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Enzymes involved in polymer biodegradation
Summary

Most widely used plastics are considered to be resistant to environmental
factors. Degradation of most popular packaging polymer is slow and may take
hundreds of years. To enhance their environmental degradation, a humber of
different approaches, among them copolymerisation or compounding with ad-
ditives susceptible to environmental factors such as polyesters are used. En-
zymes involved in decomposition of polyesters are mainly hydrolases i.e. ester-
ases, lipases, cutinases. The research team in the Department of Biochemistry is
working on polyethylene and poly(ethylene terephtalate) films modified with
synthetic aliphatic polyester Bionolle® and mechanisms of their biodegradation
using fungal extracellular hydrolytic enzymes.
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1. Wstep

jednym z powazniejszych zagrozen dla Srodowiska natural-
nego jest ogromna i stale rosngca ilos¢ odpadéw przemystowych
i komunalnych, odznaczajgcych sie matg podatnoscia na dzia-
tanie czynnikéw atmosferycznych i rozktad biologiczny. Do ma-
teriatdw niezwykle trwatych w warunkach naturalnych nalezy za-
liczy¢ przede wszystkim polimery syntetyczne. Obecnie produ-
kuje sie i stosuje okoto 5000 r6znych polimeréw, takich jak poli-
etylen (PE), polipropylen (PP) oraz polistyren (PS), polichlorek wi-
nylu (PCV), poli(tereftalan etylenu) (PET) i poliuretany (PU). Sta-
nowig one podstawowy skitadnik wielu wyrobéw przemystowych,
artykutdw gospodarstwa domowego, odziezy oraz opakowan.
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Tworzywa opakowaniowe bardzo szybko stajg sie odpadami podobnie jak duze
ilosci wytwarzanych produktow jednorazowego uzytku. W wojewddztwie $laskim
w 2005 r. zebrano | 306 601,80 Mg odpadéw komunalnych, wsrdéd ktérych 12,1%
stanowity tworzywa sztuczne. Podstawowg metodg unieszkodliwiania odpadéw ko-
munalnych jest sktadowanie. Obecnie na Slasku czynne sa 43 skladowiska zajmujgce
powierzchnie 300 ha (1).

Polimery syntetyczne ulegaja w srodowisku degradacji pod wptywem czynnikow
abiotycznych takich jak promieniowanie stoneczne, zanieczyszczenia atmosferycz-
ne, energia cieplna, obecnos¢ wody, jak réwniez pod wplywem czynnikéw biolo-
gicznych obejmujacych dziatalnos¢ makro- i mikroorganizmow (2). Biologiczny roz-
klad polimerow przebiega gtéwnie z udzialem mikroorganizmow, takich jak bakte-
rie lub grzyby, ktére majg te przewage nad czynnikami abiotycznymi, ze posiadaja
fizjologiczne oraz genetyczne mechanizmy adaptacyjne umozliwiajace rozkiad zu-
petnie nowych, czasami jedynie teoretycznie odpornych na ich dziatanie kompozyciji
polimerowych. Wsréd polimeréw syntetycznych najbardziej podatne na rozktad mi-
krobiologiczny sg alifatyczne poliestry. Obecnos¢ polimeru skiania lub zwieksza
drobnoustrojowa synteze enzymoéw, ktore wydzielone do $Srodowiska i zaadsorbo-
wane na powierzchni tworzywa, rozrywajg jego wigzania polimerowe (3). Przyjmuje
sie, ze poliestry ulegajg degradacji enzymatycznej gtéwnie na drodze hydrolizy
z udziatem proteaz, esteraz, lipaz i kutynaz (4). Ze wzgledu na mechanizm dziatania
enzymy te zalicza sie do hydrolaz serynowych, zawierajgcych aktywne centrum
w postaci triady katalitycznej (Ser-His-Asp).

W artykule tym prezentujemy ogolne informacje na temat prowadzonych w Ze-
spole badan nad biodegradacjg polimeréw.

2. Biodegradacja kompozycji polietylen/Bionolle® oraz poli(tereftalan
etylenu)/ Bionolle® z udzialem drobnoustrojéw

Jedng z metod pozwalajgcych na ograniczenie ilosci zalegajgcych w srodowisku
odpadéw opakowaniowych jest produkcja tworzyw ulegajacych catkowitej biode-
gradacji (5). Naleza tu opakowania z surowcéw naturalnych, produkowane m.in. ze
skrobi ziemniaczanej i kukurydzianej, badz w petni syntetyczne alifatyczne i aroma-
tyczne poliestry, polietery czy poliuretany (6). Niestety koszt ich wytworzenia nie-
jednokrotnie przewyzsza koszt produkcji tradycyjnych opakowar z poliolefm o tan-
cuchu czysto weglowym. Kompromisem, pomiedzy wysokg ceng jednych a staba po-
datno$cig na degradacje innych polimeréw, moze by¢ modyfikacja polietylenu (PE),
polipropylenu (PP), polistyrenu (PS) lub poli(chlorku winylu) (PVC) substancjami po-
chodzenia naturalnego lub syntetycznego w celu przyspieszenia ich biodegradacji
(7,8).

Jestesmy jedynym Zespotem, w ktérym rozpoczeto prace nad biodegradacja po-
lietylenu zmodyfikowanego od 10 do 60% zawartoscig syntetycznego poliestru Bio-
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nolle®. Alifatyczny poliester Bionolle® powstaje w wyniku reakcji polimeryzaciji dio-
li z kwasami dikarboksylowymi. Na rynku dostepne sg r6zne rodzaje polimeru réz-
nigce sie merami, ktérymi moga by¢: kwas adypinowy, kwas bursztynowy, glikol bu-
tylenowy, a takze glikol etylenowy. Rodzaj meréw wchodzacych w skfad tancucha
wptywa na wtasciwosci polimeru (9). Projekt badawczy zmierzat do uzyskania opa-
kowaniowych folii polietylenowych modyfikowanych, ktore bedg rozkltadane przez
powszechnie wystepujace w $rodowisku mikroorganizmy szybciej niz polietylen.

W prowadzonych przez nas wczesniej badaniach polowych wykazano, ze mody-
fikowane folie polietylenowe ulegajg rozktadowi w glebie (10). Wyizolowano 65
szczepow mikroorganizmow bytujgcych na powierzchniach kompozytéw polimero-
wych. Wsréd nich dominowaly bakterie rodzajéw Bacillus, Paenibacillus, Staphylococcus,
Micrococcus, Acinetobacter, Arthrobacter, Burkholderia, Pseudomonas, Rahnella, Cellulomonas,
Rhodococcus, Chryseobacterium, Pantoea, Sporosarcina i Nocardia oraz grzyby mikrosko-
powe rodzajéw Acremon/um, Aspergillus, Cunninghamella, Gliocladium, Huniicola, Mucor,
Penicillium, Talaromyces i Trichoderma.

Aby sprawdzi¢, ktory z wyizolowanych mikroorganizmow wykaze najwiekszg ak-
tywnos¢ degradacyjng wobec badanych polimeréw prowadzono 84-dniowe préby
biodegradacji tworzyw w warunkach laboratoryjnych na podtozach syntetycznych.
Roéwnoczesnie wykonywano te same eksperymenty z udzialem modelowych grzybow
mikroskopowych (PN 85/C-89080 i PN-EN ISO 846:2002) oraz muzealnych szczepdw
bakterii. Badania te zostaly szerzej przedstawione w naszych pracach (11-14).

Makroskopowo okreslano wzrost grzybow na powierzchniach folii, oznaczano
ubytek masy polimeréw i obserwowano fakture folii w skaningowym mikroskopie
elektronowym.

StwierdziliSmy, ze grzyby mikroskopowe degradowaty tworzywa w wiekszym
stopniu niz bakterie. Wsréd, wyizolowanych z powierzchni tworzyw, grzybéw mi-
kroskopowych najwiekszymi zdolnosciami degradacyjnymi charakteryzowaly sie
szczepy Cunninghamella elegans, Gliocladium solani, Penicillium chrysogenum, Penicillium
simplicissimum oraz Talaromyces Jlavus, w wyniku dziatania ktérych zanotowano po-
wyzej 40% ubytki masy folii 0 60% zawartosci poliestru Bionolle®, a wsrdd bakterii
Micrococcus lylae rozktadajacy 1% folii. Mikroorganizmy te rozktadaty modyfikowane
tworzywa w wiekszym stopniu niz mikroorganizmy modelowe, ws$réd ktérych po-
dobne ubytki masy powodowat jedynie Penicillium funiculosum.

Charakter fizykochemicznych zmian polimeréw okreslonych na podstawie cie-
zaru czgsteczkowego, wtasciwosci termicznych, stopnia krystalicznosci i struktury
chemicznej tworzyw wskazywat jednoznacznie na rozklad folii z udzialem enzyméw
hydrolitycznych.

Pozytywne efekty tego projektu zachecity nas do podjecia problemu modyfikaciji
innego, z powszechnie stosowanych, jak réwniez uwazanego za niebiodegradowal-
ne, tworzywa jakim jest aromatyczny poliester poli(tereftalan etylenu).

Choc¢ we wstepnych badaniach laboratoryjnych z udziatem grzybéw mikroskopo-
wych wykazano wzrost mikroorganizméw na powierzchniach badanych tworzyw
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skutkujgcy fizykochemicznymi zmianami polimeréw, jednak obserwowany ubytek
masy folii nie przekroczyt 1% nawet w folii zawierajacej 50" Bionolle®.

3.Enzymatyczna degradacja poliestrow

Powszechnie uwaza sie, ze zdolno$¢ mikroorganizméw do degradacji syntetycz-
nych poliestréw wynika z ich podobienstwa chemicznego do naturalnego polihy-
droksymaslanu (PHB) stanowigcego materiat zapasowy wielu szczepow bakterii
(15,16). Naturalne poliestry p-hydroksykwaséw, takich jak polihydroksymaslan roz-
ktadane sg z udziatem esteraz, zwanych depolimerazami PHB.

Zdolnos$¢ syntetyzowania PHB depolimerazy wykazujg m.in. szczepy Pseudomonas
lemoignei, Comamonas testosteroni, Comamonas sp., Alcaligenes faecalis, Pseudomonas
stuzten, Streptomyces sp.. Pseudomonas pickettii, Penicillium funiculosum i Aspergillus
fumigatus. Depolimeraza PHB posiada aktywnos$¢ egzo- i endodepolimerazowa. Obie
formy enzymu dziatajg synergistycznie. Enzymatycznej degradacji podlegajg gtow-
nie regiony amorficzne tego polimeru (17-19).

Ito i wsp. (20) stwierdzili, ze w degradacji innych niz PHB polihydroksykwasow
alkanowych (PHA) moga bra¢ udziat réwniez lipazy. Wiekszos¢ lipaz szczepéw
Corynebacterium aquaticum i Pseudomonas fluorescens jest zdolna do rozktadu polie-
strow hydroksykwasow alkanowych zawierajacych co-hydroksyalkany, takie jak kwas
poli y-hydroksymastowy P(4HB) oraz kwas poli e-hydroksyheptanowy P(6HH).

Natomiast w degradacje syntetycznych poliestréw zaangazowane moga by¢ za-
rowno esterazy, w tym depolimerazy PHB oraz lipazy lub/i kutynazy (17,21,22).

Poli(e-kaprolakton) PCL to polimer syntetyczny powstaty w wyniku polimeryzaciji
z otwarciem pierscienia cyklicznego laktonu. Scherer i wsp. (16) wykazali, ze PCL
pomimo obecnosci w fancuchu wigzan estrowych, nie ulega degradacji w wyniku
dziatania esteraz krétkotaricuchowych hydroksykwaséw, takich jak depolimeraza
PHB, co zwigzane jest ze zbyt duzg iloscig jednostek metylenowych wystepujacych
pomiedzy wigzaniami estrowymi. Murphy i wsp. (23) stwierdzili, ze w pewnych wa-
runkach PCL degradowany jest pod wpltywem kutynaz Fusarium solani i Fusarium
moniliforme w wyniku czego powstajg krotkie oligomery, strukturalnie podobne do
naturalnych induktoréw kutynaz. Stopien degradacji PCL jest Scisle zalezny od kry-
staliczno$ci, struktury polimeru, a takze jego ciezaru czgsteczkowego. Cook i wsp.
(24) w trakcie prowadzonego procesu degradacji z udziatem lipaz wykazali prefe-
rencyjny atak enzymow na regiony amorficzne w stosunku do regionoéw krystalicz-
nych tego polimeru.

Degradacja blendy poli(8-kaprolaktonu) z polikwasem mlekowym (PCL/PLLA)
z udziatem kutynaz wymaga okreslonej minimalnej zawarto$ci jednostek PCL, wraz
z zawartoscig ktorych stopien degradacji kopolimeru rosnie (25). Lipaza Rhizopus
arrhizus dziala selektywnie na jednostki PCL, powodujgc ich usuwanie w postaci roz-
puszczalnych oligomeréw. Enzym ten nie wykazuje aktywnosci hydrolitycznej wo-
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bec jednostek PLLA, co wiecej ich obecnosé hamuje aktywnos¢é enzymatyczng unie-
mozliwiajac catkowity rozktad PCL w tworzywie (26). Inng zalezno$¢ obserwuje sie
podczas rozkladu blendy proteinaza K degradujaca PLLA, ktéra szybciej usuwa PLLA
w obecnosci PCL.

Pseudomonas sp., Erwinia sp. oraz Bacillus sp. w obecnosci zaréwno blendy PC17PHB
jak i samego PHB lub PCL wydzielajg enzymy o aktywnos$ci esterazowej, stad tez $la-
dowy ubytek masy samego PCL oraz znaczny PHB powodowany jest rozktadem fazy
amorficznej kazdego z polimeréw. Degradacja blendy PCI7PHB przebiega w krot-
szym czasie niz PCL i diuzszym niz rozktad PHB (27).

Poli(tereftalan etylenu) PET, ktérego podstawowymi sktadnikami sag kwas terefta-
lowy i glikol etylenowy nalezy do klasy poliestrow aromatycznych. Czas degradacji
PET w srodowisku oszacowano na 16 do 48 lat (28). W celu uwrazliwienia tworzywa
na degradacje biologiczng stosuje sie kopolimeryzacje PET m.in. z polimerami za-
wierajgcymi wigzania estrowe (29).

Kopoliester PET/PCL ulega hydrolizie w obecnosci lipazy wydzielanej przez
Rhizopus delemar z wytworzeniem dimetylotereftalanu i kwasu e-hydroksykaprono-
wego. W innych pracach nad rozkladem kopolimeru uzyto lipazy Pseudomonas sp.
Stwierdzono, ze cho¢ lipaza zdolna jest do degradacji 93% poli(E-kaprolaktonu)
w ciggu 3 dni, kopolimer, w ktérym oprdcz jednostek poli(e-kaprolaktonu) wystepu-
je 50% lub wiecej PET, nie ulega biodegradacji. Wieksze ilosci sztywnego tancucha
PET obnizajg znacznie elastycznos¢ tancucha PCL, co uniemozliwia jego hydrolize
(28,30).

W doswiadczeniach nad degradacjg kopolimeréw PET z poli(glikolem etyleno-
wym) o ciezarze czgsteczkowym od 400 do 20 000 g/mol stosowano lipazy szcze-
pow Candida cylindracea, Fusarium heterosporum i Rhizopus arrhizus oraz esterazy
Pseudomonas sp. i Comamonas acidovorans. Stwierdzono, ze kopolimer byt degrado-
wany do poli(glikotu etylenowego) oraz jednostek tereftalowych. Najwiekszg aktyw-
nos¢ degradacyjna otrzymanego kopolimeru wykazywata esteraza Comamonas
acidovorans. jedynie lipaza Fusarium heterosporum nie posiadata aktywnosci hydroli-
tycznej (28,31).

Tokiwa i Suzuki (32) stwierdzili, ze w degradaciji PBS ztozonego z glikolu butyle-
nowego i kwasu bursztynowego uczestniczg lipazy syntetyzowane przez Penicillium
sp., ktére poprzez degradacje wewnetrznych wigzan estrowych polimeru prowadzg
do obnizania jego ciezaru czgsteczkowego. Montaudo i Rizzarelli (33) prowadzili
enzymatyczng degradacje kopoliestréw bursztynianu i adypinianu butylenu (PBSA)
i kopoliestrow bursztynianu butylenu (PBSU) z udziatem lipazy szczepu Rizophus
arrhizus. Stwierdzili, ze szybko$¢ enzymatycznej degradacji malata wraz ze wzro-
stem stopnia krystalicznosci. Podobne wyniki uzyskali Uchida i wsp. (34) stosujac li-
paze szczepu Acidovorax delafieldii. Scherer (35) stwierdzit, ze depolimeraza PHB
Aspergillus fumigatus hydrolizuje poliestry zawierajgce kwas adypinowy w faricuchu
polimerowym. Dla poréwnania poli(bursztynian etylenu) (PES) i poli(bursztynian bu-
tylenu) (PBS) nie byly degradowane. W innych badaniach wykazano takze, ze PBSA
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ulega degradacji pod wptywem lipazy AK (36). Maeda i wsp. (37) stwierdzili, ze
Aspergillus oryzae w obecnosci PBSA wydzielat kutynaze. Enzym ten, w miejscu wig-
zacym kwasy karboksylowe akceptowat liniowe kwasy karboksylowe, zawierajgce
dwa do siedmiu atoméw wegla w alkanowym, hydrofobowym fancuchu gtéwnym,
a W miejscu wigzania alkoholu, alkohole zawierajgce wiecej niz trzy atomy wegla.
Przyczyng wiekszej aktywnosci kutynazy, wobec PBSA w poréwnaniu z PBSU, byta
mniejsza krystalicznos¢ i wieksza gietkos¢ tancuchdow potimerowych tatwiej dopa-
sowujgcych sie do miejsc aktywnych enzymu (38).

W przeprowadzonych przez nas badaniach nad udzialem enzymow hydrolitycz-
nych w rozkfadzie napetniacza folii polietylenowych, ktérym byt potiester Bionolle®
ztozony z butanodiolu zestryfikowanego kwasami bursztynowym i adypinowym sto-
sowalismy grzyby mikroskopowe, ktére powodowaly najwieksze ubytki masy folii
poliestrowej. Byly to Aspergillus niger, Cunninghamella elegans, Gliocladium solani,
Penicillium chrysogenum, Penicillium fiiniculosum, PenicilUum simplicissimum oraz Talaromyces
flavus. Badania te zostaly omdéwione w (14,39).

Sprawdzalismy, czy badane grzyby mikroskopowe wydzielajg rowniez enzymy
zdolne do degradacji dwoch innych poliestréw - naturalnego polihydroksymasla-
nu (PHB) oraz syntetycznego poli(8-kaprolaktonu) (PCL) oraz czy obecnos¢ innego
niz poliestry zrédta wegla wptynie na aktywnos¢ wydzielanych przez nie enzy-
mow.

Wykazalismy, ze wszystkie stosowane szczepy grzybow mikroskopowych wy-
dzielaty zewnatrzkomorkowe specyficzne depolimerazy zaréwno w obecnosci Bio-
nolle®, Jak i PHB lub PCL. Najwiekszg aktywno$¢ enzymoéw obserwowano w 6smym
lub dwunastym dniu inkubacji. Najwieksza aktywnos¢ depolimerazy PHB wobec PHB
zanotowano dla Penicillium funiculosum i Talaromycesflavus. Z wyjatkiem frakcji enzy-
matycznej uzyskanej z Gliocladium solani, zadna z depolimeraz PHB nie wykazywata
znaczacej aktywnosci lipazowej. Natomiast sposréd czternastu enzyméw o aktyw-
nosci tipazowej, najmniejszg specyficznoscig substratowg charakteryzowaly sie de-
polimerazy Bionolle®, ktére - oprdcz kopolimeru adypinianu i bursztynianu buty-
lenu - degradowaty takze PHB i PCL. Depolimerazy PHB wykazywaly aktywnos¢ Je-
dynie wobec PHB i Bionolle®, a depolimerazy PCL wobec PCL i Bionolle®. Depolime-
razy PCI Aspergillus niger, Penicillium funiculosum, Penicillium simplicissimum i Talaromyces
flavus charakteryzowaly sie wiekszg aktywnoscia wobec Bionolle® niz wobec PCL.
Natomiast depolimerazy PCL Gliocladium solani oraz Penicillium chrysogenum wykazy-
waty wiekszg specyficznos¢ substratowa.

Obecnos¢ w podiozu tatwiej przyswajalnego dla mikroorganizmoéw substratu ha-
mowata aktywnos$¢ depolimeraz. Najsilniejsza inhibicje obserwowano w podiozu
z sacharoza.

W naszych badaniach dowiedziono, ze spos$réd wyizolowanych z gleby mikroor-
ganizméw, grzyby mikroskopowe Gliocladium solani charakteryzowaly sie wyjatkowg
zdolnoscig do degradacji Bionolle®, podjeto zatem prébe sprawdzenia, ktore z sze-
roko cytowanych enzyméw, kutynazy, lipazy czy raczej inne bardziej specyficzne
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wobec poliestru Bionolle® depolimerazy w najwiekszym stopniu zaangazowane sg
w jego rozkiad.

Wszystkie badane przez nas enzymy wykazywaly zdolnos¢ do biodegradacji po-
liestru Bionolle®. Najwiekszy 71,92% ubytek masy tworzywa, a takze maksymalne
uszkodzenia struktury polimeru obserwowano w wyniku dziatania depolimerazy
Bionolle®. Mniejszy, 38,27% ubytek masy poliestru powodowata kutynaza, a najniz-
szy 0,41% stwierdzono w prébkach poddanych dziataniu lipazy triacyloglicerolowe;j.

Depolimeraza Bionolle® atakowata koncowe mery tancucha polimerowego, lipa-
za - wigzania wewnatrzczasteczkowe, a kutynaza wykazywata aktywnos¢ zaréwno
endo- jak i egzodepolimerazowa.

Regiony amorficzne poliestru Bionolle® preferencyjnie atakowata depolimeraza
Bionolle®, uporzgdkowane regiony krystaliczne - kutynaza, podczas gdy lipaza
degradowata zaréwno regiony amorficzne jak i krystaliczne tworzywa. Wszystkie
badane enzymy wykazaty preferencyjne dziatanie na jednostki adypinianowe, skut-
kujace wzrostem merdw bursztynianowych w polimerze.

4. Podsumowanie

w Polsce tworzywa biodegradowalne sg dostepne, lecz ich zastosowanie jest
nikte. Przyczyng tego sg wysokie koszty produkciji jak i wysoka cena na rynku. Alter-
natywg moze by¢ wytwarzanie tworzyw zmodyfikowanych, ziozonych z szeroko
stosowanych tanich polimeréw stabilnych oraz drozszych naturalnych badz synte-
tycznych polimeréw biodegradowalnych.

Bionolle® nalezacy do syntetycznych alifatycznych poliestréw ulega szybkiej bio-
degradacji w Srodowisku przez powszechnie wystepujace tam mikroorganizmy. En-
zymami zaangazowanymi w jego rozkilad sa rézne hydrolazy, w tym depolimerazy
PHB, depolimerazy PCL, lipazy triacyloglicerolowe, kutynazy, a takze indukowane
wobec tego poliestru depolimerazy Bionolle®. Cechg depolimeraz Bionolle® jest ich
szerokie spektrum dziatania obejmujgce zaréwno estry krotko-jak i diugotarcucho-
wych kwasoéw tluszczowych oraz estry a-, p- i co-polihydroksykwaséw.

Modyfikacja polietylenu poliestrem Bionolle® znaczaco przyspiesza mikrobiolo-
giczng degradacje tworzyw. Biodegradacja modyfikowanych folii jest wynikiem roz-
kltadu zaréwno poliestru jak i polietylenu. Wdrozenie technologii wytwarzania kom-
pozytéw polietylen-poliester Bionolle® pozwoli ograniczy¢ ilos¢ odpadéw diugo-
trwale zalegajacych wysypiska Smieci.

jednak nad kompozycjg poli(tereftalan etylenuj-poliester Bionolle® niezbedne sg
dalsze badania.
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