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Aktywnoœæ zewn¹trzkomórkowej depolimerazy wydzielanej przez
szczep Gliocladium solani w toku degradacji poliestru „Bionolle®”*)

Streszczenie — Okreœlono spektrum aktywnoœci zewn¹trzkomórkowej depolimerazy produkowanej
przez wyizolowany z gleby szczep Gliocladium solani oraz zbadano przebieg mechanizmów degradacji
alifatycznego poliestru „Bionolle®” typ # 3001 z udzia³em tego enzymu. Optymalna wartoœæ pH
odpowiadaj¹ca jego maksymalnej aktywnoœci wynosi 5. Stwierdzono, ¿e enzym charakteryzuje siê
szerokim spektrum aktywnoœci hydrolitycznej zarówno wobec wi¹zañ estrowych naturalnych oraz
syntetycznych polimerów, jak i estrowych pochodnych krótko- i d³ugo³añcuchowych kwasów t³usz-
czowych. Wydajniej atakuje fazê amorficzn¹ ni¿ krystaliczn¹ tworzywa oraz preferencyjnie hydroli-
zuje przede wszystkim mery adypinianowe poliestru pozostawiaj¹c w nim mery bursztynianowe.
S³owa kluczowe: poliester alifatyczny, degradacja, depolimeraza, grzyby mikroskopowe Gliocladium
solani, specyficznoœæ 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.

Degradacjê naturalnych b¹dŸ syntetycznych polies-
trów w warunkach naturalnych [por. np. 1, 2] umo¿liwia
m.in. dzia³anie zewn¹trzkomórkowych enzymów wy-
dzielanych przez mikroorganizmy w wyniku ich bezpo-
œredniego kontaktu z polimerem. Obecnoœæ tworzywa
inicjuje lub przyspiesza syntezê w drobnoustrojach en-
zymów wydzielanych nastêpnie do œrodowiska i adsor-
bowanych na powierzchni materia³u polimerowego. Do
enzymów rozrywaj¹cych wi¹zania estrowe zalicza siê
przede wszystkim esterazy, lipazy, kutynazy i proteazy
nale¿¹ce do klasy hydrolaz [3—5].

Powszechnie uwa¿a siê, ¿e zdolnoœæ mikroorganiz-
mów do degradacji syntetycznych poliestrów wynika
z ich podobieñstwa chemicznego do naturalnego poli-
hydroksymaœlanu (PHB). Naturalne poliestry β-hydro-
ksykwasów [takie jak poli(β-hydroksymaœlan)] s¹ roz-
k³adane z udzia³em esteraz zwanych depolimerazami

PHB, natomiast w degradacji syntetycznych poliestrów
hydroksykwasów [takich jak poli(β-propioniolakton)] s¹
zaanga¿owane zarówno depolimerazy PHB, jak i lipazy
[6—8]. Do 1996 r. s¹dzono, ¿e degradacjê poliestrów
ω-hydroksykwasów [np. polikaprolaktonu (PCL)], po-
woduj¹ jedynie lipazy, prace Murphy i wsp. [9] wykaza-
³y jednak, ¿e w rozk³adzie PCL uczestnicz¹ równie¿ ku-
tynazy wydzielane przez patogenne dla roœlin grzyby.

Enzymatyczna hydroliza poliestrów to proces dwu-
etapowy. Na pierwszym etapie enzym ³¹czy siê z mate-
ria³em, na kolejnym — rozrywa wi¹zania chemiczne
³añcucha polimeru. W wyniku dzia³ania endo- b¹dŸ eg-
zoenzymów powstaj¹ ró¿ne produkty degradacji co
wi¹¿e siê z odmiennymi miejscami ataku bia³ek enzy-
matycznych na wielkocz¹steczkowy substrat. Do ataku
endo- mo¿e dochodziæ w dowolnych punktach ³añcu-
chów polimerowych, natomiast atak egzo- przebiega
tylko na tych ich koñcach, na których obecne s¹ okreœlo-
ne grupy funkcyjne, np. hydroksylowa lub karboksylo-
wa. Rozrywanie wi¹zañ ³añcucha w efekcie dzia³ania
endo- powoduje szybkie zmniejszanie ciê¿aru cz¹stecz-
kowego polimeru, podczas gdy dzia³anie egzo- prowa-
dzi do powstawania du¿ej liczby oligomerów b¹dŸ mo-
nomerów, które z kolei ³atwiej ulegaj¹ biologicznej asy-
milacji i mineralizacji [10].

*) Artyku³ zawiera treœæ wyst¹pienia w ramach Konferencji Naukowej
„Materia³y Polimerowe POMERANIA–PLAST”, Ko³obrzeg, 23—25
maja 2007 r.
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W naszych poprzednich badaniach nad biodegrada-
cj¹ folii polietylenowych modyfikowanych poliestrem
„Bionolle®” zaobserwowaliœmy, ¿e stanowi³ on dosko-
na³e Ÿród³o wêgla dla grzybów mikroskopowych
[11—14], co jednoznacznie dowodzi³o, i¿ mikroorganiz-
my te wydziela³y specyficzne enzymy zdolne do rozer-
wania wi¹zañ estrowych polimeru [15].

Celem referowanej tu pracy by³o okreœlenie spek-
trum aktywnoœci zewn¹trzkomórkowej depolimerazy
wydzielanej przez wyizolowany z gleby szczep Gliocla-
dium solani oraz poznanie mechanizmów degradacji po-
liestru „Bionolle®” typ # 3001 przebiegaj¹cych z udzia-
³em tego enzymu.

CZÊŒÆ DOŒWIADCZALNA

Badany materia³

Badaniom poddano syntetyczny alifatyczny poliester
„Bionolle®” typ # 3001 o wskaŸniku szybkoœci p³yniêcia
(MFR) równym 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-
nów Uprzemys³owionych w Katowicach. Szczep ten ho-
dowano w zmodyfikowanym pod³o¿u Martina [16]
o sk³adzie: KH2PO4 — 1 g, MgSO4 •7H2O — 0,5 g, pep-
ton — 5 g, glukoza — 10 g, agar — 20 g, woda destylo-
wana — 1000 cm3, pH 5,8. Modyfikacja polega³a na eli-
minacji z pod³o¿a ró¿u bengalskiego i aureomycyny a
wzbogaceniu go wyci¹giem glebowym (25 cm3 wyci¹-
gu/dm3 pod³o¿a) o sk³adzie: gleba — 1000 g, woda des-
tylowana — 1000 cm3.

Synteza enzymów

Syntezê zewn¹trzkomórkowych enzymów (depoli-
merazy) prowadzono w kolbach, w mineralnej p³ynnej
po¿ywce wg Oda [17] sterylizowanej w temp. 121 oC,
pod ciœnieniem 1,2 atm (0,12 MPa), w ci¹gu 20 minut. Jej
sk³ad obejmowa³: (NH4)2SO4 — 1 g, NaNO3 — 1 g,
KH2PO4 — 1 g, K2HPO4 — 1g, MgSO4 •7H2O — 0,5 g,
KCl — 0,1 g, ZnSO4 — 0,07 g, FeSO4 — 0,01 g,
CaCl2 •2H2O — 0,01 g, woda destylowana — 1000 ml,
pH 5,2.

W toku badañ nad wp³ywem obecnoœci dodatkowe-
go Ÿród³a wêgla na aktywnoœæ depolimeraz, po¿ywkê
mineraln¹ wzbogacano ekstraktem dro¿d¿owym lub
roztworem glukozy b¹dŸ sacharozy o stê¿eniu 2 g/dm3

po¿ywki. W pod³o¿ach umieszczano, uprzednio wyste-
rylizowane na drodze zanurzenia na 5 min w 70-proc.
izopropanolu, kr¹¿ki folii „Bionolle®” o masie 0,25 g
oraz zarodniki Gliocladium solani o stê¿eniu 105. W celach

porównawczych stosowano równie¿ pod³o¿a zawie-
raj¹ce wy³¹cznie jedno z dodatkowych Ÿróde³ wêgla
(bez poliestru). Inkubowano bez wytrz¹sania w tempe-
raturze pokojowej przez 7 dób. Hodowle przes¹czano
w warunkach sterylnych. S¹czki z grzybni¹ suszono do
sta³ej masy w temp. 105 oC i obliczano such¹ masê
grzybni. Sterylny filtrat zawieraj¹cy zewn¹trzkomórko-
we enzymy zachowywano w celu okreœlenia ich specy-
ficznoœci substratowej a nastêpnie filtrat wykorzystywa-
no w opisywanych tu badaniach biodegradacji.

Badanie aktywnoœci zewn¹trzkomórkowych
enzymów

Stopieñ aktywnoœci enzymów jako depolimeraz poli-
estrów oznaczano stosuj¹c wodne zawiesiny polihydro-
ksymaœlanu (PHB), poli (ε-kaprolaktonu) (PCL) i „Bio-
nolle®”. Do badañ sporz¹dzano mieszaninê objêtoœci
2 cm3 i sk³adzie: 1-mol. bufor fosforanowy o pH 6,0 —
0,2 cm3, zawiesina poliestru — 0,25 cm3, surowa frakcja
enzymatyczna — 1,55 cm3.

— Aktywnoœæ enzymu wobec PHB oceniano na pod-
stawie pomiarów spektrofotometrycznych (spektrofoto-
metr dwuwi¹zkowy „Cecil 8000”) po 1 h, a wobec PCL
i „Bionolle®” — po 3 h inkubacji mieszanin reakcyjnych
w ³aŸni wodnej w temp. 40 oC. Jednostkê aktywnoœci
depolimerazy 1U zdefiniowano jako iloœæ enzymu po-
woduj¹c¹ zmniejszenie absorbancji (A) mieszanin reak-
cyjnych mierzonych przy λ = 650 nm lub λ = 580 nm
o 10 % na godzinê [17, 18].

— Aktywnoœæ lipolityczn¹ enzymów okreœlano przy
u¿yciu palmitynianu p-nitrofenolu (pNPP), natomiast
aktywnoœæ esterazow¹ — z wykorzystaniem maœlanu
p-nitrofenolu (pNBP). W tym celu sporz¹dzano miesza-
ninê reakcyjn¹ objêtoœci 3 cm3 i sk³adzie: 0,05-mol. bufor
fosforanowy o pH 6,0 — 1,9 cm3, pNPP lub pNBP —
0,1 cm3, surowa frakcja enzymatyczna — 1 cm3. Spektro-
fotometrycznego pomiaru przyrostu absorbancji A410
(λ = 410 nm) dokonywano po 60 min inkubacji w ³aŸni
wodnej o temp. 40 oC. Aktywnoœæ 1U lipazy odpowia-
da³a iloœci p-nitrofenolu uwolnionego w ci¹gu 1 min
[19].

— Aktywnoœæ lipolityczn¹ wobec oliwy z oliwek oce-
niano stosuj¹c roztwór triglicerydów zawieraj¹cy oliwê
z oliwek — 15 cm3, czynnik emulguj¹cy (NaCl — 1,79 g,
KH2PO4 — 0,041 g, guma arabska — 0,6 g, woda dejoni-
zowana — 400 cm3) — 50 cm3 i wodê dejonizowan¹ —
235 cm3. Mieszaninê reakcyjn¹ o sk³adzie: 2 cm3 przygo-
towanego roztworu triglicerydów oraz 5 cm3 100-mmol.
buforu octanowego o pH 5,5 inkubowano w temp. 40 oC
w ci¹gu 1 h. Nastêpnie dodawano 20 cm3 alkoholu etylo-
wego. Uwolnione kwasy t³uszczowe miareczkowano
0,05 N KOH. Za jednostkê aktywnoœci 1U lipazy przyjê-
to w tym przypadku iloœæ zu¿ytego KOH/1 h/mg bia³-
ka [20, 21].

— Mieszanina reakcyjna do oznaczania aktywnoœci
proteolitycznej zawiera³a: 0,1-proc. roztwór kazeinianu
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sodu w buforze Tris-HCl o pH 5,5 — 2,5 cm3 i surow¹
frakcjê enzymatyczn¹ — 1 cm3. Mieszaninê inkubowano
w ci¹gu 1 h w ³aŸni wodnej o temp. 40 oC, po czym
wprowadzano 1 cm3 17,5-proc. kwasu trichlorooctowe-
go. Po odwirowaniu bia³ka pobierano 2 cm3 supernatan-
tu i dodawano 3 cm3 1 M Na2CO3 i 1 cm3 trzykrotnie
rozcieñczonego odczynnika Folina-Ciocalteu. Po up³y-
wie 10 min spektrofotometrycznie mierzono absorban-
cjê. Jednostka aktywnoœci proteazy 1U zosta³a zdefinio-
wana jako iloœæ proteazy powoduj¹ca wzrost absorbancji
(A720) o 10 % [22].

— Do kontroli aktywnoœci omawianych enzymów
pos³u¿y³y sporz¹dzone wg wy¿ej opisanych procedur
odpowiednie mieszaniny reakcyjne zawieraj¹ce frakcjê
danego enzymu uprzednio dezaktywowan¹ na drodze
umieszczenia jej we wrz¹cej ³aŸni wodnej na okres 5 mi-
nut. Aktywnoœæ w³aœciw¹ enzymu podawano w odno-
sz¹cej siê do danego substratu wartoœci U na mg bia³ka
w roztworze.

— Stê¿enie bia³ka enzymatycznego w pohodowla-
nych filtratach oznaczano spektrofotometrycznie (λ =
280 nm) i okreœlano na podstawie krzywych wzorco-
wych sporz¹dzonych w odniesieniu do roztworów lizo-
zymu o znanych stê¿eniach.

— Produktywnoœæ, czyli zdolnoœæ grzybów mikro-
skopowych do wydzielania enzymu w okreœlonych
warunkach wyra¿ano w jednostkach aktywnoœci roz-
tworu enzymu (U) jako depolimerazy powoduj¹cej
degradacjê poliestru „Bionolle®” (depolimerazy Bio-
nolle®) w przeliczeniu na 1 gram wytworzonej suchej
masy grzybni.

Optimum pH enzymu

Optymalne wartoœci pH odpowiadaj¹ce maksymal-
nej aktywnoœci depolimerazy oznaczano wobec „Bionol-
le®” jako substratu w buforach o pH mieszcz¹cym siê
w przedziale 2—9.

Enzymatyczna degradacja „Bionolle®”

W kolbach zawieraj¹cych 250 cm3 uzyskanego w po-
wy¿ej opisany sposób filtratu pohodowlanego umiesz-
czano uprzednio wysterylizowane w 70-proc. alkoholu
izopropylowym kr¹¿ki folii poliestrowej o masie 0,25 g.
Dla porównania, kondycjonowanie folii prowadzono
tak¿e w roztworze enzymów zdenaturowanych w ci¹gu
15 min w autoklawie w temp. 121 oC pod ciœnieniem
1,2 atm (0,12 MPa). W celu zachowania ci¹g³oœci procesu
biodegradacji filtraty z roztworem enzymów wymienia-
no co 7 dni. Degradacja folii trwa³a ³¹cznie 84 doby, przy
czym oceniano jej przebieg po 21, 42, 63 i 84 dobach. Po
ka¿dym z tych okresów kondycjonowania kr¹¿ki folii
usuwano z roztworu, myto wod¹ destylowan¹, zanu-
rzano w 1-proc. roztworze chlorku rtêci(II) i ponownie
przemywano wod¹, po czym suszono do sta³ej masy.
Takie postêpowanie powtarzano piêciokrotnie.

Ocena stopnia biodegradacji poliestru

— Ubytek masy próbek z dok³adnoœci¹ do 0,1 mg
oznaczano grawimetrycznie.

— Fakturê folii obserwowano w skaningowym mi-
kroskopie elektronowym (SEM) „Tesla BS 340”. Próbki
pokrywano z³otem technicznym metod¹ odparowania
metalu w napylarce typu „Pelco S. C. 6”, w ci¹gu 40 s
(natê¿enie pr¹du 25 mA, ciœnienie 80 Pa).

— Oznaczanie masowego wskaŸnika szybkoœci p³y-
niêcia (MFR) poliestru [wg PN-EN ISO 1133:2005 (U)]
wykonywano przy u¿yciu plastometru obci¹¿nikowego
typu „As-108”. Tworzywo podgrzewano do temp.
190 oC i wyt³aczano przez dyszê œrednicy 2,095 mm pod
obci¹¿eniem t³oka 2,16 kg.

— W³aœciwoœci termiczne folii [wg PN-EN ISO
11357-1:2002] badano z zastosowaniem kalorymetru
skaningowego typu „STA 625” (firmy Polymer Labs)
z szybkoœci¹ podgrzewania 20 oC/min. Do obliczania
stopnia krystalicznoœci (X, %) folii po degradacji przyjê-
to podan¹ przez producenta wartoœæ entalpii topnienia
ca³kowicie krystalicznego „Bionolle®” wynosz¹c¹ 200
J/g.

WYNIKI BADAÑ I ICH OMÓWIENIE

Optimum pH depolimerazy

W przypadku ka¿dego rodzaju enzymu mo¿na ok-
reœliæ optymalne pH roztworu, w warunkach którego
wykazuje on maksymaln¹ aktywnoœæ. Zmiana stê¿enia
jonów wodorowych w œrodowisku w stosunku do war-
toœci optymalnej wp³ywa na konformacjê enzymu lub na
zmianê ³adunku reszt aminokwasowych, zmniejszaj¹c
tym samym jego zdolnoœæ do przy³¹czania substratu i
katalizy reakcji enzymatycznej.

Na rysunku 1 przedstawiono wp³yw pH roztworu na
aktywnoœæ wzglêdn¹ depolimerazy Gliocladium solani
wobec zastosowanego poliestru „Bionolle®”. Tak wiêc,
zewn¹trzkomórkowa depolimeraza w badanym uk³a-
dzie wykazywa³a najwiêksz¹ aktywnoœæ enzymatyczn¹

Rys. 1. Zale¿noœæ aktywnoœci wzglêdnej 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 pod³o¿a o pH zbli¿onym do optymal-
nego.

Wp³yw dodatkowego Ÿród³a wêgla na aktywnoœæ
enzymu

Uwa¿a siê, ¿e synteza i wydzielanie depolimeraz
podlega podwójnej regulacji, mianowicie zahamowanie
wydzielania nastêpuje w warunkach b¹dŸ braku odpo-
wiedniego substratu, b¹dŸ te¿ w obecnoœci Ÿród³a ³at-
wiej przyswajalnego przez mikroorganizmy wêgla (tzw.
represja kataboliczna) [23, 24]. Rysunek 2 ilustruje zale¿-
noœæ aktywnoœci wzglêdnej depolimerazy wobec „Bio-
nolle®” oraz wzglêdnej produktywnoœci enzymatycznej
szczepu Gliocladium solani od obecnoœci dodatkowego —
poza poliestrowym — Ÿród³a wêgla w pod³o¿u.

Przyrost suchej masy grzybni Gliocladium solani w po-
¿ywce, w której jedynym Ÿród³em wêgla by³a folia poli-
estrowa œwiadczy³ o tym, ¿e wydziela³a ona enzymy
zdolne do rozk³adu poliestru a tak¿e o tym, ¿e mikroor-
ganizmy te asymilowa³y i mineralizowa³y powsta³e ma-
³ocz¹steczkowe oligomery wbudowuj¹c atomy wêgla
zawarte w ³añcuchu syntetycznego polimeru w bio-
masê. Obecnoœæ w pod³o¿u Ÿród³a ³atwiej przyswajalne-
go przez mikroorganizmy wêgla (2 i 3 na rys. 2) hamo-
wa³a aktywnoœæ oraz produktywnoœæ depolimerazy
o ok. 66 %, a w pod³o¿u z sacharoz¹ (nieuwidocznionym
na rysunku) — nawet o 100 %. Produktywnoœæ wzglêd-
na szczepu w obecnoœci ekstraktu dro¿d¿owego, gluko-
zy b¹dŸ sacharozy stanowi³a odpowiednio 11,8 %, 13,8
% i 0 % produktywnoœci uzyskanej w pod³o¿u bez do-

datkowego Ÿród³a wêgla. Poniewa¿ w pod³o¿ach kont-
rolnych, w których grzyby wzrasta³y z wykorzystaniem
jedynie takich w³aœnie ³atwiej przyswajalnych subst-
ratów, wydzielane wówczas enzymy nie wykazywa³y
¿adnej aktywnoœci wobec poliestru mo¿na wnioskowaæ,
¿e w jego obecnoœci nastêpowa³o wytwarzanie specy-
ficznej depolimerazy — wspomnianej ju¿ depolimerazy
„Bionolle®”. Dalsze badania dotycz¹ce specyficznoœci
substratowej enzymu oraz mechanizmu degradacji poli-
estru przebiegaj¹cej z jego udzia³em prowadzono w po-
¿ywce mineralnej, gdzie jedynym Ÿród³em wêgla i in-
duktorem enzymów by³ poliester „Bionolle®”.

Aktywnoœæ depolimerazy

Tabela 1 przedstawia aktywnoœæ roztworu depolime-
razy Gliocladium solani w obecnoœci ró¿nych substratów.
Tak wiêc, badana depolimeraza charakteryzowa³a siê
szerokim spektrum aktywnoœci enzymatycznej. Naj-
wiêksz¹ aktywnoœæ w³aœciw¹ wynosz¹c¹ 9,4 U/mg bia³-
ka przejawia³a wobec wi¹zañ estrowych krótko³añcu-
chowych kwasów t³uszczowych maœlanu p-nitrofenolu
oraz — 7,48 U/mg bia³ka — wobec „Bionolle®”. Enzym
wykazywa³ œladow¹, najprawdopodobniej nieistotn¹
w procesie degradacji „Bionolle®”, aktywnoœæ proteazo-
w¹ (tj. wobec kazeinianu sodu). O aktywnoœci lipazowej
enzymu œwiadczy³a zdolnoœæ do degradacji wi¹zañ es-
trowych palmitynianu p-nitrofenolu oraz triglicerydów
zawartych w oliwie z oliwek. Z danych literaturowych
wynika, ¿e — w przeciwieñstwie do depolimeraz PHB
— lipazy i kutynazy degraduj¹ szersz¹ gamê zwi¹zków
chemicznych, w tym poliestry α-, β- i γ-hydroksykwa-
sów. Aktywnoœci badanego enzymu jako lipazy dowo-
dzi zatem nie tylko zdolnoœæ do rozk³adu P(3HB) oraz
PCL ale tak¿e wyznaczone wczeœniej optimum pH,
które dla kutynaz wynosi ok. 10 [25]. W innych naszych
badaniach wykazano ponadto, ¿e omawiana depolime-
raza „Bionolle®” Gliocladium solani nie by³a wydzielana
w obecnoœci innych substratów, takich jak P(3HB), PCL
oraz oliwa z oliwek, spe³niaj¹cych rolê induktorów syn-
tezy bia³ek o aktywnoœci lipolitycznej [15].
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aktywnoœæ wzglêdna, produktywnoœæ wzglêdna, %

Rys. 2. Aktywnoœæ wzglêdna (�) depolimerazy „Bionolle®”
oraz wzglêdna produktywnoœæ enzymatyczna (�) szczepu
Gliocladium solani po 7 dniach wzrostu w pod³o¿u zawieraj¹-
cym: „Bionolle®” (1), „Bionolle®” + ekstrakt dro¿d¿owy (2)
lub „Bionolle®” + glukoza (3)
Fig. 2. Relative activity of „Bionolle®” depolymerase (�) and
relative enzymatic productivity of Gliocladium solani strain
(�) after seven-day growth in a medium containing: „Bionol-
le®” (1), „Bionolle®” and yeast extract (2), „Bionolle®” and
glucose (3)

T a b e l a 1. Specyficznoœæ substratowa depolimerazy Gliocla-

dium solani

T a b l e 1. Substrate specifity of Gliocladium solani depolyme-
raze

Substrat
Aktywnoœæ
enzymu, U

Aktywnoœæ w³aœciwa
enzymu U/mg bia³ka

„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-hydroksymaœlan), pozosta³e symbole por. tekst.
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Mechanizmy degradacji poliestru

Rysunek 3 przedstawia, obrazy SEM folii „Bionol-
le®” inkubowanej w roztworach aktywnej (natywnej)
i zdenaturowanej depolimerazy tego poliestru. Zaob-
serwowano znaczn¹ ró¿nicê w mechanizmie rozk³adu
folii w zale¿noœci od aktywnoœci enzymatycznej œrodo-
wiska degradacji. Próbki poddane dzia³aniu nieaktyw-
nego enzymatycznie (denaturowanego) filtratu poho-
dowlanego (rys. 3 — 1) ulega³y wskutek hydrolizy de-
gradacji powierzchniowej. Charakterystyczna faktura
próbek wyraŸnie wyg³adza³a siê i folie stawa³y siê cieñ-
sze. Pierwsze, niewielkie dziury w tworzywie stwier-
dzono dopiero po 63 dobach rozk³adu (rys. 3 — 1c). W

przeciwieñstwie do takiej degradacji abiotycznej, atak
enzymatyczny przebiega³ preferencyjnie w okreœlonych
obszarach folii — i to zarówno w powierzchniowych,
jak i w g³êbszych warstwach materia³u. Folia poddana
dzia³aniu aktywnej depolimerazy ju¿ po 21 dobach sta-
wa³a siê krucha a po 84 — przypomina³a sito (rys. 3 —
2d).

W tabeli 2 przedstawiono charakterystykê folii „Bio-
nolle®” po degradacji w roztworze zewn¹trzkomórko-
wych enzymów Gliocladium solani. Wraz z up³ywem cza-
su obserwowano zwiêkszaj¹cy siê ubytek masy folii
w roztworach zarówno z natywn¹, jak i zdenaturowan¹
depolimeraz¹ Bionolle®, przy czym po 84 dobach degra-
dacji enzymatycznej wyniós³ on 71,92 % a w przypadku

Rys. 3. Obraz (SEM) folii „Bionolle®” inkubowanej w roztworach depolimerazy: 1 — denaturowanej, 2 — aktywnej, w ci¹gu:
a) 21 dób, b) 42 dób, c) 63 dób, d) 84 dób
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
p³ynie pohodowlanym — zaledwie 0,3 %.

T a b e l a 2. Charakterystyka poliestru „Bionolle®” po degradacji
aktywn¹ lub zdenaturowan¹ depolimeraz¹
T a b l e 2. Characteristics of „Bionolle®” polyester after degrada-
tion with active or denatured depolymerase forms

Œrodo-
wisko
degra-
dacji

Czas
degra-
dacji,
doby

Badany parametr

Ubytek
masy, %

MFR
g/10 min

DSC

Tm, oC X, %

0 — 4,7 90,34 26,98

Enzym
aktywny

21 3,77 2,5 89,66 30,91
42 40,48 0,4 89,61 31,67
63 54,55 0,2 88,88 35,53
84 71,92 0,1 97,12 16,22

Enzym
zdena-
turo-
wany

21 0,04 3,7 88,15 27,23
42 0,12 1,6 92,64 27,17
63 0,27 0,2 92,44 30,07
84 0,30 0,2 88,14 31,15

Niezale¿nie od zastosowanego uk³adu doœwiadczalne-
go, ciê¿ar cz¹steczkowy „Bionolle®” wzrasta (MFR male-
je). Jest to spowodowane faktem, ¿e degradacji ulegaj¹
przede wszystkim ma³ocz¹steczkowe frakcje poliestru.

Krystalicznoœæ folii inkubowanej w roztworze nieak-
tywnych enzymów zwiêksza³a siê z up³ywem czasu
degradacji a¿ do koñca badania (84 doby). Degradacji
abiotycznej podlega³ wiêc zw³aszcza amorficzny obszar
przede wszystkim warstwy powierzchniowej tworzywa
(rys. 3 — 1). Krystalicznoœæ próbek poddawanych dzia-
³aniu enzymów wzrasta³a z 26,98 % do 35,53 % do 63
doby degradacji po czym mala³a do 16,22 %. Mo¿na st¹d
wnioskowaæ, ¿e choæ enzymy uczestnicz¹ce w depoli-
meryzacji „Bionolle®” preferencyjnie atakowa³y amor-
ficzn¹ fazê polimeru, to równie¿ by³y zdolne do wydaj-
nego rozk³adu jego fazy krystalicznej. Z literatury wia-
domo, ¿e temperatura topnienia poli(bursztynianu bu-
tylenu) oraz poli(adypinianu butylenu) wynosi odpo-
wiednio 114 oC i 60 oC [26]. Spadek temperatury topnie-
nia poliestru (Tm) do wartoœci 88,88 oC po 63 dobach
inkubacji wskazywa³, ¿e biodegradacja fazy amorficznej
przebiega³a w wyniku usuwania z materia³u przede
wszystkim merów bursztynianowych. Rozk³adowi fazy
krystalicznej folii obserwowanemu w ostatnich 21 do-
bach eksperymentu towarzyszy³ ju¿ te¿ rozpad wi¹zañ
adypinianowych „Bionolle®”, o czym œwiadczy³ wzrost
temperatury topnienia do 97,12 oC.

WNIOSKI

— Grzyby mikroskopowe Gliocladium solani rosn¹c
w obecnoœci poliestru „Bionolle®” wydziela³y zewn¹trz-
komórkow¹ depolimerazê „Bionolle®”.

— Obecnoœæ w pod³o¿u z poliestrem dodatkowego
Ÿród³a ³atwiej przyswajalnego przez mikroorganizmy
wêgla hamowa³a aktywnoœæ tego enzymu.

— Depolimeraza Bionolle® przejawia³a aktywnoœæ
wobec wi¹zañ estrowych naturalnych i syntetycznych
polimerów oraz pochodnych estrowych krótko- i d³ugo-
³añcuchowych kwasów t³uszczowych.

— Enzym wydajniej atakowa³ fazê amorficzn¹ ni¿
krystaliczn¹ polimeru; preferencyjnie hydrolizowa³ on
przede wszystkim mery bursztynianowe poliestru po-
zostawiaj¹c w nim mery adypinianowe.

Dziêkujemy dr Jagnie Karcz z Pracowni Mikroskopii Ska-
ningowej UŒ za wykonanie zdjêæ.
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