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Biodegradacija folii polilaktydowych
przez autochtoniczne bakterie glebowe

Polylactide foil biodegradation performed by autochthonic soil microorganisms

Streszczenie:

Wstep

Coraz szerzej rozpowszechnione wykorzystywanie opakowan foliowych niesie ze sobg znaczne zagrozenie dla
Srodowiska. Z tego wzgledu coraz wiekszym powodzeniem cieszq sig folie z materiatow biodegradowalnych. Jednym
z przykladow takich zwigzkow jest polilaktyd (ang. polylactide, PLA), w petni biodegradowalny polimer kwasu mlekowe-
go. Koniecznym warunkiem wprowadzenia opakowan biodegradowalnych do obrotu handlowego jest sprawdzenie
mozliwosci ich biologicznej degradacji, najlepiej w srodowisku naturalnym. Srodowisko glebowe jest miejscem, do
ktorego najczesciej trafiajg odpady foliowe. Dlatego tez w tym eksperymencie podjeto probe oszacowania mozliwosci
i tempa biodegradacji folii polilaktydowej w srodowisku glebowym przez mikroorganizmy autochtoniczne.

Materialy i metody

W badaniach uzyto komercyjnie dostepnej, biodegradowalnej folii polilaktydowej. Eksperyment mikrobiologiczny
prowadzono w Srodowisku glebowym przez 6 miesiecy. Liczebnos¢ mikroflory zasiedlajgcej powierzchnig folii badano po
1, 3, i 6 miesigcach eksperymentu. Jednoczesnie dokonywano mikroskopowego badania powierzchni folii w celu
oszacowania stopnia jej biodegradacyji.

Wyniki

Badanie wykazato, ze liczebnos¢ bakterii autochtonicznych zasiedlajgcych folig polilaktydowq zwigkszala sie w trakcie
trwania eksperymentu. Jednak dopiero po 6 miesigcach eksperymentu obserwowano na folii zmiany powierzchni.

Whioski

Eksperyment potwierdzil, zZe folia polilaktydowa moze by¢ biodegradowana w warunkach srodowiska glebowego
zuzyciem naturalnie tam wystepujqgcej flory bakteryjnej, jednak czas takiej biodegradacji przekracza 6 miesigcy. Oznacza
to, Ze produkty polilaktydowe stanowiq ekologiczny materiat opakowaniowy, ktory rozklada sie samoistnie w Srodowisku
glebowym.

Abstract:

Introduction

The increased usage of foil packing is harmful to the environment, which is why biodegradable materials are becoming
more and more popular. An example of such material is polylactide (PLA), a completely biodegradable lactic acid
polymer. In order for the biodegradable material to be introduced to the market, it is essential first to analyse its
biodegradation, preferably in the natural environment. The most common place where foil is disposed is the soil,
therefore the aim of this experiment was to estimate the possibility and the rate of PLA foil biodegradation by autochthonic
soil microorganisms.

Materials and methods

In the experiment commercially available PLA foil was used. The research was performed in a soil environment for 6
months. Estimations of the number of bacteria colonizing the foil were conducted after 1, 3, and 6 month intervals during
the experiment. At the same time the foil surface was analyzed at the microscopic level to estimate the degree of its
biodegradation.
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Results

The experiment revealed that soil autochthonic bacteria colonizing the PLA foil surface increased during the experiment.
However, physical changes to the foil surface were observed after 6 months of incubation.

Conclusion

The experiment confirmed that PLA foil is biodegradable in a soil environment by autochthonic bacteria, but
biodegradation requires more than 6 months to occur. It means that PLA products are an ecological type of polymer which

will decompose spontaneously in the environment.

Stowa kluczowe: autochtoniczne bakterie glebowe, biodegradacja, polilaktyd
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Wstep

Rozwoj cywilizacyjny, w tym rozwoj wszelkiego rodzaju
przemystu, pociaga za sobg zwiekszenie produkcji odpa-
dow. Czesto odpady te sg nierozktadalne lub rozktadalne
w znikomym stopniu, co powoduje, ze stanowig powazne
zagrozenie dla $rodowiska [1]. Polimery stosowane
w opakowaniach mogg ulegac¢ rozktadowi w réznym stop-
niu pod wptywem czynnikow fizycznych, chemicznych
lub biologicznych [2]. Rozktad biologiczny moze zacho-
dzi¢ naturalnie w srodowisku i bedzie prowadzony przez
wystepujaca tam flor¢ autochtoniczng: bakterie i grzyby.
Ze wzgledu na mozliwos¢ takiego rozktadu coraz wigk-
szym powodzeniem ciesza si¢ folie z materialow biodegra-
dowalnych.

Jednym z przyktadow zwiazkéw wykorzystywanych
w produkcji tworzyw biodegradowalnych jest polimer
kwasu mlekowego — polilaktyd (ang. polylactide, PLA).
Zwiazek ten nadaje si¢ do obrobki termoplastycznej,
dzieki temu jest on produkowany i wykorzystywany
w przemysle opakowan na coraz wigksza skale [3].

PLA otrzymany r6znymi metodami ma inne wtasciwosci.
Pierwsza z metod jego otrzymywania, najbardziej trady-
cyjna, to polimeryzacja kondensacyjna czasteczek pow-
stalego w procesie fermentacji kwasu mlekowego. Proces
ten jest stosunkowo tani, lecz umozliwia produkcje poli-
meru kwasu mlekowego o matych masach czasteczko-
wych (10 000 — 20 000). Otrzymany w ten sposéb PLA
charakteryzuje si¢ obnizonymi wtasciwo$ciami
mechanicznym 1 nie znajduje wickszego zastosowania
[4,5].

Inny sposob otrzymywania polimeru kwasu mlekowego to
polimeryzacja kondensacyjna cyklicznych laktydow. Me-
toda ta pozwala na otrzymanie polimeréw o wigkszej
masie czasteczkowej (50 000). Wyprodukowany w ten
sposob polilaktyd charakteryzuje si¢ wieksza sztywnoscia,
stopniem krystalicznosci rzedu 35% oraz wysoka wytrzy-
mato$cig na rozciaganie, siegajaca 60 MPa, temperatura
topnienia w zakresie 170°C-180°C 1 gestoscig 1200-1300
kg/m’[4, 5].

Koniecznym warunkiem wprowadzenia opakowan biode-
gradowalnych do obrotu handlowego jest sprawdzenie

mozliwosci ich biologicznej degradacji, najlepiej w srodo-
wisku, w ktorym zostana koficowo umieszczone. Srodo-
wisko glebowe jest miejscem, do ktdrego najczgscie]
trafiaja odpady foliowe, a wystepujace tam naturalnie
mikroorganizmy autochtoniczne posiadaja zdolnosci do
rozktadu skomplikowanych zwigzkéw chemicznych do
prostszych, tatwiej przyswajalnych. W glebie naturalnie
wystepuja bakterie z rodzajow: Bacillus, Micrococcus,
Nitrosomonas, Nitrobacter, Flavobacterium, promieniow-
ce z rodzajow: Nocardia i Streptomyces oraz grzyby z ro-
dzajow: Aspergillus, Penicillus, Verticillum, Fusarium,
Trichoderma, Rhisopus, Mucor. Grzyby wystepuja obficie
w glebach kwasnych, podczas gdy bakterie preferuja $ro-
dowisko obojetne i zasadowe [6].

Majac na uwadze mozliwosci biodegradacyjne glebowych
bakterii autochtonicznych, celem tego eksperymentu byto
oszacowanie mozliwosci 1 tempa biodegradacji komercyj-
nie dostegpne;j folii polilaktydowej, prowadzonej przez bak-
terie autochtoniczne w $rodowisku glebowym, w warun-
kach laboratoryjnych.

Materialy i metody
Przygotowanie eksperymentu

Eksperyment prowadzono w warunkach laboratoryjnych
w pieciu powtorzeniach. Pojemniki o pojemnosci 1 dm?
wypetniono ziemig ogrodowg. Kawalki folii polilaktydo-
wej o wymiarach 5 cm X 5 cm umieszczono ok. 3 cm pod
powierzchnia gleby. Pojemniki inkubowano pod przykry-
ciem w temperaturze pokojowej (23£1°C) przez 6 mie-
sigcy, utrzymujac stalg wilgotnoscé.

Oznaczenia fizykochemiczne gleby

Przed rozpoczeciem eksperymentu oznaczono wilgotnosé
oraz odczyn gleby. Wilgotno$¢ probki ziemi oznaczano
z uzyciem wagosuszarki (Radwag, model WPSI1105).
Odczyn pH gleby mierzono w roztworze wodnym. W tym
celu probke gleby zawieszono w wodzie destylowanej
w stosunku 1:2,5 (w:v), zworteksowano i pozostawiono do
sedymentacji. Po 30 minutach inkubacji w temperaturze
pokojowej wykonano pomiar pH za pomocg papierka
wskaznikowego (Merck).
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Oznaczenia mikrobiologiczne

Przed rozpoczgciem inkubacji folii w glebie przeprowa-
dzono analiz¢ obecnosci i liczebno$ci mikroorganizmow
autochtonicznych w glebie. W tym celu probke gleby
o masie 5 g zawieszono w warunkach sterylnych w 45 cm?
ml soli fizjologicznej, cato$¢ zworteksowano i pozosta-
wiono do sedymentacji. Z zawiesiny wykonano szereg
rozciefczen w soli fizjologicznej do 10°. Material bak-
teriologiczny posiewano metodg plytek tartych na podtoze
bulionowe (BTL, L6dZz) w celu oznaczenia liczebnosci
bakterii oraz podtoze Czapek-Dox (BTL, L6dZ) w celu
oznaczenia liczebnosci grzybow. Plytki inkubowano
w temperaturze 37°C przez 24 h i w 24°C przez 7 dni,
odpowiednio dla bakterii i grzybéw. Policzono wyroste
kolonie bakterii. Nie uzyskano wzrostu grzyboéw na pod-
tozu Czapek-Dox. Zatozono jednocze$nie, ze na probkach
folii poddanych inkubacji w glebie liczebno$¢ autochto-
nicznych bakterii glebowych wynosi zero.

Analize liczebnosci bakterii zasiedlajacych foli¢ polilakty-
dowa przeprowadzono po 1, 3 i 6 miesigcach inkubacji.
W tym celu badanq foh@ wyjeto z gleby, splukano sterylng
sola fizjolo glczna} iumieszczono w probowkach (koncowa
objetos¢ zawiesiny w soli fizjologicznej wynosita 9 cm?).
Probowki zawierajace kawatki folii wytrzasano w celu
przeniesienia bakterii z folii do zawiesiny. Nastepnie wy-
konano szereg rozcienczen probek do 10°. Z poszczegdl-
nych rozcienczen wykonano w 2 powtdrzeniach posiew
metodg ptytek tartych na podtoze bulionowe (BTL, L.6dZ).
Ptytki inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 h. Po
inkubacji policzono kolonie bakteryjne wyroste na phyt-
kach.

Liczbe bakterii, ktore wyrosty na plytce z 0,1cm® posia-
nego materialu bakteriologicznego (4) policzono ze wzoru

(1):
1

A = liczba wyrostych kolonii + ——— (D)
rozcienczenie

Obserwacje makro- i mikroskopowe

W kazdym etapie eksperymentu dokonywano obserwacji
makroskopowych powierzchni folii (z uzyciem lupy) oraz
mikroskopowych z uzyciem $wietlnego mikroskopu labo-
ratoryjnego w celu oszacowania uszkodzen mechanicz-
nychizmian fizycznych badanego materiatu.

Wyniki

W trakcie trwania eksperymentu w pojemnikach utrzymy-
wano stata warto$¢ wilgotnosci (70%). Warto$¢ pH bada-
nej gleby wynosita 7,0.

W analizach mikrobiologicznych nie uzyskano wzrostu
grzybow na podtozu Czapek-Dox. Natomiast liczebnos¢
bakterii autochtonicznych, kolonizujacych badana folie,
oznaczano po 1, 3 i 6 miesigcach trwania badan. Analizg
mikrobiologiczng prowadzono wysiewajac metoda ptytek

tartych 0,1 cm® materialu na podloze bulionowe. Po
24-godzinnej inkubacji zliczano wyroste kolonie baktery;j-
ne. Rysunek 1 przedstawia liczebnos$¢ autochtonicznych
mikroorganizméw glebowych, =zasiedlajacych badang
folie¢ w kolejnych etapach eksperymentu wyrazong jako
jednostki tworzace koloni¢ (CFU, ang. colony forming
unit) na dwoch stronach powierzchni probki folii.
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Rys. 1. Srednia liczebnos¢ bakterii glebowych zasiedlaja-
cych powierzchni¢ badanej foliiw trakcie trwania ekspery-
mentu

Fig. 1. Average number of soil bacteria on PLA foil during the
experiment

Strukturg folii obserwowano makro- i mikroskopowo po
kazdym etapie eksperymentu. Po 11 3 miesigcach na folii
nie obserwowano zadnych fizycznych zmian (folia byta
nieprzezroczysta, mleczna, w kolorze z6tto-zielonym, bez
perforacji i innych uszkodzen fizycznych). Dopiero po
6 miesigcach inkubacji folii w glebie zaobserwowano na
jej powierzchni zaciemnienia i drobne, brunatne plamy,
jednak nie obserwowano rozerwania powierzchni lub
innych uszkodzen (wynikdéw nie zamieszczono).

Dyskusja o wynikach

Badania biodegradacji folii polilaktydowej prowadzono
w srodowisku glebowym, w celu oszacowania mozliwosci
prowadzenia takiej degradacji przez bakterie autochtonicz-
ne. W analizach nie uzyskano wzrostu grzybow autochto-
nicznych na podtozu bakteriologicznym. Prawdopodob-
nym wyjasnieniem takiego zjawiska moze by¢ oboj¢tne
pH gleby uzytej do eksperymentu. Grzyby preferuja od-
czyn kwasny, stad prawdopodobnie problemy z uzyska-
niem materiatu grzybowego.

W eksperymencie wykazano natomiast, ze powierzchnia
badane;j folii byla stopniowo zasiedlana przez bakterie gle-
bowe, prowadzac do zmiany jej barwy (a po dluzszej inku-
bacji prawdopodobnie réwniez struktury). Takie wyniki
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pozwalaja przypuszczac, ze folia polilaktydowa moze by¢
degradowana w $rodowisku glebowym przez obecne tam
bakterie autochtoniczne w stosunkowo szybkim tempie
(powyzej 6 miesigey), jednak nie tak szybko jak rozktada-
ne sg inne dostepne komercyjnie polimery. Przyktadem
moze by¢ alifatyczny poliester o nazwie handlowej Bio-
nolle, rozktadajacy si¢ w komposcie w przeciggu 45 dni
[7]. Uzyskane dla PLA wyniki potwierdzaja wczesniejsze
doniesienia [8, 9], w ktorych wykazano, ze folia z polimeru
kwasu mlekowego byta rozktadana do zwigzkéw humuso-
wych, ditlenku wegla i wody, bedac inkubowana w §rodo-
wisku glebowym dtuzej niz 6 miesigcy (nawet do kilku
lat).

Eksperyment prowadzono w temperaturze pokojowej,
w ktorej najlepiej rozwijaja si¢ bakterie psychrofilne.
Jednak wykazano wcze$niej [10], ze wyzsza temperatura
znaczaco wptywa na stopien degradacji folii polilaktydo-
wej w glebie kompostowej. W temperaturze 48°C zmiany
strukturalne powierzchni folii pojawily si¢ zdecydowanie
szybciej (juz po dwoch miesigcach kompostowania) niz
w 30°C. Po tym czasie zaobserwowano na powierzchni
badanej folii ubytki, podczas gdy w temperaturze 30°C
zmiany powierzchni byly widocznie dopiero po szesciu
miesigcach inkubacji, tak samo, jak w przypadku wynikow
tego eksperymentu.

Badania prowadzono w warunkach laboratoryjnych, z za-
chowaniem statej temperatury i wilgotnosci. W srodowis-
ku natomiast wiele czynnikow moze wplywac na szybkos¢
lub stopien biodegradacji. Mozna w$rod nich wymienic,
procz temperatury i nawodnienia gleby, odczyn gleby
(ktoéry moze si¢ zmienia¢ w zaleznosci od proceséw bio-
chemicznych zachodzacych w glebie), rézne gatunki ros-
lin wydzielajacych substancje chemiczne wspomagajace
rozktad folii poprzez stymulacje wzrostu bakterii zdolnych
do rozktadu tego polimeru. Optymalizacja warunkow
szybkiego rozktadu folii z PLA wymaga wigc dalszych
badan.

Whioski

Na podstawie przeprowadzonego w warunkach labora-
toryjnych eksperymentu mozna stwierdzi¢, ze poddana
doswiadczeniu folia polilaktydowa, zgodnie z informacja
podang przez producenta, jest podatna na procesy bio-
degradacji przez bakterie glebowe. Liczebnos¢ bakterii
kolonizujacych foli¢ rosta w czasie, co moze sugerowac,
ze bakterie glebowe sa zdolne do degradacji folii polilakty-
dowej. Brak obecnosci grzybow natomiast sugeruje, ze
w pH obojetnym jedynie bakterie sa odpowiedzialne za
rozktad degradowanej folii. Zmiany w strukturze folii
mozna byto zaobserwowac dopiero po 6 miesigcach inku-
bacji w ziemi, co jest zgodne z informacjg uzyskang od
producenta. Jednak niewykluczone, ze zmiana warunkoéw
srodowiskowych (pH i temperatury) przyspieszy procesy
rozktadu. Zalozenie to wymaga jednak potwierdzenia
eksperymentalnego.
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Kalendarium

MAJ

3 maja Miedzynarodowy Dzien Astmy i Alergii

5 maja Swiatowy Dzien Ochrony Srodowiska
Naturalnego, Les$nika i Drzewiarza

5 maja Europejski Dzien Walki z Dyskryminacja Osob
Niepelnosprawnych (Dzienn Godnosci Osoby
z Niepetnosprawnosciq Intelektualng)

5-12 maja Tydzien PCK

8 maja Swiatowy Dzien Czerwonego Krzyza
i Czerwonego Poélksiezyca

12 maja Swiatowy Dzien Ptakéw Wedrownych —
International Migratory Bird Day

12 maja Miedzynarodowy Dzien Pielegniarek
(Miedzynarodowy Dzien Pielegniarek
i Poloznych)

12 maja Swiatowy Dzien Syndromu Chronicznego
Zmeczenia i Zaburzen Immunologicznych

14 maja Dzien Farmaceuty

15 maja Swieto Polskiej Niezapominajki

15 maja Swiatowy Dzien Chorych na
Mukopolisacharydoze¢ i Choroby Rzadkie

19 maja Swiatowy Dzien Wirusowego Zapalenia
Watroby — World Hepatitis Day

22 maja Dzien Praw Zwierzat (org. Klub Gaja)

22 maja Miedzynarodowy Dzien Réznorodnosci
Biologicznej

23maja  Swiatowy Dzien Zolwia

24 maja Europejski Dzien Parkéw Narodowych

31 maja Swiatowy Dzien bez Papierosa — Anti Tobacco
Day

31 maja Dzien Bociana Bialego
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