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1.BEVEZETES

A 21. szazad egyik legnagyobb kérdése, hogy mit fogunk kezdeni azzal a hatalmas
mennyiségli miianyag hulladékkal, amit a modern iparosodott tdrsadalmak kitermelnek. Az
éves mianyag termelés 2019-ben 459,75 millié tonna volt, és éves szinten 3-4%-kal
novekszik; ennek kovetkeztében 1950 ota kb. 9000 milli6 tonna miianyaghulladék
keletkezett, ennek nagyjabol a 10%-a keriilt Gijrahasznositasra. (Rosenboom és munkatarsai,

2022) Az 1. abran lathat6 a mlianyagtermelés alakulasa az elmult 70 évben.

Global plastics production

Plastic production refers to the annual production of polymer resin and fibe
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1. Abra:
Globalis mlianyag termelés (Internetes forras 1.)

A miuanyagok a fenntarthatésag szamos aspektusaban nélkiilozhetetlenek: a konnyt
mianyagok javitjdk az autok és repiildgépek iizemanyag-hatékonysagit, a milianyag
szigetelok novelhetik az energiamegtakaritast, a milanyag élelmiszer-csomagolas pedig
noveli az eltarthatésagot, ami csokkentheti az élelmiszer-pazarlast. A mianyaghulladék
kornyezeti hatasai és a miianyaggal kapcsolatos iliveghazhatasti gazok kibocsatasaval
kapcsolatos ndvekvo aggodalom motivalja a ,,.korkoros miianyaggazdasag” felé valo atallast.
A korkoros gazdasagban a nem-megujuléd eréforrasok felhasznalasa és a hulladéktermelés
minimalisra csokken, mikozben az Ujrahasznalat és az Ujrahasznositds uralja az anyagok

¢letciklusat. (Rosenboom €s munkatarsai, 2022)

A kornyezetiink milanyagokkal torténd szennyezése az elmult évtizedben jelentds

tarsadalmi figyelmet vont magara, népszerti kampanyok indultak a miianyagszennyezés



csokkentése érdekében és az egyszerhasznalatos miianyagok ellen, csak a legfrissebbeket
emlitve, pl. National Geographic ,,Planet or Plastic” azaz a bolygonk vagy a miianyag. Sokak
altal megnézett dokumentumfilmek jelentek meg, mint pl. a Kék Bolygd vagy David
Attenborough: Egy ¢élet a bolygonkon cimii alkotasa. SOt a politikai dontéshozdk is elkezdtek
tevékenykedni, az Eurdpai Unid 2021. julius 3-t6l az egyszer hasznélatos milanyag eszk6zok
(tanyérok, evoeszkozok, szivoszalak stb.) forgalomba hozatalat betiltotta a tagallamaiban.
Szamos cég tett fogadalmat a millanyagszennyezés csOkkentésére, vagy
megljuld/Gjrahasznosithato alternativakra azonban ezekkel a hangzatos kijelentésekkel, PR
kampanyokkal ¢és kisebb-nagyok sikerti korlatozdsokkal nem fogjuk megoldani a

mianyagszennyezés kérdését. (Rosenboom ¢és munkatarsai, 2022)

Szakdolgozatomban az egyik igéretes alternativat fogom részletezni, a bioldgiailag
lebonthaté miianyagok alkalmazasat. Az egyik terv a fentebb részletezett célok
megvaldsitasara, hogy olyan miianyagokat vezessiink be a gazdasagba, amelyek késobb
lebonthatdak, mikroorganizmusok segitségével, igy a hosszitavon nem halmozddnak fel,
ezzel is csokkentve a milanyagszennyezést. Az egyik ilyen milanyag a PLA (politejsav)
aminek a bontdsanak optimalizalasaval foglalkoztam szakdolgozatom készitése soran, a 2.

abran egy illusztracio lathaté a bomlasrol.
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2. Abra:
PLA biologiai bomlésa (Internetes forras 2.)



2.A MUNKA CELJA

A kutatdsom soran célul tliztem ki olyan mezofil mikroorganizmusok szelektalasat és
konzorciumok kialakitasat, amelyek alkalmazasédval szubmerz kornyezetben hatékony
biologiai bontds modellezhetd. Ezek megvaldsitisahoz az alabbi részfeladatokat
fogalmaztam meg:

1. Torzsszelekcio: mezofil baktérium, penészgomba és ¢Elesztogomba torzsek

screeneléses modszerrel a politejsav-depolimeraz (proteolitikus, illetve észteraz tipusu)

enzimaktivitas vizsgalataval.

2. Mikrobiilis konzorciumok: kialakitdsa a biologiai bontdsra alkalmas szelektalt

mikroba torzsekbol.

3. Bioldgiai bontas: politejsav alapu biomiianyag szubmerz biodegradaldsa mikrobialis

konzorciumokkal.

4. A biolégiai bontas hatékonysaganak nyomonkdévetése: a degradacioban résztvevod

depolimerdz enzimaktivitds és a politejsav alapu biomianyag tomegvaltozasanak

meghatarozasaval.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Biomiianyagok

A bioplasztikok, olyan anyagok, amelyeket bioldgiai alapti polimerekbdl gyartanak,
megoldast nytjthatnak egy fentarthatobb miianyag életciklusra, egy korforgasos gazdasag
részeként, amelyben a kiindulési polimerek megujuld vagy Gjrahasznositott nyersanyagbol
allnak. Karbonsemleges energiat alkalmazva a gyartashoz és a termékek ujrafelhasznalasra

vagy Ujrahasznositasra keriilnek az életciklusuk végén. (Rosenboom és munkatarsai, 2022)

A ’bio’ eldtag tobb dolgot is jelenthet: a monomerek megujuld formabdl szarmaznak
(példaul biomasszabol) és kémiai mechanizmusokkal polimerizaljak Oket; a polimereket
biomasszabol nyerték ki; a polimer vagy a plasztik bioldgiailag lebomlé; az anyag bioldgiai

eljarassal késziilt vagy ezek kombinacioja. (Albertsson és munkatarsai, 2017)

A biopolimerek tobbféle tipusra oszthatok. A biopolimereket szdrmazasuk alapjan
fosszilis vagy bioalapunak osztalyozzdk. Mikroorganizmusokat, allatokat és ndvényeket
hasznalnak bioalapu polimerek eldallitasdhoz. A lebonthatdésag alapjan ezeket a
biopolimereket tovabb osztalyozzak biologiailag lebonthatd és bioldgiailag nem lebonthatd
kategoriaba. A poli-hidroxi-butirat (PHB), a politejsav (PLA), a celluloz-acetat (CA) és a
celluléz-nitrat (CN) a bioldgiai alapi ¢€s biologiailag lebomld polimerek példai. (P.R.

Yaashikaa ¢és munkatarsai, 2022)

A fosszilis anyag alapu milanyagokkal 0sszevetve sokkal kisebb a bioplasztikok karbon
labnyoma, elényds anyagtulajdonsdgokat mutatnak, kompatibilisek lehetnek a meglévo
ujrahasznositasi folyamatokkal, és egyesek biologiai lebomlast kindlnak EOL (End of Life
— ¢életciklus végi) forgatokonyvként, ha ellendrzott vagy kiszdmithatd kdrnyezetben hajtjak
végre a bontasukat. Ezek az elénydk azonban kompromisszumokkal jarhatnak, beleértve a
negativ mezdgazdasagi hatasokat, az élelmiszertermeléssel valo versenyt, a nem egyértelmii
EOL-kezelést és a magasabb koltségeket. A feltorekvd kémiai és bioldgiai mdodszerek
lehetéve teszik az egyre ndvekvé mennyiségli heterogén milanyag és biomilanyag hulladék
jobb mindségii anyagokka torténd ,,ijrahasznositasat”. Az egyértelmiibb szabalyozas ¢€s a
pénziigyi 6sztdonzések tovabbra is elengedhetetlenck ahhoz, hogy a niche-polimerektdl a
valoban fenntarthatdé biomiianyag piaci alkalmazasahoz jussunk el. (Rosenboom ¢és

munkatarsai, 2022)



3.2. Politejsav

A politejsav (angolul: Polylactic acid, PLA) egyfajta tejsav (Lactic acid, LA) szarmaz¢k,
amelyet megjuld erdforrdsokbodl, elsdsorban magas keményitOtartalmt ndvényekbdl
példaul buzabol, szalmabol, kukoricabdl és cirokbol allitanak eld, és bioldgiailag teljesen
lebomlik. Kornyezetbarat, a mikrobak vizzé és szén-dioxidda bonthatjak. Ez az egyik

legigéretesebb biologiailag lebomld polimer anyag a piacon. (Li €s munkatarsai, 2020)

3.2.1. Politejsav jellemzdi

A politejsav nagyon jo piaci kilatdsokkal, kivald kereskedelmi értékkel és szamos
alkalmazasi teriilettel rendelkezik az iparit6l a polgari felhasznalasig. A tomeggyartas iranti
érdeklddés a jo teljesitményébdl fakad; példaul a politejsav jo fizikai tulajdonsagokkal
rendelkezik, és kiilonféle milanyag termékek, példadul gyorséttermi dobozok, valamint
szovetek eldallitasara hasznalhato. Jo szakitoszilardsaga és hajlékonysaga alkalmassa teszi
kiilonféle feldolgozasi eszk6zokhoz, mint példaul olvadek-extrudalds, froccsontés, fuvott

foliadntés, habontés és vakuumontés. (Li és munkatarsai, 2020)

A PLA egy alifas homopolimer, és a leginkabb versenyképes szintetikus biomtiianyag, évi
250 ezer tonna gyartasi kapacitassal. A nem-aromas (alifas) poliészterek lebonthatok, mivel
a gerinciikben 1év6 észtercsoportok hidrolizissel vagy enzimatikus aktivitdssal konnyen
lehasithatok. A PLA optikailag atlatszo lehet, és a poliolefin folidk vagy polisztirolhabok
alternativdjaként hasznositjak, beleértve az egyszer hasznalatos fogyasztasi cikkekbe valo

beépitést is. (Rosenboom és munkatarsai, 2022)

Jo tulajdonsagokkal rendelkezik a fényesség, az atlatszosag, a kézi tapintas és a hoallosag
tekintetében. A PLA oldodésa a kristalyossag fokatol fiigg. Az amorf polimerek kiilonb6z6
szerves oldoszerekben, példaul acetonban, acetonitrilben és metilén-kloridban oldddnak.
Ezenkiviil a kristalyos PLA csak magas hdmérsékleten oldhat6 fel diklor-metanban vagy
benzolban. A mechanikai tulajdonsagok ¢€s a kristalyosodasi viselkedés szorosan Gsszefiigg

a folanc molekulatomegével és sztereokémiai 0sszetételével. (Li €s munkatarsai, 2020)

Bér a tejsav jo biokompatibilitassal és nyujthatosdggal rendelkezik, ennek az igéretesnek
tlind polimernek a tulajdonsagai sem tokéletesek. Példaul a PLA rendkiviil hidroféb és
csekély az iitésallosdga. Bizonyos modszerek azonban alkalmazhatok a tejsav fenti

hidnyossagainak hatékony javitasara ¢€s alkalmasabba tételére. Nanokompozitként a PLA



tulajdonsdgai javithatok a szintézis soran modositott adalékok hozziadasaval, vagy mas
polimerekkel vald kozvetlen keveréssel, példaul a poliglikol savval. (Li és munkatarsai,

2020)

Természetes szempontbdl a politejsav jo hére lagyuld képességgel rendelkezik, és
felhasznalhatdé miianyagok eldallitasara és feldolgozasara, példaul filmek és szalak

készitésére. (Li és munkatarsai, 2020) A 3. dbran a politejsav szerkezeti képlete lathato.

3. Abra:
PLA szerkezeti képlete (Internetes forras 3.)

3.2.2. Politejsav eldallitasa

Mivel a tejsav egy kiralis molekula, D és L tipusu izomerekkel, 3 formaja forddl el a
politejsavnak: poli-L-tejsav (PLLA), poli-D-tejsav (PDLA) és poli-L,D-tejsav (PDLLA). A
PLA harom forméban kristdlyosithatd: o, B és y. 1954-ben a DuPont (egy amerikai
multinacionalis vegyipari vallalat) egy nagyobb molekulatomegl tejsavat allitott eld, rogton
szabadalmaztatta is. Harom féle polimer szintézis eljardsa van a PLA-nak: kozvetlen
kondenzacios eljaras, azeotrop dehidratacios kondenzacio ¢és laktidnak a gylirlinyito
polimerizacié. (Li és munkatarsai, 2020) A hdrom eljaras egyszeriisitett folyamatabréja a 4.

abran lathatdak.
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4. Abra:
PLA szintézise L- és D-tejsavbol (Auras et al., 2004)

Béar a tejsav, a politejsav monomerje konnyen megtaldlhatdé a természetben,
hagyoméanyosan cukrok fermentaldsaval és hidrolizis utdn monomerekké alakitasaval
allitjak eld. Mig azonban szamos szintetikus médszert tanulmanyoztak ipari és kereskedelmi
felhasznalasra, ezek egyike sem egyszerli, konnyen kezelhetdé vagy gazdasagos. Szigort
kovetelmények vonatkoznak a szintézis folyamatdban hasznalt katalizatorokra,
szintézislépésekre és tisztitoberendezésekre. Szerencsére jO alternativat biztositanak az
enzimkatalizalt szintéziseljarasokat alkalmaz6 biologiai modszerek, amelyek a kémiai
reakcioknal konnyebben hozzaférhetévé teszik a biokompatibilis anyagokat. (Li és

munkatarsai, 2020)



3.2.3. Politejsav alkalmazasa

A Total Corbion PLA nemrégiben bejelentette, hogy a PLA-bevonata papirpoharak
ujrapépesithetok, ¢€s 1igy Ujrahasznosithatok, mig a hagyomanyosan PE-bevonati

papirpoharak nem. (Rosenboom ¢s munkatérsai, 2022)

Jo biokompatibilitdsa miatt széles korben alkalmazzdk a biokémiai gydgyaszatban. A
nagy molekulatomegli PLA-t nem szétszedhetd sebészeti varratok ¢és alacsony
molekulatomegli PLA-k eldéllitasara hasznaltdk lass  hatdanyag-felszabadulasu

gyogyszercsomagold szerként. (Li és munkatarsai, 2020)

A PLA {6 felhasznalasi teriilete a csomagoloipar. A PLA egy kedvezd ,,z6ld” €lelmiszer-
csomagolas, amely széles korben elterjedt a friss termékek teriiletén, a legjobb valasztissa
valik a gylimoles-, z0ldség- és salatatartok szdmara a kiskereskedelmi piacokon. A
gyorséttermek és cukraszdak biologiailag lebomld polimerekbdl késziilt evoeszkozoket,
poharakat és tanyérokat hasznalnak, mint talaldsi alternativak. Ezek a termékek kiillonb6zo
savas és magas koleszterintartalmu élelmiszerekkel és eltérd tarolasi hdmérséklettel (-25 °C
és 60 °C kozotti) érintkeznek. Igy a PLA mechanikai, fizikai és optikai tulajdonsagait a

csomagolasi alkalmazasokra kell szabni. (Rosenboom és munkatarsai, 2022)

A jo biokompatibilitds fontos oka a PLA széles korii hasznalatanak az orvosi-biologia
(biomedicina) teriiletén. A koztes tejsavtermék az emberi szervezetben metabolizalhato,
nem mérgezd ¢és artalmatlan. Lebontdsa felhasznalhatdé gydgyszerfelszabadulasra. A
hordoz6 anyagcsere sebességének szabalyozasaval a szervezetben biztosithato a gydgyszer
hatékony koncentracidja a mellékhatasok csokkentése mellett, ami nyilvanvalé elényoket
biztosit mind a gyogyszeradagoldsban, mind az implantdtumok anyagaként. A jo
biokompatibilitas azt is biztositja, hogy a kornyezd szovetekben ne legyen gyulladasos
reakcio a kilokddés miatt, miutan az emberi szervezetbe keriil. (Li €s munkatarsai, 2020) Az

5. abrén egy infografika lathato a PLA felhasznalasarol.
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5. Abra:
Infografika PLA felhasznalasarol (Ahmad et al., 2022)

3.2.4. Politejsav bontasi lehetdségei

Mechanikai ujrahasznositas:

A PLA mechanikai wjrahasznositasa a mindség csokkenésével jar, mint példaul a
szakitoszilardsag és a molekulatomeg elvesztése. Tekintettel arra, hogy a mechanikai
ujrahasznositds nem képes hatékonyan eltavolitani a szennyezddéseket ¢és az
adalékanyagokat a polimer hulladékbol, valamint a folyamatbol eredd termikus és
mechanikai igénybevétel, a termékeket altaldban gyengébb mindségii termékekké dolgozzak
fel. A szines vagy kis stiriségii anyagok (filmek, habok), valamint az orvosi szennyezédések
tovabbi komplikaciokat jelentenek, és a termékeket ujrahasznosithatatlanna tehetik. Az
¢lelmiszer-mindségli (azaz élelmiszerekkel érintkezhetd) Ujrahasznositott anyagokat ezért
nehéz beszerezni. A frissen legyartott polimereket gyakran keverik az ujrahasznositott
anyagokkal, hogy javitsak az ujrahasznositott polimerek mindségét. Mindazonaltal a
mechanikus Ujrahasznositast gyakran a legkivanatosabb EOL-opcidként emlitik, az eredeti
polimertdl valo eltérése miatt, igy mas szerepeket is be tud tdlteni. (Rosenboom és

munkatarsai, 2022)



Vegyi ujrahasznositas:

A mechanikai Ujrahasznositassal ellentétben a kémiai Gjrahasznositas lehetdséget kinal a
hulladékbol kivalé mindségli polimerek eldallitasara — ezt ,,értékndveld ujrahasznositasnak”™
nevezik. A miianyag termékeket monomer alegységeikre depolimerizaljak, amelyek ezutan
szabalyozott polimerizaciés mechanizmusok révén kivant mindségii (példaul szabalyozott
molekulatomegii) polimerekké repolimerizalhatok. Példdul a kis molekulatomegli szalas
poliészterek depolimerizalhatok monomerekké, amelyek azutdn hosszabb lancu
poliészterekké polimerizalhatok, amelyek a palackokhoz sziikségesek. A szennyezddések és
a szinek is eltavolithatok. A kémiai Gjrahasznositas foként szolvolizissel vagy termolizissel
torténik. Az alifds poliészterek, mint példaul a PLA, PBS vagy PHA-k, jobban
hidrolizalhatok, mint az aromas poliészterek. Példaul a PLA 95%-os tejsavva hidrolizalhato
katalizator nélkiil 160—180 °C-on, 2 6ran keresztiil, négyszer kisebb energiaigénnyel, mint a
tejsav eldallitdsanal, vagy 6 oOra hasznalat utdn visszapolimerizalhato ~90%-os ciklikus
laktid monomerekké Zn atészterezd katalizatorok hasznalataval. A keletkez monomerek
hasznos alapanyagot jelentenek a kivalé mindségli miianyagok eldallitasdhoz. A vegyszerek
¢s az Osszetettebb elvalasztdé rendszerek iranti igény azonban dragabba teszi a vegyi
ujrahasznositast, és ezért jelenleg gazdasagilag kevésbé versenyképes, mint a mechanikai

ujrahasznositas. (Rosenboom és munkatarsai, 2022)

Biologiai lebontas és komposztalas:

A biologiai lebontas és a komposztalas a polimer anyagok mikrobidlis emésztését €s
metabolikus atalakuldsat jelentik CO2-4, H2O-va és mas szervetlen vegytiletekké kiilonb6zo
fajok altal. Ezt a folyamatot jellemzden fizikai folyamatok segitik, kiilondsen azok, amelyek
a toredezést és a szemcseméret csOkkentését segitik. Példaul a tipikusan félkristalyos
muianyagok kristdlyos szerkezeteinek mikronizalassal vagy extrudalassal torténd
amorfizalasa érz¢kenyebbé teheti Oket az enzimes lebomlasra. A hidrolizis a polimer
hozzéaférheté amorf régioiban felhasitja az érzékeny kotéseket, jellemzden alifas észtereket,
¢s a mikrobialis enzimek ¢és savak vagy bazisok fokozhatjdk a hidrolizist. Az UV-fény
segitségével torténd fotodegradacid megszakitja a tercier és aromas C—C kotéseket, és
jellemzden torékeny és elszinezddott anyagot hagy maga utan. Ez a folyamat fokozhat6
fémkatalizatorok polimerbe é4gyazéasaval. Hasonloképpen, az oxo-lebomlast (vagyis az

oxidacioval torténd bomlast) kivalthatjdk a fémek; ez azonban mikromiianyagokra valo
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széttoredezéshez és elégtelen emésztéshez vezethet. Igy az oxo-degradaciot korlatoztak az
EU-ban és Svéjcban. A korabbi remények ellenére a biologiai lebomlas nem trivialis, mivel
a bioldgiai lebomléds sebessége nagymértékben fiigg a polimer kémiai szerkezetétdl, a
stabilizal6 adalékanyagoktol, a kdrnyezd koriilményektdl (példaul a H20 és Oz jelenléte) és
az esetlegesen hasznalt mikroorganizmusoktol. Ezek a feltételek gyakran nem teljesiilnek az
otthoni komposztban, a nyilt vizben vagy akar az ipari komposztalo 1étesitményekben. A
komposztalok gyakran elutasitjadk a biologiailag lebomld miianyagokat, példaul a PLA
bevasarlotaskakat és edényeket, mivel a sziikséges bomlasi id6 meghaladja a tipikus 6-8

hetes komposztalasi id6t. (Rosenboom €és munkatarsai, 2021.)
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3.3. Mezofil baktériumok

A mezofil organizmus olyan életforma, amely mérsékelt hémérsékleti koriilmények
kozott szaporodik a legoptimalisabban. Altalaban mezofil baktériumokrol beszéliink, ha 20
°C és 40 °C kozotti hdmérsékleten van az optimumuk. A mezofil kifejezés a gorog mesos:
kozepes (itt kozéphdmérsékletet jelent); €s philos: aki szereti (legideédlisabb koriilménye).

(Schiraldi és munkatarsai, 2014.)

3.3.1. A Bacillus subtilis jellemzése

A Bacillus subtilis egy Gram-pozitiv baktérium, palcika alaka és katalaz-pozitiv. Sejtjei
jellemzéen rad alakuak, koriilbeliil 4-10 mikrométer (um) hossztiak és 0,25-1,0 pm
atmérdjiek. A Bacillus nemzetség tobbi tagjahoz hasonléan endospodrat képezhet, hogy
talélje a sz€élsdséges homérsekleti €és kiszaradasi kornyezeti feltételeket. A B. subtilis egy
fakultativ anaerob. Erdsen flagellalt, ami lehetdvé teszi, hogy gyorsan mozogjon
folyadékokban. Rendkiviil alkalmasnak bizonyult a genetikai manipulaciora, és széles
korben elterjedt modellszervezetként laboratoriumi vizsgalatokhoz, kiilondsen a
sporuldcidhoz, amely a sejtdifferencidlodas leegyszeriisitett példaja. Laboratoriumi
modellszervezetként vald népszeriisége szempontjabol a B. subtilis-t gyakran az Escherichia
coli Gram-pozitiv megfeleldjének tekintik, amely egy alaposan tanulmanyozott Gram-
negativ baktérium. A szekretalt enzimtermelés egyik bakteridlis bajnoka, és ipari

méretekben hasznaljak a biotechnologiai cégek. (Euzéby JP et al, 1997.)

3.3.2. A Pseudomonas putida jellemzése

A Pseudomonas putida egy Gram-negativ, rad alaku, nem fermentalo baktérium, amely
mindeniitt megtalalhatd a kornyezetben. Metabolikus enzimek széles spektrumaval
rendelkezik, lehetdvé téve, hogy a kiilonféle a talajhoz és a vizhez kapcsolodo él6helyekhez

alkalmazkodjon. (Peter S. és munkatarsai, 2017.)

A Pseudomonas putida szaprotrof talajbaktérium. A P. putida vad tipust torzseinek
valtozatos metabolizmusa felhasznalhatd bioremediaciora; példaul laboratériumban
kimutattak, hogy talajoltoszerként funkcional a naftalinnal szennyezett talajok orvoslasara.
Képes a sztirololajat bioldgiailag lebomlé miianyag polihidroxi savva (PHA - Polyhydroxy
Acid) alakitani. Ez hasznos lehet az egyébként biologiailag nem lebonthat6 polisztirolhab

hatékony tjrahasznositasaban. (Keshavarz-Tohid és munkatarsai, 2019.)
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3.4. Mezofil élesztdgombak

3.4.1. A Yarrowia nemzetseg és a Y. yakushimensis jellemzése

A Yarrowia a Dipodascaceae csaladjaba tartozé gombanemzetség. Egy ideig a nemzetség
monotipikus volt, egyetlen fajtat, a Yarrowia lipolyticat tartalmazta. A Y. lipolytica egy nem
hagyomanyos ¢élesztd, amely nagy figyelmet kapott, mivel képes szokatlan szénforrasokon,
példaul szénhidrogéneken szaporodni, heterolog fehérjék expressziojanak gazdasejtjeként,
valamint ¢leszté ¢és hifas forma kozotti valtoképessége miatt. Felkeltette az ipari
mikrobiologia figyelmét, kiilondsen a specidlis lipidek eléallitasandl. (Papanikolaou S. és

munkatarsai, 2010.)

A Yarrowia lipolytica-t kiilonb6zo helyekrol izolaltak (példaul 6rolt kukoricaszal-zagyok
vagy parizsi csatornak). Ezek a kornyezetek gyakran feleslegben tartalmaznak lipideket,
amelyeket az Y. lipolytica szén- ¢és energiaforrasként hatékonyan tud hasznositani.

(Kurtzman ¢és munkatarsai, 2011)

Mivel a Y. lipolytica egy obligat aerob szervezet, minden szénforrds katabolizmusa
athalad a trikarbonsav cikluson. Ez jelentds kiilonbség az olyan fermentacios élesztOkkel
szemben, mint a Saccharomyces cerevisiae, amelyekben a gliikéoz és mas cukrok
katabolizmusa szamos koriilmény kozott megy végbe, foleg fermentacié utjan. (Flores

Carmen-Lisset és Carlos Gancedo et al, 2005.)

A Y. yakusimensis, kordbbi nevén Candida yakushimensis, a szintén a Yarrowia
filogenetikai kladjaba tartozo fajt is tanulmanyoztak és a Yarrowia 0j fajaként irtak le.

(Groenewald és munkatarsai, 2013)
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3.5. Mezofil penészgombak
3.5.1. Az Aspergillus niger jellemzése

Az Aspergillus niger egy penészgomba, és az Aspergillus nemzetség egyik leggyakoribb
faja. Az A. niger obligat aerob; ndvekedéséhez oxigénre van sziikség. A gomba szdmos
kornyezeti koriilmény kozott novekedhet; 6 °C — 47 °C kozotti hdmérsékleten ndhet.
Mezofilként optimalis hémérsékleti tartomanya 35 °C — 37 °C. 1,5 és 9,8 kozotti pH-értéket
képes elviselni. Az A. niger xerofil, szarazsagkedveld, ami azt jelenti, hogy nagyon kevés
vizet tartalmazo kornyezetben képes novekedni és szaporodni. Nedves koriilmények kozott

is néhet, még 90-100% relativ paratartalmua kdrnyezetben is. (Internetes forras 4. INSPQ)

Az A. niger kozmopolita €s nagyon gyakori: szerves anyagokon aerob modon novekszik.
Ez a faj gyakori szennyezdanyag kiilonféle szubsztratumokon, megtalalhato a talajban és az
alomban, a komposztban és a korhadé novényi anyagokon; még jeges kornyezetben és
tengeri kornyezetben is megtalalhato, de altaldban a széraz és meleg talajokat kedveli.
Gyakran izolaljak a héazi portdl, a talajtdl, a szaritott diofeléktdl, a gyiimolcsoktdl és a
magvaktol, valamint a kiilonféle tipust kezeletlen textilanyagoktol, példaul juta kendertdl és
pamut fellevelektdl; innen ered e faj gyakran bdséges jelenléte a textiliparban. Az 4. niger a
hust és a tojast is megfertdzheti, fokozatosan romlast okozva; a fliszerek €s a szaritott
gyiimolcsok is tartalmazhatnak A. nigert. Mésrészt az Aspergillus niger a biotechnoldgidban
hasznalt egyik legfontosabb mikroorganizmus, igy 6ridsi gazdasagi jelentdséggel bir. Annak
ellenére, hogy az Aspergillus niger mindeniitt eléfordul6 artalmatlan szennyezdnek szamit,
kiilonleges ritka koriilmények kozott opportunista emberi betegségeket okozhat, pl.
aspergillozis (Costa CP és munkatarsai, 2016)

Az Aspergillus niger-t szamos anyag ipari eldallitadsanak eldsegitésére tenyésztik. Az A.
niger kiilonb6zd torzseit hasznaljak a citromsav (E330) és a gliikonsav (E574) ipari

eldallitasahoz. (Cairns CT és munkatarsai, 2018)

Szamos hasznos enzimet termel, amelynek egyre ndvekvo az ipari felhasznéldsa. Példaul
az A. niger glikoamilazt a magas fruktoztartalmu kukoricaszirup, a pektinazokat pedig az
almabor és bor deritésében hasznaljak. Az alfa-galaktozidaz, egy enzim, amely bizonyos
Osszetett cukrokat lebont, a Beano és szdmos mas, puffadast csokkentd termék dsszetevdje.

(D1 Stefano et al. 2007)
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Az Aspergillus nigert a gliikdz bioszenzorok tervezésében hasznalt gliikkoz-oxidaz enzim
extrahdlasara is tenyésztik, mivel nagy affinitasa a B-D-gliikozhoz. (Staiano M. és

munkatarsai, 2005.)

Egyes A. niger torzsek ochratoxin A-t termelnek, a mikotoxinok sulyos

egészségkarosodast okozhatnak. (Samson RA. és munkatarsai, 2001.)

3.5.2. A Penicillium chrysogenum jellemzése

A Penicillium chrysogenum (korabbi nevén Penicillium notatum) a Penicillium
nemzetségbe tartozd gombafaj. A mérsékelt és szubtropusi Ovezetekben gyakori, €s
megtalalhat6 a sézott élelmiszereken, de leginkabb beltéri kdrnyezetben, kiillondsen nedves

vagy vizkarosodott épiiletekben fordul eld. (Andersen B. és munkatarsai, 2011)

Szamos B-laktdm antibiotikum, legf6képpen a penicillin forrasa. A P. chrysogenum egyéb

masodlagos metabolitjai kozé tartozik a roquefortin C és a meleagrin. (Ali H et al. 2013)

A Penicillium nemzetség sok mas fajdhoz hasonléan a P. chrysogenum altaldban ugy
szaporodik, hogy ecset alaku konidioforokbdl szaraz spéralancokat (vagy konidiumokat)
képez. A konidiumokat jellemzden légaramlatok szallitjak 0j kolonizacids helyekre. A P.
chrysogenumban a konidiumok kéktél kékeszoldig terjednek, és a penész néha sarga
pigmentet bocsat ki. A P. chrysogenum azonban nem azonosithat6é pusztidn szin alapjan. A
morfologia és a mikroszkopikus jellemzOk megfigyelése sziikséges az azonossaganak
megerositéséhez, és a DNS-szekvenalas elengedhetetlen ahhoz, hogy megkiilonboztessiik az
olyan kdézeli rokon fajoktol, mint a P. rubens. A P. chrysogenum ivaros stadiumat 2013-ban
fedezték fel biotinnal kiegészitett zabpehely agaron, sitétben parositott tenyészetekkel,
miutdn a torzsek parosodasi tipusat PCR amplifikacioval meghataroztdk. (Bohm J. et al.

2013)

A P. chrysogenum-ot iparilag penicillin és xantocillin X eléallitasara, cellulozgyari
hulladék kezelésére, valamint a poliamin-oxidaz, foszfogliikonat-dehidrogendz és gliikdz-

oxidaz enzimek eléallitasara hasznaljak. (de Hoog GS et al. 2000.)
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3.6. A polimerbontdsban résztvevo enzimek

3.6.1. A kutinaz enzim

A kutindz egy egyediilallé hidroldz, amelyet a vizben oldhatatlan kutint lebontd
képességérdl neveztek el. A kutinaz gombakban és baktériumokban egyarant megtalalhato.
A kutin mellett a kutindz oldhato észtereket (észerazoknak is szoktdk nevezni az ilyen tipusu
enzimeket), oldhatatlan triglicerideket és kiillonbozd tipusu poliésztereket is képes
hidrolizalni. Ezenkiviil a kutinaz képes katalizalni az észterezési reakciot €s az atészterezési
reakciot. A kutindz ezen valtozatos tulajdonsagai széles korben kiterjesztették alkalmazasat
az ¢lelmiszeriparban, a vegyiparban, a mososzeriparban és a mezdgazdasagban. (Sheng

Chen et al. 2011.)

A kutin a ndvényi kutikula {6 alkotoeleme. Ez egy oldhatatlan lipid-poliészter, amely
els@sorban 16 és 18 szénatomos hidroxi- és epoxi zsirsavakbol képzddik. Bar a kutin pontos
Osszetétele fajonként valtozik, minden kutin tartalmaz hidroxi-zsirsavakat alapegységként.
A kutindzok mikroorganizmusok altal kivalasztott, indukalhato extracellularis enzimek,
amelyek képesek lebontani a ndvényi sejtfalakat. Ezek katalizaljak a kutin észter kotéseinek
hasadasat, ami kutin monomerek felszabaduldsat eredményezi. (Sheng Chen és munkatarsai,

2008)

A kutindzokat gombakban és baktériumokban is megtalaltak; a vizsgalatok azonban a
gombas kutindzokra Osszpontositottak, beleértve a Fusarium solani pisi-t, a Monilinia
fructicola-t, a Botrytis cinerea-t €s az Aspergillus oryzae-t. A F. solani pisi-b6l szarmazd
kutinazt példaul alaposan vizsgaltak biokémiai és szerkezeti szempontokbol. A F. solani pisi
kutindz rontgendiffrakcios vizsgélatai kimutattdk, hogy a hidrolaz redds szupercsaladba
tartozik, ¢és tartalmazza a jellegzetes GXSXG motivumot, valamint egy Ser-His-Asp
katalitikus triadot. Erdekes médon a gombas kutinazok nemcsak a kutint hidrolizaljak,
hanem az oldhatatlan triglicerideket €s az oldhatd észtereket is, példaul a p-nitro-fenil-
butiratot (pNPB). gy a gombas kutindzokat a lipazok és az észterazok kozotti
intermediernek tekintik. Nemrég azt fedezt¢ék fel, hogy a F. solani pisi kutinaz
kornyezetbarat modon képes hidrolizalni, és ezaltal javitani a szintetikus szalak, példaul a
polietilén-tereftalat szalak feliileti tulajdonsagait. A kutinazok ilyen sokoldalu hidrolitikus
aktivitasai arra utalnak, hogy igéretes alkalmazasaik lehetnek a vegyiparban, a textiliparban
¢s mas iparagakban. A gombakbdl szdrmazd kutinazokkal ellentétben keveset tudunk a

bakterilis forrdsokbol szarmazoé kutindzokrél. Néhany kutatas késziilt a Streptomyces

16



scabies, Thermobifida fusca és Pseudomonas putida bakteridlis kutindzairdl, ezek a
vizsgélatok azonban az enzimtermeld torzsek sziirésére és a nyers enzimkészitmények
kezdeti jellemzésére korlatozodtak. A legkritikusabb, hogy baktériumokban nem
azonositottak kutindz nyitott leolvasasi keretet, igy lehetetlen elegendé mennyiségli tiszta
rekombinans enzimet eléallitani mélyrehatd vizsgalatokhoz. (Sheng Chen és munkatarsai,

2008)

3.6.2. A proteaz enzim

A proteazok nem egyetlen enzimre utalnak, hanem olyan enzimek keverékére, amelyek
magukban foglaljak a proteinadzokat, peptidazokat és amidazokat. A proteinazok az
¢érintetlen fehérjemolekulakat prote6zokka, peptonokka és néhany aminosavva hidrolizaljak.
A peptidazok a peptonokat aminosavakka hidrolizaljdk, mig az amidazok az aminosavakat
hidrolizaljak és ammoniat szabaditanak fel. A protedzok az ipari enzimek legfontosabb
osztalyat alkotjak, és a globalis ipari enzimpiac legnagyobb termékszegmensét alkotjak,

mivel a teljes enzimpiac mintegy 60%-at teszik ki. (Chidi-Onuorah et al. 2015)

A protedzok az enzimek egyetlen osztilya, amely kulcsfontossagu szerepet tolt be a
mosoé-, gyogyszer-, fénykép-, bor-, élelmiszer- és mezdgazdasagi iparban vald széles kori
alkalmazasuk miatt. A proteaz fontos biotechnologiai alkalmazasa a bioremedidcios
folyamatokban van. A kiilonféle protedzok koziil a bakteridlis protedzok a legjelentdsebbek,
Osszehasonlitva az allati és gombas protedzokkal. A baktériumok koziil pedig a Bacillus
fajok az extracellularis protedzok specifikus termeldi. A héstabil biokatalizatorok globalis
igényei sokkal nagyobbak, mint a mezofilek, amelyek kétharmadat a protedzok adjak. A
héstabil protedzok bizonyos alkalmazdsokban eldnyOsek, mivel magasabb feldolgozasi
hémérsékletek alkalmazhatok, ami gyorsabb reakciosebességet, a nem gaznemii reaktdnsok
¢s termékek oldhatosagdnak novekedését, valamint a mezofil organizmusok altali
mikrobidlis szennyezddések eléforduldsanak csokkenését eredményezi. A Bacilus subtilis
az egyik legszélesebb korben hasznalt baktérium specifikus vegyszerek és ipari enzimek
eldallitdsara, valamint az amildz és protedz enzimek f6 forrasa. (Gitishree Das és M P,

Prasad, 2009)
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Felhasznalt mikroorganizmusok

A kisérletek soran mezofil mikroorganizmus torzseket alkalmaztam, amiket a
Mezbgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteménye (NCAIM Budapest) és

a Biomérnoki és Erjedésipari Technoldgia Tanszék biztositott.

Mezofil baktériumtorzsek:
Bacillus subtilis B1162
Bacillus subtilis CU150
Bacillus subtilis B1212
Rhodococcus opacus B1215
Pseudomonas putida B1167
Pseudomonas putida B1522

Mezofil penészgomba torzsek:
Aspergillus niger 735
Rhizopus sp 2036
Penicillium chyrsogenum 874

Mezofil élesztégomba torzsek:
Yarrowia yakushimensis 2049
Yarrowia yakushimensis 2050

Yarrowia yakushimensis 2052

4.2. Felhasznalt anyagok

A torzsfenntartashoz sziikséges taplevesek tipusa és osszetétele: A tépleveseket 121°C-
on, 15 percig, autoklavval csiramentesitettem.

Nutrient tapleves-t hasznaltam a Bacillus és a Pseudomonas torzsek kitenyésztéséhez,
melynek az dsszetétele az alabb olvashato:

Pepton 5¢g/l

Huskivonat 3¢l

Desztillalt viz 1000 ml
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A Rhodococcus torzs kitenyésztéséhez a Tripticase Soy Broth (TSB) taplevest
alkalmaztam, az 6sszetétele alabbi:

TSB 30 g/l

Desztillalt viz 1000 ml

Az Aspergillus, Penicillium és Rhyzopus torzsek kitenyésztéséhez Potato Dextrose Agart
(PDA) hasznaltam, melynek alabbi az 6sszetétele:

PDA 24 g/l

Desztillalt viz 1000 ml
Depolimeraz aktivitasok screeneléséhez sziikséges taptalajok: Sterilezés 121°C-on, 15

percig, autoklavval.

Eldzetes vizsgalatokra volt sziikség, hogy megallapitsam az alkalmazott torzsekrol,

rendelkeznek-e  politejsav-depolimerdz  (proteolitikus, illetve  észterdz  tipush)

enzimaktivitassal. Ezekhez a kdvetkezd gyors screeneléses tapagarokat alkalmaztam:

Protedz termelés kimutatasa kazein-tartalmu agarlemezen (Radha et al. 2012)
Kazein 10 g/l
Bakterioldgiai agar 15 g/l
Desztillalt viz 1000 ml

Eszteraz termelés kimutatasa modositott Tween 80-tartalmu agarlemezen (Kumar ef al.

2012)

Pepton 5¢/1
Elesztékivonat 3¢/l
Tween 80 0,1 % (m/v)
Kong6 voros 0,5 g/l
Bakterioldgiai gar 15 g/l
Desztillalt viz 1000 ml
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Biodegradacio modellezése soran alkalmazott taplevesek:

A bioldgiai bontashoz alap taplevest alkalamztam (Basal medium) a kézeg 6sszetétele:

gliikkoz 5 g/l
NH4NO3 5 g/l
KH2PO4 1 g/l
NaCl 1 g/l
MgSO4 ¢ 7TH20 0,6 gl
CaClz 0,1 gl
FeCl3 0,01 gl
Desztillalt viz 1000 ml

Az alaptapkozeget zselatinnal (5%) és napraforgoolajjal (5%) egészitettem ki, hogy
megvizsgaljam, hogyan képesek befolyasolni az enzimszintézist, illetve a bontasi
mechanizmust. Ugyanis a szakirodalomban megtalalhatd, hogy egyes szén- illetve nitrogén
forrasok képesek indukalni a polimerlanc bontasat. (Tokiwa és Calabia et al., 2006) Ezen

két elrendezést hasonlitottam Gssze a kisérlet végén.

Pufferek, reagensek:
A proteaz eznzim kimutatasaban a reakcidelegy részei:
A protedz enzim meghatarozasdhoz 1,5%-os kazein szubsztratumot hasznaltam, amit Na-
foszfat pufferben oldottam fel.
Az enzimes reakcio leallitdsahoz 5% triklor-ecetsav (TCA) vizes oldatat hasznaltam.
A szinképzéshez a 0,5 M NaxCOs oldatot és a haromszorosra higitott Folin-Ciocalteu
reagenst alkalmaztam.
A kutizan eznzim kimutatasaban a reakcioelegy részei:
A kutindz enzimaktivitds méréshez pH 4,5 Mcllvane puffert készitettem, citromsav és
dinatrium-hidrogén-foszfat oldatokbol.
Torzsoldatok:
A. oldat: 0,1 M CsHsO7 * H20 (citromsav) 21,008 g/l
B. oldat: 0,2 M NaxHPO4 *2H20 35,630 g/l

A torzsoldatokat a kivant pH értékli puffer oldat eléréséhez megfeleld aranyban
elegyitettem. A kémhatdst pH-mérd segitségével ellendriztem, és sziikség esetén a

hozzéavalok tovabbi adagolasaval modositottam.
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pH 4,5 Mcllvane puffer 45,4 ml Na2HPOa4 + 54,6 ml citromsav.
50 mM-os p-nitrofenol-butirat szubsztratum 96%-os etanolban feloldva.
A kutindz enzimreakci6 leallitdsahoz hideg Na-foszfat, pH 7,0 puffert alkalmaztam.

A torzsoldatokat a kivant pH értékii puffer oldat eléréséhez megfelel6 ardnyban
elegyitettem és egészitettem ki 1000 ml-re desztillalt vizzel, hiitében taroltam. A kémhatast
pH-méro6 segitségével ellendriztem.

Torzsoldatok: pH 7,0 — 57,7 ml Na2HPO4 ¢ 2 H20 + 43,3 ml NaH2PO4

A 6. éabran lathatéak a PLA ,,gyongyok”, ezekbdl késziilnek a 7. abran lathato

evoeszkdzok, melyek felapritas utan biologiai bontas alé keriiltek.

6. Abra: PLA gyongyok

7. Abra: PLA evBeszkdzok
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4.3. Alkalmazott modszerek

4.3.1. Torzsszelekcio screeneléssel

A modszerrel megéllapitottam, hogy a mikroorganozmusok rendelkeznek depolimeraz
enzimaktivitassal. A kazein-tartalmu és Tween80 tapagarok sterilezését kovetden (121°C-
on 15 percig, autoklavval) lemezontést végeztem. A proteolitikus és észteraz tipusu
enzimaktivitas kimutatasdhoz agardiffuziés modszert alkalmaztam, amely soran a
megszilardult agarba kb. 0,2 cm atmérdji zsebeket lyukasztottam, és 50 pul
mikrobatenyészetet pipettdztam bele, majd 3 napig 30 °C-on inkubaltam. Az aktivitast
mutatdé mikroorganizmusokbol konzorciumokat alakitottam ki, mindegyikbdl kettd

parhuzamost véve, ezek elrendezését az 5.3 fejezetben részletezem.

4.3.2. A szubmerz biodegradacido mezofil mikroorganizmusokkal

A politejsav alapi biomilanyagok (PLA-keményitd 95:5 tartalma biokompozit)
biodegradalasanak vizsgalatata szubmerz koriilmények kozott valosult meg. Ehhez az
asvanyi anyagot biztosito steril taplevesebe 1 (m/V)%-nyi steril (96%-o0s etanollal és steril
vizzel atmosott), durvan apritott (0,2-0,5 mm hosszisagu) evoeszkoz mintat tettem, majd a
kisérletet a szelektalt mikroorganizmusokbdl kialakitott konzorciumok, 10%-o0s
Ossztérfogatanak beoltasdval inditom el, 100 fordulat/perc razatas, 28+2 °C hémérsékleten,
a biodegradalasi id6 28 napig tartott. A kisérletet paArhuzamos méréssel végzem. Rendszeres
mintavételezés pH mérés €s depolimeraz enzimaktivitas (protedz ¢€s kutindz) meghatarozas
céljabol.
4.3.3. pH mérés

A kisérlet soran mindkét pérhuzamostbol hetente kétszer mintat vettem és Mettler Toledo
Multi Seven pH mérd segitségével megmértem azok kémhatésat, az errdl késziilt tablazatok

az 5.2. fejezetben lathatok.

4.3.4. A protedz enzimaktivitds mérése

A reakcio elve, hogy a protedz enzim a kazein szubsztratumbol L-tirozint szabadit fel,
amelyet a Folin reagens kék szinvaltozassal jelez. A felszabadult L-tirozin mennyisége 660
nm-en spektofotometriasan meghatarozhato.

Az enzimaktivitas méréshez 1,5 (m/v) %-os kazein oldatot készitettem. A kazeint Na-
foszfat pufferben (minta kémhatéasatol fiigg) oldottam fel. A kazein oldddéasa érdekében az

oldatot 30 percen at 80 °C-os vizfiirdében inkubaltam.
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Vak minta esetén 0,25 ml mintat inkubaltam, majd 1,5 ml TCA (triklér-ecetsav) oldat
hozzaadasaval leallitottam. Az enzimreakcio inditasanal 0,25 ml enzimet inkubaltam 30 °C-
on, majd az enzimoldathoz és a vakmintahoz is 0,25 ml kazeinoldatot pipettdztam a reakcio
inditasakor. A reakci6id6 30 perc, majd az enzim minta TCA-val torténd leéllitasa utan 10
percig még inkubalas torténik.

Ezt kovetéen 1,5 ml mennyiségeket Eppendorf-csévekben 14000 fordulat/perc
sebességen, 5 percen at centrifugaltam.

A lecentrifugdlt feliiliszobol 0,5 ml-t kémesdvekbe pipettaztam, majd 1,5 ml, 0,5 M
NaxCOs oldatot, valamint 0,5 ml haromszoros higitasu Folin-Ciocalteu reagenst adtam. A
kémesdveket ismét 30 percre vizfiirdobe helyeztem. A reakcid végén a mintdkat kiivettakba
tettem, és az abszorbancia értékeiket 660 nm-en megmértem.

Az alabbi egyenlet alapjan szamithat6 ki az aktivitas értékek mintanként:

Aktivitas (U/ml) = (A Minta — A Enzimvak — A Szubsztratumvak) ¢ V reakci6 ¢ h
x * t reakcio * V minta

ahol,

V reakcio: a reakcidelegy térfogata (ml)

x: a felszabaditott termék (L-tirozin) kalibracios egyenesének meredeksége
t reakcid: reakcid idGtartama (perc)

V minta: a minta (enzimoldat) térfogata (ml)

h= a minta higitasi faktora

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

kozott (x°C; pH x) 1 mM szubsztratot alakit at/terméket képez. Mértékegysége: U/ml.

Kalibracio:

A kalibracio felallitasahoz 1,1 mM L-tirozin torzsoldatot hasznaltam. A torzsoldat
desztillalt vizzel higitottam. A higitott mintakhoz 1,5 ml 0,5 M Na2COs oldatot, valamint
0,5 ml haromszoros higitasu Folin reagenst adtam.

Az oldatok abszorbanciajat 660 nm-en, spektrofotometridsan mértem. A koncentraciok
figgvényében abrazolt abszorbancia értékekre regresszios egyenest illesztettem. A
fliggvény meredekségének ismeretében az enzimaktivitdsokat szamolhatoak. A kalibracid

Osszetétele az 1. tablazatban, mig a kalibracids egyenes a 8. dbran lathatoak.
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1. Tablazat:

A proteaz enzimaktivitds mérés kalibracid 0sszetétele

Koncentracio

1,1 mM L-tirozin (ml Desztillalt viz (ml
(ug/ml) (ml) (ml)
0 0 1000
5 25 975
10 50 950
20 100 900
30 150 850
40 200 800
50 250 750
75 375 625
100 500 500
125 625 375
3,000
y =0,0133x
2,500 R?=0,9926 -9
B 2,000 e
S .
c .
5 1,500 o
E .
< 1,000 o
0.
..
0,500 .
o
o
0,000 W
0 50 100 150 200 250

L-tirozin (pug/ml)

8. Abra:

A protedz enzimaktivitds mérés kalibracios egyenese
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4.3.5. A kutinaz enzimaktivitas mérése

A kutindz enzimaktivitds meghatarozasanak elve az, hogy a p-nitrofenol-butirat
mesterséges, kromogén szubsztratumot hasitja, aminek hatasara termékként p-nitrofenol

szabadul fel. A reakcidt sarga szinvaltozas jelzi, ami 405 nm-en spektofotometridsan

mérhetd.
2. Tablazat:
A kutinaz enzimaktivitas mérés reakcioelegy Osszetétele
DV (ul) Szubsztratum (ul) = Enzim (ul) Puffer (ul)
Miiszervak 100 = = 400
Szubsztratvak 50 50 — 400
Enzimvak 50 = 50 400

Minta — 50 50 400

A kutindz enzimaktivitds mérésénél kémcsovekbe Osszemértem a reakcioelegy
Osszetevoit, a 2. tablazat alapjan; a 0,1 M Mcllvane pH 4,5 puffert és az enzimet, a reakciot
a szerves oldoszerben (96 %-os etanolban) oldott p-nitrofenol-butirat szubsztratum
hozzaadésaval (0,15 mM) inditottam 10 percig. A reakciot 0,5 ml hideg 0,3 M Na-foszfat
pufferrel (pH 7,0) allitottam le. A reakcié végén a mintdk abszorbanciijat 405 nm-en
spektrofotométerrel mértem meg. Az alabbi egyenlet alapjan szdmoltam ki az aktivitas

értekeket mintanként;

Aktivitas (U/ml) = (A Minta — A Enzimvak — A Szubsztratumvak) « V reakci « h
x ¢ t reakcid ¢ V minta

ahol,

V reakcid: a reakcioelegy térfogata (ml);

x: a felszabaditott termék (p-nitrofenol) kalibraciés egyenesének meredeksége;
t reakcio: a reakcio6 iddtartama (perc);

V minta: a minta (enzimoldat) térfogata (ml);

h= a minta higitasi faktora.
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Kalibracio:

A 0,4 mM-os p-nitrofenol térzsoldatbdl higitasi sorozatot készitettem. A torzsoldatot és
a desztilldlt vizet microplate lemez mélyedéseibe mértem. A kiilonbdzé ismert
koncentracioji oldatok abszorbancidjat 405 nm-en mértem le. A koncentraciok
fliggvényében az abszorbancia értékeket abrazoltam, a pontokra regresszids egyenest
illesztettem. A fiiggvény meredekségének ismeretében az enzimaktivitasokat szamolni lehet.
A kalibraci6 0sszetétele a 3. tablazatban, a kalibracios egyenes a 9. dbran lathato.

3. Tablazat:
Kutinaz enzimaktivitas mérés kalibracid 0sszetétele

Koncentraciéo (mM) 0,4 mM p-nitrofenol (pul) Desztillalt viz (ul)

0,4 150 0
0,35 131 19
0,3 113 37
0,25 94 56
0,2 75 75
0,15 56 94
0,1 37 113
0,05 19 131
0 0 150
0,9
0,8 L
o
0,7
_ e
E o6 et
N "
o
S o5 y =2,0483x - 0,018
= ‘® R? = 0,9949
& 04
é 0,3 . o
0,2 ‘
-"'..
0,1 o
00 @
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45

p-nitrofenol koncentracié (mM)

9. Abra:
Kutinaz enzimaktivitas mérés kalibracios egyenes
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4.3.6. Tomegmeéres

A kisérlet inditasakor 1,00g durvara (kb. 0,2-0,5 cm méretre) felapritott PLA darabok
keriiltek minden mintaba — a felapritott darabok a 10. &bran lathatéak — majd a
biodegradacids modellezési 1d6 lejartakor ezek a vizsgalati kdzegtdl elvalasztva, alkoholos
majd desztillalt vizes mosas utan, 3 napig, 30 °C-on szaritas kovetkezett. Ezutan lemértem
a PLA darabok tomegét, a politejsav darabok tOmegvaltozasat a kovetkezé egyenlettel

hataroztam meg:

PLA tomeg csokkenés (%) = (Mk-Mv)/Mk) ¢ 100
ahol,
Mzk: kezdeti/kiindulasi PLA tomeg;

My: a kezelés, tisztitds és szaritds utdn megmért végsé PLA tomeg.

10. Abra: Felapritott PLA ev8eszkoz darabok bontas el6tt
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5. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. A proteaz screenelés eredményei

Vizualis detektalas tortént. A protedz enzim termelés kimutatasanal a feltisztulasi zéna
jelezte az enzim jelenlétét, aminek a konnyebb detektalasdhoz bromkrezol zold indikatort
alkalmaztam. Inkubalds utdn az indikatorral 30 percig elarasztottam a tapkdzeget, fontos,
hogy jol ellepje, majd 24 6raig szobahdmérsékleten tartottam. (Vijayaraghavan et al. 2013)
A 4. tdblazatban olvashatoak a protedz screenelés eredményei. A pozitiv eredmények, azaz

a kivalasztott mikroorganizmusok az 11. és a 12. abréan lathatoak.
Jelmagyarazat: + jol lathato feltisztuldsi zona, — nem lathat6 feltisztuldsi zona.

4. Téblazat: A proteaz screenelés eredményei

Proteaz screenelés: Feltisztulasi zona:
1. Aspergillus niger F735 +
2. Bacillus subtilis B1162 —
3. Bacillus subtilis B1212 -
4. Bacillus subtilis CU150 —
5. Penicillium chrysogenum 874 —
6. Pseudomonas putida B1167 +
7. Pseudomonas putida B1522 —
8. Rhizopus sp. 2036 —
9. Rhodococcus opacus B1215 —
10. Yarrowia yakusimensis 2049 -
11. Yarrowia yakusimensis 2050 —
12. Yarrowia yakusimensis 2052 —
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11. Abra: Pseudomonas Putida B1167

12. Abra Aspergillus niger F735
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5.2. Az észteraz tipusu screenelés pozitiv eredményei

Szintén vizualis detektalas tortént az észterdz enzim termelés kimutatasanal. A Tween80
adalékanyagban 1év0 polioxietilén-szorbitan zsirsav észtert az észteraz/lipaz enzim termeld
mikroorganizmusok képesek szubsztratumként hasznositani, amit az agaron megjelend
telepképzddések mutatnak. Az 5. tdblazatban olvashatoak az észterdz screenelés
eredményei, a pozitiv eredményekrdl mellékelt képek a 13.-16. abran lathatdak, a vords szint

a Kongo-vords adalékanyag adja.
Jelmagyarazat: + jol lathatd telepképzddés, — nincs / nem jol lathaté telepképzddés.

5. Tablazat: A kutinaz screenelés eredményei

Kutinaz screenelés: Telepképzddes:
1. Aspergillus niger F735 —
2. Bacillus subtilis B1162 +
3. Bacillus subtilis B1212 -
4. Bacillus subtilis CU150 —
5. Penicillium chrysogenum 874 +
6. Pseudomonas putida B1167 +
7. Pseudomonas putida B1522 —
8. Rhizopus sp. 2036 —
9. Rhodococcus opacus B1215 —
10. Yarrowia yakushimensis 2049 +
11. Yarrowia yakushimensis 2050 —
12. Yarrowia yakushimensis 2052 —
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4. Abra: Penicillium chrysogenum 874
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5. Abra: Pseudomonas putida B1167

6. Abra: Yarrowia yakushimensis 2049
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5.3. A konzorciumok kialakitasa

Nem volt feltétel, hogy csak a mindkét enzim termelés szempontjabol pozitiv értékek
keriiljenek bele a kivalasztott konzorciumokba. Az eldszelekcido eredményei alapjan a
kivélasztasra keriilt mikroorganizmusok az 6. tdblazatban taladlhatdak. A beldliik kialakitott

mikrobialis konzorciumok, osszetételiik és jelolésiik a 7. tablazatban lathatoak.

6. Tablazat: Kivalasztasra keriilt mikroorganizmusok

Kivalasztasra keriilt mikroorganizmusok
Bacillus subtilis B1162
Baktériumok Bacillus subtilis B1212

Pseudomonas putida B1167

Aspergillus niger 735
Penészgombak
Penicillium chyrsogenum 874
Elesztégomba Yarrowia yakushimensis 2049

Jelmagyarazat: B — baktérium, F — penészgomba, Y — élesztégomba.

7. Tablazat: Mikroorganizmus konzorciumok

Mikroorganizmus konzorciumok

Bacillus subtilis B1162 Bacillus subtilis B1162
B Bacillus subtilis B1212 Bacillus subtilis B1212
Pseudomonas putida B1167 BF Pseudomonas putida B1167
Bacillus subtilis B1162 Aspergillus niger 735
BY Bacillus subtilis B1212 Penicillium chyrsogenum 874
Pseudomonas putida B1167 Bacillus subtilis B1162
Yarrowia yakushimensis 2049 Bacillus subtilis B1212
Aspergillus niger 735 BEY Pseudomonas putida B1167
FY  Penicillium chyrsogenum 874 Aspergillus niger 735
Yarrowia yakushimensis 2049 Penicillium chyrsogenum 874
. Aspergillus niger 735 Yarrowia yakushimensis 2049

Penicillium chyrsogenum 874
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5.4. A pH valtozasok eredményei

A zselatint tartalmazo6 vizsgalati kozegben megmért pH eredményeinek ismertetése
kovetkezik, az eredmények a 17. abran lathatdéak. 5-6 kozotti pH-r6l indul mind a 6
konzorcium. A penészgombdkat tartalmazé konzorcium végig ebben a tartomanyban
maradt. A penészgomba-¢élesztdgomba tartalmu konzorcium a savas tartomanyba mozdult
el — feltételezhetden amiatt, hogy az Aspergillus-ok (penészgomba) ismert citromsav
termeldk, ugyanakkor az élesztd is tud savas metabolitot termelni az anyagcsere folyamata
soran — egészen a 7. napig, ezeket hasznositottak az ezt kovetd napokban, igy a minimum

2,3 pH értékrol a kisérlet végére 3-4 pH kozotti érték allt be e konzorciumnal.

Ebben a kisérleti elrendezésben, négy konzorcium kémhatasa hasonl6 lefutasu. Ezek a
baktérium, baktérium-¢élesztdgomba, baktérium-penészgomba és a  baktérium-
penészgomba-¢lesztdgomba konzorciumok. A kezdeti 5-6 pH értékrdl a lugos tartomanyba

mozdult el a kémhatasuk.

A maximumok 8,5-9 pH értéken allnak be az 5.-8. napon. Innentdl a kisérlet végéig
egyenletes csokkenés lathaté az enyhén lugos 7,5-8 pH érték felé. A baktériumok is
termelnek szerves savakat, azonban itt valoszintsithetd, hogy az erds kompeticidé miatt a

tapanyag gyorsan elfogyott, és inkabb szerves N2-bol, ammonia képzdodott.
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17. Abra:
pH értékek zselatin kiegészitést alkalmazva



A napraforgéolajos kiegészitést tartalmazd taplevest alkalmazo kisérlet pH
eredményeinek ismertetése kovetkezik, az eredmények a 18. dbran lathatéak. Ebben az
elrendezésben mind a hat konzorcium kémhatasa hasonl6 lefutasu, a kiindulasi és az elsé

napok pH értékeiben vannak a legjelentdsebb eltérések.

A penészgomba ¢€s a penészgomba-¢lesztogomba konzorciumok alacsonyabb 3 koriili
pH-r6l indulnak, mint a tobbi, azaz a baktérium, baktérium-élesztdgomba, baktérium-
penészgomba ¢€s a baktérium-penészgomba-¢élesztdgomba konzorciumok; amelyek 5 koriili
pH értéket adtak a 0. napon. Ezekrol az értékekrol tovabb csokkennek a 2,0-2,5-6s kémhatas
felé.

A baktérium-¢lesztdgomba €s a baktérium-penészgomba-élesztdgomba konzorcium
meredekebben csokkenek, mint a baktérium ¢és baktérium-penészgombat tartalmazoak.
Elobbiek mar a 3. napon elérik pH 2,0 értéket, mig a baktérium-penészgomba ¢és a
penészgomba konzorcium ezt a 10. napon érik azt el. A baktérium és penészgomba-
¢lesztégomba konzorcium a minimum értékiiket a mérés végére érik el. A 16. naptol mind a

6 konzorcium nagyjabol azonos kémbhatast és lefutast mutat.

A savas pH oka a szerves sav termelés lehetett, amely mind a 6 konzorciumnal jelentds,
valoszintisithetd, hogy a keletkezett szerves savakat nem olyan mértékben hasznositottak,

hogy az 6sszes elfogyjon, azonban az is lehet, hogy folyamatosan termel6dott.

0 4 8 12 16 20 24 28
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18. Abra:
pH értékek napraforgdolaj kiegészitést alkalmazva
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5.5. A protedz aktivitas eredményei zselatin kiegészitést alkalmazva
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19. Abra:

Protedz enzimaktivitas zselatin kiegészitést alkalmazva

A B, BY, F és BFY konzorciumok a 3. napig hasonlé iitemi enzim szintézist mutatnak,
az FY ¢és a BF konzorciumok jelentdsen eltérnek a tobbitdl a proteaz enzimaktivitasban ez
elsd napokban. A mintavétel tovabbi napjaiban jelentdsen eltérd értékeket kaptam. A 19.

abran lathatoak a protedz enzim aktivitas értékei zselatin induktor alkalmazasaval.

B — A baktérium konzorcium protedz enzimtermelése kezdeti napokban ndvekedést
mutatott, majd véltakoz6 értékeket mértem egészen a 21. napig ahol eléri maximumat, ami

12,48 U/ml volt.

BY — A baktérium-¢lesztdgomba konzorcium enzim szintézis maximuma a 3. napon volt,
7,73 U/ml-es értékkel, innentdl valtakozo, csokkend majd kissé¢ novekvd értéket mutat,

egészen a 21. napig, ami utan ndvekedést tapasztaltam.

FY — A penészgomba-¢élesztdgomba konzorciumnal a legkisebb enzimaktivitasi értéket

tapasztaltam. Maximuma a 21. napon 2,92 U/ml-es értékkel.
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F — A penészgomba konzorcium enzimaktivitds maximuma a 3. napon volt, 8,54 U/ml-
es értékkel. Ezutan csokkend tendenciat mutat az aktivitas értéke a 17. napig majd névekszik

az aktivitds a 24. napig, aztan az utols6 mintavételre megint lecsdkken.

BF — A baktérium-penészgomba konzorciumnal mértem a legmagasabb proteaz
enzimaktivitast, amely a 3. napon 18,29 U/ml értéknek adddott, ezutdn csokkend tendenciat

mutatott.

BFY — A baktérium-penészgomba-¢élesztdgomba konzorcium maximuma proteaz
mennyisége 7,70 U/ml volt a 7. napon innentdl csokkend majd kissé novekvd és megint

csokkend értéket mutat.

5.6. A proteaz aktivitas eredményei napraforgdola; kiegészitést

alkalmazva

A 20. abran lathatdoak a protedz enzim aktivitds értékei zselatin kiegészités

alkalmazasaval.
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20. Abra:
Proteaz enzimaktivitas napraforgoolaj kiegészitést alkalmazva
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Az F és a BFY konzorcium aktivitasa a kezdeti napokban meredeken emelkedik, és a 7.
napra elérik a maximumukat majd hirtelen lecsokken kisebb emelkedésekkel ez a tendencia
folytatodik a kisérlet végéig. Ezzel ellentétesen a masik 4 konzorcium kisebb iitemben
novekszik az els6 hetekben, majd a 16.-24. napra érik el maximumukat, ami utan mutatnak
csokkenést, kivéve az FY konzorcium, ami a 24. naptdél ndvekvd aktivitast mutat.
Osszeségében kozel egy nagysagrenddel kisebb aktivitds értéket mértem ezen kiegészités

jelenlétében, mint a zselatin kiegészités alkalmazasanal.

B — A baktérium konzorcium protedz enzimaktivitdsa a kezdeti napokban ndovekvo
tendenciat mutat, majd csokken és ismét né a maximumaig, ami 1,23 U/ml volt. Az el6z0,
zselatin kiegészitést tartalmazo konzorciumnal 10x nagyobb enzimaktivitdsi maximumot

tudtam meghatarozni.

BY — A baktérium-¢élesztdgomba konzorcium protedz enzimaktivitasa a 21. napon érte el
a maximumat, ami 1,70 U/ml volt. Eddig a napig ndvekvd tendenciat mutat egy csokkenéssel

a 10. nap utan. A zselatin kiegészités 4,5x nagyobb enzimaktivitadsi maximumot mutatott.

FY — A penészgomba-¢lesztdgomba konzorcium maximuma a 17. napon volt 1,19 U/ml-
es értékkel, eddig ndvekvo tendenciat mutat, majd csokken és a 24. naptdl hirtelen emelkedik
az enzimaktivitdsa. A zselatin kiegészitést alkalmazott konzorcium tébb mint 2x nagyobb

maximumot ért el.

F — A penészgomba konzorcium maximuma a 3. napon volt, 2,13 U/ml-es értékkel, ez
egyben a legmagasabb enzimaktivitas a hat konzorcium koziil. Ezutan csdkkend tendenciat
mutat az aktivitas értéke. A zselatin kiegészités 4x nagyobb enzimaktivitadsi maximumot

mutatott.

BF — A baktérium-penészgomba konzorcium protedz enzimaktivitds maximuma a 21.
napon 1,05 U/ml, ezutan csokkend tendenciat mutat. A zselatin kiegészités tobb mint 17x
nagyobb enzimaktivitdsi maximumot mutatott. Feljegyzendd, hogy mig a zselatin
kiegészitésnél a legnagyobb enzimaktivitds értéket a BF konzorcium adta, addig a

napraforgdolaj kiegészitéssel itt a legalacsonyabb értéket mértem.

BFY — A baktérium-penészgomba-¢élesztdgomba konzorcium maximuma 1,77 U/ml volt
a 7. napon innentdl csokkend aktivitdst mutat a 21. napig, amiutan kisebb mértéki
emelkedést mértem, majd Ujabb csokkenést. Ez a maximum 4x nagyobb a zselatin

kiegészitést alkalmazva.
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5.7. A kutinaz aktivitas eredményei zselatin kiegészitést alkalmazva

Az 21. é4bran lathatéak a protedz enzim aktivitds értékei zselatin kiegészités

alkalmazasaval.
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21. Abra:

Kutinaz enzimaktivitas zselatin kiegészitést alkalmazva

Hasonl6 tendencia mutathaté a B, BY, BF és BFY konzorciumoknal. Osszességében
elmondhat6 a hat konzorciumbdl, 6trél, hogy az enzimaktivitasi maximumukat a 14. napon

érték el, a kivétel a penészgomba (F) ami mar a 7. napon elérte a maximumat.

B — A baktérium konzorcium kezdetben novekvd majd csdkkend tendenciat ad, aztan erds
emelkedést mutat és a 14. napon eléri a kutindz enzimtermelési maximumat, 0,046 U/ml-es
értékkel, majd meredeken csokken. A kisérlet végére az egyetlen, ami novekvd tendenciat
mutat. A legmagasabb enzimaktivitdsi érték (a szintén ugyanilyen értéket mutatd

penészgomba konzorciummal megegyezden).

BY — A baktérium-¢élesztdgomba konzorcium kutindz enzimtermelése a 7. napon érte el
a maximumat 0,024 U/ml-es értékkel. Innentdl csokkend értéket mutat egy kiugrd értékkel

a 14. napon.
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FY — A penészgomba-¢lesztdgomba konzorcium maximuma a 14. napon 0,014 U/ml-es

értékkel, eddig a pontig ndvekvo tendenciat mutat, majd csokken.

F — A penészgomba konzorcium maximuma a 7. napon 0,046 U/ml. Ezutan csokkend

tendenciat mutat.

BF — A baktérium-penészgomba konzorcium ndvekvd tendencidt mutat a 14. napig ahol

eléri a maximumat, ami 0,019 U/ml, innentdl csokkeno tendenciat mutat.

BFY — A baktérium-penészgomba-¢élesztdgomba konzorcium maximumaig, ami a 14.

napon 0,035 U/ml, ndvekvd tendenciat mutat, majd pedig csokkendt.

5.8. A kutinaz aktivitds eredményei napraforgdola; kiegeszitést
alkalmazva

A 22. abran lathatdéak a protedz enzim aktivitds értékei napraforgodolaj hozzaadas

alkalmazasaval.
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22. Abra:
Kutindz enzimaktivitas napraforgoolaj kiegészitést alkalmazva

Ezzel a kiegészitéssel, a legtobb konzorciumnal egy nagysagrenddel nagyobb

enzimaktivitas értékeket mértem. Hasonld lefutdst mutat mindegyik konzorcium
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enzimaktivitasi gorbéje, a BFY az egyetlen kivétel. A vizsgalt konzorciumok a 16. napon
¢érik el a maximumukat, vagy a kisérlet végére. A legtobb névekvd tendenciat mutat az
vizsgalt idszakban, kivétel a BY. A 17. naptdl mindegyik konzorciumnal csokkenés

tapasztalhato.

B — A baktérium konzorcium kutinaz enzimtermelése ndovekvo tendenciat mutat, egészen
a kisérlet végéig, 28. napon éri el a maximumat 0,205 U/ml értékkel. Tobb mint 4x nagyobb

a maximuma, mint a zselatin kiegészitést alkalmazott konzorciumnal.

BY — A baktérium-¢lesztégomba konzorcium kutindz enzimtermelése a 3. napon eléri a
maximumat 0,098 U/ml értékkel, az egyetlen, ami ezutdn csdkkend tendencidt mutat.

Maximuma 4x nagyobb, mint a zselatin kiegészitést alkalmazva.

FY — A penészgomba-¢lesztogomba konzorcium ndvekvd enzimszintézis tendenciat
mutat egészen a kisérlet végéig, a 28. napon eléri a maximumat 0,227 U/ml-es értékkel. Tobb
mint 16x nagyobb enzimtermelési maximum, mint a zselatin kiegészitést tartalmazo

konzorciumnal.

F — A penészgomba konzorciumnal tapasztalt kutindz termelés a kisérlet kezdeti
napjaiban novekszik, majd hirtelen lecsokken, ezutan eléri maximumat a 17. napon, 0,225
U/ml értékkel, majd csokken a 22. napig. Innentd]l megint névekvo tendenciat mutat. Kozel

5x akkora enzimaktivitdsi maximum, mint zselatin kiegészitést alkalmazva.

BF — A baktérium-penészgomba konzorcium jelenlétében a kutinaz termelddés ndvekvo
tendenciat mutat, egészen a maximumaig, ami a 17. napon volt 0,197 U/ml értékkel. Ezutan
csokken a kisérlet végeig, ahol Gjra emelkedésnek indul. T6bb mint 10x-es enzimtermelési

maximum, mint a zselatin kiegészitést tartalmazé konzorciumnal.

BFY - A baktérium-penészgomba-¢lesztogomba konzorcium enzimaktivitisa a
legmagasabb. A 3. meredeken emelkedik, majd lecsokken, ezutdn ismét novekszik a
maximumaig, ami a 17. napon 0,484 U/ml volt, ezutan hirtelen lecsokken, de a mérési
idészak végére emelkedésnek indult. Kozel 14x-es enzimaktivitdsi maximum, a zselatin

kiegészitéshez képest.
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5.9. A tomegvaltozasok eredményei

Ebben az alfejezetben a tdmegvaltozas eredményeinek ismertetése torténik. Ahogy azt a

kisérlet célja fejezetben mar megfogalmaztam, a cél a PLA minél hatékonyabb bontasa.

A zselatin kiegészitést alkalmazott konzorciumok koziil a legeredményesebb bontas a
csak baktérium torzset tartalmazo (B) érte el, itt 10%-a bomlott le a biopolimernek, a

tobbinél ez 3-5% kozé esett. A tomeg csokkenés szazalékos [%] értékei a 23. dbran lathatdak.
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23. Abra:
Tomegvaltozasok eredményei zselatin kiegészitést alkalmazva

A napraforgéolaj kiegészitést alkalmazd konzorciumoknal a bontds eredményei
minimalisan, de magasabb ¢értékek adtak, mint a zselatin kiegészitést alkalmazé
konzorciumok, a todmeg csokkenés szazalékos [%] értékei a 24. dbran olvashatdak. A legtobb
konzorcium a 6% vagy a feletti bontasi értékkel, kivétel az F ahol a biopolimer 2,5%-a

bomlott le. A konzorciumok koziil BY volt a legeredményesebb 10,5%-0s bontast ért el.
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24. Abra:
Tomegvaltozasok eredményei naprz;bfoigéolaj kiegészitést alkalmazva
Az enzimaktivitasi értékeket figyelembe véve a zselatin jelenléte a proteaz
enzimszintézist mindenképpen fokozta. Ebben az esetben a magasabb protedz enzim
aktivitas legtobbszor korreldl a vizsgalt konzorciumok politejsav bontasanak eredményével.
A kutinaz enzim termelésre pedig a napraforgoolaj jelenléte kedvezObben hat, ugyanis egy
nagysagrenddel nagyobb enzimaktivitdsokat hatdroztam meg, ezek az eredmények tiikrozik
az alkalmazott konzorciumok bontasiképességének hatékonysagat. A 25. dbran bontas utan

lathatéak PLA darabok.

25. Abra PLA darabok bontés utin
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6. OSSZEFOGLALAS

Kutatomunkam a politejsav-alapi biomtlianyag evOeszkdzok szubmerz mezofil

mikroorganizmusokkal val6 biologia bontas modellezésének vizsgalata volt.

A szelektalast kovetden alkalmazott mikroorganizmusokbdl kialakitott konzorciumok
zselatint és napraforgd olajat tartalmazé kozegben, protedz és kutindz enzim aktivitasuk
szerint keriiltek vizsgalatra. A napraforgoolaj jelenétében a kialakitott mikrobialis
konzorciumok kutinaz aktivitisa egy nagysagrenddel volt magasabb, mint a zselatin
jelenlétében. Ezzel ellentétben, a protedz aktivitas a zselatin alkalmazasaval hatékonyabbnak

bizonyult.

A vizsgalt mikroorganizmus konzorciumok protedz enzimaktivitds szempontjabol a
zselatin kiegészitésben alkalmazott baktérium-penészgomba, azaz a Bacillus subtilis B1162,
B1212; a Pseudomonas putida B1167; Aspergillus niger 735 és a Penicillium chyrsogenum
874 konzorcium adta a legmagasabb értéket, ami 18,29 U/ml volt, és a vizsgalt id0szak

végére is ndvekvo tendenciat mutattak.

A kutinaz aktivitas szempontjabol a napraforg6 olaj kiegészitést tartalmazd BFY, azaz a
fentihez hasonlo, de még Yarrowia yakushimensis 2049 ¢lesztdgombat is tartalmazo
konzorciumé volt a legmagasabb aktivitas, ami 0,484 U/ml volt, szintén novekvo tendenciat

mutatva a vizsgalt idészak végén.

Bontasi hatékonysag szempontjabol azonban a napraforgoolaj kiegészités bizonyult a
leghatékonyabbnak. Osszességében kimondhatd, hogy a napraforgoolaj hasznélata
elénydsebb, mint a zselatiné az adott vizsgalatban, ugyanis a végcél a biopolimernek bontasa
volt, és ezt eredményesebben teljesitette. Viszont, a legnagyobb mértékli bontds mindkét
kiegészités esetén, a baktérium tozseket €s a baktérium-¢lesztdgomba torzseket tartalmazo
mikrobialis konzorcium volt a leghatékonyabb. Azaz a Bacillus subtilis B1162, B1212; a
Pseudomonas putida B1167 és a Yarrowia yakushimensis 2049 mikrobak bizonyultak a
leghatékonyabbnak a bontas szempontjabol. A Yarrowia lipaz enzimet is termel, amely
termelését ebben a kisérletben nem vizsgaltam. Valdsziniisithetd, hogy ez is

hozzajarulthatott a hatékonyabb bontashoz.

Tovabbi kisérleti elrendezéseket mindenképpen olaj kiegészitést alkalmazva folytatnék,
tigyelve arra, hogy az olajos kdzeg miatti Gsszetapadast elkeriiljem, féleg a kisérlet elején

igy a mintavételi nehézségeket kikiiszobdljem, mert szemmel torténd megfigyelés alapjan
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ez okozhatott mintavételi hibakat. Masik fontos megallapitas a feltételezhetd lipdz enzim
termelés, és annak a bontas eldsegitd képessége. Egy kovetkezo kisérlet soran a lipaz enzim
termelést is vizsgalnam, akar tobb ismert lipdz enzimet termeld torzset is bevonnék a
kisérletbe. A baktérium-¢élesztdgomba konzorciumokkal folytatnék tovabbi kisérletek,

mindenképpen 28 napot meghalado vizsgalati iddszak soran.

Osszességében a szakdolgozatom igéretes eredményeket produkalt, mind a felhasznalni
kivant mikroorganizmus konzorcium, mind a tapkozeg kiegészités tekintetében. Ezen
eredményekkel a teljsav-alapti biopolimerek szubmerz bioldgia bontdsa tovabb
optimalizalhat6, javitva a technoldgia hatékonysagat ezzel is hozzajarulva a minél eldbbi
ipari szintli felhasznéaldsdhoz, amivel pedig egy 1épéssel kozelebb kertiilhetiink egy korkoros

gazdasag felé.

45



7.IRODALMI HIVATKOZAS

Ahmad, A., Banat, F., Alsafar, H. et al. An overview of biodegradable poly (lactic acid)
production from fermentative lactic acid for biomedical and bioplastic applications. Biomass

Conv. Bioref. (2022). https://doi.org/10.1007/s13399-022-02581-3

Ali H, Ries MI, Nijland JG, Lankhorst PP, Hankemeier T, Bovenberg RA, Vreeken RJ,
Driessen AJ (2013-06-12). "A branched biosynthetic pathway is involved in production of

roquefortine and related compounds in Penicillium chrysogenum". PLOS ONE. 8 (6):
€65328. doi:10.1371/journal.pone.0065328.

Andersen B, Frisvad JC, Sendergaard I, Rasmussen IS, Larsen LS (June 2011).
"Associations between fungal species and water-damaged building materials". Appl.

Environ. Microbiol. 77 (12): 4180-8. doi:10.1128/AEM.02513-10

Ann-Christine Albertsson, Minna Hakkarainen. Designed to degrade. Science, Vol 358,
Issue 6365, Page 872-873, 2017 DOI: 10.1126/science.aap8115

Auras, R.;Harte, B.; Selke, S.An overviewof polylactides as packagingmaterials.Macromol.

Biosci. 2004, 4, 835-864. https://doi.org/10.1002/mabi.200400043

Bohm J, Hoff B, O'Gorman CM, Wolfers S, Klix V, Binger D, Zadra I, Kiirnsteiner H,
Poggeler S, Dyer PS, Kiick U (January 2013). "Sexual reproduction and mating-type-
mediated strain development in the penicillin-producing fungus Penicillium chrysogenum".
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. 110 (4):
1476-81. doi:10.1073/pnas.1217943110

Cairns TC, Nai C, Meyer V (2018). "How a fungus shapes biotechnology: 100 years of
Aspergillus niger research". Fungal Biology and Biotechnology. 5: 13. DOL:
10.1186/s40694-018-0054-5.

Chen S, Liu Z, Chen J, Wu J. Study on improvement of extracellular production of
recombinant Thermobifida fusca cutinase by Escherichia coli. Appl Biochem Biotechnol.
2011 Sep;165(2):666-75. doi: 10.1007/s12010-011-9286-z. Epub 2011 May 19. PMID:
21594592.

Chidi-Onuorah, Lilian & AU, Onunkwo & C, Agu & M, Ogbue & Kyrian-Ogbonna, Evelyn
& Awah, Nsikak & CB, Okeke & GU, Nweke. (2015). Optimization of Reaction Time for

the Assay of Protease Activity in a Local Strain of Aspergillus niger. International Journal

46



of Research Studies n Biosciences (IJRSB). 3. 1-5.
https://www.researchgate.net/publication/281292275 Optimization of Reaction Time fo

r the Assay of Protease Activity in a Local Strain of Aspergillus niger

Costa CP, Gongalves Silva D, Rudnitskaya A, Almeida A, Rocha SM (June 2016).
"Shedding light on Aspergillus niger volatile exometabolome". Scientific Reports 6 (1):
27441 DOLI: 10.1038/srep27441

de Hoog GS, Guarro J, Gené J, Figueras F (2000), Atlas of Clinical Fungi - 2nd Edition,
Centraalbureau voor Schimmelcultures (Utrecht) ISBN: 9070351439 Record Number :
20013005530 Publisher : Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS)

Di Stefano M, Miceli E, Gotti S, Missanelli A, Mazzocchi S, Corazza GR (January 2007).
"The effect of oral alpha-galactosidase on intestinal gas production and gas-related
symptoms". Digestive Diseases and Sciences. 52 (1): 78-83. DOI:10.1007/s10620-006-
9296-9.

Euzéby, J.P. (1997). List of Bacterial Names with Standing in Nomenclature: a Folder

Available on the Internet. International Journal of Systematic Bacteriology, 47, 590-592;
DOI: 10.1099/00207713-47-2-590

Flores Carmen-Lisset, Gancedo Carlos et al. Yarrowia lipolytica Mutants Devoid of
Pyruvate Carboxylase Activity Show an Unusual Growth Phenotype. American Society for

Microbiology Vol. 4, No. 2: 356-364 DOI: https://doi.org/10.1128/EC.4.2.356-364.2005

Gitishree Das, & M P, Prasad. (2009). Isolation, purification and mass production of protease
enzyme from Bacillus subtilis. International Research Journals of microbiology Vol. 1(2)
pp-026-031

https://www.researchgate.net/publication/267303044 Isolation purification and mass pr

oduction_of protease enzyme from Bacillus_subtilis

Groenewald, M., Smith, M.T. The teleomorph state of Candida deformans Langeron &
Guerra and description of Yarrowia yakushimensis comb. nov..Antonie van Leeuwenhoek

103, 1023-1028 (2013). DOI: https://doi.org/10.1007/s10482-013-9882-8

Jennifer L. Lavers, Alexander L. Bond, Charles Rolsky,Far from a distraction: Plastic
pollution and the planetary emergency, Biological Conservation, Volume 272, 2022. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.biocon.2022.109655.

47


https://www.researchgate.net/publication/281292275_Optimization_of_Reaction_Time_for_the_Assay_of_Protease_Activity_in_a_Local_Strain_of_Aspergillus_niger
https://www.researchgate.net/publication/281292275_Optimization_of_Reaction_Time_for_the_Assay_of_Protease_Activity_in_a_Local_Strain_of_Aspergillus_niger
https://doi.org/10.1128/EC.4.2.356-364.2005
https://www.researchgate.net/publication/267303044_Isolation_purification_and_mass_production_of_protease_enzyme_from_Bacillus_subtilis
https://www.researchgate.net/publication/267303044_Isolation_purification_and_mass_production_of_protease_enzyme_from_Bacillus_subtilis
https://doi.org/10.1016/j.biocon.2022.109655

Keshavarz-Tohid, Vahid; Vacheron, Jordan; Dubost, Audrey; Prigent-Combaret, Claire;
Taheri, Parissa; Tarighi, Saeed; Taghavi, Seyed Mohsen; Moénne-Loccoz, Yvan; Muller,
Daniel (2019). Genomic, phylogenetic and catabolic re-assessment of the Pseudomonas
putida clade supports the delineation of Pseudomonas alloputida sp. nov., Pseudomonas
inefficax sp. nov., Pseudomonas persica sp. nov., and Pseudomonas shirazica sp.nov
Systematic and Applied Microbiology. 42 (4): 468—480. DOI:10.1016/j.syapm.2019.04.004.
ISSN 0723-2020

Kumar, Davender, Lalit Kumar, Sushil Nagar, Raina, Rajinder Parshad and Vijay K. Gupta.
“Screening, isolation and production of lipase/esterase producing Bacillus sp. strain DVL2
and its potential evaluation in esterificationand resolution reactions.” Archives of Applied

Science Research 4 (2012): 1763-1770.

Kurtzman, Cletus P. (2011), Kurtzman, Cletus P.; Fell, Jack W.; Boekhout, Teun (eds.),
"Chapter 82 - Yarrowia van der Walt & von Arx (1980)", The Yeasts (Fifth Edition),
London: Elsevier, pp- 927-929, ISBN 978-0-444-52149-1, DOI:
https://doi.org/10.1016/B978-0-444-52149-1.00082-3

Li, Ge, Menghui Zhao, Fei Xu, Bo Yang, Xiangyu Li, Xiangxue Meng, Lesheng Teng,
Fengying Sun, and Youxin Li. 2020. "Synthesis and Biological Application of Polylactic
Acid" Molecules 25, no. 21: 5023. https://doi.org/10.3390/molecules25215023

Nikfarjam, N., Ghomi, M., Agarwal, T., Hassanpour, M., Sharifi, E., Khorsandi, D., Ali,
M., Rossi, F., Rossetti, A., Nazarzadeh, E., Rabiee, N., Afshar, D., Vosough, M., Kumar,
T., Mattoli, V., Lichtfouse, E., Tay, F. R., Makvandi, P., Antimicrobial Ionic Liquid-Based
Materials for Biomedical Applications. Adv. Funct. Mater. 2021, 31, 2104148. DOI:
https://doi.org/10.1002/adfm.202104148

P.R. Yaashikaa, P. Senthil Kumar, S. Karishma, Review on biopolymers and composites —
Evolving material as adsorbents in removal of environmental pollutants, Environmental
Research,  Volume 212, Part A, 2022, 113114, ISSN  0013-9351,
https://doi.org/10.1016/j.envres.2022.113114.

Papanikolaou S, Aggelis G (2010). "Yarrowia lipolytica: A model microorganism used for
the production of tailor-made lipids". European Journal of Lipid Science and Technology.

112 (6): 639-654. doi:10.1002/¢j1t.200900197

48


https://doi.org/10.1016/B978-0-444-52149-1.00082-3
https://doi.org/10.1002/adfm.202104148
https://doi.org/10.1016/j.envres.2022.113114

Peter, S., Oberhettinger, P., Schuele, L. et al. Genomic characterisation of clinical and
environmental Pseudomonas putida group strains and determination of their role in the
transfer of antimicrobial resistance genes to Pseudomonas aeruginosa. BMC Genomics 18,

859 (2017). DOI: https://doi.org/10.1186/s12864-017-4216-2

Radha, Siti & Babu, R.H. & Sridevi, A. & Prasad, N B L & Golla, Narasimha. (2012).
Development of mutant fungal strains of Aspergillus niger for enhanced production of acid

protease in submerged and solid state fermentation. Eur. J. Exp. Biol. 2. 1517-1528.

Rosenboom, JG., Langer, R. & Traverso, G. Bioplastics for a circular economy. Nat Rev

Mater 7, 117-137 (2022). DOI: https://doi.org/10.1038/s41578-021-00407-8

Samson RA, Houbraken J, Summerbell RC, Flannigan B, Miller JD (2001). Common and
important species of fungi and actinomycetes in indoor environments. Microorganisms in
Home and Indoor Work  Environments. CRC. pp. 287-292. DOL
https://doi.org/10.1201/9780203302934

Schiraldi, C., De Rosa, M. (2014). Mesophilic Organisms. In: Drioli, E., Giorno, L. (eds)
Encyclopedia of Membranes. Springer, Berlin, Heidelberg. https://doi.org/10.1007/978-3-
642-40872-4 1610-2

Sheng Chen, Xing Tong, Ronald W. Woodard, Guocheng Du, Jing Wu, and Jian Chen.
Identification and Characterization of Bacterial Cutinase. THE JOURNAL OF
BIOLOGICAL CHEMISTRY VOL. 283, NO. 38, pp. 25854 —25862, September 19, 2008
DOI: https://doi.org/10.1074/jbc.M800848200

Staiano M, Bazzicalupo P, Rossi M, D'Auria S (December 2005). "Glucose biosensors as
models for the development of advanced protein-based biosensors". Molecular BioSystems.

1 (5-6): 354-362. DOI: 10.1039/b513385h

Tokiwa Y, Calabia BP. Biodegradability and biodegradation of poly(lactide). Appl
Microbiol Biotechnol. 2006 Sep;72(2):244-51. doi: 10.1007/s00253-006-0488-1. Epub 2006
Jul 6. PMID: 16823551.

Vijayaraghavan, Ponnuswamy; VINCENT, Samuel Gnana Prakash. A simple method for
the detection of protease activity on agar plates using bromocresolgreen dye. Journal of

Biochemical Technology, 2013, 4.3: 628-630.

49


https://doi.org/10.1186/s12864-017-4216-2
https://doi.org/10.1201/9780203302934
https://doi.org/10.1074/jbc.M800848200

Willey JM Sherwood L Woolverton CJ Prescott LM. Prescott Harley and Klein's
Microbiology. 7th ed. New York: McGraw-Hill Higher Education; 2008.

Internetes forrasok:

1. https://ourworldindata.org/grapher/global-plastics-production?time=earliest..latest

2. https://2016.igem.org/Team:Evry/HP/Gobelets -
https://static.igem.org/mediawiki/2016/b/b0/T--Evry--PLA&0.jpg

3. https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-polylactic-

acid_figl 322920139

4. INSPQ, https://www.inspq.qc.ca/es/node/484

50


https://2016.igem.org/Team:Evry/HP/Gobelets
https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-polylactic-
https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-polylactic-
https://www.inspq.qc.ca/es/node/484

M6. melléklet

Magyar Agrér- és Elettudomanyi Egyetem Elelmiszertudoményi és Technolégiai Intézet

Szerzoi nyilatkozat

Alulirott Oszlanszki Martin, BSc Biomérnoki szak, kijelentem, hogy a Politejsav-alapti biomiianyag
evOeszkdz bioldgiai bontdsanak vizsgalata mikrobidlis konzorciumokkal cimii szakdolgozat a sajat
munkdm eredménye. Azon részeket, melyeket mas szerz6k munkdjabol vettem at, egyértelmiien

megjel6ltem, s az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valotlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a Zardvizsga-bizottsig a

zar6vizsgabol kizar és zarovizsgat csak 0j dolgozat készitése utan tehetek.

Budapest, 2023. 04. 26.

kA C;x\\ ( (/\; // u cw{‘ﬁm

a hallgaté alairasa




M7. melléklet
NYILATKOZAT

a szakdolgozat nyilvanos hozzaférésérél és eredetiségérdl

A szerz6 neve: Oszlanszki Martin

A dolgozat cime: Politejsav-alapt biom{ianyag evéeszkdz bioldgiai bontasanak vizsgalata mikrobialis
konzorciumokkal

A megjelenés éve: 2023
A tanszék neve: Biomérndk és Erjedésipari Technoldgia Tanszék

Kijelentem, hogy az altalam benyujtott szakdolgozat egyéni, eredeti jellegl, sajat szellemi alkotasom.

A leadott dolgozat, mely védett, a szerz6 nevének vizjelével ellatott pdf dokumentum, szerkesztését
nem, megtekintését és nyomtatasat engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltoltésre keril a SZIE Budai Campus
lgazgatdsag Entz Ferenc Konyvtar és Levéltar szakdolgozat archivumaba.

A dolgozat bibliografiai leirasa az Entz Ferenc Konyvtar és Levéltar elektronikus kataldgusabol érhetd el:
http://opac.szie.hu/entzferenc/. A teljes széveg kizardlag a Budai Campus szamitégépeirdl tekintheté meg.

Tudomasul veszem, hogy a vizjel nélkiil leadott dokumentum szerzéi jogai sértilhetnek.

A Nyilatkozat a dolgozat adatainak megadasaval érvényes, melyet az elektronikus hordozéval egyiitt leadok.

Budapest, 2023. 04. 26.

.....................................................

a szerz0 alairasa



KONZULTACIOS
NYILATKOZAT

Az Oszlanszki Martin (hallgaté Neptun azonositdja: GSHVQ?7) konzulenseként nyilatkozom
arrol, hogy a szakdolgozatot attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrasok korrekt
kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabélyairdl tajékoztattam.

A szakdolgozatot a zarovizsgan torténd védésre javaslom / nem javaslom.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem

Kelt: 2023. év 04. h6 26. nap

Y

Bels6 kor}zulens
Kilin Akos




	Oszlanszki_Martin_G5HVQ7_2023_B-BUD-N-HU-BIOME
	1
	Oszlanszki_Martin_G5HVQ7_2023_B-BUD-N-HU-BIOME
	1. BEVEZETÉS
	2. A MUNKA CÉLJA
	3. IRODALMI ÁTTEKINTÉS
	3.1. Bioműanyagok
	3.2. Politejsav
	3.2.1. Politejsav jellemzői
	3.2.2. Politejsav előállítása
	3.2.3. Politejsav alkalmazása
	3.2.4. Politejsav bontási lehetőségei

	3.3. Mezofil baktériumok
	3.3.1. A Bacillus subtilis jellemzése
	3.3.2. A Pseudomonas putida jellemzése

	3.4. Mezofil élesztőgombák
	3.4.1. A Yarrowia nemzetség és a Y. yakushimensis jellemzése

	3.5. Mezofil penészgombák
	3.5.1. Az Aspergillus niger jellemzése
	3.5.2. A Penicillium chrysogenum jellemzése

	3.6. A polimerbontásban résztvevő enzimek
	3.6.1. A kutináz enzim
	3.6.2. A proteáz enzim


	4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK
	4.1. Felhasznált mikroorganizmusok
	4.2. Felhasznált anyagok
	4.3. Alkalmazott módszerek
	4.3.1. Törzsszelekció screeneléssel
	4.3.2. A szubmerz biodegradáció mezofil mikroorganizmusokkal
	4.3.3. pH mérés
	4.3.4. A proteáz enzimaktivitás mérése
	4.3.5. A kutináz enzimaktivitás mérése
	4.3.6. Tömegmérés


	5. KÍSÉRLETI EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK
	5.1. A proteáz screenelés eredményei
	5.2. Az észteráz típusú screenelés pozitív eredményei
	5.3. A konzorciumok kialakítása
	5.4. A pH változások eredményei
	5.5. A proteáz aktivitás eredményei zselatin kiegészítést alkalmazva
	5.6. A proteáz aktivitás eredményei napraforgóolaj kiegészítést alkalmazva
	5.7. A kutináz aktivitás eredményei zselatin kiegészítést alkalmazva
	5.8. A kutináz aktivitás eredményei napraforgóolaj kiegészítést alkalmazva
	5.9. A tömegváltozások eredményei

	6. ÖSSZEFOGLALÁS
	7. IRODALMI HIVATKOZÁS

	2
	3
	4

