POLIMERY 2008, 53, nr 6

465

SYLWIA EABUZEK", BOZENA NOWAK", JOLANTA PAJAK”, GRAZYNA RYMARZ?

Aktywnos$¢ zewnatrzkomoérkowej depolimerazy wydzielanej przez

szczep Gliocladium solani w toku degradacji poliestru ,Bionolle®”

*)

Streszczenie — Okres$lono spektrum aktywnosci zewnatrzkomérkowej depolimerazy produkowanej
przez wyizolowany z gleby szczep Gliocladium solani oraz zbadano przebieg mechanizméw degradacji
alifatycznego poliestru ,,Bionolle®” typ # 3001 z udzialem tego enzymu. Optymalna wartos¢ pH
odpowiadajaca jego maksymalnej aktywnosci wynosi 5. Stwierdzono, ze enzym charakteryzuje sie
szerokim spektrum aktywnosci hydrolitycznej zar6wno wobec wigzan estrowych naturalnych oraz
syntetycznych polimeréw, jak i estrowych pochodnych krétko- i dtugotaficuchowych kwaséw ttusz-
czowych. Wydajniej atakuje faze amorficzna niz krystaliczng tworzywa oraz preferencyjnie hydroli-
zuje przede wszystkim mery adypinianowe poliestru pozostawiajac w nim mery bursztynianowe.
Stowa kluczowe: poliester alifatyczny, degradacja, depolimeraza, grzyby mikroskopowe Gliocladium
solani, specyficznos¢ substratowa.

ACTIVITY OF EXTRACELLULAR DEPOLYMERASE SECRETED BY GLIOCLADIUM SOLANI
STRAIN DURING ,, BIONOLLE®” POLYESTER DEGRADATION

Summary — The range of activity of extracellular depolymerase secreted by Gliocladium solani strain
(Fig. 2), isolated from the soil, was determined. The course of degradation of aliphatic ,,Bionolle®”
polyester, type # 3001, under the influence of this enzyme (Table 1) was studied. Optimum pH value
related to its maximal activity equals 5 (Fig. 1). It was found that the enzyme discussed shows wide
range of hydrolytic activity, being active towards ester bonds of natural and synthetic polymers as well
as towards ester derivatives of short- or long-chain fatty acids (Table 1). Depolymerase attacks better
the amorphous phase of polymer than the crystalline one (Fig. 3). It preferentially caused hydrolysis
of mainly adipate mers of polyester leaving succinate ones.

Key words: aliphatic polyester, degradation, depolymerase, Gliocladium solani, substrate specifity.

Degradacje naturalnych badz syntetycznych polies-
tréw w warunkach naturalnych [por. np. 1, 2] umozliwia
m.in. dzialanie zewnatrzkomérkowych enzyméw wy-
dzielanych przez mikroorganizmy w wyniku ich bezpo-
$redniego kontaktu z polimerem. Obecnos¢ tworzywa
inicjuje lub przyspiesza synteze w drobnoustrojach en-
zymow wydzielanych nastepnie do srodowiska i adsor-
bowanych na powierzchni materiatu polimerowego. Do
enzymow rozrywajacych wiazania estrowe zalicza sie
przede wszystkim esterazy, lipazy, kutynazy i proteazy
nalezace do klasy hydrolaz [3—5].

Powszechnie uwaza sig, ze zdolno§¢ mikroorganiz-
méw do degradacji syntetycznych poliestréw wynika
z ich podobiefistwa chemicznego do naturalnego poli-
hydroksymaslanu (PHB). Naturalne poliestry -hydro-
ksykwaséw [takie jak poli(B-hydroksymaslan)] sa roz-
kladane z udzialem esteraz zwanych depolimerazami
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PHB, natomiast w degradacji syntetycznych poliestrow
hydroksykwaséw [takich jak poli(B-propioniolakton)] sa
zaangazowane zaréwno depolimerazy PHB, jak i lipazy
[6—8]. Do 1996 r. sadzono, ze degradacje poliestréw
o-hydroksykwaséw [np. polikaprolaktonu (PCL)], po-
woduja jedynie lipazy, prace Murphy i wsp. [9] wykaza-
ly jednak, ze w rozkladzie PCL uczestnicza réwniez ku-
tynazy wydzielane przez patogenne dla roélin grzyby.

Enzymatyczna hydroliza poliestréw to proces dwu-
etapowy. Na pierwszym etapie enzym laczy sie z mate-
riatem, na kolejnym — rozrywa wiazania chemiczne
laficucha polimeru. W wyniku dziatania endo- badz eg-
zoenzyméw powstaja ré6zne produkty degradacji co
wiaze sie z odmiennymi miejscami ataku bialek enzy-
matycznych na wielkoczasteczkowy substrat. Do ataku
endo- moze dochodzi¢ w dowolnych punktach lanicu-
chéw polimerowych, natomiast atak egzo- przebiega
tylko na tych ich koficach, na ktérych obecne sa okreslo-
ne grupy funkcyjne, np. hydroksylowa lub karboksylo-
wa. Rozrywanie wigzan laficucha w efekcie dziatania
endo- powoduje szybkie zmniejszanie ciezaru czastecz-
kowego polimeru, podczas gdy dzialanie egzo- prowa-
dzi do powstawania duzej liczby oligomeréw badz mo-
nomerow, ktdre z kolei latwiej ulegaja biologicznej asy-
milacji i mineralizacji [10].
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W naszych poprzednich badaniach nad biodegrada-
cja folii polietylenowych modyfikowanych poliestrem
,,Blonolle®” zaobserwowali$my, ze stanowil on dosko-
nale Zrédito wegla dla grzybow mikroskopowych
[11—14], co jednoznacznie dowodzito, iz mikroorganiz-
my te wydzielaly specyficzne enzymy zdolne do rozer-
wania wigzan estrowych polimeru [15].

Celem referowanej tu pracy bylo okreslenie spek-
trum aktywnos$ci zewnatrzkomérkowej depolimerazy
wydzielanej przez wyizolowany z gleby szczep Gliocla-
dium solani oraz gozname mechanizméw degradacji po-
liestru ,,Bionolle™ typ # 3001 przebiegajacych z udzia-
tem tego enzymu.

CZESC DOSWIADCZALNA

Badany materiat

Badaniom poddano syntetyczny alifatyczny poliester
,Bionolle®” typ # 3001 o wskazniku szybkosci plyniecia
(MFR) réwnym 4,7 g/10 min, firmy Showa Denko (Eu-
rope) GmbH.

Mikroorganizmy

W badaniach wykorzystano szczep grzyba mikros-
kopowego Gliocladium solani (Karting) Petch, wyizolo-
wany z gleby i oznaczony w Instytucie Ekologii Tere-
néw Uprzemystowionych w Katowicach. Szczep ten ho-
dowano w zmodyfikowanym podlozu Martina [16]
o sktadzie: KH,PO4 — 1 g, MgSOy - 7H,O — 0,5 g, pep-
ton — 5 g, glukoza — 10 g, agar — 20 g, woda destylo-
wana — 1000 cm®, pH 5,8. Modyfikacja polegata na eli-
minacji z podloza r6zu bengalskiego i aureom glcyny a
wzbogacemu go wyciagiem glebowym (25 cm® wycia-
gu/dm? podtoza) o sklad21e gleba — 1000 g, woda des-
tylowana — 1000 cm?®.

Synteza enzymoéw

Synteze zewnatrzkomérkowych enzyméw (depoli-
merazy) prowadzono w kolbach, w mineralnej ptynnej
pozywce wg Oda [17] sterylizowanej w temp. 121 °C,
pod ci$nieniem 1,2 atm (0,12 MPa), w ciagu 20 minut. Jej
sktad obejmowat: (NHy),SO4 — 1 g, NaNO3 — 1 g,
KH2PO4 —1 s KzHPO4 — 1g, MgSO4 . 7H20 — 05 g
KCl — 0,1 g, ZnSO4 — 0,07 g, FeSO4 — 0,01 g,
CaCl, - 2H,0 — 0,01 g, woda destylowana — 1000 ml,
pH 5,2.

W toku badan nad wplywem obecnosci dodatkowe-
go zrédla wegla na aktywnos¢ depolimeraz, pozywke
mineralna wzbogacano ekstraktem drozdzowym lub
roztworem glukozy badz sacharozy o stezeniu 2 g/ dm?
pozywki. W podlozach umieszczano, uprzednio wyste-
rylizowane na drodze zanurzenia na 5 min w 70-proc.
izopropanolu, krazki folii ,Bionolle® o masie 0,25 g
oraz zarodniki Gliocladium solani o stezeniu 10°. W celach

poréwnawczych stosowano réwniez podloza zawie-
rajace wylacznie jedno z dodatkowych Zrédel wegla
(bez poliestru). Inkubowano bez wytrzasania w tempe-
raturze pokojowej przez 7 déb. Hodowle przesaczano
w warunkach sterylnych. Saczki z grzybnia suszono do
stalej masy w temp. 105 °C i obliczano sucha mase
grzybni. Sterylny filtrat zawierajacy zewnatrzkomoérko-
we enzymy zachowywano w celu okreslenia ich specy-
ficznosci substratowej a nastepnie filtrat wykorzystywa-
no w opisywanych tu badaniach biodegradacji.

Badanie aktywnosci zewnatrzkomoérkowych
enzymow

Stopien aktywnosci enzymoéw jako depolimeraz poli-
estréw oznaczano stosujac wodne zawiesiny polihydro-
ksymaslanu (PHB), poli (e-kaprolaktonu) (PCL) i ,Bio-
nolle ”. Do badan sporzadzano mieszanine objetosci
2 cm® 1 sklad21e 1-mol. bufor fosforanowy opH 6,0 —
0,2 cm®, zawiesina pohestru — 0,25 cm®, surowa frakcja
enzymatyczna — 1,55 em?,

— Aktywnos¢ enzymu wobec PHB oceniano na pod-
stawie pomiaréw spektrofotometrycznych (spektrofoto-
metr dwuwiazkowy ,Cecil 8000”) po 1 h, a wobec PCL
i ,Bionolle® — po 3 h inkubacji mieszanin reakcyjnych
w lazni wodnej w temp. 40 °C. Jednostke aktywnosci
depolimerazy 1U zdefiniowano jako ilo§¢ enzymu po-
wodujaca zmniejszenie absorbancji (A) mieszanin reak-
cyjnych mierzonych przy A = 650 nm lub A = 580 nm
010 % na godzine [17, 18].

— Aktywno$c¢ lipolityczna enzyméw okreslano przy
uzyciu palmitynianu p-nitrofenolu (pNPP), natomiast
aktywnos$¢ esterazowa — z wykorzystaniem maslanu
p-nitrofenolu (pNBP). W tym celu sporzadzano miesza-
nine reakcyjna objetosci 3 cm? i skladz1e 0,05-mol. bufor
fosforanowy o pH 6,0 — 1,9 cm®, pNPP lub pNBP —
0,1 cm®, surowa frakcja enzymatyczna — 1 cm®. Spektro-
fotometrycznego pomiaru przyrostu absorbancji Asqg
(A = 410 nm) dokonywano po 60 min inkubacji w tazni
wodnej o temp. 40 °C. Aktywnos¢ 1U lipazy odpowia-
data ilosci p-nitrofenolu uwolnionego w ciagu 1 min
[19].

— Aktywnos¢ lipolityczna wobec oliwy z oliwek oce-
niano stosujac roztwor triglicerydéw zawierajacy oliwe
z oliwek — 15 cm®, czynnik emulgujacy (NaCl—1,79 g,
KH,PO4 — 0,041 g, guma arabska — 0,6 g, woda dejoni-
zowana — 400 cm®) — 50 cm?® i wode dejonizowana —
235 cm®. Mieszanine reakcyjna o sktadzie: 2 cm® przygo-
towanego roztworu triglicerydéw oraz 5 em? 100-mmol.
buforu octanowego o pH 5,5 inkubowano w temp. 40 °C
w ciagu 1 h. Nastepnie dodawano 20 cm?® alkoholu etylo-
wego. Uwolnione kwasy tluszczowe miareczkowano
0,05 N KOH. Za jednostke aktywnosci 1U lipazy przyje-
to w tym przypadku ilos¢ zuzytego KOH/1 h/mg bial-
ka [20, 21].

— Mieszanina reakcyjna do oznaczania aktywnosci
proteolitycznej zawierata: 0,1-proc. roztwér kazeinianu
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sodu w buforze Tris-HCl o pH 5,5 — 2,5 em? i surowq
frakcje enzymatyczna — 1 cm®. Mieszanine inkubowano
w ciagu 1 h w lazni wodnej o temp. 40 °C, po czym
wprowadzano 1 cm® 17,5-proc. kwasu trichlorooctowe-
go. Po odwirowaniu biatka pobierano 2 cm®supernatan-
tu i dodawano 3 cm®> 1 M NayCO3z1i 1 cm® trzykrotnie
rozcieficzonego odczynnika Folina-Ciocalteu. Po upty-
wie 10 min spektrofotometrycznie mierzono absorban-
cje. Jednostka aktywnosci proteazy 1U zostala zdefinio-
wana jako iloé¢ proteazy powodujaca wzrost absorbanciji
(A72()) (o] 10 O/o [22]

— Do kontroli aktywnosci omawianych enzyméw
postuzyly sporzadzone wg wyzej opisanych procedur
odpowiednie mieszaniny reakcyjne zawierajace frakcje
danego enzymu uprzednio dezaktywowana na drodze
umieszczenia jej we wrzacej fazni wodnej na okres 5 mi-
nut. Aktywno$¢é wilasciwa enzymu podawano w odno-
szacej sie do danego substratu wartoéci U na mg biatka
W roztworze.

— Stezenie biatka enzymatycznego w pohodowla-
nych filtratach oznaczano spektrofotometrycznie (A =
280 nm) i okreslano na podstawie krzywych wzorco-
wych sporzadzonych w odniesieniu do roztworéw lizo-
zymu o znanych stezeniach.

— Produktywno$¢, czyli zdolnosé grzybéw mikro-
skopowych do wydzielania enzymu w okreslonych
warunkach wyrazano w jednostkach aktywnosci roz-
tworu enzymu (U) jako depolimerazy powodujacej
degradacje poliestru ,Bionolle®” (depolimerazy Bio-
nolle®) w przeliczeniu na 1 gram wytworzonej suchej
masy grzybni.

Optimum pH enzymu

Optymalne wartoéci pH odpowiadajace maksymal-
ne(% aktywnosci depolimerazy oznaczano wobec ,Bionol-
le™” jako substratu w buforach o pH mieszczacym sig
w przedziale 2—9.

Enzymatyczna degradacja ,Bionolle®”

W kolbach zawierajacych 250 cm® uzyskanego w po-
wyzej opisany sposob filtratu pohodowlanego umiesz-
czano uprzednio wysterylizowane w 70-proc. alkoholu
izopropylowym krazki folii poliestrowej o masie 0,25 g.
Dla poréwnania, kondycjonowanie folii prowadzono
takze w roztworze enzyméw zdenaturowanych w ciagu
15 min w autoklawie w temp. 121 °C pod ci$nieniem
1,2 atm (0,12 MPa). W celu zachowania ciaglosci procesu
biodegradacii filtraty z roztworem enzyméw wymienia-
no co 7 dni. Degradacja folii trwata lacznie 84 doby, przy
czym oceniano jej przebieg po 21, 42, 63 i 84 dobach. Po
kazdym z tych okreséw kondycjonowania krazki folii
usuwano z roztworu, myto woda destylowana, zanu-
rzano w 1-proc. roztworze chlorku rteci(Il) i ponownie
przemywano woda, po czym suszono do stalej masy.
Takie postepowanie powtarzano pieciokrotnie.

Ocena stopnia biodegradacji poliestru

— Ubytek masy prébek z doktadnoécia do 0,1 mg
oznaczano grawimetrycznie.

— Fakture folii obserwowano w skaningowym mi-
kroskopie elektronowym (SEM) ,Tesla BS 340”. Prébki
pokrywano zlotem technicznym metoda odparowania
metalu w napylarce typu ,Pelco S. C. 6”, w ciagu 40 s
(natezenie pradu 25 mA, ci$nienie 80 Pa).

— Oznaczanie masowego wskaZnika szybkosci pty-
niecia (MFR) poliestru [wg PN-EN ISO 1133:2005 (U)]
wykonywano przy uzyciu plastometru obciaznikowego
typu ,,As-108”. Tworzywo podgrzewano do temp.
190 °C i wytlaczano przez dysze $rednicy 2,095 mm pod
obcigzeniem ttoka 2,16 kg.

— Wtiasciwosci termiczne folii [wg PN-EN ISO
11357-1:2002] badano z zastosowaniem kalorymetru
skaningowego typu ,STA 625” (firmy Polymer Labs)
z szybkoscia podgrzewania 20 °C/min. Do obliczania
stopnia krystalicznosci (X, %) folii po degradaciji przyje-
to podana przez producenta warto$¢ entalpii topnienia
calkowicie krystalicznego ,,Bionolle®” wynoszaca 200

J/g.

WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE
Optimum pH depolimerazy

W przypadku kazdego rodzaju enzymu mozna ok-
reéli¢ optymalne pH roztworu, w warunkach ktérego
wykazuje on maksymalng aktywnos¢. Zmiana stezenia
jonéw wodorowych w srodowisku w stosunku do war-
tosci optymalnej wplywa na konformacje enzymu lub na
zmiane ladunku reszt aminokwasowych, zmniejszajac
tym samym jego zdolno$¢ do przylaczania substratu i
katalizy reakcji enzymatycznej.

Na rysunku 1 przedstawiono wplyw pH roztworu na
aktywnos$¢ wzgledna depolimerazy Gliocladium solani
wobec zastosowanego poliestru ,,Bionolle®”. Tak wiec,
zewnatrzkomérkowa depolimeraza w badanym ukla-
dzie wykazywata najwieksza aktywno$¢ enzymatyczna
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Rys. 1. Zalezno$é aktywnosci wzglednej depolimerazy Gliocla-
dium solani wobec , Bionolle®” od pH roztworu

Fig. 1. Dependence of relative activity of depolymerase from
Gliocladium solani towards ,Bionolle® on pH of the solution
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w warunkach pH 5. Na kolejnych etapach pracy przygo-
towywano zatem podtoza o pH zblizonym do optymal-
nego.

Wplyw dodatkowego Zrédla wegla na aktywnosé
enzymu

Uwaza sig, ze synteza i wydzielanie depolimeraz
podlega podwdjnej regulacji, mianowicie zahamowanie
wydzielania nastepuje w warunkach badz braku odpo-
wiedniego substratu, badz tez w obecnosci Zrédia lat-
wiej przyswajalnego przez mikroorganizmy wegla (tzw.
represja kataboliczna) [23, 24]. Rysunek 2 ilustruje zalez-
noé¢ aktywnosci wzglednej depolimerazy wobec ,Bio-
nolle® oraz wzglednej produktywnosci enzymatycznej
szczepu Gliocladium solani od obecnosci dodatkowego —
poza poliestrowym — Zrédla wegla w podlozu.

0 20 40 60 80 100

aktywnos$¢ wzgledna, produktywnosé wzgledna, %

Rys. 2. Aktywnos¢ wzgledna (* ) depolimerazy ,Bionolle®”

oraz wzgledna produktywnosé enzymatyczna (M) szczepu
Gliocladium solani po 7 dniach wzrostu w podtozu zawierajq-
cym: ,,Bionolle®” (1), ,,Bionolle®” + ekstrakt drozdzowy (2)
lub , Bionolle®” + glukoza (3)

Fig. 2. Relative activity of ,Bionolle® depolymerase (') and
relative enzymatic productivity of Gliocladium solani strain
(M) after seven-day growth in a medium containing: , Bionol-
1% (1), ,,Bionolle®' and yeast extract (2), ,,Bionolle®” and
glucose (3)

Przyrost suchej masy grzybni Gliocladium solani w po-
zywce, w ktérej jedynym zZrédltem wegla byta folia poli-
estrowa Swiadczyl o tym, ze wydzielala ona enzymy
zdolne do rozktadu poliestru a takze o tym, ze mikroor-
ganizmy te asymilowaly i mineralizowaty powstale ma-
toczasteczkowe oligomery wbudowujac atomy wegla
zawarte w lancuchu syntetycznego polimeru w bio-
mase. Obecnos¢ w podlozu zrédla latwiej przyswajalne-
go przez mikroorganizmy wegla (2 i 3 na rys. 2) hamo-
wata aktywnos¢ oraz produktywnosé¢ depolimerazy
0 ok. 66 %, a w podlozu z sacharoza (nieuwidocznionym
na rysunku) — nawet o 100 %. Produktywnos¢é wzgled-
na szczepu w obecnosci ekstraktu drozdzowego, gluko-
zy badz sacharozy stanowita odpowiednio 11,8 %, 13,8
% 10 % produktywnosci uzyskanej w podlozu bez do-

datkowego Zrédla wegla. Poniewaz w podlozach kont-
rolnych, w ktérych grzyby wzrastaly z wykorzystaniem
jedynie takich wtasnie latwiej przyswajalnych subst-
ratow, wydzielane wéwczas enzymy nie wykazywaty
zadnej aktywnosci wobec poliestru mozna wnioskowag,
Zze W jego obecnosci nastepowalo wytwarzanie specy-
ficznej depolimerazy — wspomnianej juz depolimerazy
,Bionolle®”. Dalsze badania dotyczace specyficznosci
substratowej enzymu oraz mechanizmu degradacji poli-
estru przebiegajacej z jego udzialem prowadzono w po-
zywce mineralnej, gdzie jedynym zZrédlem wegla i in-

duktorem enzyméw byt poliester , Bionolle®”.

Aktywnos$¢ depolimerazy

Tabela 1 przedstawia aktywnos¢ roztworu depolime-
razy Gliocladium solani w obecnosci réznych substratéw.
Tak wiec, badana depolimeraza charakteryzowala sie
szerokim spektrum aktywnosci enzymatycznej. Naj-
wieksza aktywnos¢ wlasciwa wynoszaca 9,4 U/mg bial-
ka przejawiala wobec wigzan estrowych krétkotancu-
chowych kwaséw tluszczowych maslanu p-nitrofenolu
oraz — 7,48 U/mg biatka — wobec ,,Bionolle®”. Enzym
wykazywal §ladowa, najprawdopodobniej nieistotna
w procesie degradadji , Bionolle®”, aktywnos¢ proteazo-
wa (tj. wobec kazeinianu sodu). O aktywnosci lipazowej
enzymu $wiadczyta zdolnos¢ do degradacji wiazan es-
trowych palmitynianu p-nitrofenolu oraz triglicerydéw
zawartych w oliwie z oliwek. Z danych literaturowych
wynika, Zze — w przeciwienstwie do depolimeraz PHB
— lipazy i kutynazy degraduja szersza game zwiazkow
chemicznych, w tym poliestry o-, - i y-hydroksykwa-
sow. Aktywnoéci badanego enzymu jako lipazy dowo-
dzi zatem nie tylko zdolno$¢ do rozktadu P(3HB) oraz
PCL ale takze wyznaczone wczes$niej optimum pH,
ktore dla kutynaz wynosi ok. 10 [25]. W innych naszych
badaniach wykazano ponadto, ze omawiana depolime-
raza ,,Bionolle®” Gliocladium solani nie byla wydzielana
w obecnosci innych substratéw, takich jak P(3HB), PCL
oraz oliwa z oliwek, spetniajacych role induktoréw syn-
tezy biatek o aktywnosci lipolitycznej [15].

Tabela 1. Specyficznoié¢ substratowa depolimerazy Gliocla-
dium solani

T able 1. Substrate specifity of Gliocladium solani depolyme-
raze

Substrat Aktywnos¢ Aktywnos$¢ wlasciwa

enzymu, U enzymu U/mg bialtka
,Bionolle®” 62,83 7,48
PCL 15,71 1,87
P(3HB)” 18,86 2,24
pNPB 79 9,40
pNPP 30 3,57
Oliwa z oliwek 5,88 0,70
Kazeinian sodu 0,5 0,06

) P(3HB) — poli(3-hydroksymaslan), pozostale symbole por. tekst.
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Mechanizmy degradacji poliestru

Rysunek 3 przedstawia, obrazy SEM folii ,Bionol-
1e®” inkubowanej w roztworach aktywnej (natywnej)
i zdenaturowanej depolimerazy tego poliestru. Zaob-
serwowano znaczng réznice w mechanizmie rozktadu
folii w zaleznosci od aktywnosci enzymatycznej Srodo-
wiska degradacji. Probki poddane dziataniu nieaktyw-
nego enzymatycznie (denaturowanego) filtratu poho-
dowlanego (rys. 3 — 1) ulegaly wskutek hydrolizy de-
gradacji powierzchniowej. Charakterystyczna faktura
probek wyraznie wygtadzata sie i folie stawaly sie ciefi-
sze. Pierwsze, niewielkie dziury w tworzywie stwier-
dzono dopiero po 63 dobach rozktadu (rys. 3 — 1c). W

przeciwienstwie do takiej degradacji abiotycznej, atak
enzymatyczny przebiegat preferencyjnie w okreslonych
obszarach folii — i to zar6wno w powierzchniowych,
jak i w glebszych warstwach materiatu. Folia poddana
dziataniu aktywnej depolimerazy juz po 21 dobach sta-
wala sie krucha a po 84 — przypominatla sito (rys. 3 —
2d).

W tabeli 2 przedstawiono charakterystyke folii , Bio-
nolle®” po degradacji w roztworze zewnatrzkomoérko-
wych enzyméw Gliocladium solani. Wraz z uptywem cza-
su obserwowano zwiekszajacy sie ubytek masy folii
w roztworach zaréwno z natywna, jak i zdenaturowana
depolimeraza Bionolle®, przy czym po 84 dobach degra-
dacji enzymatycznej wynidst on 71,92 % a w przypadku

a) 21 dob, b) 42 déb, c) 63 dob, d) 84 déb
Fig. 3. SEM images of , Bionolle® film samples incubated in the solutions of denatured (1) or active (2) depolymerase for: a) 21
days, b) 42 days, c) 63 days and d) 84 days
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degradacji abiotycznej w nieaktywnym enzymatycznie
plynie pohodowlanym — zaledwie 0,3 %.

Tabela 2. Charakterystyka poliestru ,Bionolle®” po degradacji
aktywna lub zdenaturowana depolimeraza

Table 2. Characteristics of ,Bionolle®’ polyester after degrada-
tion with active or denatured depolymerase forms

) Czas Badany parametr
Srodo- deera-
gra
wisko dacji, Ubytek MFR DsC
degra- doby | masy, % | g/10 min T,,°C X, %
dacji
0 — 4,7 90,34 26,98
21 3,77 2,5 89,66 30,91
Enzym 42 40,48 0,4 89,61 31,67
aktywny 63 54,55 0,2 88,88 35,53
84 71,92 0,1 97,12 16,22
Enzym 21 0,04 3,7 88,15 27,23
zdena- 42 0,12 1,6 92,64 27,17
turo- 63 0,27 0,2 92,44 30,07
wany 84 0,30 0,2 88,14 31,15

Niezaleznie od zastosowanego ukladu doswiadczalne-
go, ciezar czasteczkowy ,Bionolle® wzrasta (MFR male-
je). Jest to spowodowane faktem, ze degradacji ulegaja
przede wszystkim matoczasteczkowe frakgje poliestru.

Krystalicznos¢ folii inkubowanej w roztworze nieak-
tywnych enzyméw zwigkszala sie z uplywem czasu
degradacji az do konica badania (84 doby). Degradacji
abiotycznej podlegal wiec zwlaszcza amorficzny obszar
przede wszystkim warstwy powierzchniowej tworzywa
(rys. 3 — 1). Krystalicznos$¢ préobek poddawanych dzia-
laniu enzymoéw wzrastala z 26,98 % do 35,53 % do 63
doby degradacji po czym malata do 16,22 %. Mozna stad
wnioskowaé, ze cho¢ enzymy uczestniczace w depoli-
meryzagcji , Bionolle®” preferencyjnie atakowaly amor-
ficzna faze polimeru, to réwniez byly zdolne do wydaj-
nego rozktadu jego fazy krystalicznej. Z literatury wia-
domo, zZe temperatura topnienia poli(bursztynianu bu-
tylenu) oraz poli(adypinianu butylenu) wynosi odpo-
wiednio 114 °C 1 60 °C [26]. Spadek temperatury topnie-
nia poliestru (T,) do wartosci 88,88 °C po 63 dobach
inkubacji wskazywat, ze biodegradacja fazy amorficznej
przebiegata w wyniku usuwania z materialu przede
wszystkim meréw bursztynianowych. Rozkladowi fazy
krystalicznej folii obserwowanemu w ostatnich 21 do-
bach eksperymentu towarzyszyl juz tez rozpad wiazan
adypinianowych ,Bionolle~”, o czym $wiadczyt wzrost
temperatury topnienia do 97,12 °C.

WNIOSKI

— Grzyby mikroskopowe Gliocladium solani rosnac
w obecnosci poliestru ,Bionolle® wydzielaly zewnatrz-
komérkowa depolimeraze ,,Bionolle®”.

— Obecnosé¢ w podlozu z poliestrem dodatkowego
Zrédla latwiej przyswajalnego przez mikroorganizmy
wegla hamowata aktywno$¢ tego enzymu.

— Depolimeraza Bionolle® przejawiala aktywnosé
wobec wiazan estrowych naturalnych i syntetycznych
polimeréw oraz pochodnych estrowych krétko- i dtugo-
laficuchowych kwaséw ttuszczowych.

— Enzym wydajniej atakowal faze amorficzna niz
krystaliczna polimeru; preferencyjnie hydrolizowat on
przede wszystkim mery bursztynianowe poliestru po-
zostawiajac w nim mery adypinianowe.

Dzigkujemy dr Jagnie Karcz z Pracowni Mikroskopii Ska-
ningowej US za wykonanie zdjeé.

LITERATURA

1. Krasowska K., Heimowska A., Rutkowska M.: Polimery
2006, 51, 21.

2. Adamus G., Dacko P.,, Musiol M., Sikorska W., Sobota
M., Biczak R., Herman B., Rychter P., Krasowska K.,
Rutkowska M., Kowalczuk M.: Polimery 2006, 51, 539.

3. Jaeger K. -E., Steinbiichel A., Jendrossek D.: Appl. Envi-
ron. Microbiol. 1995, 61, 3113.

4. Fojan P, Jonson P. H., Petersen M. T. N., Petersen S. B.:
Biochimie 2000, 82, 1033.

5. Macedo G. A., Pio T. E.: Braz. ]. Microbiol. 2005, 36, 388.

6. Nishida H., Konno M., Ikeda A., Tokiwa Y.: Polym. Deg-
rad. Stab. 2000, 68, 205.

7. Jendrossek D.: Polym. Degrad. Stab. 1998, 59, 317.

8. Colak A., Sisik D., Saglam N., Giiner S., Canakgi S.,
Beldzy A. O.: Bioresour. Technol. 2005, 96, 625.

9. Murphy C. A., Cameron J. A., HuangS. J., Vinopal R. T.:
Appl. Environ. Microbiol. 1996, 62, 456.

10. Eldsater C., Erlandsson B., Renstad R., Albertsson A.
-C., Karlsson S.: Polymer 2000, 41, 1297.

11. Labuzek S., Pajak J., Nowak B., Majdiuk E., Karcz J.:
Polimery 2002, 47, 256.

12. babuzek S., Pajak J., Nowak B.: Polimery 2005, 50, 675.

13. Labuzek S., Nowak B., Pajak J.: Polimery 2006, 51, 27.

14. Labuzek S., Nowak B., Pajak J.: Pol. ]. Environ. Stud.
2004, 13, 59.

15. Nowak B.: Praca doktorska, Katowice 2006.

16. Azaz A.D.: Turk. ]. Bot. 2003, 27, 83.

17. Oda Y., Asari H., Urakami T., Tonomura K.: |. Ferment.
Bioeng. 1995, 80, 265.

18. Scherer T. M., Fueller R. C., Lenz R. W., Goodwin S.: |.
Environ. Polym. Degrad. 1999, 7, 117.

19. Helisto P., Korpela T.: Enz. Microb. Technol. 1998, 23, 113.

20 Walter T., Augusta J., Miiller R.-J., Widdecke H., Klein
J.: Enz. Microb. Technol. 1995, 17, 218.

21. Oda ., Oida N., Urakami T., Tonomura K.: FEMS Mic-
robiol. Lett. 1997, 152, 339.

22. Janas P, Podgorska E., Mleko S., Pielecki J.: Annales
UMCS, Sec. E 2004, 59, 461.

23. Macris J. B., Kourentzi E., Hatzinikolaou D. G.: Proc.
Biochem. 1996, 31, 807.

24. Carvalho C. M. L., Aires-Barros M. R., Cabral J. M. S.:
Electr. ]. Biotechnol. 1998, 1, 160.

25. Purdy R. E., Kolattukudy P. E.: Biochemistry 1975, 14,
2832.

26. Zhao J.-H., Wang X.-Q., Zeng J., Yang G., Shi F-H., Yan
Q.: Polym. Degrad. Stab. 2005, 90, 173.



