a szennyezddés veszélye. Tovabba
csokken a reakciékozeg viszkozitdsa, a szerves vegyiiletek bioldgiai hozzaférhetdsége ¢és
oldhatosaga pedig novekszik, ami nagyobb reakciosebességet eredményez. (Kumar &
Nussinov, 2001) Ezenfeliil szamos oldoszerrel, mosdszerrel, valamint savas €és lugos pH-val

szemben stabilabbak. (Mohammad et al., 2017)

3.3.1. Thermobifida nemzetség

A thermobifiddk termofil, aerob, lignocellulozt bontani képes aktinomicétdk. A Thermobifida
nemzetség négy fajt foglal magaban: 7. fusca, T. alba, T. cellulosilytica és T. halotolerans

fajokat. (Toth et al., 2017)
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A Thermobifida fusca egy mérsékelten termofil, fonalas talajbaktérium. 50-55°C-on névekszik,
¢s széles pH-tartomanyban, 4-10 pH kozott él. Nem rendelkezik flagellummal vagy pilussal,
¢s altalaban légnemiiként nd hifak formajaban, amely segiti a szervezetet a diffuzioban és az
oldhatatlan szubsztratok, példaul a lignocellul6z lebontasaban. A T. fusca hatékonyan képes
lebontani a celluléz biomasszat specifikus cellulolitikus enzimek, mint példdul a cellulazok,
1,3-b-gliikkanaz, xilanazok, mannanaz, mannoziddz ¢s szénhidratkotd fehérjék segitségével.

(Gomez de Pulgar & Saadeddin 2014)

A Thermobifida cellulosilytica egy tulhevitett tragyakomposztbol izolalt Gram-pozitiv.termofil
aktinobaktérium, melynek az optimdlis novekedési homérséklete 40-65 °C kozéresik. A
lignocelluldz szubsztratumon tenyésztett kultiradk endogliikanaz, cellobiohidrolaz, endoxildnaz
enzimeket termelnek, és képesek a lignocelluloz szolubilizalasara. (Kukolya et al., 2002) A
Biotechnologiai Informéaciok Nemzeti Kozpontja (NCBI) talathaté, bioinformatikai adatok
kutindz enzimtermeldként irjak le Thermobifida cellulosilyticast. (Usman et al., 2023) A
polietilén-tereftalat (PET) lebontadsdban nagy szerepet tulajdonitanak neki. A magasabb
enzimaktivitas és a hatékonyabb biodegradacid elérése érdekében a tuddésok mutaltak
a Thermobifida cellulosilytica kutindz 1 (ThcCutl) szubsztratkoto helyének relevans részeit. A
mutacioval kialakitott, szélesebb szubsztratkotd zsebek megkonnyitik az enzim hozzaférését a
szubsztrathoz. A kétértékli fémkaoto helyeket diszulfid kotésekkel helyettesitették azzal a céllal,
hogy javitsak a mutans ThcCutl termostabilitasat. Ennek eredményeként az el6 emésztett PET-
palack részecskék 96,2%-a sikeresen lebonthatova valt 96 oras hidrolizis utdn, ThcCutl-
AICCG alkalmazasaval, ami 87,5-szerese volt a vad tipusu ThcCutl-nél

tapasztaltaknak. (Zhang et al., 2022)

3.3.2. Thermusnemzetség

A Thermus nemzetség tagjait vildgszerte izolaltdk, szarazfoldi hidrotermalis teriiletekrdl,
melységi geotermikus teriiletekrdl, sot mesterséges termikus kornyezetbdl is. A tagjai Gram-
negativ palcika alaka vagy fonalas sejteket képeznek. (Da Costa et al., 2006) A nemzetség
valamennyi képviseldje sargapigmentalt, kivéve a Thermus composti DSM 21686T, Thermus
scotoductus DSM 8553 T és Thermus tenuipuniceus YIM 76954T torzseket. A novekedésiikhoz
sziikséges optimalis hdmérséklet 65-70°C koriil van, ezért a nemzetség tagjai, a leirasuk 6ta

kiemelkedd szerepet jatszanak a termofil mikrobéakat alkalmaz6 kutatasokban. (Li et al., 2022)
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A Thermus composti egy Gram-negativ, palcika alakt baktérium (K-39(T) torzs), melyet az
osztrigagomba-szubsztratum eléallitdsdhoz hasznalt komposztalasi folyamat termofil fazisabol
izolaltak. A polifazisos megkozelitést alkalmazo rendszertani vizsgalat alapjan a K-39 (T) torzs
a Thermus nemzetség 1j fajanak tekinthetd, amelyre a Thermus composti sp. nov. nevet
javasoltak a tudosok. A torzs 40-80°C-on, pH 5-9 kozétt, legfeljebb 1,5% (w/v) NaCl-t
tartalmaz¢ taptalajon szaporodott. A 16S rRNS génszekvencidkon alapuld filogenetikai
elemzés azt mutatta, hogy a K-39 (T) térzs a Thermus nemzetségen beliil egy kiilonallo torzset
alkot. Legkozelebbi tenyésztett rokona a Thermus islandicus PRI 3838(T) _(96,8%-0s
hasonlosdgot mutat). Az 1 torzset az kiilonboztette meg a rokon taxonoktol, hogy nem képes

keményit6 hidrolizalasara. (Vajna et al., 2012)

17



4. Anyagok és mddszerek

4.1. Vizsgalt mikroorganizmusok

A laboratoriumi kisérleteim elvégzéséhez haromféle termofil mikrobatorzset hasznaltam,
amelyek beszerzési helyé¢iill a Mezdgazdasagi ¢€s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti
Gytjteménye (NCAIM Budapest), illetve a Biomérndki és Erjedésipari Technologia Tanszék

szolgalt. 2. tablazat: Alkalmazott termofil baktériumtorzsek

(Forras: sajat munka)

Thermobifida fisca 11 Cell
Thermus composti B2340
Thermobifida cellulosilvtica B1997

4.2. Tapkozegek
4.2.1. A torzsfenntartast biztosité tapkozegek

3. tablazat: R2 tapleves Osszetétele
(Forras: Internetes forrds 3.)

Elesztékivonat (YE) 0,5 g/l
Proteaz pepton 0,5 g/l
Casamino acid 0,5 g/1

Gliikoz 0,5 g/l
Keményitd 0,5 g/1
K,HPO, 0,3 g/l
MgSO,*7H,0 0,05 g/1
Natrium-piruvat 0,3 g/l
Desztillalt viz 1000 ml

R2 taplevesben.biztositottam a Thermus composti B2340 torzsfenntartasat. (3. tablazat)

4. tablazat: Czapex-pepton tapleves 0sszetétele
(Forras: Internetes forrds 4.)

Szachar6z 30 g/l
NaNO; 3g1
K,HPO, 1 g/l

MgSO,*7TH,0 0,5 g/l
KCl 0,5 g/
FeSO,*7H,0 0,01 g/l
Elesztokivonat (YE) 2 g/
Pepton 5 g/l
Desztillalt viz 1000 ml
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Czapex-pepton taplevesben biztositottam a Thermobifida cellulosilytica B1997 ¢és a
Thermobifida fusca 11 Cell torzsfenntartasat. (4. tablazat)

A folyékony tapkozegek csiramentesitése autoklav segitségével valosult meg, 120°C-on, 15

percen keresztiil.

4.2.2. Screenelési modszerek elvégzéséhez alkalmazott szilard tapkozegek

A haromféle baktériumtdrzs tejsavhasznositdsanak vizsgalatat 0,1% tejsavval kiegészitett

szilard tapkozegen végeztem el.

5. tablazat: A tejsav hasznositasara alkalmazott szilard tdpkozeg Osszetétele
(Forras: Kitamoto et al., 2011)

NaH,PO, 2g1
KH,PO, 0,2 g/l
MgSO,*7H,0 0,5 g/
Elesztokivonat 1 g/l
Agar 15 g/1
Desztillalt viz 1000 ml
Tejsav kiegészités 0,1%

Proteolitikus enzim jelenlétének detektaldsa kazein-agar feliileten valosult meg. (Radha et al.,

2012)

6. tablazat: Proteolitikus enzimrendszer kimutatdséara alkalmazott szilard tapkozeg Gsszetétele
(Forras: Radha et al., 2012)

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

Eszteraz tipustrenzim kimutatdsahoz médositott Tween 80 agart hasznaltam fel. (Kumar et al.,

2012)

7. tablazat: Eszteraz tipust enzimrendszer kimutatasara alkalmazott szilard tapkozeg Gsszetétele
(Forras: Kumar et al., 2012)

Pepton 5 g/l
Elesztkivonat 3 g/l
Tween 80 0,1 %
Kongo voros 0,5 g/l
Agar 15 g/
Desztillalt viz 1000 ml




4.2.3. Folyékony tapkozegek a politejsav alapu evoeszkoz darabok biodegradalasi
modellezésének vizsgalatahoz

8. tablazat: TPY (Trypticase-Phytone peptone-Y east extract) tdpkdzeg Osszetétele
(Forras: Internetes forrds 3.)

Triptikaz pepton 10 g/1
Fiton pepton 5¢g1
Gliikéz 5¢1
Tween 80 1 ml
Cisztein-HCl 0,5 g/l
K,HPO, 2 g1
MgClL*6H,0 0,5 g/l
ZnSO,*76H,0 0,25 g/l
CaCl, 0,15 g/l
FeCl, 0,03 g/
Desztillalt viz 1000 ml

9. tablazat: LAPTg tapkozeg Osszetétele
(Forras: Tomas et al., 2003)

Pepton 10 g/1
Tripton 10 g/1
Gliikoz 10 g/1
ElesztSkivonat 10 g/1
Tween 80 1 ml
Desztillalt viz 1000 ml

A folyékony tapkozegek csiramentesitése autoklav segitségével valosult meg, 120°C-on, 15

percen keresztiil.

4.3. Politejsav-alapt, keményit6 kiegészitésii biomlianyag evoeszkoz

4. abra: Keményitd tartalmu politejsav biokompozit evéeszkoz
(Forras: sajat foto)
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A biodegradacié modellezési kisérleteimhez a NatureWorks Ltd., USA éltal gyartott Ingeo
3251D PLA biopolimerbdl késziilt, 25- és 30%-0s keményitd tartalmt biokompozit kés allt

rendelkezésemre, melyet a Piringer Kft. (Budapest) ontott. (4. abra)

4.4. Alkalmazott modszerek és a hozzajuk felhasznalt pufferek és reagensek

4.4.1. Torzsfenntartas

A termofil baktériumok torzsfenntartdsa érdekében iddszakos atoltast végeztem a

csiramentesitett folyékony taplevesekbe, steril koriilmények kozott, laminaris box alatt.
4.4.2. Torzsszelekcio a screenelés modszerével

A screenelés mddszere a proteolitikus és észterdz tipusu enzimek jelenlétének kimutatasara
szolgalt, illetve annak a megallapitdsara, hogy az altalam wizsgalt) mikroorganizmusok

rendelkeznek-e tejsavhasznositd képességgel.

Az agardiffuziés modszert alkalmaztam a torzsszelekcids kisérleteknél. A csiramentesitett
tapoldatokbdl a Petri-csészékbe agarlemezt OntSttemy.€s ’a megdermedése utan kb. 0,2 cm
atméroji lyukat fartam bele. A torzstenyészetekbol '50 pl-t pipettaztam a zsebekbe, majd
inkubaltam azokat hdrom napon keresztiil, 45°C-on. A proteolitikus enzim termelésének
kimutatasara bromkrezol z6ld (0,56% borostyankdsav; 0,1% NaOH; 0,028% bromkrezolzold)

reagenssel arasztottam el a szilard'tapkozegeket.
4.4.3. A PLA alapu biomjianyag evoeszkoz biologiai bontasanak modellezése

Szubmerz koriilmények kozott vizsgaltam a keményitdvel kiegészitett politejsav alapu
vizsgélati anyag biedegradalhatosagat. A tapkdzegbe 96%-os etil-alkohollal atmosott, majd
desztillalt vizzel ledblitett, ismert tomegli keményitd-PLA biokompozit darabokat helyeztem,
aszeptikus, kornyeztben. A termofil baktériumtorzsekbdl kialakitott inokulum tenyészet
beoltasaval inditottam el a kisérletem. A lombikok inkubdalasa 21 napos periddusban, 45°C
homérsékleten, 140 rpm-en zajlott. Meghatarozott idopontokban vettem mintdt a razatott
lombikokbol a depolimeraz enzimaktivitds, optikai denzitas, tejsav tartalom meghatarozas,

illetve a pH mérésének céljabol.
4.4.4. A kémhatas meghatarozasa

A mintdim kémhatasat a Mettler Toledo pH méré késziilék segitségével hataroztam meg, majd

rogzitettem azokat.
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4.4.5. A proteaz enzimaktivitas meghatarozasahoz sziikséges kisérlet

A protedz enzim kimutatasanak az alapja, hogy ezen enzim L-tirozin felszabaditdsara képes
kazein szubsztratumbdl. Az L-tirozin jelenléte a Folin reagens kék szinvaltozasaval
detektalhaté, mennyisége pedig meghatarozhatd spektrofotometriai modszerrel, 660 nm

hullamhosszon.

Az enzimaktivitds meghatdrozasahoz szubsztratumként 1,5 (m/V) %-os kazein oldatot
hasznaltam, amelyet pufferrel egészitettem ki. A vizsgalt mintdim kémhatéasa befolyéasolta azt,
hogy kazeinhez hanyas pH értékli puffert adagoltam. A kisérleti eredményeimia pH"S- és 7
kémhatdsu Mcllvane puffer hasznalatat indokoltdk. Az igy keletkezettr proteaz
enzimaktivitashoz hasznalt szubsztratumot az oldodéas eldsegitése " érdekében 70-80°C

hémérsekletii vizfiirdébe helyeztem.

A protedz enzimaktivitds meghatarozasahoz sziikséges reakcioelegy osszetétele a kdvetkezo: a
mintdimbol 0,25 ml-nyi mennyiséget kémcsdvekbe mértem, a vak mintaim reakciojat 1,5 ml 5
(m/V) %-os triklor-ecetsavval allitottam le. 45°C homérsékletii vizfiirdobe helyeztem az enzim-
¢és a vak mintakat tartalmazo6 kémcsoveim, majd 0,25 ml kazein szubsztratumot adtam hozzajuk,
¢s 30 percen keresztiil inkubaltam azokat. A fél ora leteltével 5%-os triklor-ecetsav oldattal
(TCA) a mintaim enzimreakcioit is ledllitottam,€s még 10 percen keresztiil hagytam azokat a
vizfirdoben. Ezt kovetéen 1,5 ml“mennyiségeket Eppendorf-csévekbe pipettaztam, és 10
percen at centrifugaltam 10000 fordulat/ perc sebességen. Az igy kapott feliiluszokbol 0,5 ml-t
pipettaztam ki kémcsovekbe; €s 0,5 ml haromszoros higitast Folin-Ciocalteu reagenst, tovabba
1,5 ml 0,5 M Na,COs<oldatet-mértem hozzajuk, majd szintén 30 percre 45°C hdmérsékletii
vizfirdobe helyeztem azokat. A reakcioidd leteltével a mintak abszorbancidjat,

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

4.4.6. Az enzimaktivitas meghatarozasahoz sziikséges kalibracio

1,1 mM L-tirozin térzsoldatot desztillalt vizzel elegyitettem a higitasi sor elkészitéséhez, a 10.
tablazatban foglalt adatok szerint. Az igy kapott mintadkhoz 0,5 ml haromszoros higitast Folin
reagenst és 1,5 ml 0,5 M Na,COs oldatot pipettaztam, majd mértem az abszorbanciat 660 nm-
en spektrofotometridsan. A mért abszorbancia értékeim az L-tirozin koncentracid
fliggvényében abrazoltam, majd a kapott pontokra regresszios egyenest illesztettem, amely a 5.

abran lathato.
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10. tablazat: L-tirozin higitasi sor Osszetétele kalibraciohoz
(Forras: sajat munka)

0 0 1000

5 25 975
10 50 950
20 100 900
3 150 850
40 200 800
50 250 750
75 375 625
100 500 500
125 625 375

5. abra: Kalibracids egyenes protedz enzimaktivitas meghatarozasahoz
(Forras: sajat munka)
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4.4.7. A kutinaz enzimaktivitas meghatarozasahoz sziikséges kisérlet

A kutindz enzimaktivitds meghatarozasanak az elve, hogy a p-nitrofenil-butirat mesterséges,
kfomogén szubsztratumot hasitja, aminek hatdsara termékként p-nitrofenol szabadul fel. A

reakciot sarga szinvaltozas jelzi, ami 405 nm-en spektrofotometriasan mérhetd.

Az enzimaktivitas meghatarozasahoz sziikséges reakcioelegy Osszemérési adatait az 11.
tablazat tartalmazza: A mintaimbol 100 pl-nyi mennyiséget kémcsévekbe pipettaztam, majd az
enzim-, ¢s a vak mintaim is 800 pl Na-foszfat (pH 7) pufferrel egészitettem ki. A vak mintdkhoz

¢s a szubsztrat vakhoz még 100 pl desztillalt vizet is adtam. A reakci6 elinditasahoz sziikséges
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szubsztratum a p-nitrofenil-butirat volt, melynek elkészitéséhez 0,1 g 50 mM para-nitrofenil-

butirat (PNPB) mesterséges szubsztratumot, 50 cm® 96%-os etanolban oldottam fel.

Ezt kdvetden vizflirdobe helyeztem az enzim- és a vakmintaim, és 10 percen keresztiil, 45 °C-
ra bedllitott vizflirdében inkubaltam azokat. A reakcid ledllitadsa 1 ml hideg pH 9,0 Na-foszfat
pufferrel tortént. Centrifugéltam a mintdkat, majd spektrofotméter segitségével 405 nm-en

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

11. tablazat: Kutindz enzimaktivitas mérése soran alkalmazott reakcidelegy
(Forras: Yang et al., 2012)

4.4.8. Az enzimaktivitas meghatarozasahoz sziikséges kalibracio

0,4 mM-os p-nitrofenol torzsoldatot desztillalt vizzel elegyitettem a higitasi sor elkészitéséhez,

abszorbancidjat 405 nm-en spektrofotometridsan mértem. A diagramon regresszios egyenest

illesztettem a koncentracio fiiggvény€ben abrazolt abszorbancia értékekre. (6. dbra)

12. tablazat: p-nitrofenol higitasi sor Osszetétele kalibraciohoz
(Forras: sajat munka)

0,4 150 0
0,35 131 19
0,3 113 37
0,25 94 56
0,20 75 75
0,15 56 94
0,10 37 113
0,05 19 131
0 0 150
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6. abra: Kalibracios egyenes kutindz enzimaktivitds meghatarozasdhoz
(Forras: sajat munka)

~ 038

Abszorbancia (405 nm

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45

p-nitrofenol koncentracié (mM)

A kapott fliggvények meredekségének ismeretében szamolhatoak az enzimaktivitasok az alabbi

egyenlet segitségével, a kutinaz és a proteaz enzim esetcben-is:

_ (Aminta — Aenzimvak — Aszubsztratumvak) * Vreakeis * 1

0]
Aktivitas [—]
ml

Xt Ueakcis * Vminta

ahol,

Anminta: Minta abszorbanciaja

Aenzimvak: Enzimvak abszorbanciaja

Aszubsztraumvak: Szubsztratumyak abszorbanciaja

Vieakeio: @ reakcidelegy térfogata [ml]

x: a felszabaditott termék (D-tirozin) kalibracios egyenesének meredeksége [1]
treakeio: Teakciod iddtartama [perc]

Vminta: @ minta (enzimoldat) térfogata [ml]

h= a minta higitési faktora [1]

4.4.9..Tejsav mennyiség meghatarozasa

A vizsgalat a laktat ion vas (III)-kloriddal torténd szinvaltozasan alapszik. A tejsav
mennyiségének meghatarozasa érdekében 0,15 g vas (III)-klorid port 50 ml desztillalt vizben
feloldottam. A mintaimbol 0,2 ml mennyiségeket pipettdztam ki kémcsovekbe és 4 ml vas (I1)-
klorid oldatot adagoltam hozzajuk, aminek 390 nm hullimhosszon mértem az abszorbancia

értékeit. (Borshchevskaya et al., 2016)
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4.4.10. Sejtkoncentracio meghatarozasa Optikai Denzitassal

Az OD 600 értékek mérése lehetdvé teszi a sejtndvekedés nyomon kovetését és a

crer

A mérés elott gondosan homogenizaltam a mintaim, hogy a sejtek iilepedésébdl szarmazo
pontatlansdgot minimalisra csokkentsem. Kiivettaba toltdttem a vizsgalandd mintaimat és 600
nm hulldmhosszon mértem az optikai denzitdsuk. A mintaim sziikség szerint olyan mértékben
higitottam, hogy a kapott abszorbancia értékek 0,7 ala essenek, ezaltal volt megbizhatd'a mérési
eredményem. A kapott értékeket diagramon abrazoltam az id6 fliggvényében.

4.4.11. A PLA alapt miianyag evéeszkoz darabok tomegvaltozasanak mérése
taramérleggel

A kutatdomunkdm soran harom kisérletet inditottam el, melyek végeztéyel az Gsszes esetben
meghatdroztam a PLA milanyag darabok tomegét a kiinduldsi, tomeghez viszonyitva. A 21
napos vizsgalati 1d6 lejartaval szlir6papir segitségével valasztottam el a PLA darabokat a
folyékony tapkozegtdl, majd oblitettem 96%-os etil-alkohollal és desztillalt vizzel. Ezt
kovetden szaritoszekrénybe helyeztem azokat 3 napra; 40 °C homérsékleten, majd a kiszaradt

darabokat taramérlegen mértem.

My — M
PLA tomegcsokkenés [%] = <(kM_V)> -100
k

ahol,
My: kezdeti/kiindulasi PLA“tOmeg [g]

My: a kezelés, tisztitds€s szaritds utdn megmért végsé PLA tomeg [g]
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5. Kisérleti eredmények és ertekelesiik

5.1. Torzsszelekcid

A PLA miianyag evbeszkéz biodegradalasanak modellezéséhez haromféle termofil

baktériumot -Thermobifida cellulosylitica B1997, Thermobifida fusca 11 Cell, Thermus

a proteolitikus és észteraz tipust enzimszintézisiik kimutatésa volt.

composti B2340-, vetettem alé torzsszelekcidnak, melynek célja a tejsavhasznositasuk, illetve

X
C«Q(\)

7. abra: A tejsavhasznositas screenelési modszer eredménye
(Forras: sajat munka)

5.1.1. Tejsavhasznositas kimutatasanak eredménye

Thermobifida cellulosylitica B1997 Thermobifida fusca 11 Cell Thermus composti B2340
wv

Az elvégzett %;en az altalam vizsgalt baktériumtorzsek tejsavhasznositd képességét

vizsgéltam. A enelés sordn a termofil mikrobatorzseket kiilon-kiilon, a 0,1%-o0s tejsav

ard tapkozegen agardiffizidé modszerével kialakitott lyukba pipettaztam. A

n megjelend telepképzddés jelezi, hogy a vizsgélt baktériumok képesek a
kornyezetben taldlhatd tejsav hasznositasara. A Thermobifida cellulosylitica B1997,
Thermobifida fusca 11 Cell és Thermus composti B2340 is szabad szemmel jol detektalhato
telepet képzett, ahogyan azt a 7. abra is mutatja. A legjelentdsebb sejtszaporodast a

Thermobifida fusca 11 Cell torzsnél figyelhettem meg.
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5.1.2. Proteolitikus enzimkészlet screenelésének eredménye

8. abra: A proteolitikus enzimkészlet screenelésének eredménye
(Forras: sajat munka)

Thermobifida cellulosylitica B1997 = Thermobifida fusca 11 Cell \‘7]167’ mus composti B2340

A proteolitikus enzimkészlet kimutatdsahoz alka ott” screenelés soran elsé 1épésként

agarOntést végeztem. A megszilardult agarba ¢lyedésbe pipettaztam kiilon-kiilon a
vizsgalt mikroorganizmusaim. Az enzim je nek egyértelmii detektdldsara bromkrezol
z061d indikatort (0,56% borostya’lnk('i%ég aOH; 0,028% bromkrezolzold) hasznaltam fel.

Az inkubdlast kdvetden eléraszt& arlemezeket az indikéatorral, és 30 percen keresztiil
hagytam hatni. Ezutan ped(é\eﬁn dttem a felszinérél, és a lemezeket egy éjszakan at

szobahOmérsékleten sza 't%.
{;Q

A feltisztuléasi zona-asav oteaz aktivitas jelenlétét jelzi, a mérete pedig az aktivitds mértékét
jeloli. Az indikat %éﬂtozésébél a savas, bazikus, vagy neutralis protedzok jelenlétére lehet
kévetkezt@vermus composti B2340-nél kaptam a legnagyobb, illetve legegyértelmiibb
feltisz@ driat, de a masik két torzsem esetében is szabad szemmel lathat6 volt, ahogyan azt
I

mutatja. Mind a harom tapkozegen megjelend telep szine zoldes-, sotét zoldes szint

, ami pH 4-4,5 koriili kémhatasra utal.

28



5.1.3. Eszteraz tipusu enzimkészlet screenelésének eredménye

9. abra: Az észteraz tipusu enzimkészlet screenelésének eredménye
(Forras: sajat munka)

Thermobifida cellulosylitica B1997  Thermobifida fusca 11 Cell Thermus composti B2340

Az észterdz tipusu enzim kimutatasa polioxietilén-szorbitan zsirsavészter tartalma, modositott
Tween 80 agar feliiletén valosult meg. A screenelési modszer elve, hogy az észterdz és lipaz
enzimtermelé mikroorganizmusok a polioxietilén-szorbitan zsirsav szubsztratumként valo
hasznositasara képesek. Az agaron ez a_folyamat telepképzddés forméjaban figyelheté meg.
Ahogyan az a 9. abran is lathatd; a ‘torzsszelekcionak aldvetett mikorbatorzseimnél ez

megjelent, tehat feltételezhetd, hogy rendelkeznek észteraz tipust enzimkészlettel.
Osszegezve az elvégzetttorzsszelekcios vizsgalatokat, mind a harom termofil mikrobatdrzsem

esetében pozitiv eredményeket kaptam, igy a tovabbi kutaté munkamat az ezekbdl kialakitott

konzorciummal végeztem el.
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5.2.  25-¢s30%-0s keményit6-PLA biopolimer biodegradalasanak modellezése

szubmerz koriilmények kozott, kétféle tapleves alkalmazasaval

Az elso kisérletem soran LAPTg és TPY tapkozegben vizsgaltam a 25- és 30%-o0s keményitd
tartalmu PLA biokompozit evéeszkéz darabok biologiai bonthatésagat. A modellezést 21
napon keresztiil, 45°C-on, 140 rpm razatasi sebességgel kovettem nyomon. Ezen kisérlet
eldzetes vizsgalatként szolgalt ahhoz, hogy eldonthessem, a tovabbiakban melyik tapkozeget

érdemes hasznalnom a biodegradalasok modellezéséhez.

5.2.1. Kémhatas valtozas nyomon kovetése

10. abra: A 25-¢és 30%-o0s keményitdvel kiegészitett PLA jelenlétében vizsgalt LAPTg és
TPY tépleves kémhatasa
(Forras: sajat munka)

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

1d6 [nap]

pH [-]
S = N W A U N

mTPY 25% TPY 30% LAPTg 25% LAPTg 30%

A 10. abran lathatd,hogyva LAPTg és a TPY taplevesek kémhatdsa a harmadik napra a savas
tartomanyban mozgott.’A pH étékek a LAPTg tdpkdzegben nagyobb mértékben csokkentek,
mind a 25-; mind pedig a 30%-os keményité kiegészitésii biokompozit evieszkdzok

jelenlétében:.(443-4,6 pH).

A'jelenség lehetséges magyardzata, hogy a kisérlet soran a mikroorganizmusok, a PLA-t és a
komplex, ndvekedést biztositod tdpkozegben talalhatod dsvanyi anyagokat, illetve kiegészitéseket
tapanyagként kezdték el hasznositani. A lebontas sordn metabolikus reakcidok zajlottak,
amelyek fermentacios folyamatokat is magukba foglalhattak. Ennek eredményeként szamos

szerves sav képzodhetett, mely a kémhatast a savas iranyba tolta el.
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5.2.2. LAPTg ¢és TPY tapkozegben vizsgalt konzorcium kutinaz enzimkészletének
alakulasa 25-és 30%-o0s keményit6 tartalmu PLA jelenlétében

11. abra: Kétféle tapkozegben vizsgalt konzorcium kutindz enzimkészletének alakulasa
(Forras: sajat munka)

0,5
0.4
0,3
02

0,1

Kuinaz enzimaktivitas [U/ml]

L —— ==

0. 3. 7. 10. 14. 17. 21.
1d6 [nap]
=@=TPY 25% TPY 30% LAPTg 25% LAPTg 30%

Az 11. abréan lathaté diagramon a kutinaz enzimaktivitasdnak az €rtékeit vettem fel az id6
figgvényében. A TPY taplevesbe helyezett 25- és 30%-0s vizsgdlati szubsztratum darabok
jelenlétében jelentdsen alacsonyabb kutindz aktivitast mutatott'a konzorcium, dsszehasonlitva
a LAPTg tapkozegben megfigyeltekkel. A legmagasabb értéket a 25%-0s keményit6-PLA
evoeszkozt tartalmazd LAPTg taplevesnél,~a 14.)napon hataroztam meg, 0,44 U/ml-t.
Alapvetden nem kaptam kiemelkedden magas enzimaktivitas értékeket, de elmondhato, hogy

a vizsgalati periodusom bizonyos pontjain, az-6sszes kisérleti beallitisom rendelkezett kutindz

aktivitassal.

5.2.3. LAPTg ¢és TPY tapkézegben vizsgalt konzorcium proteaz enzimkészletének

alakulasa 25- és 30%-~o0s keményité tartalmu PLA jelenlétében
12. abra: Kétféle tapkozegben vizsgalt konzorcium proteaz enzimkészletének alakulasa

(Forras: sajat munka)

3,5

) b
i // \\
1,5 /

Proteaz enzimaktivitas [U/ml]
[N}

1 7
0.5 /
0 ,
0. 3. 7. 10. 14. 17. 21.
1d6 [nap]
=@=TPY 25% TPY 30% LAPTg 25% LAPTg 30%
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Az adott beallitdsoknal mar a nulladik naptdl ndévekvd protedz enzimaktivitas mutatkozott,
amely a LAPTg taplevesbe beoltott konzorcium esetében a 10. napig, a TPY taplevesben pedig
a 14. napig tartott. Kivéve a 30%-os keményitdt tartalmazo PLA biopolimer darabokat magaba
foglald TPY tapkozegnél, ahol az enzimaktivitds értékei csak a harmadik naptdl kezdtek

emelkedni. A 21. napra a protedz aktivitasok értékei csokkenni kezdtek.

A LAPTg tapkozegben vizsgalt 25- és 30%-os keményit6-PLA darabokat tartalmazo
mintdimnal, a protedz mennyisége magasabb értéken maximalizdlodott, mint_a_ TPY
taplevesbdl szdrmazo mintaknal megfigyelt eredmények. A legkiemelkeddbb protedz-aktivitast
a 21 napos vizsgalati periddus alatta, a LAPTg taplevesbe oltott konzorium mutattay 30%-o0s

keményit6-PLA szubsztratum jelenlétében, amely 3,43 U/ml volt. (12. abra)

5.2.4. LAPTg és TPY tapkozegbe helyezett 25- és 30%-0s keményito tartalmu evéeszkoz

darabok tomegcsokkenése

13. tablazat: A 25- és 30%-os keményitd-PLA biokompozit tdmegvaltozasa
(Forras: sajat munka)

TPY + 25% keményitd tartalmi biokompozit 2
TPY + 30% keményitd tartalmi biokompozit 2
LAPTg + 25% keményit6 tartalmt biokompozit 4,5
LAPTg + 30% keményit6 tartalmt biokompozit 3

A kisérletem soran mért enzimaktivitas értékei, a protedz és a kutindz mennyiség tekintetében
is a LAPTg tapleves esetében voltak kedvezObbek, ezen eredményeimet a vizsgalat végén
meghatarozott tomegcsokkenés is alatdmasztja. Az 13. tablazatban foglaltak alapjan lathato,
hogy a’LAPTg tapkdzegben fermentalt 30%-0s keményitd-PLA evOeszkdz darabok 5%-ot
csokkentek, a 25%-0s keményit6-PLA szubsztratum darabjaim pedig 4,5%-ot, mely
eredmények a TPY taplevesben vizsgalt biokompozit darabok tomegcsokkenésének tobb, mint

a duplajat jelentik.

Ezen eldzetes kisérlet alapjan a tovabbi vizsgdlataimat a LAPTg taplevesben fogom elvégezni,

kiilonbozo kiegészitésekkel.
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53. Eltér6 keményitd tartalmi politejsav  biolodgiai bonthatosdganak
modellezése szubmerz koriilmények kozott, keményitd ¢€s olivaolaj

tapkozeg kiegészitéssel

A kisérletem elvégzéséhez nitrogén forrasban gazdag LAPTg taplevesnek két valtozatat
alkalmaztam, az egyiket 0,5% keményitdvel, a masikat pedig 5% olivaolajjal egészitettem ki.
Ezekben a tapkozegekben modelleztem a 25- és 30%-o0s keményitd tartalmu PLA"darabok
bioldgiai bonthatdsagat. A vizsgalat 21 napos periodusban zajlott, amely soran.meghatarozott
1d6kozonként mintat vettem a 45°C-on, 140 rpm razatasi sebességen inkubélt,Jombikjaimbol.
A pH, valamint a proteaz- ¢és kutindz enzimaktivitds nyomon kovetése mellett, a tovabbiakban

meghataroztam a tejsav tartalom, sejtkoncentracié valtozasat is.

5.3.1. Kémhatas valtozas nyomon kovetése

Az oszlopdiagramon abrazolt pH értékek alapjan (13. és 14. abra) megfigyelhetd, hogy a
kémhatas mind a két tdpkozeg kiegészités ‘esetén kozel semleges tartomanybol indult és a

harmadik napra savas kémbhatas felé tolédott el.

13. abra: Keményitdvel kiegészitett tapkozeg kémhatas valtozasa
(Forras: sajat munka)

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

1d6 [nap]
m25% m30%

pH [-]
S = N W A N

A 30%-0s keményitd-PLA biokompozit darabokat tartalmazo 0,5% keményitd kiegészitésii
tapleves kémhatdsa a 0. napon magasabb pH-r6l indult (pH 6,48), mint a 25 % keményitSt
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tartalmazd PLA evOeszkozok jelenlétében mért érték (pH 6,37). A 3. naptdl viszont szinte
megegyezik a pH értékek alakulésa, és a 21. napig savas kémhatas volt megfigyelhetd.

14. abra: Olivaolajjal kiegészitett tapkozeg kémhatas valtozasa
(Forras: sajat munka)

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

Id6 [nap]
m25% m30%

pH [-]
S = N W B N

Az 1% olivaolaj kiegészités esetében a 25- és 30%-o0s keményit6-PLA biokompozit darabokat
magaba foglald vizsgalati kozegben a kiindulasikémhatas kozel semleges értékrol csokkent le
a savas tartomdnyba, és a 21. napig ez nem is valtozott. A levett mintdim mind a kétféle
biokompozit esetében szinte megegyezd pH értékeken mozogtak, nem volt kdzottiik jelentds

kiilonbség.

Osszegezve, hasonlo eredményt adottaz olivaolaj és a keményitd tapkdzeg kiegészités is, a 25-
¢s 30%-o0s keményitd tartalmi, PEEA darabok jelenlétében. Az olivaolajat tartalmazo tapleves
esetében valamivel alacsonyabb kémhatas volt megfigyelhetd, de nem jelentds az eltérés a
kétfele kiegészitéstistapkozegben, ugyanis a 3. naptol kezdve pH 4,3-4,5 kozott alakultak a

kémbhatas értékeis

5.3.2.. Tejsav koncentracio meghatarozasa

Az1d6 mulasaval a sejtszaporodas soran keletkezett szerves savak mellett, a tejsav koncentracio
novekedése a vizsgalt rendszerben arrol ad hattér informaciot, hogy a politejsav lancok

elkezdenek lebomlani tejsav monomerré, ami a biologia folyamat hatékonysagat jelzi.
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15. abra: Keményitével kiegészitett tapkdzegben meghatarozott tejsav tartalom valtozasa
(Forrés: sajat munka)

35
30
25
20
15

30%
10
. i
0
0. 3. 7. 10 14. 17. 21.

1d6 [nap]

m25%

Tejsav koncentracio [g/ml]

A 25%-o0s keményitd-PLA evdeszkozt tartalmazo, 0,5% keményitévelkiegészitett vizsgélati
kdzegben a tejsav koncentracidja a kiindulasi napon 5,78 g/mlvolt; melynek a mennyisége a
10. napig folyamatosan novekedett, ott pedig elérte-a vizsgélati idé alatti mért maximalis
értéket, 22,75 g/ml-t. Az ezt kovetd napokban csokkenési tendenciat figyeltem meg, a 14. és
17. napon kozel azonos tejsav tartalmat mértem. A vizsgalati periddusom alatt a 21. napra ujra

lecsokkent a tejsav mennyisége a 25%-o0s keményitd-politejsav darabok jelenlétében, 5,87

g/ml-re.

Ugyanebben a kiegészitésben, a'30%-0s keményit6-PLA biokompozit darabok jelenlétében a
kiindulasi tejsav tartalom alacsonyabb volt, dsszehasonlitva a 25%-0s keményitd kiegészitésii
evOeszkoz daraboknal mért eredménnyel, ebben az esetben 4,79 g/ml-rdl indult és a 14. napig
novekvo tendenciat mutatott, mely napon elérte a 22,93 g/ml-t. A kétféle dsszetételli politejsav
evOeszkoz szubsztratumok esetében a tejsav tartalom hasonl6 értéknél maximalizalodott, annyi
kiilonbséggel, hogy a 25%-os keményitd tartalmt vizsgalati szubsztratumnél kordbbi
idépontban,volt ez detektalhato. A 17. naptol kezdve folyamatos csokkenés volt megfigyelhetd
a“30%-0s keményitd-PLA biokompozit kiegészités jelenlétében, ahol is a 21. napon volt a
legalacsonyabb a mérheté tejsav mennyisége. Osszevetve a 25%-o0s keményitd tartalmi
vizsgalati darabokat magaba foglalo LAPTg taplevesben meghatarozott eredményekkel, a
30%-os esetében, a kisérleti periddus utolsé napjan 16,22 g/ml tejsav volt meghatarozhaté a

vizsgalati rendszerben, ami 2,8-szor tobb a 25%-nal mért 5,87 g/ml-nél. (15. abra)
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16. abra: Olivaolajjal kiegészitett tapkozegben meghatarozott tejsav tartalom valtozasa
(Forrés: sajat munka)

35
30
25

20 m25%

‘ m 0
0. 3. 7. 10 14. 17. 21.

1d6 [nap]

W O

Tejsav koncentracio [g/ml]

Megvizsgalva az olivaolaj kiegészitésnél mért értekekbdl felvett diagramot, a 25% keményit6t
tartalmaz6d PLA evdeszkoz jelenlétében intenziv tejsav koncentracio ndovekedésnek voltam
tanyja, a kiindulési 4,32 g/ml-rél a 3. napra 15,01 g/ml-re véltozott a mennyiség, ¢és ezt az
értéket tartotta a 7. napon is. Az ezt kovetd mérési, idépontban, a 10. napon kapott értékek
bizonyulnak a legmagasabbnak, ezen a pontjan a kis€rletemnek 25,6 g/ml volt a vizsgalati
kozeg tejsav tartalma. Innen elkezdtek csokkeni az eredmények, a 21. napon mar csak 4,65

g/ml-t hatdroztam meg.

A30%-o0s keményit6-PLA biokompozitottartalmaz6é LAPTgtaplevesben detektalt eredmények
a kiindulasi, és 3. napon-szinte megegyeztek a 25%-os keményitt tartalmazo vizsgélati
evoeszkoz jelenlétébendmeghatarozott tejsav koncentracioval, és ahhoz hasonl6an szintén a 10.
napon hataroztam{meg a’legmagasabb értéket 29,54 g/ml-t. Ett6l a ponttdl visszaesést
allapitottam meg, az utols6 mérési idopontban megfigyelt tejsav tartalom 4,11 g/ml volt. A
21. napra/ mind.a ketté tipusu biokompozitot tartalmazé mintdim tejsav koncentracioi

hasonloan alakultak. (16. abra)

Osszevetve a két diagramot (15. és 16. 4bra), érdekesnek taldlom, hogy mind a kétféle
tapkozeg kiegészités esetén a 10. napon kaptam magasabb eredményeket. Emiatt

feltételezem, hogy ezen a pontjan a kisérletemnek, mar a bomlas termékeket tudtam

lemérni.
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5.3.3. Optikai denzitas mérésének eredményei

17. abra: Keményitdvel kiegészitett tipkdzegben meghatarozott optikai denzitas nyomon
kovetése
(Forras: sajat munka)

11
10

—8—25%
30%

0D600 [A]
O =N WA Ui

0. 3. 7. 10. 14. 17. 21.
1d6 [nap]

A keményitdvel kiegészitett LAPTg tapkozegben “mért. _Kezdeti alacsony abszorbancia
értékekbol leolvashaté, hogy a mintdk sejtkonceéntracidja eredetileg alacsony volt,
feltételezéseim szerint a rendszerben levd mikroorganizmusok a harmadik napra adaptalodtak
a kialakitott kornyezetiikh6z. Megfigyelhetd, hogy az optikai denzitas értékei ettdl a ponttol
kezdve szignifikdnsan emelkedni kezdtek;umelybdl arra tudok kovetkeztetni, hogy a jelen levd
baktériumok energiaforrasként ¢kezdték” el hasznositani a taplevesben talalhaté asvanyi
anyagokat ¢és tapkozeg kiegészitését, valamint magat a PLA darabokat is. A 10. és 17. nap
kozotti periddusban az-Optikai)denzitas értékeit vizsgalva enyhe visszaesést tapasztaltam, a
25%-0s keményit6-PLA biokompozit jelenlétében a 17. napon, a 30%-osnal pedig a 14. napon.
A vizsgalati idészakom' utols6 napjahoz kézeledve, mind a 25-, mind a 30%-o0s keményitével
kiegészitett vizsgalati szubsztratumot magaba foglalod tdplevesben is nétt a sejtkoncentracid

mennyiségen(l7. abra)
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18. abra: Olivaolajjal kiegészitett tapkozegben meghatarozott optikai denzitds nyomon kovetése

0D600 [A]
O = N WA WUV J00 OO —

(Forras: sajat munka)

e —e—25%

3. 7. 10. 14. 17. 21.
1d6 [nap]

30%

Az olivaolaj kiegészitésii tapkozegben megfigyelt elsd szembetling kiillonbseg, hogy a 25%-os

vizsgalati eszkozt esetében a sejtkoncentracié eredményei magasabb gorbét vettek fel a 30%-

oshoz képest. A kiindulasi értékek ezen tapleves kiegészités,esetében is alacsonyak voltak, és

a harmadik naptdl figyeltem meg jelentdsebb optikai denzitas novekedést, aminek a lefutdsa a

7. napnal kezd el eltérni egymastdl. A 25%-0s politejsav szubsztratum jelenlétében az

abszorbancia duplaja volt a 30%-osndl mért értekeknek. A 21. napra csokkend tendenciat

mutatott mind a kétféle osszetételll politejsav evéeszkoz szubsztratum tartalmil tapkdzeg optikai

denzitasa. (18. dbra)

5.3.4. Kutinaz enzimaktivitas vizsgalata

19. abra: Keményitdvel kiegészitett tapkdzegben vizsgalt konzorcium kutinaz

Kutinaz enzimaktivitas [U/ml]

25

20

15

10

enzimkészletének alakulasa
(Forras: sajat munka)

0. 3. 7. 10. 14. 17. 21.
1d6 [nap]
—0=25% 30%
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A 19 abran megfigyelhetd, hogy a 25%-o0s keményit6-PLA biokompozit darabokat tartalmazo
keményitd kiegészitésii tapkozegbe beoltott konzorcium jelentdsen alacsonyabb kutinaz
enzimaktivitast mutattott, a 30%-o0s biopolimer darabok jelenlétében meghatarozotthoz képest.
Ezen mintdimnal a kutindz mennyisége a nulladik naptol kezdve novekedésnek indult és
egészen a 17. napig folytatta ezt a tendenciat, ahol elérte a 3,53 U/ml-t. A 30%-o0s keményito-
PLA darabokat magukba foglaldo mintak kutindz mennyisége mar a nulladik naptol meredeken
emelkedett és a harmadik napra elérte a 15,89 U/ml-t, majd a 10. napon visszaesést
tapasztaltam, de ezt kovetden felvette a vizsgalati idészakomban mért maximalis kutinaz

enzimaktivitas értéket 21,85 U/ml-t.

20. abra: Olivaolajjal kiegészitett tapkozegben vizsgélt konzorcium kutinéz
enzimkészletének alakulasa
(Forras: sajat munka)
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A 20. abran lathatd, hogy a25- és 30%-o0s keményit6-PLA darabokat magaba foglalo, olivaolaj
kiegészitésti LAPTg tdplevesben 1évé konzorcium altal termelt kutindz mennyiségek hasonlo
lefutast mutattak,-ahogyan az a 20. dbran is megfigyelhetd. A 17. napon elérték a 2,9 U/ml-t,

majd a 21. napig csokkenést figyeltem meg.

A keményitd kiegészitéssel 0sszehasonlitva a kapott enzimaktivitas értékeim, az olivaolaj
kiegészitésnél gyengébb eredményeket figyelhettem meg. A 30%-os keményitd-PLA
evieszkoz darabokat tartalmazé keményitd kiegészitésit LAPTg tapleveshez adott konzorcium

kutinaz aktivitasa volt szignifikansan a legkiemelkeddbb.

Bizonyos szakirodalmak alapjan az olajos anyagok jelenléte fokozza a kutindz enzimszintézist,
de Osszevetve a kapott eredményeim, feltehetdleg, az altalam alkalmazott konzorcium és

tapkozeg szamara ezen kiegészités nem kedvezett annyira, mint a keményitd jelenléte.
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5.3.5. Proteaz enzimaktivitas vizsgalata

Az 21. és a 22. abran talalhatdo mérési eredmények alapjan megfigyelhetd, hogy mind a kétféle

kiegészitéssel rendelkez0 tapkozegben talalhatd konzorcium rendelkezett protedz aktivitassal a

21 napos kisérleti id6 soran.

21. abra: Keményitdvel kiegészitett tapkdzegben vizsgalt konzorcium proteaz

22. abra:

enzimkészletének alakulasa
(Forras: sajat munka)
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Olivaolajjal kiegészitett tapkozegben vizsgalt konzorcium protedz
enzimkészletének alakulasa
(Forras: sajat munka)
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A keményit6t tartalmazod kiegészitésnél a 25%- és 30%-o0s politejsav szubsztradtum mintdim

esetében két kiugroé értéket figyelhettem meg, az egyiket a 10., a masikat pedig a 17 napnal. A

30%-o0s keményitdt tartalmazo taplevesbe oltott konzorcium proteaz enzimaktivitdsa a 17.

napra érte el a megfigyelt maximum aktivitas értéket, 25,75 U/ml-t. Az utolsé mintavételezési
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idépontban meghatarozott eredmény azt mutatta, hogy a kisérleti periddusom végére mar csak
a 25%-o0s keményit6-PLA biokompozit darabok jelenlétében rendelkezett a konzorcium proteaz

aktivitassal.

A kétféle tipusu biokompozitot tartalmazd, olivaolaj kiegészitésti tapkozeghez adott
konzorciumok esetében csak a 7. naptdl kezdve ugrott meg az enzimaktivitas szintje, és a 14.
napig novekedett is. Ettdl a ponttél folyamatos csdkkenés volt detektdlhatd. A 30%-os
evOeszkoz darabot tartalmazd tapleves konzorciuménak tagjai mutattdk a legmagasabb

enzimaktivitast az olivaolaj kiegészités esetében, 10,15 U/ml-t.

A protedz enzimaktivitds, csak ugy, mint a kutindz enzimkészlet vizsgalata;-azt az eredményt
mutatta, hogy a LAPTg taplevesben fermentélt 30%-o0s biopolimer evéeszkdzdarabok jelenléte

¢s a keményito kiegészités indukalta a legmagasabb protedz aktivitast a 2lsnapos periddus alatt.

5.3.6. A kisérleti periodus végén meghatarozott tomegvaltozasa a keményito-PLA
biokompozit daraboknak

A kisérletem elinditasakor 1,5 g Osszemennyiségli)PLA darabokat mértem be. Az alabbi

tablazat (14. és 15. tablazat) mutatja a tomegvaltozasaim eredményeit %-os értékben megadva.

14. tablazat: 0,5% keményitd kiegészitésii tapkozegben vizsgalt politejsav tomegvaltozasa
(Forras: sajat munka)

25% 6,7
30% 33,2

15. tablazat: 5% olivaolaj kiegészitésli tapkdzegben vizsgalt politejsav tomegvaltozasa
(Forras: sajat munka)

25% 6,3
30% 7,3

A legkiemelkeddbb eredményt a 30 %-o0s keményitd tartalmi PLA biodegradélasi modellezése
mutatta, 0,5 % keményitd kiegészitésiit LAPTg taplevesben.
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5.4. PLA-keményitd biokompozit biodegradalasanak modellezése szubmerz

koriilmények kozott 0,75% ¢€s 1% keményitd tapkozeg kiegészitéssel

Az5.2. fejezetben taglalt kisérletemben, a 0,5 % keményitdvel kiegészitett LAPTg taplevesben,
a 30 %-os PLA-keményitd biokompozit darabok bioldgiai bontasa volt a leghatékonyabb, 33,23
%-os tomegcsokkenést tapasztaltam. Ezen eredményt alapul véve, a tovabbi kutatd
munkdmban az el6z6 vizsgalathoz képest megnovelt keményité koncentracid jelenlétében
vizsgaltam a biodegradalasi folyamatokat. 0,75% ¢és 1% keményitét adagoltamta, LAPTg
szubmerz tapkozeghez kiilon-kiilon. A 21 napos vizsgalati idoszak alatt; meghatarozott

idénként mintat vettem, a 45°C-on, 140 rpm razatési sebességen inkubalt lombikjaimbol.

5.4.1. Kémhatas nyomon kovetése

23. abra: 0,75- és 1% keményitdvel kiegészitett tapkdzeg kémhatas valtozasa
(Forras: sajat munka)

A O N

pH [-]

0. 3. 7. 10. 14. 17. 21.
1d6 [nap]

0,75% ®1%

A 23. dbrantalalhato diagramrol leolvashato, hogy a tapkozegek kiindulasi kémhatasa pH 6,5 volt,
majd a harmadik napra ez az érték lecsokkent a savas tartoméanyba. A 0,75%-os és az 1%-0s
kemeényitdvel kiegészitett LAPTg taplevesek kémhatas valtozasa koézott nem volt jelentds
kiilonbség megfigyelhetd. A 3. naptol kezdve az Gsszes mintdm kémhatdsa pH 4,5 kozeli
értéken stabilizadlodott. A savas kémhatds megjelenése arra enged kovetkeztetni, hogy a
tapkozegbe oltott termofil baktériumok a PLA darabokat, illetve a tdpkozeg asvanyi anyag

tartalmat hasznositottdk az anyagcsere-folyamataik révén.
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5.4.2. Tejsav koncentracio meghatarozasa

24. abra: 0,75- és 1% keményitdvel kiegészitett tapkozegben meghatarozott tejsav tartalom
valtozasa
(Forras: sajat munka)
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A 0,75 - és 1 % keményitével kiegészitett tapkdzeget vizsgalva megfigyelhetd, hogy a tejsav
koncentracidja a kisérlet 14. napijaig emelkedett, majd ettél a ponttél enyhe visszaesés
kovetkezett be. Az 1 %-os keményitével kiegészitett AP Tg taplevesben a tejsav koncentracio
a 3. és 14. nap kozott ~ 2 g/ml-el alacsonyabb volt, ‘6sszehasonlitva a 0,75%-0s keményitd
kiegészitésli taplevesben meghatarozott eredmenyekkel. Ebbdl arra tudok kdvetkeztetni, hogy
a 0,75 %-os keményit6 tartalmi LAPTg-ben modellezett 30 % keményit6t-PLA vizsgalati
darabokat jelenlétében jobban hasznosult’a rendelkezésre all6 tapanyagforras. Azonban a 17.
és 21. nap kozott az 1 % keményitd tartalmu taplevesben detektaltam magasabb tejsav

tartalmat, a 17. napon ~2 g/ml-¢l, mig a vizsgalati periddus utols6 napjan ~ 3 g/ml-el tobbet.
(24. 4bra)

43



5.4.3. Optikai denzitas mérésének eredményei

25. abra: 0,75- és 1% keményitdvel kiegészitett tapkozegben meghatarozott optikai denzitas
nyomon kovetése
(Forras: sajat munka)
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A vizsgalati periddusban kapott eredményeimnél szembetiino,shogy a gorbék lefutasa szinte
megegyezik. A 7. napig mind a kétféle keményitdvelkiegészitett tdplevesben meghatarozott
optikai denzitas emelkedett, majd a 10. napon lecsdkkent, amit aztdn Ujra egy intenziv
novekedés kovetett a 17. napig. A kiilonbséget a 0,75%-0s és 1%-0s keményitd kiegészitésii
taplevesben meghatarozott értékeknél az jelenti, hogy az 1% keményitd jelenlétében a
kisérletem soran végig magasabb sejtkoneentracio volt megfigyelhetd, ami a 17. napon érte el

a maximum értéket. (25. abra)

5.4.4. Kutinaz enzimaktivitas vizsgalata

26. abra: 0,75- és 1% keményitdvel kiegészitett tapkdzegben vizsgalt konzorcium kutinaz
enzimkészletének alakulasa
(Forras: sajat munka)
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A kutindz enzimaktivitas vizsgalat eredményeit diagramon abrazolva megfigyelhetd, hogy a
konzorciumok a kisérlet kiindulési iddpillanataban nem rendelkeztek enzimaktivitassal, majd a
harmadik napt6l kezdve mar detektalhatdé volt a kutindz enzimek jelenléte. A 10. napon
visszaesést tapasztaltam, majd megint elkezdtek ndvekedni a kapott enzimaktivitdsok. A
legkimagaslobb kutindz enzim mennyiséget a 0,75%-os keményito tartalmu tapleveshez adott
konzorcium mutatta, itt 21,62 U/ml-t mértem. Osszehasonlitva a két tapkozeget, a 0,75%-0s
keményitével kiegészitett LAPTg tapkdzegbdl meghatdrozott kutindz enzimaktivitasa a kisérleti

periddus sordn (a 21. nap kivételével), magasabb volt. (26. abra)

Az 5.3.4. fejezetben taglalt kisérletemben, a 30%-os keményit6- PLA darabok jelenlétében a
0,5%-0s keményitdvel kiegészitett LAPTg tapkozegben talalhatd konzorcium kutinaz aktivitas
értekeinek lefutdsa hasonld az 26. abran lathatd diagramen “felvett eredményekhez.
Osszehasonlitva a kutiniz mennyiségeket, a legmagasabb=gértéket a 0,5%-os keményitd
kiegészitésnél mértem, 21,85 U/ml-t, azonban a 0,75%-0s keményit6t tartalmazo taplevesben
meghatarozott maximalis enzimaktivitidsa (21,62wU/ml) sem tér el jelentdsen ettdl az
eredménytdl. Az 1%-o0s keményitdt tartalmazd’ LAPTg tapleves alkalmazasanal 18,47 U/ml

volt a megfigyelt maximum kutinaz aktivitas:

5.4.5. Proteaz enzimaktivitas vizsgalata

27. abra: 0,75- és 1% keményitével kiegészitett tapkdzegben vizsgalt konzorcium proteaz
enzimaktivitasanak alakul4sa
(Forras: sajat munka)
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A protedz enzimaktivitast a harmadik naptdl tudtam meghatarozni, és még a hetedik napon is

detektalhatd volt, azonban a 10. napon alacsonyabb eredményeket figyelhettem meg. Az OD
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600 ¢és a kutinaz enzimaktivitas vizsgélatakor is a 10. napon volt csokkenés megfigyelhetd,
emiatt elképzelhetének tartom, hogy ebben az iddpillanatban nagyobb mértékben kovetkezett
be sejthalal. A 0,75%-os keményitd tapkozeg kiegészités a protedz aktivitas tekintetében a 14.
napon szemmel lathatéan kiemelkeddbb eredményt produkalt, az 1%-os kiegészitéshez

képest. A kisérlet ezen pontjan 22,56 U/ml proteaz aktivitast mértem. (27. abra)

Az eredményeimet Osszehasonlitva az 5.3.5. fejezetben taldlhato, 21. abran lathaté 30%-os
keményit6-PLA keveréket tartalmazo, 0,5% keményitdvel kiegészitett tapkozegben
meghatarozott protedz aktivitassal, az els6 szembetling kiilonbség, hogy a mintdim a 17, napra
érték el a maximalis protedz értéket (25,75 U/ml), mig az 0,75- €s 1%-o0s keményito kiegészités
jelenlétében mar a 14. napon. A 0,75- és 0,5%-0s keményitd kiegészités,esetében hasonlo

eredmény volt mérheto.

5.4.6. A kisérleti periodus végén meghatarozott tomegvaltozasa a 30%-o0s keményito-
PLA biokompozit daraboknak

16. tablazat: Kétféle keményitd kiegészitésii tdplevesbe helyezett 30%-os biokompozit
darabok tdmegvaltozasa
(Forrés: sajat munka)

0,75% 38,6
1% 34,2

A 0,75%, keményitét tartalmazd LAPTg tapkozegbe helyezett evOeszkdz darabok
tomegesokkenése kiemelkedd volt, elérte a 38,6%-ot, ami magasabb, mint az el6z6 kisérletem
soranrtapasztalt 0,5 % keményitdvel kiegészitett LAPTg tapkozegbdl vett 30 %-os keményitd-
PLA vizsgalati eszkdz tomegcsokkenés (33,23%). Ezen eredmények alapjan a 0,75%
keményit6 kiegészitésti LAPTg tdpkozeg hatékonyabb leheta PLA darabok biologiai bontasanak

modellezéséhez. (16. tablazat)
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6. Kovetkeztetések ¢€s javaslatok

A kisérleteim elvégzése soran kiilonboz6 tapkozegekhez adott kiegészitések hatasat vizsgaltam
az enzim szintézisének és a bioldgiai bontas hatékonysaganak vonatkozasaban. Osszességében
arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy az alkalmazott tdplevesem keményitd kiegészitése
jelentds kutindz és proteaz enzim mennyiség termelddését indukalta, a biologiai folyamatok és
a kialakitott kornyezet eredményeképpen. Mindemellett az olajos kiegészités jelenlétében, az
altalam beadllitott homérséklet, tapkozeg Osszetétel és konzorcium nem segitette, az
enzimtermelés serkentését, annak ellenére, hogy bizonyos szakirodalmak az ‘olajos
anyagok/lipidek kutindz szintézist fokozo tulajdonsagair6l szamolnak be. (Castro-Ochoa et al.,
2012) Ahhoz, hogy a kapott eredményeimben biztos lehessek, a kisérlettmegismétlésére és

tovabbi vizsgalatok elvégzésére lenne sziikség.

crer

érdekében szamos kiilonbozd irdnyvonalon lehetne elindulni ajévében torténd kutatdé munkam
soran. Az egyik ilyen lehetdség a konzorciumok &sszetételének bovitése vagy valtoztatasa
lenne, amelyet nem feltétleniil csak termofil | baktériumok bevondsaval, hanem egyéb
mikroorganizmusok, példaul penészgombak+=hozzdadasaval alakitanék ki. Tovabba a szén
forrasok mellett, nitrogén forrasok vizsgalatat is fontoléra venném tapkdzeg kiegészitésként,
tobbféle koncenctracidban, példaul aminosavakat, kazeint, kollagént vagy pedig elasztint,
hasznalnék fel, a szakirodalmak javaslatai alapjan. Ezen kiviil agy gondolom fontos figyelembe
venni azt a tényt, hogy a kutindzon és a protedzon kiviil mas kiséré enzimaktivitasok (cellulaz
¢s lipaz) is befolydsolhatjdk“a bontasi folyamatokat. Az eddigiekben emlitett aspektusok
mellett, a fizikai paraméterek optimalizalasa is hatassal van a bontasban részt vevd enzimek
szintézisére, ilyen ayhOmérséklet, pH, razatasi sebesség. A termofil baktériumokkal végzett
munka esetében peldaul lehetdség nyilhat a hdmérséklet fokozatos emelésére, kezdve 45°C-tdl

egészen 60-80°C-ig, kiillonbozo korliilmények kozatt.

A biologiai folyamatok hatékonysaganak nyomon kdvetése céljabol HPLC analitikai médszer
hasznalatat is fontolora venném, amely a vizsgéalati rendszerben keletkezd szénhidratok és

szerves savak 0sszetételérdl szolgalna bovebb informacioval szdmomra.

Abban az esetben pedig, ha sikeriilne egy hatékony bontést és enzimszintézist megallapitani,

lehetség adodna a 1épték ndvelésre is.
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7. Osszefoglalas

A politejsav (PLA) egy biopolimer, amely potencialisan kivalthatja a petrolkémiai eredeti
milanyagokat, amik a kdrnyezetbe keriilve évtizedekig fennmaradhatnak, eziton hozzajarulva
a kornyezeti szennyezéshez ¢és az dkologiai karokhoz. Az enzimatikus bioldgiai lebomlasanak
megértésével hatékonyabba valik a politejsav alaptl termékek tervezése és hulladékként valo
kezelése, ami a kdrnyezetterhelés csokkenéséhez vezethet természetes ¢s fenntarthaté modon.
A szakdolgozatomban a keményitdé tartalmii politejsav  biopolimer evOeszkézok
biodegradalhatosaganak modellezését vizsgaltam, szubmerz, razatott koriilmények kozott. A
bontast végzo, termofil baktériumokbdl alld6 konzorciumot a Thermobifidascellulosylitica
B1997, Thermobifida fusca 11 Cell, és Thermus composti B2340 torzsekbéhalakitottam ki. Az
alkalmazott mikroorganizmusok proteolitikus- €és észteraz tipusu enzimkészletének meglétérol,
illetve a tejsav hasznositasi képességeikrdl eldzetesen elvégzett torzsszelekcios modszerekkel
bizonyosodtam meg. Az els6 kisérletem soran kétféle taplevesben, a TPY- és a LAPTg-ben
kovettem nyomon a 25- és 30%-os keményit6-PLA szubsztratumok biologiai bonthatdsagat,
mely soran a LAPTg tapkozegben magasabb bontasi szazalékot sikeriilt elérnem. Emiatt a
kutatd munkamat ezen nitrogén forrasban (gazdag tapleves két valtozatanak kialakitasaval
folytattam, ahol az egyiket 0,5% keményitovel,va masikat pedig 5% olivaolajjal egészitettem
ki, mind az enzimtermelés, mind Ja biodegradacié fokozasdnak céljabol. Keményitd
jelenlétében, az olivaolaj Kiegészitéshez képest jelentdsebb politejsav-depolimeraz
enzimaktivitast és szubsztratum témegcsokkenést detektaltam. A 30%-os keményit6-PLA
vizsgalati darabok tomege.33,2% -al csokkent, amelyhez kiemelkedd, 21,85 U/ml kutinaz és
25,75 U/ml protedz enzimaktivitas tarsult. Mivel a taplevesben a keményité kedvezdbb
enzimaktivitas'es bontdsi eredményeket adott, az utolsd kisérletemben a kozeget megnovelt
keményitd koncentracid jelenlétében vizsgaltam (0,75% és 1% keményitd kiegészités). A
0,75%k-o0s keményitd kiegészitést tartalmazd LAPTg taplevest felhasznalva figyeltem meg a
legjelentosebb tomegvaltozast, amelyben a 30%-os keményit6-PLA biokompozit darabok
38,6%-0s tomegcsokkenését tapasztaltam, 45°C-on, 140 rpm-es rdzatds mellett. Ezen
eredményemet aldtdmasztja, a kutinaz és protedz enzimkészletek alakuldsa a 21 napon keresztiil
tartd vizsgalati idom soran. Ebben az esetben a legmagasabb kutinaz aktivitas 21,62 U/ml, mig
a proteaz aktivitas csticsa 22,56 U/ml volt. Ugy hiszem, hogy az elvégzett munkam eredményei

jo alapként szolgalhatnak a tovabbi politejsav keverékek bioldgiai bontasanak kutatasashoz.
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