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Biodegradacja polietylenu modyfikowanego poliestrem ,Bionolle

BIODEGRADATION OF POLYETHYLENE MODIFIED WITH “BIO-
NOLLE®” POLYESTER

Summary — Susceptibility of polyethylene film modlfled with different
quantities (up to 30% by weight — Table 1) of “Bionolle® ” polyester to biode-
gradation caused by various strains of microscopic fungi was investigated.
Fungi growth on film (Fig. 1), film weight loss (Table 2) were determined,
surface changes were observed by SEM (Fig. 2) and FT-IR spectra of the films
were recorded (Fig. 3). It was concluded that changes on film surface and
morphological forms of the fungi depend on film composition. 30% addition

®I’

of polyester accelerates blodegradatlon of PE.

Key words: polyethylene, “Bionolle®™
tion susceptibility.

Polimery syntetyczne o laficuchu weglowym i du-
zym ciezarze czasteczkowym sa traktowane w literatu-
rze jako zwiazki odporne na dzialanie mikroorganiz-
méw [1]. Aby przyspieszy¢ ich biodegradacje, modyfi-
kuje sie je polimerami zawierajacymi w laficuchu grupy
wrazliwe na enzymatyczny atak mikroorganizméw [2].
Wsréd polimeréw stosowanych do modyfikacji poliety-
lenu (PE) znalazty sie polimery naturalne, takie jak skro-
bia [3—5], celuloza {6] lub zelatyna oraz polimery synte-
tyczne, w tym poliestry alifatyczne i aromatyczne [7].
Biodegradowalnosé poliestréw wiaze sie prawdopodob-
nie z ich podobiefistwem chemicznym do wystepujace-
go w przyrodzie poli(B-hydroksymaslanu) (PHB) o wzo-
rze ().
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Jednym z takich polimeréw jest syntetyczny alifa-
tyczny poliester ,Bionolle™” otrzymywany na drodze
polikondensacji glikoli z kwasam1 dikarboksylowymi
[8—10]. Wiasciwosci ,,Blonolle [wzér (II)] — termo-
plastycznego tworzywa o temperaturze topnienia
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" polyester, modification, biodegrada-

w przed21ale 90—120°C, temperaturze zeszklenia od 45
do -10°C oraz gestosci 1,25 g/ m>— sa zblizone do wlas-
ciwosci PE-LD.

Dlatego tez poliester ten wybraliémy jako modyfika-
tor PE. Celem pracy stanowiacej przedmiot niniejszego
artykulu bylo okreslenie podatnosci folii pohetyleno-
wych modyfikowanych poliestrem ,Bionolle® na bio-
degradacje wywolana przez rézne grzyby mikroskopo-
we.

CZESC DOSWIADCZALNA
Materialy

Jako materialy wyjSciowe stosowano polietylen (PE-
LD) typu GGNX 18-D003 o0 masowym wskaZniku szyb-
kosci plyniecia (MFI) 0,3 g/10 min (producent ZCh Bla-
chownia — Kedzierzyn Kozle) oraz poliester ,Bionol-
1e®” typ # 3001 o wartosci MFI 1,5 g/10 min (producent
firma Showa Denko Europe, GmbH).

Modyfikacja PE

W pierwszej kolejnosci przygotowywano koncentrat
w postac1 granulatu skladajacego sie z 60% mas. , Bio-
nolle® i 40% mas. PE. W tym celu poszczegdlne sklad-
niki, po wymieszaniu ich w mieszalniku szybkoobroto-
wym, poddawano uplastycznianiu i homogenizacji
w wytlaczarce ,Ko-Kneter Buss” typu PR 46 (firmy
Buss) w temp. 170°C. Otrzymany 60-proc. koncentrat
rozcieficzano polietylenem do stezein wynoszacych 10%,
15%, 20% lub 30% ,,Bionolle®”. Poszczeg6lne kompozy-
cje poddawano procesowi wytlaczania, stosujac wytta-
czarke laboratoryjna (,Plasti-Corder PLV 151”7 firmy
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Brabender), zaopatrzona w glowice szczelinowa. Wa-
runki wytlaczania byly nastepujace: temperatura po-
szczegélnych stref cylindra 220, 230, 230 i 235°C, szyb-
koS¢ obrotowa $limaka 33 obroty/minute, moment ob-
rotowy 32—46 Nm (tabela 1).

Tabela 1. Sklad folii uzytych do badan degradacyjnych
Table 1. Composition of films used for degradation research

Zawartos¢ skladnika, % mas.
Skladnik
folia0 | folial | folia IT | folia Il | folia IV | folia V
Polietylen 100 90 85 80 70 0
.Bionolle®” 0 10 15 20 30 100

Otrzymane w ten sposéb plaskie folie kompozytowe
w postaci taSm poddawano badaniom biodegradacyj-
nym. Prébki kontrolne w procesie degradacji stanowily:
folia PE niemodyfikowana poliestrem oraz folia wyko-
nana z samego poliestru ,Bionolle®”.

Szczepy grzybéw

Grzyby Aspergillus terreus, Aureobasidium pullulans,
Paecilomyces varioti, Penicillium ochrochloron, Scopulario-
psis brevicaulis oraz Trichoderma viride otrzymano z Insty-
tutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechni-
ki Lédzkiej; grzyby Aspergillus niger i Penicillium funicu-
losum wyizolowano z wysypiska $mieci w Sosnowcu
i oznaczano w Instytucie Ekologii Terené6w Uprzemy-
stlowionych w Katowicach. Sa to grzyby o niewielkich
wymaganiach pokarmowych, szeroko rozpowszechnio-
ne w przyrodzie, zdolne do degradacji wielu zwiazkéw
naturalnych i syntetycznych [11].

Pozywki mikrobiologiczne

Grzyby Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Paecilo-
myces varioti, Penicillium funiculosum, Penicillium ochro-
chloron i Scopulariopsis brevicaulis hodowano na skosach
zawierajacych podloze Czapek-Doxa (PN-85/C-89080)
o skladzie: NaNO3 — 2 g; KH2PO4 — 0,7 g; K2HPO4 —
0,3 g; KC1— 0,5 g; MgSO4 - 7 H20 — 0,5 g; FeSO4 - 7 H20
— 0,01 g; sacharoza — 30 g; , Bacto Agar” (Difco) — 20 g;
woda destylowana — 1000 ml. Odczyn podloza dopro-
wadzano do wartosci pH = 6,0—6,5.

Do hodowli szczepu Trichoderma viride uzywano
zmodyfikowanej pozywki Czapek-Doxa. Modyfikacja
polegala na zastapieniu sacharozy celuloza w postaci
paskéw bibuly ,Whatman” numer 2.

Szczep Aureobasidium pullulans hodowano na zmody-
fikowanym podlozu glukozowo-peptonowym Martina
[12] o skladzie: KH2PO4 — 1 g; MgSO4 - 7 H2O — 0,5 g;
pepton (Difco) — 5 g; glukoza — 10 g; ,Bacto Agar”
(Difco) — 20 g; woda destylowana — 1000 ml. Modyfi-
kacja polegala na eliminacji rézu bengalskiego i aureo-
mycyny z podloza.

Metodyka badawcza

Do wizualnej oceny wzrostu grzybéw przygotowy-
wano proébki folii o wymiarach 40 x 40 mm (PN-85/C-
89080), ktére sterylizowano zanurzajac je w 70-proc. al-
koholu izopropylowym, a nastepnie ptukano w steryl-
nej wodzie destylowanej i umieszczano na zmodyfiko-
wanym podiozu Czapek-Doxa na plytkach Petriego.
Modyfikacja podloza polegata na eliminacji z niego sa-
charozy. Folie zaszczepiano zawiesina zarodnikéw
o stezeniu 10° na mililitr, Ptytki inkubowano w cieplar-
ce ,Binder” typ BD 240 w temp. 30°C i w warunkach
90-proc. wilgotnosci wzglednej. Wzrost grzybéw na ba-
danych prébkach obserwowano bezposrednio w mikro-
skopie stereoskopowym typu SZH 10 (powiekszenie
50x).

Do oceny zmian masy wycinano prébki folii o bo-
kach 40 x 10 mm (PN-85/C-89080). Z prébkami postepo-
wano tak jak w metodzie oceny wizualnej. Zmiany masy
okreslano po 28, 56 i 84 dobach. Zwarta i jednolita
grzybnie, obserwowang w mikroskopie stereoskopo-
wym, usuwano z powierzchni folii peseta. W celu znisz-
czenia pozostalej biomasy mikroorganizméw prébki za-
nurzano w roztworze chlorku rteci(Il). Folie suszono
w eksykatorze do stalej masy, po czym obliczano pro-
centowy ubytek masy polimeréw.

Mikrografy folii polimerowych wykonano przy uzy-
ciu skaningowego mikroskopu elektronowego ,, TESLA
BS 340”. Probki pokrywano zlotem technicznym metoda
odparowania metalu w napylarce typu ,, PELCO 5.C. 6”
w ciagu 40 s w warunkach natezenia pradu 25 mA, pod
ci$nieniem 0,8 hla.

Badane folie polimerowe analizowano w podczer-
wieni, stosujac spektrofotometr FTS 40A firmy BIO-
RAD; widma rejestrowano w zakresie 3700—700 cm’!
z rozdzielezoscia 2 em’! iz liczba skanéw réwna 32.
Prébki rozpuszczano w dekalinie z dodatkiem dimety-
loformamidu w temp. 70°C i po odparowaniu dekaliny
analizowano w postaci blon na plytkach z chlorku sodu.

WYNIKI 1 ICH OMOWIENIE

Wzrost mikroorganizméw na foliach

Na folii PE (folia 0 wg tabeli 1) po 28 dobach inkuba-
cji obserwowano staby wzrost Aspergillus niger, Penicil-
lium funiculosum i Trichoderma viride (rys. la) oraz mie-
szanej populacji grzybéw.

Na folii I po takim samym czasie inkubacji stwier-
dzono wzrost Aspergillus niger, Penicillium funiculosum,
Trichoderma viride oraz mieszanej populacji grzybéw. Ob-
serwowane w mikroskopie stereoskopowym szczepy
Aureobasidium pullulans, Penicillium ochrochloron i Paecilo-
myces varioti po 56 dobach inkubacji zasiedlaly miejsco-
wo niewielkie fragmenty na krawedziach folii. Nie
stwierdzono wzrostu Aspergillus terreus.
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Rys. 1. Wzrost grzybow mikroskopowych po 28 dobach inku-
bacji: a) Trichoderma viride nafolii I, b) Aspergillus terreus na
folii 11, ¢) Penicillium funiculosum na folii 111, d) Aspergillus
niger nafolii IV (symbole folii wg tabeli 1)

Fig. 1. Fungi growth on modified polyethylene films after 28
days of incubation: a) Trichoderma viride on the film 1, b)
Aspergillus terreus on the film Il, c) Penicillium funiculosum
on the film 111, d) Aspergillus niger on the film TV
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Po 28 dobach inkubacji wszystkie szczepy grzybow
wykazywaty zdolnos$é do wzrostu na folii 1l. W ciggu 56
déb obserwowano wzrost Aspergillus terreus (rys. Ib),
Aureobasidium pullulans, Paecilomyces varioti i Penicillium
ochrochloron tylko na obrzezach folii, a pozostatych grzy-
béw takze na jej powierzchni. Wszystkie szczepy grzy-
béw zasiedlaty mniej niz 25% powierzchni folii.

Na folii 11l po 28 dobach inkubacji najlepszym wzros-
tem charakteryzowaly sie Aspergillus niger, Penicillium
funiculosum oraz mieszana populacja grzybdw. Szczep
Penicillium funiculosum (rys. Ic) w postaci grzybni zasie-
dlat folie w ponad 25%, podczas gdy mieszana popula-
cja grzybow, bez widocznej struktury strzepkowej, zaj-
mowata mniej niz 25% powierzchni probki.

Na folii IV po 28 dobach inkubacji hodowla Trichoder-
ma viride rosta w skupieniach na obrzezach tworzywa.
Pozostate grzyby zasiedlaty brzegi i powierzchnie folii,
ale tylko Penicillium funiculosum, Aspergillus niger (rys.
Id) oraz mieszana populacja grzybow zasiedlity ponad
25% jej powierzchni.

Szczepy Penicillium funiculosum i Scopulariopsis brevi-
caulis oraz mieszana populacja grzybéw po 28 dobach
inkubacji pokrywaty ponad 50% powierzchni prébek fo-
lii V.

Ubytek masy polimeréw

Procentowe ubytki masy folii polimerowych w wyni-
ku dziatania mikroorganizméw przedstawia tabela 2.

Tak wiec, w ciggu 84 doéb inkubacji jedynie grzyby
Aspergillus terreus i Aureobasidium pullulans nie powodo-
waty ubytku masy PE. Najwieksze ubytki masy —
0,21% i 0,16% — powodowaty odpowiednio Aspergillus
niger i mieszana populacja grzybéw.

Paecilomyces varioti i Penicillium ochrochloron nie po-
wodowaty ubytku masy folii | po uptywie 28 ddb, a zls-
pergillus terreus i Aureobasidium pullulans — w ciggu 56
déb inkubacji. Po 84 dobach 0,23-proc. ubytek masy po-
limeréw powodowat Penicillium funiculosum, natomiast
Aspergillus niger oraz mieszana populacja grzybow de-
gradowaty odpowiednio 0,21 i 0,20% masy folii.

Aspergillus terreus nie degradowat folii Il podczas
pierwszych 28 dob inkubacji; po 84 dobach Penicillium
funiculosum degradowat 0,39%, a mieszana populacja
grzybéw 0,31% masy folii. Pozostate grzyby wywotywa-
ty ciagly, powolny ubytek masy folii w ciggu catego ok-
resu trwania doswiadczen.

Wszystkie szczepy grzybow i ich mieszana populacja
po 28 dobach inkubacji charakteryzowaty sie zdolnoscig
do degradacji folii I1l. Po 84 dobach 0,5-proc. ubytek ma-
sy powodowaty Aspergillus niger i Penicillium funiculo-
sum, a najstabszymi zdolnosciami degradacyjnymi cha-
rakteryzowat sie szczep Aureobasidium pullulans, ktory
rozktadat tylko 0,07% masy polimerow.

Sposrod folii modyfikowanych, najwieksze ubytki
masy polimeréw w wyniku dziatania mikroorganizmow
stwierdzono w folii IV. Penicillium funiculosum i mieszana
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Tabela 2 Ubytek masy folii polimerowych (symbole folii wg tabeli 1) poddanych biodegradacji przez wybrane szczepy grzyboéow

mikroskopowych

Table 2. Weightloss (in percent) of polymeric films (coded acc. to Table 1) after incubation with selected fungi strains

Folia O Folia |
czas, doby czas, doby
Szczep

28 84 28 84
Aspergillus niger 0,08 0,21 0,20 0,21
Aspergillus terreus 0,00 0,00 0,00 0,06
Aureobasidium pullulans 0,00 0,00 0,00 0,05
Paecilomyces varioti 0,00 0,04 0,00 0,12
Penicillium funiculosum 0,00 0,05 0,02 0,23
Penicillium ochrochloron 0,00 0,03 0,00 0,16
Scopulariopsis brevicaulis 0,00 0,03 0,04 0,12
Trichoderma viride 0,00 0,03 0,02 0,12
Mieszana populacja grzyboéw 0,08 0,16 0,12 0,20

populacja grzybéw powodowaty odpowiednio 10,07%
i 8,01% ubytku masy polimeroéw.

Stwierdzono, ze Penicillium funiculosum po 56 do-
bach, a mieszana populacja grzybéw po 84 dobach po-
wodowaty catkowitg degradacje folii V (czysty polies-
ter). W ciggu 84 dob Aspergillus niger degradowat 84,4%
masy poliestru. Moze to $wiadczy¢ o wydzielaniu przez
te szczepy enzymoéw degradujacych wigzania estrowe
w ,,Bionolle®".

Stan powierzchni probek

Na powierzchni folii 0 poddanej dziataniu grzybow
mikroskopowych jedynie szczep Penicillium funiculosum

Folia Il Folia Il Folia IV Folia V
czas, doby czas, doby czas, doby czas, doby
28 84 28 84 28 84 28 84

ubytek masy, %
0,08 0,22 0,15 0,50 0,41 1,90 5,98 84,4
0,00 0,11 0,06 0,12 0,21 1,30 1,03 1,95
0,02 0,10 0,04 0,07 0,14 0,64 0,25 1,45
0,03 0,16 0,15 0,23 0,54 0,81 1,47 1,98
0,25 0,39 0,34 0,51 2,18 10,07 54,9 100
0,09 0,22 0,14 0,23 0,21 0,67 0,60 1,45
0,06 0,17 0,15 0,23 0,52 1,31 1,10 3,83
0,06 0,13 0,19 0,34 0,30 0,66 0,46 0,73
0,17 0,31 0,32 0,40 2,00 8,01 36,6 100

powodowat widoczne w postaci szczelin zmiany degra-
dacyjne.

Wszystkie grzyby, z wyjatkiem Aureobasidium pullu-
lans, wywotywaty po 84 dobach inkubacji zmiany folii |
w postaci dziur, szczelin i tuszczenia.

Rys. 2. Zdjecia wykonane z zastosowaniem skaningowego
mikroskopu elektronowego: a) Scopulariopsis brevicaulis na
folii 11, b) Penicillium funiculosum nafolii Ill, c) Aspergillus
niger nafolii 1V, d) Penicillium ochrochloron nafolii IV (sym-
bole folii wg tabeli 1)

Fig. 2. Scanning electron micrographs: a) Scopulariopsis bre-
vicaulis on the film 11, b) Penicillium funiculosum on thefilm
111, ¢) Aspergillus niger on the film TV, d) Penicillium ochro-
chloron on the film 1V
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Aspergillus niger na folii Il wytwarzal niewiele strze-
pek i konidioforéw, natomiast cala popgkana powierz-
chnia tworzywa pokryta byla zarodnikami. Aureobasi-
dium pullulans, Penicillium ochrochloron, Scopulariopsis bre-
vicaulis (rys. 2a) i Trichoderma viride powodowaly zmiany
w strukturze folii tylko na jej obrzezach, natomiast Peni-
cillium funiculosum i mieszana populacja grzybéw degra-
dowaly calq powierzchnie tworzywa.

Folia III pod wplywem Aspergillus niger, Penicillium
ochrochloron, Trichoderma viride i mieszanej populacji
grzybéw rozpadtia sie na dwie warstwy. Szczepy Paecilo-
myces varioti i Penicillium funiculosum (rys. 2b) zasiedlaly
brzegi i powierzchnie folii. W wyniku ich aktywnosci
nastapilo pekanie prébki.

Wszystkie szczepy grzybéw powodowaly rozwarst-
wienie folii IV. Na powierzchni prébek obserwowano
rézniace si¢ wymiarami szczeliny i dziury. Po inkubacji
z Aspergillus niger (rys. 2c), na powierzchni prébki obser-
wowano wyciagniete nici polimerowe zasiedlane przez
zarodniki grzybéw. Penicillium funiculosum i mieszana
populacja grzybéw wytwarzaly dobrze rozwinieta,
umiejscowiona na brzegach grzybnie. Penicillium ochro-
chloron (rys. 2d) rozwarstwiat folie na platy i zasiedlal —
w postaci laficuchéw zarodnikéw — przewaznie szczeli-
ny tworzywa. W wyniku dzialania Aspergillus terreus na
powierzchni folii powstaly szczeliny réznych wymia-
réw, Aureobasidium pullulans powodowal rozwarstwie-
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Rys. 3. Widma FT-IR folii I (a) oraz folii IV (b): 1 — przed
degradacjq, 2 — po 84 dobach inkubacji z Penicillium funicu-
losum (symbole folii wg tabeli 1)
Fig. 3. FT-IR spectra a) film I, b) film IV: 1 — before degrada-
tion, 2 — after 84 days of incubation with Penicillium funicu-
losum

nie czeSci brzegowej folii i tuszczenie jej powierzchni
a Scopulariopsis brevicaulis zasiedlal calg powierzchnie
w postaci plecionki strzepek powietrznych.

Analiza IR

W celu sprawdzema czy w foliach PE modyfikowa-
nych ,Bionolle® degradacji ulegal wylacznie poliester,
czy réwniez polietylen, analizowano metoda IR folie
poddane dzialaniu grzybéw. Analizie poddano wszyst-
kie rodzaje folii wg tabeli 1 po 84 dobach inkubaciji z Pe-
nicillium funiculosum, ktéry charakteryzowal sie naj-
wieksza aktywnoscia biodegradacyjna. Analiza widma
FT-IR folii zawierajacych 10—20% poliestru wykazala,
ze pojawily sie w nich grupy C=0 (ketonowe lub alde-
hydowe) w zakresie 1700—1800 cm™ (rys. 3a). Te nowe
grupy pochodzily prawdopodobnie z rozpadu polies-
tru, poniewaz nie zaobserwowano zmian w pasmach ab-
sorpcji charakterystycznych dla PE.

Analiza widma FT-IR folii IV wykazala pojawienie
sie wielu nowych pasm w zakresach 800—1800 cm’'
oraz 3100—3600 cm (rys 3b). Powstale tu grupy keto-
nowe, aldehydowe, estrowe, kwasowe, eterowe i hydro-
ksylowe wskazuja na degradacje zaréwno polietylenu,
jak i poliestru.

WNIOSKI

Wzrost grzybéw mikroskopowych na foliach poliety-
len/poliester zwieksza si¢ wraz z zawartoscia poliestru
w folil. Szczepy Aspergillus niger, Penicillium funiculosum
oraz mieszana populacja grzybéw zasiedlaja prébki folii
w najwiekszym stopniu; wzrost pozostatych grzybow
jest powolny, ale wyrazZny.

Najwigkszy ubytek masy wystepuje w foliach zawie-
rajacych 30% poliestru. Najmniejsze ubytki masy folii —
0,64% i 0,66% po 84 dobach inkubacji — powoduja
odpowiednio szczepy Aureobasidium pullulans i Tricho-
derma viride, natomiast najwieksza aktywnoscia degra-
dacyjna charakteryzuje sie szczep Penicillium funiculo-
sum (10,07%) oraz mieszana populacja grzybow.

Zmiana powierzchni prébek oraz postacie morfolo-
giczne grzyb6w zaleza od procentowej zawarto$ci poli-
estru w folii. Zmiany sa widoczne w postaci szczelin,
dziur i tuszczenia folii. Najwieksze zmiany powierzchni
dotycza prébek o 20-proc. i 30-proc. zawartoéci , Bionol-
1e%7; pod wplywem dzialania mikroorganizméw ulega-
ja one rozwarstwieniu. Na powierzchniach folii zawiera-
jacych 10, 15 i 20% poliestru obserwuje sie konidiofory
z konidiami i pojedyncze strzepki. Grzybnie wystepuja
dopiero na foliach o 30-proc. zawartosci poliestru.

Analiza widm FT-IR wykazala, ze biodegradacja folii
o matlej zawartosci ,,B10nolle®” (10—20%) zachodzi
w wyniku usuwania poliestru z matrycy polimerowej,
natomiast w PE nie przebiegaja istotne zmlany chemicz-
ne. W foliach zawierajacych 30% ,Bionolle® przemia-
nom chemicznym podlega zaréwno poliester, jak i PE.
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Wyniki badan wskazuja, ze folie PE modyfikowane
poliestrem ,Bionolle™” ulegaja biodegradacji szybciej
niz sam polietylen.

Badania, ktérych wyniki przedstawiono w niniejszym ar-
tykule, zostaty zrealizowane w ramach projektu badawczego
finansowanego przez KBN [6 P04G 048 20].
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