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MICROBIAL DEGRADATION OF SELECTED POLYESTERS IN SOI L

Abstrakt: Obecnie w wielu gakiach przemystu niedegradowalne tworzywa sztucasepuje si polimerami
przyjaznymi srodowisku. Wprowadzenie tych biodegradowalnych mitev do codziennegozytku pomae
zredukowa ilos¢ powstagcych odpadow statych, ktorych recykling jest niemaliny. Chocia biodegradowalne
polimery g produkowane z mfya o ich kompostowaniu po zyciu, niestety nie ma nibwosci unikniecia
stosowania tzw. niewdaiwych praktyk (zémiecania), ktére prowadz do powstawania nielegalnych,
niekontrolowanych sktadowisk odpadéw. Ponigwedadomo,ze biopoliestry mog ulega& degradacji w glebie
w obecndci szerokiej gamy mikroorganizméw, takich jak: keie, promieniowce czy grzyby, istnieje potrzeba
badania oddziatywania tych materiatéwénadowisko glebowe. Prezentowane wyniki dotytestu biodegradacji
wybranych poliestréw (alifatyczno-aromatyczny kopwmr tereftalan-butanodiol/adypinian-butanodiBITA,
krystaliczny i amorficzny polilaktydPLA, ataktyczny poli[(R,S)-3-hydroksyrélan] a-PHB) oraz ich mieszanin
w glebie, przygotowanego w formie eksperymentu wawego, prowadzonego w warunkach kontrolowanych.
Probki tych poliestrow w postacdiylek umieszczono w glebie, a ngstie w okrélonych odstpach czasu
dokonywano analizy na obedito mikroorganizméw. Zmiany liczebda mikroorganizméw glebowych
w testowanych poliestrach wykrywano nazmgch podigach selektywnych: bakterie na pateh YS,
promieniowce na ekstrakcie glebowym i grzyby nalpad DRBC. Rodzaj i liczebrié bakterii rozktadajcych
polimery oznaczano na podixch zawierajcych BTA, PLA i a-PHB jako jedynerédio wegla przy uyciu
podiazy selektywnych. Zaobserwowanie liczebné¢ bakterii zdolnych do tworzenia kolonii zatéa od czasu
trwania ddwiadczenia i rodzaju zastosowanych polimeréw. Lice®#¢ bakterii obecnych na podio
zawierajcym a-PHB byta wiksza w poréwnaniu do podip z pozostatymi poliestrami. ¥k6d bakterii zdolnych
do rozktadu biopolimeréw dominowaty Gram-dodatriskli przetrwalnikujce oraz Gram-ujemne pateczki.

Stowa kluczowe:biodegradacja, degradacja z udziatem mikroorgafiznpoliestry biodegradowalne

W ostatnich latach produkcja i zrcie materiatéw polimerowych znacznie wzrosta,
powickszapc tym samym ilé¢ odpaddw ucizliwych dla srodowiska. Wszechstrongbd
zastosowa klasycznych tworzyw sztucznych, w tym gtéwnie opaf, wynika z ich
walorow wytkowych, takich jak: niska cena, funkcjonalipduza elastyczn&, niewielka
masa, chemiczna stabik® nieprzepuszczaldé, strukturalna rénorodndé¢, odpornéé na
rozktad mikrobiologiczny czy atmosferyczny. Produkt z powodzeniem zagtuja wiele
tradycyjnych materiatow, takich jak: papier, szidoewno oraz metale.

Niekorzystnym efektem tak szerokiego zastosowamiazyw jest dua ilos¢ odpadow
trafiajacych do srodowiska, ktérych znaczna giszasi¢ jest niedegradowalna, a ich
recykling jest mato optacalny. Dlatego wydaje bi¢ wazne zastpienie nieulegajcych
degradacji tworzyw sztucznych takimi, ktérea sw petni biodegradowalnymi,
tj. przyjaznymisrodowisku materiatami polimerowymi otrzymywanymiginie zezrodet
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odnawialnych zdolnych do samorzutnej degradacijirdiitsicznej ydz enzymatycznej po
wymaganym czasie eksploataciji.

Obecnie polimerami biodegradowalnymi cigsgmi sk duzym zainteresowaniena s
m.in. polimery uzyskiwane bezfrednio z surowcow odnawialnych (polisacharydy
naturalne, takie jak skrobia, celuloza i ich poah®) naturalne poliestry produkowane
przez mikroorganizmy (poli-3-hydroksyslan PHB, jego kopoliester z kwasem
3-hydroksywalerianowym PHBYV), polimery produkowarmzez klasyczn syntez
chemiczm z monomeréw pochodzenia naturalnego (polilaktydlA)P oraz polimery
wytwarzane z surowcow petrochemicznych jak geltdprolakton) PCL [1-3].

Szybka¢ procesu degradacji biodegradowalnych materiatowlimgoowych
w $rodowisku przyrodniczym zatg zaréwno od budowy i wigiwosci samego materiatu,
jak i od warunkéw otoczenia, w ktdrymesinajduje. Najwaniejszym biologicznym
czynnikiem wystpujacym w srodowisku naturalnym (kompost, gleba, osad czynny),
wplywajacym na tempo mineralizacji biopolimeru, jest aktpéh obecnych tam
mikroorganizmow, a zwtaszcza bakterii, promieniowdad@rzybow [4-5].

Materialy i metody

Badania nad udzialem mikroorganizméw glebowych wvekladzie biopolimeréw
prowadzono na prébkach polimeréw w postaci wytlogoh zytek przygotowanych
w Centrum Materiatébw Polimerowych i §glowych PAN w Zabrzu. Wykorzystane
w doswiadczeniu wazonowym materialy poliestrowe to: alitzno-aromatyczny
kopolimer tereftalan-butanodiol/adypinian-butanddigq BTA), krystaliczny PLLA)

i amorficzny PDLLA) polilaktyd, ataktyczny poli[(R,S)-3-hydroksystan] (a-PHB).
Dodatkowo, opréczytki BTA, do testu biodegradacji przygotowano prélikgo samego
polimeru w postaci folii.

Gleba uyta do bada nalezata do grupy piasku #mego, o pH zblionym do
obogtnego. Eksperyment prowadzono w temperaturze 22+2°Zachowaniem statej
wilgotnosci probek gleby. Badania mikrobiologiczne przeprda@no w pierwszym,
trzecim, dziesitym, pietnastym oraz dwudziestym trzecim migsi inkubacji polimeréw
w glebie. Oprécz tych poliestrow badano gpeajace binarne mieszaniny z ich udziatem:
PDLLA/a-PHB(90/10), PDLLA/a-PHB(95/5), BTA/PDLLA(780), BTA/PLLA(70/30),
oraz mieszaniny tréjsktadnikowe: BTA/PDLLA/a-PHB(40/20) i BTA/PDLLA/
a-PHB(90/5/5).

Prébki polimeréw po wyiciu z gleby umieszczano w 10 &6y1% roztworu Tween 80
w 0,9% NaCl i wytrgsano przez 10 minut. Liczebito bakterii heterotroficznych
i promieniowcow okréano na podiou YS (wyckg glebowy z ekstraktem drdzowym),
grzyby mikroskopowe na podio DRBC (z chloramfenikolem i é@m bengalskim). Do
podtazy z polimerami oraz YS dodawano nystatyny orazdamtiu w ilasci 50 pg/cn
podtaza w celu zahamowania wzrostu grzybow. Kolonie bdikteterotroficznych liczono
po 48 godzinach inkubacji w temperaturze 28°C, paldiach liczono promieniowce, a po
7 dniach liczebn&@& grzybéw mikroskopowych. Wynik podano jako ogplliczebndé
mikroorganizméw w 1 cf6-8].

Wystepowanie bakterii zdolnych do degradacji polimerdkveslono w probkach po
23 miesicach inkubacji. Materiat posiewano na padtozawieraice polimery PLLA,
PDLLA, BTA, a-PHB jako jedynerddio wegla. Polimery rozpuszczono w chloroformie,
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a nastpnie zhomogenizowano w mineralnym padioprzy uyciu dezintegratora firmy
Bandelin electronics typ: UW 2070 [9]. Po 14 dniackubacji obserwowano wokot
kolonii bakterii strefy przefmienia zwane ,halo” wskazage na degradacjpolimeru
znajdupcego st w podiau.

Wyniki, ich omoéwienie i analiza

W trakcie bada najwigksza liczebn& bakterii heterotroficznych wyspita
w pierwszych miegcach bad& a mniejsza w kiicowych miesicach, co prawdopodobnie
wigze sk z wyczerpywaniem substratow w poziio Wyniki te znajduyj potwierdzenie
w badaniach [8] i [10], w ktérych stwierdzonge aktywny wzrost mikroorganizmow
glebowych jest ograniczony przez dgstsubstancji pokarmowych, zwlaszczeodet
wegla. Liczebné¢ bakterii heterotroficznych w trakcie calych badayta wiksza ni
pozostatych badanych grup mikroorganizméw  (pronaexidbw i grzybdéw
mikroskopowych). W pracach [3, 8, 10] réwhibakterie stanowity doming§a grupe
mikroorganizméw, zapromieniowce i grzyby byty mniej liczne.
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Rys. 1. Liczebn& bakterii obecnych na powierzchni wybranych prépekmerowych
Fig. 1. Number of bacteria presented on surfaceleicted polymer samples

Liczebnag¢ bakterii heterotroficznych zasiediaych poszczegdélne polimery byta
zréznicowana (rys. 1). Stwierdzonge najliczniej zasiedlanym poliestrem byt BTA, przy
czym wkcej bakterii obserwowano na foliiznnazylce, co mogtoby wskazywaze folia
z racji wikszej powierzchni w porownaniu daytki jest bardziej dogpna dla
mikroorganizmow. Wyniki te znajdayjpotwierdzenie w badaniach Wanga [11], ktory
wykazat,ze szybkd¢ rozkladu polimeréw jest zalma od rodzaju powierzchni, tj. polimery
o powierzchni niejednorodnej (szorstkie) bylty szgbcozktadane ri gtadkie.
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Porownujc zasiedlanie przez bakterie PDLLA i PLLA (rys. Zgobserwowanoze
PLLA jest gorzej i wolniej zasiedlany przez bakteriz PDLLA, co wskazujeze forma
amorficzna polilaktydu (PDLLA) szybciej ulega dedaaji hydrolitycznej, a nagbnie
enzymatycznej. Przegl literatury swiatowej wskazuje, ze polilaktyd jest wolno
degradowany mikrobiologicznie i przez niewiele 2w bakterii, szczegoblnie
W nizszych temperaturach [12-14].

W badaniach wlasnych wykazanoze krystaliczny PLLA w mieszaninie
z kopoliestrem BTA charakteryzujeesivyzszym stopniem zasiedlenia przez bakterie
w poréwnaniu do homopolimeru PLLA. Obedgtdio ataktycznego
poli[(R,S)-3-hydroksym&anu] w mieszaninie z amorficznym PDLLA w 1, 3 i @8eshcu
analizy powoduje wzrost przyswajakwd przez mikroorganizmy tego ostatniego (rys. 1).

W mieszaninach trojsktadnikowych BTA/PDLLA/a-PHB zluwzym udziatlem
kopoliestru BTA zwtksza st stopier zasiedlenia probek przez bakterie w poréwnaniu do
mieszanin o matej zawa#ai tego skiadnika (rys. 2).
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Rys. 2. Liczebn& bakterii obecnych na powierzchni tréjsktadnikowyaridbek polimerowych
Fig. 2. Number of bacteria presented on surfad&T@{/PDLLA/a-PHB polymer samples

Grzyby szybciej zasiedlajBTA niz PLLA i PDLLA, przy czym, podobnie jak
u bakterii, daa powierzchnia folii BTA odznaczaeswicksz iloscia grzybow nk zytka
BTA.

Zasiedlanie polimeru PDLLA przez grzyby bylo ¢kgze w mieszaninie z a-PHB
w poréwnaniu z samym homopolimerem PDLLA. W przeehstwie do bakterii
odnotowanoze PLLA jest w 3 i 15 miegtu bada tatwiej zasiedlana przez grzybyzni
amorficzny PDLLA.

Obecndé¢ syntetycznego, alifatyczno-aromatycznego BTA w  gziminie
z krystalicznym PLLA czy amorficznym PDLLA powoduggwiejsze i szybsze zasiedlanie
tych mieszanin w poréwnaniu tych homopolimeréw edkinych kady z osobna. Z kolei
dodatek PDLLA do BTA pogarsza zasiedlanie w stosuaidk czystego BTA (rys. 3).
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Rys. 3. Liczebn& grzybéw obecnych na powierzchni wybranych prébaliogerowych
Fig. 3. Number of fungi presented on surface afcteldd polymer samples

Obecndé¢ promieniowcow obserwowano do 10 migsi bada, w 15 i 23 miesicu
pojawy byty sporadyczne, co mogto dgpowodowane wyczerpywanieng substratow
w glebie [8, 10]. Rowniei w tym przypadku BTA w postaci folii charakteryzata s¢
wieksz liczebndcia promieniowcéw w stosunku daytki. Relatywnie duaa liczebnaé¢
zaobserwowano tak na mieszaninie BTA/PDLLA. Wprowadzenie BTA do szaniny
z PDLLA powodujeze probka jest tatwiej zasiedlana eizysty PDLLA (rys. 4).

1000000

CFU/ 1 cm®

15 23

Czas inkubacji [miesiace]

B PLLA 2 BTA-zytka @ BTA-folia m BTA/PDLA(70/30) m PDLA

Rys. 4. Liczebn&@ promieniowcow obecnych na powierzchni wybranyaibek polimerowych
Fig. 4. Number of actinomycetales presented orasarbf selected polymer samples

Wsréd bakterii zdolnych do wzrostu na polimerach, ojgkdynym zrédle wegla,
najwickszy liczbe kolonii, otoczonych wyrzna stref halo, obserwowano na podto
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zawierajcym a-PHB (rys. 5a); na pozostatych pa@ich z polimerami wygpowaly
pojedyncze kolonie otoczone niewielka sireélo (rys. 5b).

Rys. 5. Zdgcia cyfrowe kolonii bakterii z widoczrstref, ,halo”: a) na podteu a-PHB, b) na podiai BTA
Fig. 5. Digital photographies of bacterial colonigth ‘halo” surrounded: a) a-PHB medium, b) BTAdnen

Bakterie te naleaty gtdwnie do tlenowych laseczek przetrwalndaych z rodzaju
Bacillus, wystipity réwniez nieliczne paleczki Gram-ujemne najee do
Pseudomonadacae.

Podsumowanie i wnioski

1. Szereg dosgpndsci badanych polimeréw dla mikroorganizméw ksztatupk
nastpujaco: BTA folia > BTAzytka > PDLLA >PLLA.

2. Degradagj poliestréw mana przyspieszy poprzez tworzenie mieszanin z innymi
materiatami biodegradowalnymi, utatwiaj w ten sposob zasiedlanie trudniej
biologicznie rozktadalnych polimerow przez mikroanigmy glebowe.
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MICROBIAL DEGRADATION OF SELECTED POLYESTERS IN SOI L

Abstract: Nowadays in a lot of industrial branches non-degjéel plastics have been replaced by environmental
friendly polymers. Introducing these biodegradatvlaterials to human’s daily life help reduce harmdolid
waste, which recycling is impractical and unecoruathi Generally, biodegradable polymers are produoeoe
composted after disposal, however there is no piligsito avoid improper practices dealing to proddllegal,
uncontrolled landfill sites. As generally knownattbiopolyesters can be degraded in soil by theracf a wide
range of microorganisms such as bacteria, actinetalgs, and fungi, there is a big necessity fodyshg
ecotoxicological impact of these materials placedsail. The present results deals with biodegradatest of
selected polyesters (aliphatic-aromatic copolynterepthalate-butylene/adipate-butylefTA, crystalline and
amorphous polylactideLA, and atactic poly[(R,S)-3-hydroxybutyrata}PHB) and their blends incubated in soil,
performed under controlled conditions in the pgieiment. Samples of monofilaments prepared fromtioeed
above polyesters were placed in soil medium andyze@ for microbial activity after specified periad time.
The changes of the number of soil microorganisnested polyesters using a number of different sekecedia
were detected on: YS - for bacteria, soil extractdctinomycetales, DRBC for fungi. Species and lmemof
polymer-degrading microorganisms were estimateanedia containing BTA, PLA, and a-PHB as only carbon
sources using a number of different selective mettiavas found that numbers of all tested cultugabl
microorganisms were dependent upon both on testgdnprs and time of experiment. In the presence of
polymer BTA, PLA, and a-PHB in medium, more ba@ernh a-PHB as only carbon sources, than the other h
been noticed. Among bacteria capable of degradistgd polymers Gram-positive sporulated baccili @naim-
negative rods was dominated.

Keywords: biodegradation, microbial degradation, biodegbéelpolyesters



