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Popis kratica:
EG — etilen glikol

FAD — flavin adenin dinukleotid

HDPE — eng. high density polyethylene; polietilen visoke gustoce
LDPE — eng. low density polyethylene; polietilen niske gustoce
MHET — mono (2-hidroksietil) tereftalna kiselina

NADH — nikotinamid adenin dinukleotid

PA — poliamid

PE — polietilen

PES — polietilen sukcinat

PET — polietilen tereftalat

PP — polipropilen

PS — polistiren

PUR — poliuretan

PVA — polivinil alkohol

PVC — polivinil klorid

StyA — stiren monooksigenaza

StyB — flavin adenin dinukleotid reduktaza

StyC — stiren-oksid izomeraza

StyD — fenilacetaldehid dehidrogenaza

TPA — tereftalna kiselina
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1. UvOD

Iako se razne vrste plastike svakodnevno koriste ve¢ stotinjak godina, njezina masovna
proizvodnja pocela je 1950-ih (Urbanek i sur. 2018), kada se proizvodilo 2 milijuna tona
godisnje, no taj se broj do 2015. godine povecao gotovo 200 puta, dosegavsi preko 380 milijuna
tona. U tom se razdoblju proizvelo ukupno 7,8 milijardi tona plastike. Od ukupnog plasticnog
otpada proizvedenog izmedu 1950. i 2015. godine, reciklirano je samo 9 %, dok je 12 %
spaljeno, a 79 % je baceno, bilo na deponij, bilo u prirodu (Ritchie i Roser 2018). To predstavlja
veliki ekoloski problem s obzirom da plastici treba od 20 do 500 ili ¢ak tisu¢e godina da se
raspadne (ovisno o uvjetima i vrsti plastike) te se stoga samo nagomilava (Chamas i sur. 2020).
Cak i do 50% plastike koja se proizvede svake godine je jednokratno, §to znaci da se koristi

nekoliko minuta, a ostaje u okolisu nekoliko stotina godina (Ritchie i Roser 2018).

Postoji viSe vrsta plastike. Neke se lakSe recikliraju, neke teze, a neke se uopée ne mogu
reciklirati. Osim toga, vecina plastike koja se reciklira se moze reciklirati samo jednom ili dva
puta, Sto znaci da, iako je to trenutno ekoloski najprihvatljivija opcija zbrinjavanja plastiénog
otpada, recikliranje nije trajno rjeSenje, ve¢ samo privremeno. Takoder, Cesto je jeftinije i
isplativije jednostavno proizvesti novu plastiku nego ju reciklirati, Sto doprinosi nagomilavanju
plastiénog otpada cije je loSe zbrinjavanje vrlo Stetno za okoli§ jer se oslobadaju razni
staklenicki (poput metana 1 ugljikovog dioksida) i ostali toksi¢ni plinovi (poput ugljikovog
monoksida 1 dioksina) (Ritchie 1 Roser 2018). Osim plinova, oslobadaju se i mnogi drugi Stetni
spojevi kao §to su poliklorirani bifenili ili ftalati 1 bisfenol A (BPA) koji zagaduju lokalne rijeke
i zemlju (Urbanek i sur. 2018).

Sinteticka plastika ¢ini veéinu otpada koji ulazi u Zemljine oceane. Oceani pruZaju
vazne 1 vrijedne resurse poput hrane, energije i vode te su glavni na¢in medunarodne trgovine
i glavni stabilizator klime. Stoga promjene u morskom ekosustavu uzrokovane antropogenim
utjecajima, poput oneciS¢enja plastikom, mogu imati dramatic¢an utjecaj na globalnoj razini, a
Stetni su i za morsku faunu zbog uplitanja, guSenja i remecenja probave ptica, kornjaca, riba i
sisavaca (Urbanek i sur. 2018). Najveéa nakupina smeca u oceanima naziva se veliki
tihooceanski otok smeca (eng. The Great Pacific Garbage Patch) i ¢ini ga 79 tisuéa tona
plastike na podruc¢ju od 1,6 milijuna kilometara kvadratnih, $to je 2,5 puta vece od povrSine

Francuske (Lebreton i sur. 2018). Jo§ jedna uznemirujuca Cinjenica je da ¢e, ako se trend



proizvodnje plastike ne promijeni, do 2050. godine u oceanima biti veca masa plastike nego
riba (Ellen MacArthur Foundation 2016).

Kao rezultat abiotiCke razgradnje sinteticke plastike uzrokovane UV zracenjem,
temperaturom i fizickim stresom, veliki plasti¢ni predmeti se polako razgraduju i stvaraju
Cestice mikroplastike koje se mogu Siriti na velike udaljenosti ne samo cirkulacijom
povrsinskog sloja oceana, ve¢ i putem hranidbenog lanca (Urbanek i1 sur. 2018). KoliCine
mikroplastike koje ljudi unose razli¢itim putevima ukazuju na Cinjenicu da ljudi u prosjeku
mogu unositi ¢ak do 5 g mikroplastike tjedno, $to je tezina jedne kreditne kartice (Senathirajah
I sur. 2021).

Tesko je zamisliti zivot bez plastike jer je to materijal s mnogim prednostima: otporan
je, jeftin 1 moze se koristiti u razne svrhe, poput medicine ili duljeg odrzavanja kvalitete hrane.
Stoga je, umjesto da se potpuno prekine proizvodnja i koriStenje plastike, potrebno naci
adekvatan nacin zbrinjavanja takvog otpada uz istovremeni prestanak njezinog suviSnog i
nepotrebnog koristenja (Ritchie i Roser 2018). Jedan od nacina za smanjenje oneciS¢enja
plastikom mogla bi biti razgradnja pomo¢u mikroorganizama. Posebno je zanimljiva moguca
primjena bakterija izoliranih iz hladnih podrucja zbog njihovih jedinstvenih karakteristika. No,

interakcije izmedu plastike i mikroorganizama jo$ su slabo poznate (Urbanek 1 sur. 2018).

U ovom ¢e radu biti opisana trenutna saznanja o raznim bakterijama koje razgraduju
sinteticke polimere te o njihovim enzimima i mehanizmima razgradnje. Takoder ¢e biti
istaknute prednosti i moguéi problemi koriStenja tih bakterija i enzima u svrhu uklanjanja

plasti¢énog otpada iz ekosustava.

2. VRSTE PLASTIKE I KAKO SE RAZGRADUJU

Plastika je Sirok pojam koji obuhvaca polimere koji se, kad se zagriju ili izloZe visokom
tlaku, mogu lijevati u kalupe ili oblikovati na neki drugi nadin. Za ekstrakciju osnovnih
materijala za izradu plastike koriste se sirova nafta, ugljen i zemni plin. Plastika se sastoji od
monomera povezanih kemijskim vezama te je izuzetno izdrZljiv materijal zbog svoje velike
molekularne mase, slozene trodimenzionalne strukture i hidrofobne prirode, a te ju osobine ¢ine

teSko dostupnom mikroorganizmima (Swapnil 1 sur. 2015).

NajceSc¢e vrste plastike su polietilen, polietilen tereftalat, polistiren, polipropilen i

polivinil klorid (Slika 1).



Polietilen (PE), najc¢eS¢a sintetiCka plastika, koristi se za proizvodnju igracaka,
plasti¢nih vrecica, i ambalaze za hranu. To je dugolancani polimer povezan etilenskim vezama
te je izrazito hidrofoban. Kad PE ima razgranate lance koji sprjeCavaju ¢vrsto pakiranje u
kristalnu strukturu, naziva se PE niske gustoce (eng. low density polyethylene, LDPE). Kad ima
malo ili uop¢e nema grananja, molekule se mogu uredno slagati jedna na drugu, stvaraju se jake
medumolekulske interakcije te se tada takav PE naziva PE visoke gustoce (eng. high density
polyethylene, HDPE). Polietilen tereftalat (PET) takoder se vrlo Cesto koristi (npr. za plasti¢ne
boce) 1 jako je kemijski stabilan. Njegova se viSekratna upotreba ne preporucuje zbog moguceg
otpustanja Stetnih spojeva i kontaminacije bakterijama. Polistiren (PS) je lagan i krut te se
koristi za pakiranje, u laboratorijskoj opremi i kao toplinski izolator. Sastoji se od fenilnih
prstenova postavljenih duz ugljikovodi¢nog lanca. Polipropilen (PP) ima sli¢na svojstva kao
PE, ali mu metilna skupina omogucuje vecu otpornost na temperaturu i vecu ¢vrstocu. Nalazi
se u ¢epovima od boca, jednokratnim Spricama i sjedalima za aute. Polivinil klorid (PVC) je
jaki linearni polimer koji se koristi u izradi cijevi, kabanica i potplata cipela. P\VC i PP su jako

hidrofobni i otporni na kemijsku abraziju (Wilkes i Aristilde 2017).
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Postoje tri vrste razgradnje polimera: fotorazgradnja, termo-oksidativna razgradnja i
biorazgradnja (Venkatesh i sur. 2021). Biorazgradnja je proces kojim mikroorganizmi
(uglavnom bakterije 1 gljive) mijenjaju (metabolickim ili enzimskim djelovanjem) strukturu
tvari unesenih u okolis. Ovisi o mnogim biotickim 1 abiotickim ¢imbenicima poput svjetlosti,
slanosti, temperature, pH, vlage te svojstva materijala (hrapavost povrsine ili hidrofobnost), ali
1 0 sposobnosti samih mikroorganizama da se vezu na povrsinu i stvore biofilm (Urbanek i sur.

2018).

Mikroorganizmi poput bakterija, gljiva i algi mogu razgraditi plastiku biorazgradnjom
u aerobnim ili anaerobnim uvjetima. U aerobnoj razgradnji, kisik se koristi kao akceptor
elektrona, a krajnji proizvodi su ugljikov dioksid i voda. Anaerobna razgradnja ne zahtjeva
kisik, ve¢ se kao akceptor elektrona koriste nitrat, sulfat, vodik, ugljikov dioksid ili zeljezov
ion, a krajnji proizvodi su metan, ugljikov dioksid i voda. Obi¢no je proizvodnja tih krajnjih

produkata iz polimera sloZzen proces koji se sastoji od puno koraka (Venkatesh i sur. 2021).

Potpuna biorazgradnja plasti¢nih polimera prvo zahtijeva razgradnju polimera na manje
oligomere i na kraju na monomere koji mogu proci kroz stanicnu membranu, nakon Cega se
ukljucuju u metabolizam stanice. Izvanstani¢ni enzimi poput depolimeraza i hidrolaza djeluju
na velike plasti¢ne polimere razgradujuci ih na manje molekule. Hidroliti¢ko cijepanje moze se
dogoditi na kraju polimernog lanca (egzo-napad) ili negdje duz polimernog lanca (endo-napad).
Ta dva nacina cijepanja stvaraju razliCite produkte. Egzo-napad stvara male oligomere ili
monomere koji se mogu unijeti u stanicu, dok endo-napad prvenstveno smanjuje molekularnu
masu polimera, pri ¢emu nastaju ve¢i produkti koji vjerojatno nece biti uneseni bez daljnje

razgradnje (Wilkes i Aristilde 2017).

To je ekoloski prihvatljiva, isplativa 1 globalno prihva¢ena metoda zbrinjavanja
plasticnog otpada. Medutim, s obzirom na to da nije proslo puno vremena od kad su sinteticki
polimeri postali $iroko rasprostranjeni, organizmi nisu imali dovoljno vremena za razvijanje
visoko aktivnih enzima. Bakterijska razgradnja polimera koje je napravio covjek vrlo je spor
proces kojeg ogranicavaju mnoge ve¢ spomenute poteSkoce. Usprkos tome, otkrivene su brojne
bakterije i drugi organizmi (poput gljiva) koji mogu razgradivati razlicite vrste plastike
(Venkatesh i sur. 2021).



3. BAKTERIJA ldeonella sakaiensis

Pretrazivanjem uzoraka zemlje, mulja, vode 1 sedimenta prikupljenih u reciklaznom
objektu u gradu Sakai u Japanu, znanstvenici su 2016. godine uspjeli izolirati bakterijsku
zajednicu koja je vrlo uspjesno razgradivala i rasla na PET-u. Iz te zajednice izoliran je soj 201-
F6' koji je sadrzavao bakteriju koja je najvise degradirala PET i koristila ga kao glavni izvor
ugljika i energije. Taj soj bio je od velike vaznosti jer je razgradivao PET puno brze od svih
organizama koji su do tada otkriveni. Prema fizioloSkim, biokemijskim 1 filogenetskim
podacima, utvrdeno je da taj soj pripada rodu Ideonella, ali se znatno razlikuje od svih poznatih
vrsta. Stoga je taj soj nove, do sada nepoznate bakterije, dobio ime Ideonella sakaiens

(Tanasupawat i sur. 2016).

Kao i ostale bakterije roda Ideonella, aerobna je, asporogena i Gram-negativna. Njene
stanice Stapicastog su oblika te se pokre¢u pomocu jednog bi¢a (Tanasupawat i sur. 2016).
Promatrane stanice su medusobno povezane duljim konc¢astim tvorevinama (Slika 2, E), a za
PET su povezane kra¢im konc¢astim tvorevinama nalik fimbrijima koje vjerojatno pomazu pri
donosenju izluéenih enzima na povrs$inu PET-a (Slika 2, F). Film PET-a na kojem su rasli je
jako ostecen (Slika 2, G) i nakon 6 tjedana pri 30°C je gotovo potpuno razgraden (Yoshida i
sur 2016).

SLIKA 2. Slike bakterije Ideonella sakaiensis nakon 60 sati rasta na filmu PET-a snimljene

skeniraju¢im elektronskim mikroskopom. Bijela crta oznac¢ava duljinu od 1 pm. Slika oznacena
slovom E prikazuje bakterije medusobno povezane duljim koncastim tvorevinama. Na slici
oznacenoj slovom F strelice oznaCavaju mjesta kontakta izmedu stanica i filma PET-a
ostvarenog preko krac¢ih koncastih tvorevina. Slika oznacena slovom G prikazuje povrSinu
filma PET-a nakon ispiranja adheriranih stanica, dok slika umetnuta u gornjem desnom kutu

prikazuje netaknuti film PET-a. Preuzeto i prilagodeno iz Yoshida i sur. 2016.



3.1. Enzimi bakterije Ideonella sakaiensis

Kataboliticki put PET-a najbolje je istrazen upravo u bakteriji Ideonella sakaiensis te
su dva enzima odgovorna za njegovu degradaciju: PETaza i MHETaza. lako je PETaza
otkrivena i u drugim bakterijskim vrstama, MHETaza je enzim jedinstven za ovu bakteriju
(Yoshida 1 sur 2016). PETaza se, vjerojatno uz pomo¢ veé¢ spomenutih kracih koncastih
tvorevina, lu¢i na povrSinu PET-a te ga razgradi na mono (2-hidroksietil) tereftalnu kiselinu
(MHET) uz manje koliCine tereftalne kiseline (TPA). Zatim se ti produkti prenesu u
periplazmatski prostor preko proteina na vanjskoj stani¢noj membrani, poput porina. Drugi
enzim, MHETaza, koji pretvara MHET u dva monomera, TPA i etilen glikol (EG) (Slika 3),
vjerojatno se nalazi usidren u vanjsku stanicnu membranu u periplazmatskom prostoru. TPA se
unese u citoplazmu preko TPA transportera spojenog s TPA-vezujué¢im proteinom te se nakon
toga preko protokatehuinske kiseline ukljucuje u Krebsov ciklus (Slika 4) (Taniguchi i sur.
2019).

0O PETaza O o
iR Weas
HO,C
C n MHET
PET
MHETaza Ho/\/OH EG
e ——> Stani¢ni metabolizam
HOZCOCOZH
TPA

Slika 3. Metaboli¢ki put PET-a u bakteriji Ideonella sakaiensis prikazan strukturnim

formulama. Preuzeto i prilagodeno iz Taniguchi i sur. 2019.
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SLIKA 4. Shematski prikaz metaboli¢kog puta PET-a u bakteriji Ideonella sakaiensis. Preuzeto
i prilagodeno iz Taniguchi i sur. 2019.

U pocecima je razgradnja PET-a bila relativno spora. Trebalo je 6 tjedana da se potpuno
razgradi mali PET film, no u novijim istrazivanjima otkriveno je da se ciljanim mutagenezama
u PETazi moze dobiti bezi enzim, pa ¢ak i enzim koji hidrolizira i druge polimere. Takoder su
pojacali enzimatsku aktivnost PETaze promjenom uvjeta rasta, poput temperature, pH te
koncentracije soli i glicerola. lako PETaza iz bakterije Ideonella sakaiensis moze hidrolizirati
PET u veéoj stopi od ostalih enzima, potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se optimizirala

upotreba PETaze u velikim razmjerima. (Liu i sur. 2019).

4. ROD Pseudomonas

Zbog njihove sposobnosti razgradnje i metaboliziranja raznih vrsta plastika, zanimljive
su i bakterije roda Pseudomonas, koje su sveprisutne i u vodenom i u kopnenom okoliSu.
Utvrdeno je da, s razliitim stupnjevima ucinkovitosti, mogu razgraditi PE, PET, PP, PVC, PS,
poliuretan (PUR), polietilen sukcinat (PES), poliamid (PA) i polivinil alkohol (PVA). Bakterije

roda Pseudomonas su, kao i vrste roda ldeonella, Stapi¢astog oblika, Gram-negativne,



asporogene 1 aerobne te se takoder pokre¢u pomocu jednog ili vise biceva (Wilkes 1 Aristilde

2017).

4.1. Enzimi roda Pseudomonas

Hidrolaze poput esteraza, kutinaza i lipaza klju¢ne su u razgradnju plastike. Esteraze
mogu hidrolizirati estere koji su ve¢ prisutni u polimeru (ili koji su proizvedeni oksidacijskim
reakcijama) u alkohole, fenole i kiseline. Takve enzime ima bakterija Pseudomonas aeruginosa
koja proizvodi velike koliine izvanstani¢nih esteraza i lipaza koje razgraduju aromatske i
alifatske poliestere i poliamide. Zanimljiva je 1 izvanstanina kutinaza iz bakterije
Pseudomonas mendocina koja razgraduje PET i u reakciji stvara samo dva produkta, TPA i

EG, koji zatim ulaze u stanicu i ukljucuju se u njen metabolizam (Wilkes i Aristilde 2017).

Dosadasnja istrazivanja su se usredotocivala na izvanstani¢ne enzime koji su ukljuceni
u prve korake razgradnje, no potrebno je dodatno istraziti Sto se dogada u samoj stanici, tj. kako
se asimiliraju plasti¢ni oligomeri i monomeri koji se transportiraju preko staniéne membrane.
Neki od tih spojeva vjerojatno se prerade putem metabolizma bakterije kako bi se na kraju
mogli mineralizirati kao ugljikov dioksid ili kako bi usli u druge metabolicke puteve koji se
koriste za sintezu hranjivih tvari. Na primjer, razgradnjom PE, nakon nekoliko koraka
oksidacije 1 dehidrogenacije, stvara se octena kiselina koja moZe u¢i u Krebsov ciklus (Slika
5). Neke bakterije roda Pseudomonas izlu¢uju esteraze koje razgraduju PES i stvaraju sukcinat,

jos jedan metabolit Krebsovog ciklusa (Wilkes 1 Aristilde 2017).
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Slika 5. Metaboli¢ki put PE-a u nekim bakterijama roda Pseudomonas prikazan strukturnim

formulama. Isprekidane strelice oznacavaju odvijanje vise od jedne reakcije. Zvjezdicom su
oznac¢ena mjesta u polimeru na koja se u svakom koraku dodala nova funkcionalna grupa.

Preuzeto 1 prilagodeno iz Wilkes 1 Aristilde 2017.

Neke vrste roda Pseudomonas mogu razgraditi PUR te je predlozen put razgradnje u
kojem sudjeluju brojni enzimi. Jedan od prvih takvih opisanih enzima je lipaza PueB iz
bakterije Pseudomonas chlororaphis. Ta bakterija kodira za (najmanje) jos jedan enzim koji
razgraduje PUR, nazvan PueA. Oba enzima su lipaze koje kataliziraju hidrolizu estera te stoga

razgraduju samo PUR povezan esterskim vezama (Danso 1 sur. 2019).



Iako nekoliko istrazivanja govori o bakterijskoj razgradnji PVC-a i PP-a, ne zna se
dovoljno o samim enzimima i metabolitima koji nastaju u tom procesu. Do sada se mjerila
uglavnom samo promjena mase plastike, no pretpostavlja se da bakterije za koje se smatralo da
razgraduju PVC 1 PP, poput Pseudomonas citronellolis, zapravo razgraduju aditive iz tih
materijala, a ne sam materijal. Kako bi se saznali enzimi i metabolic¢ki putevi ukljuceni u
razgradnju PVC-a, PP-a i njihovih aditiva, potrebna su dodatna istrazivanja (Giacomucci i sur.

2019).

Puno vrsta bakterija roda Pseudomonas razgraduje razne vrste plastika te je stoga
potrebno detaljnije istraziti i opisati enzime i same procese unutarstani¢ne obrade metabolita

razgradnje kako bi se jednog dana mogli koristiti u svrhe zbrinjavanja plasticnog otpada.

5. ROD Bacillus

Bakterije roda Bacillus su Stapicaste, Gram-pozitivne, sporogene te mogu biti obligatni
aerobi ili fakultativni anaerobi (Madigan 1 Martinko 2005). Za mnogo njih je potvrdeno da

mogu razgradivati nekoliko vrsta plastike.

5.1. Enzimi roda Bacillus

Biorazgradnja mikroplastike od PP-a potvrdena je strukturnim, morfoloskim i
kemijskim promjenama uocCenim na samoj mikroplastici koju su bakterije roda Bacillus
koristile kao izvor ugljika (Auta i sur. 2018). Dokazana je i sposobnost bakterija Bacillus
safensis i Bacillus amyloliquefaciens da koriste LDPE kao jedini izvora ugljika i energije

koristeci vlastiti enzimatski sustav koji je potrebno dodatno opisati (Waqas i sur. 2021).

Bakterija Bacillus subtilis koristi unutarstani¢ne i izvanstanic¢ne esteraze pri degradaciji
PUR-a. Unutarstani¢ne esteraze daju pristup bakteriji na povrSinu PUR-a, dok se izvanstani¢ne
esteraze vezu na povrSinu PUR-a i degradiraju ga na metabolite poput 1,4-butandiola i
adipinske kiseline koje bakterija kasnije koristi kao izvor ugljika (Shah i sur. 2013). Takoder je
dokazano da ista bakterija, Bacillus subtilis, moze degradirati PE u slanoj vodi, ali taj proces se
brze odvija u slatkoj vodi (degradacija je obrnuto proporcionalna slanosti). IstraZivanja
pokazuju da salinitet smanjuje mikrobnu biomasu jer osmotski stres rezultira isusivanjem i
liziranjem stanica. Zahvaljujuci boljoj degradaciji PE-a u slatkoj vodi, moguce je da ¢e se
degradirajuce sposobnosti bakterija koristiti u slatkim vodama (npr. u us¢ima rijeka) kako bi se

sprijecilo nizvodno Sirenje zagadenja plastikom u more i oceane (Tadimeti 2020).
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6. OSTALE BAKTERIJE

Osim bakterija roda Pseudomonas, i ostale Gram-negativne bakterije razgraduju PE,
poput rodova Ralstonia i Stenotrophomonas, kao i neke Gram-pozitivne bakterije poput rodova
Rhodococcus, Staphylococcus i Streptomyces. Takoder, razgradnja PE-a povezana je i S
mikroorganizmima u mikrobiomima nekih bezkraljeznjaka. Nazalost, enzimi i biokemijski

mehanizmi ukljuceni u razgradnju PE-a jos nisu detaljno opisani (Danso i sur. 2019).

Zbog moguceg koristenja raznih monomera pri izradi PA-a, postoji vise vrsta sintetickih
PA-a od kojih je najpoznatiji najlon. Do sada nije pronadena nijedna bakterija koja moze
potpuno razgraditi netaknuti PA velike molekularne mase, ali otkriveno je nekoliko bakterija
koje mogu razgradivati kraée linearne ili ciklicke oligomere najlona, poput bakterija roda
Arthrobacter i bakterije Pseudomonas aeruginosa. Bakterije roda Arthrobacter kodiraju za
razli¢ite hidrolaze i nekoliko aminotransferaza koje sudjeluju u pocetnoj degradaciji oligomera
1 kasnijem metabolizmu. Otkrivena su tri glavna enzima koja sudjeluju u pocetku hidrolize
ciklickih i linearnih oligomera 6-aminoheksanoata. Prvi je hidrolaza ciklickih dimera, NylA,
drugi je hidrolaza dimera, NylB, a tre¢i je hidrolaza oligomera endo-tipa, NyIC. Nakon
razgradnje se monomeri u stanici metaboliziraju razli¢itim aminotransferazama (Danso 1 sur.

2019).

Kao i za PA, do sada nije pronaden nijedan bakterijski enzim koji moze potpuno
razgraditi netaknuti PS velike molekularne mase, iako neki organizmi mogu Kkoristiti sam stiren
kao izvor ugljika. Razgradnja stirena dobro je proucena kod rodova Pseudomonas,
Xanthobacter, Rhodococcus, Corynebacterium i mnogim drugima i ¢ini se da je taj metabolicki
put dosta raSiren medu raznim bakterijama (Danso i sur. 2019). U jednom istraZivanju, biofilter

koji se sastoji od bakterija Brevibacillus sp. uklanjao je ¢ak 3 kg stirena dnevno (Ho i sur. 2017).

U aerobnim uvjetima stiren se oksidira preko dva glavna puta. Prvi ukljucuje napad na
bo¢ni lanac, a drugi ukljuCuje napad na nespecificni aromatski prsten ¢ime se stvore
intermedijeri 3-vinilkatehol, fenilacetatna kiselina i 2-feniletanol. Nakon cijepanja prstena, ti
intermedijeri ulaze u Krebsov ciklus. Za razgradnju bo¢nog lanca potrebna su tri enzima: stiren
monooksigenazni kompleks (StyA i StyB), stiren-oksid izomeraza (StyC) i fenilacetaldehid
dehidrogenaza (StyD). Monooksigenazni kompleks se sastoji od dvodjelnog flavoproteina koji
katalizira NADH- i FAD-ovisnu oksidaciju stirena. StyB, flavin adenin dinukleotid (FAD)
reduktaza, prenosi elektrone s NADH na FAD+ kako bi opskrbila StyA, monooksigenazu, s

elektronima. Stiren monooksigenaza zatim napada boc¢ni lanac pri ¢emu nastaje epoksistiren
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kojeg StyC izomerizira i nastaje fenilacetaldehid. Nakon toga, StyD oksidira fenilacetaldehid u

fenilacetatnu kiselinu (Danso i sur. 2019).

Dosadasnja istrazivanja o bakterijskoj razgradnji PVC-a i PP-a rijetko su se posveéivala
mehanizmima razgradnje ili izolaciji enzima te su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se oni

mogli detaljno opisati (Danso i sur. 2019).

7. MOGUCE PRIMJENE U BUDUCNOSTI

Raznolikost poznatih bakterija i njihovih enzima koji djeluju na sinteticke polimere jo$
nije velika, te bi se stoga buduca istrazivanja trebala baviti identifikacijom novih bakterija i

enzima koji razgraduju plastiku (Danso 1 sur. 2019).

Budu¢i da se koristenjem danasnjih tehnologija uzgoja jo$ nisu identificirali visoko
aktivni enzimi za vecinu plastika, raznolikost nekultiviranih mikroorganizama, tj. globalni
metagenomi, ¢ine se kao obecavajudi izvor za identifikaciju takvih enzima. Stoga je potreban
daljnji razvoj algoritama pretrazivanja za obradu podataka metagenoma (Danso i sur. 2019).
Genetska i molekularna analiza za identifikaciju gena odgovornih za proizvodnju enzima Koji
razgraduju plastiku i tehnologija rekombinantne DNA takoder mogu poboljsati i ubrzati

pronalazenje novih i boljih enzima (Venkatesh i sur. 2021).

Takoder, razumijevanje mehanizama razgradnje i dalje je oskudno te se, kako bi se

mogli koristiti u svrhe zbrinjavanja plasticnog otpada, moraju savladati mnoge prepreke.

KoriStenje enzima na neobradenoj plastici ima mnogo ogranic¢enja. Jedno od njih je
velika molekularna masa jer su takvi polimeri manje osjetljivi na napad bakterijskih enzima,
Sto rezultira manjom koli¢inom stvorenih oligomera ili monomera koji su potrebni za kasniju
razgradnju i ulazak u metabolizam bakterije. Plastika s razgranatijom strukturom sklonija je
bakterijskoj razgradnji od tvrdih plastika kristalne strukture. Osim toga, sinteticki polimeri
Cesto imaju vrlo hidrofobnu povrSinu sa stabilnim funkcionalnim skupinama te je stoga
potrebno povecati hidrofilnost tih materijala kako bi se olakSala mikrobna razgradnja. Na
ucinkovitost biorazgradnje mogu utjecati i drugi abioticki ¢imbenici poput pH, temperature,
slanosti 1 vlaZnosti te je stoga potrebno odrzavati povoljne uvjete kako bi enzimi djelovali $to

uéinkovitije (Wilkes i Aristilde 2017).
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7.1. Problem aditiva u plastici

Sinteticki polimeri Cesto sadrze razne aditive, poput ftalata, koji se puno lakse i brze
razgraduju od same okosnice polimera (Danso i sur. 2019). No, aditivi u plastici mogu djelovati
i kao inhibitori. Na primjer, materijali od PUR-a mogu sadrzavati otrovne spojeve koji djeluju
kao antimikrobna sredstva. Osim toga, drugi izvori ugljika, poput glukoze, mogu ometati
bakterijsku razgradnju plastike. Na primjer, prisutnost glukoze smanjuje aktivnost enzima koji
razgraduju PES u bakteriji roda Pseudomonas (Wilkes i Aristilde 2017).

Inhibitorni ili stimulacijski u€inci raznih aditiva na razlicite vrste razgradnje plastike
nisu jasno definirani, §to ¢esto dovodi do krivih rezultata te je stoga potrebno standardizirati i
optimizirati cjelokupnu metodologiju povezanu s analizom bakterijske razgradnje plastike.
Takoder, potrebno je bolje razumjeti ucinke aditiva kako bi se osiguralo stvaranje optimalnih
uvjeta za bakterijsku razgradnju te bi se, u slu¢ajevima u kojima je to moguce, trebala smanjiti

uporabu aditiva u proizvodnji plastike (Wilkes i Aristilde 2017).

7.2. Nadini poboljsanja u¢inkovitosti bakterija i njihovih enzima

Povecéanje ucinkovitosti enzimske aktivnosti veliki je izazov koji se moze savladati
genetickim inzenjerstvom, kao §to je ve¢ spomenuto u slucaju bakterije ldeonella sakaiensis.
Jo§ jedno od moguc¢ih rjeSenja moZe biti koriStenje sintetiCke biologije za stvaranje
mikroorganizama koji bi razgradivali plastiku i proizvodili oligomere i monomere iz plasti¢nog
otpada koji bi se kasnije koristili za proizvodnju novih, a mozda ¢ak i biorazgradivih polimera
(Ru i sur. 2020).

Psihrofilni mikroorganizmi imaju jedinstveni potencijal zbog okoli$nih uvjeta polarnih
oceana, jer bakterije iz ovih regija brzo reagiraju na promjene u okoliSu. Rastu¢a koli¢ina
plasticnog otpada mogla bi natjerati takve mikroorganizme da se prilagode novim podlogama.
Unato¢ ovoj mogucénosti, prirodna adaptacija mikroorganizama predugo bi potrajala. No, takvi
mikroorganizmi pruzaju brojne mogucnosti za biotehnoloSku upotrebu jer im je potrebna niza
temperatura za rast 1 optimalnu enzimsku aktivnost, Sto moZe biti velika prednost zbog

smanjenja potrosnje elektri¢ne energije za grijanje (Urbanek 1 sur. 2018).

Enzimi koji se koriste u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji su takoder bili sporog
djelovanja kada su prvi puta otkriveni, ali tijekom godina istrazivanja su unaprijedeni i sada je
njihovo djelovanje ¢ak i nekoliko stotina puta brze. Stoga nije tako nerealno ocekivati skori
razvoj visoko aktivnih enzima koji razgraduju plastiku. Kada bi se enzimi koji razgraduju
sinteticke polimere mogli masovno proizvesti, mogli bi se pomijeSati s odgovarajuéim
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polimerom te bi na kraju ostali samo oligomeri i monomeri koji bi se ponovno mogli koristiti
za proizvodnju novih polimera. Tada ne bi bilo potrebe za dobivanjem novih monomera iz
fosilnih izvora te bi se mogla uspostaviti kruzna uporaba plastike, ¢ime bi se moglo znacajno

smanjiti godiSnje zagadenje plastikom (Danso i sur. 2019).

8. ZAKLJUCAK

lako je otkriveno puno bakterijskih vrsta koje mogu razgradivati plastiku, potrebno je
provesti jo§ puno istrazivanja kako bi se identificirale nove i1 ucinkovitije bakterije, enzimi i
mehanizmi razgradnje. Takoder, potrebno je razviti bolje metode za pravilno mjerenje koli¢ine
razgradene plastike, kako ne bi doslo do objave krivih podataka. Obecavajuce izgledaju i
istrazivanja koja se bave genetskom modifikacijom enzima koji razgraduju razne vrste plastika,
poput enzima PETaze iz bakterije Ideonella sakaiensis, koji se do sada pokazao
najucinkovitijim. Na taj na¢in mogli bi se dobiti visoko-aktivni enzimi koji bi se u buduénosti

mogli koristiti u recikliranju i razgradnji znatne koli¢ine plastike.

Sve navedene tehnologije nece biti tako skoro spremne i potrebno je provesti jos puno
istrazivanja, a do tad je vazno prvo ukloniti uzrok zagadenja, a ne posljedicu. Tvrtke se moraju
god je to moguce. Takoder je vrlo bitno educirati ljude i potaknuti svijest o zagadenju plastikom
I njegovim Stetnim uéincima na sve zive organizme. Trebalo bi uvelike povecati obrazovanje o
ovoj temi na Skolskoj razini, ukazuju¢i u€enicima na iznimnu vaznost odrzivog nacina zivota.
pakiranih u karton, boca za vodu za viSekratnu upotrebu i raznih proizvoda od drveta (Cetke za
kosu, britvice, Cetkice za zube). Takoder treba poticati odrzive Zivotne navike, poput kupovine
u rinfuzi, noSenja vlastitih torbi 1 vre¢ica na trznicu i u ducan te prestanka prekomjernog 1
impulzivnog kupovanja nepotrebnih proizvoda. Pravila i razlozi za pravilno odlaganje plastike
moraju se prenijeti ljudima koriste¢i sve dostupne medijske platforme kako bi dosli do svih
uzrasta. Potrebno je shvatiti kako ovo nije problem koji samo treba prepustiti velikim

kompanijama, jer i sami mozZemo putem svojih navika uvelike doprinijeti njegovom rjeSenju.
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10. SAZETAK

Plastika je materijal koji je vrlo koristan i ima Siroku primjenu, ali njezina sve veca
proizvodnja i nepravilno odlaganje dovelo je do velikog zagadenja kopna, oceana i rijeka. Jedno
od ekoloski prihvatljivih rjeSenja ovog problema moglo bi biti koriStenje bakterija koje
razgraduju plastiku. Otkrivene su mnoge takve bakterijske vrste te su one, njihovi enzimi i
poznati mehanizmi razgradnje opisani u ovom radu. Takoder su opisani 1 nacini na koje bi se
navedene bakterije i njihovi enzimi mogli u buduénosti koristiti u svrhu recikliranja plasti¢nog
otpada. Kako bi to bilo moguce ostvariti, potrebno je provesti jo§ mnoga istrazivanja usmjerena
prema pronalazenju novih bakterija i enzima te genetickoj modifikaciji ve¢ poznatih enzima u
svrhu proizvodnje njihovih visoko aktivnih varijanti koje bi se mogle koristiti u recikliranju i

razgradnji velike koli¢ine plastike.

KLJUCNE RIJECT: plastika, bakterije, enzimi, razgradnja, recikliranje

11. SUMMARY

Plastic is a material that is very useful and has wide applications, but its increasing
production and improper disposal has led to great pollution of land, oceans, and rivers. One of
the environmentally friendly solutions to this problem could be to use plastic-degrading
bacteria. A large number of such bacterial species have been discovered and they, their enzymes
and known degradation mechanisms are described in this paper. Ways in which these bacteria
and their enzymes could be used in the future for the purpose of recycling plastic waste are also
described. In order to achieve this, much more research needs to be directed towards finding
new bacteria and enzymes and genetically modifying already known enzymes for the purpose
of producing their highly active variants and using them in recycling and degrading large

amounts of plastic.

KEY WORDS: plastic, bacteria, enzymes, degradation, recycling
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