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Zanieczyszczenie planety odpadami z tworzyw sztucznych jest w ostatnich latach coraz
bardziej dostrzegalne. Zwickszona produkcja i wykorzystanie tych materiatbw w wielu
dziedzinach przemystu, potaczone z niedopracowanym systemem zarzadzania odpadami
sprawity, ze coraz wigcej ekosystemow odczuwa bolesne skutki akumulacji tychze $mieci.
Jednym z najbardziej powszechnych tworzyw sztucznych na $wiecie jest poli(tereftalan
etylenu) (PET), polimer o bardzo dobrych wlasciwosciach fizyko-chemicznych, ktory jest
uwazany za niebiodegradowalny. Obecnie, naukowcy prowadzg wzmozone badania majgce na
celu rozwigzac ten realny i narastajgcy problem a dotychczasowym rezultatem byto okreslenie
enzyméw z klasy hydrolaz, takich jak kutynazy, lipazy i PETaza, jako zdolnych
do hydrolizy wigzan estrowych obecnych z poliestrach (P1). Niniejsza praca skupia si¢
na badaniu zdolnosci zmodyfikowanych drozdzy Yarrowia lipolytica do rozktadu tworzyw
sztucznych 1 ma na celu wprowadzenie nowatorskiej metody degradacji poliestrow

bezposrednio w hodowli mikroorganizméw.

W pierwszej fazie badan koncentrowano si¢ na degradacji poliestrow alifatycznych,
w ktorej wykorzystano szczep drozdzy Y. lipolytica produkujacy pozakomorkowo kutynazy
z F. solani i T. reesei z koekspresjg natywnej lipazy (P2). Badania w tym zakresie dotyczyly
aktywnos$ci enzymatycznej enzymow obecnych w supernatancie pochodzacym z hodowli, ich
zdolnosci do tworzenia stref przejasnien na emulgowanym podiozu poliestrowym (poli
e-kaprolaktonu; PCL), iloSciowego oznaczania ilo$ci uwalnianego g-kaprolaktonu w procesie
rozktadu oraz ubytku masy biodegradowalnych folii z tworzywa sztucznego po hodowli
ze zmodyfikowanymi szczepami. W niniejszych badaniach ustalono, zZe szczepem
wyrdzniajacym si¢ Wysokim poziomem biodegradacji poliestréw jest szczep Y. lipolytica
z nadekspresja kutynazy z F. solani (AJD2 pAD CUT_FS), wykorzystany rowniez
do biodegradacji PET (P3). Poniewaz PETaza z Ideonella sakaiensis nie wykazuje zdolnosci

do hydrolizy wigzan estrowych obecnych w poliestrach alifatycznych (takich jak PCL), szczep



produkujacy ten enzym, wraz ze szczepem wybranym w pierwszym etapie badan, zostat

wykorzystany do oceny zdolnos$ci degradacyjnych tworzywa PET (P4).

Proces rozktadu PET zostat przeprowadzono bezposrednio w hodowli zmodyfikowanych
SZCZEePOW Y. lipolytica. Dodatkowo zbadano wplyw suplementacji
na wydajnos¢ degradacji, stosujac rézne stgzenia soli oraz oliwy z oliwek. Efektywnos¢
degradacji tworzyw sztucznych okreslono na podstawie ilosci uwolnionych produktow
hydrolizy PET, takich jak kwas tereftalowy (TPA) oraz kwas mono-(2-
hydroksyetylowy)tereftalowy (MHET) przy uzyciu ultrasprawnej chromatografii cieczowej
(UPLC). Dodatkowo zbadano réwniez zdolno$¢ do asymilacji koncowych produktow
degradacji PET (takich jak TPA, EG) przez Y. lipolytica i poréwnano zdolno$¢ do hydrolizy
MHET przez zmodyfikowane szczepy kutynaze¢ z F. solani i PETazg z |. sakaiensis. Ponadto
przeprowadzono hodowle drozdzy z folig PET, a strukture jej powierzchni na folii sprawdzono

za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM).

Badania przeprowadzone w ramach tej pracy wskazuja, ze Y. lipolytica jest odpowiednim
kandydatem, ktéry moze by¢é  wykorzystany jako  organizm = gospodarza
do pozakomoérkowej produkcji enzymoéw  hydrolizujacych poliestry. Ze wzgledu
na stabilizacje pH podtoza hodowlanego po 72 h hodowli w zakresie optymalnych warunkow
srodowiskowych dla obu stosowanych enzymow (pH 8,0-8,5) wykazano, ze proces degradacji
tworzyw sztucznych moze by¢ wydajnie przeprowadzony bezposrednio w hodowli
mikroorganizmow. Dodatkowo w naszych badaniach wykazaliSmy, ze Y. lipolytica jest zdolna
do asymilacji glikolu etylenowego (EG), ktory wraz z TPA jest koncowym produktem

hydrolizy tego polimeru.
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