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En konsekvens av den massive plastproduksjonen i verden er at mye plast havner i naturen. Det har tidligere blitt
forsket pa om bakterier kan bryte ned disse plastene pd avveie. Det har ogsa blitt forsket pad om man kan erstatte
tradisjonelle petroleumsbaserte plaster med biologisk nedbrytbar plast. Tidligere forskning har undersgkt dette i
mer landlige omrdder, mens denne studien har mer fokus pG urbane omrdader om vinteren. For G undersgke dette
naermere ble det tatt jordprgver fra Oslo-omrddet og testet pd fire ulike agar med bioplastene; PCL, PES, PBS og
PHBV. Resultatene er tilsvarende de fra tidligere forskning, ndar det gjelder bakterierienes evne til G bryte ned de
ulike plastene. Likevel ser vi at det er faerre plastnedbrytende bakterier og at noen av plasttypene brytes mindre
ned, sammenlignet med tidligere studier i Norge. Mer forskning trengs pd dette omrdadet, men studien gir et
innblikk i hva slags plasttyper en b@r bruke i kaldere bymiljger.

Introduksjon

Syntetiske petroleumsplaster utgjer 99% av plastforbruket i verden (European Bioplastics, 2017). Slike
polymerer er hoyt stabile og brytes ikke lett ned, fordi naturlige mikroorganismer ikke er i stand til &
bryte ned de intramolekylere karbonforbindelsene mellom monomerene (Andrady, 2011; Rochman, et
al., 2015). Disse petroleumsplastene blir vaerende i naturen som mikroplast (plast mellom 0,1 cm og 1um)
(Andrady, 2011). Tilstedeverelsen av mikroplast i miljoet er vist at er skadelig for en stor gruppe planter.
I tillegg virker mikroplast som berer av mange miljogifter, som tungmetaller og farmasgytiske giftstoffer
(Wojnowska-Baryla, Bernat, & Zaborowska, 2022). Det finnes derimot biologisk nedbrytbar plast som har
blitt sett pd som en lovende lgsning til mikroplastproblemet (Tokiwa, Calabia, Ugwu, & Aiba, 2009). Mo-
nomerene i bioplast er bundet sammen med esterbindinger. Det gjor at de lettere kan brytes ned til vann,
karbondioksid og biomasse av alminnelige bakterier som eksisterer i naturen. Derfor er de godt egnet som
nedbrytbare alternativer til mange petroleumsplaster (Arikan & Ozsoy, 2015). Bakteriene produserer ek-
stracelluleere enzymer som bryter polymerer ned til monomerer via hydrolyse av esterbindingene, og andre
enzymer fra bakteriene kan bryte disse ned videre (Bahl, Jigmat, Jashan, & Shankar, 2020).

For at bioplast skal vaere et alternativ til vanlig plast, ma det veere nok av bakterier som kan bryte ned disse
til alle tider. Det har blitt vist at disse bakteriene eksisterer i norsk natur i ett forsgk av professor Colin
Charnock i 2021 (Charnock, 2021). Dette var derimot kun en utforskende studie, og provene var tatt om
véren. Det vil derfor vere interessant & se pd mengden av disse bakteriene i kaldere klima (temperatur <
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0°C). Denne studien har som mal 4 identifisere og kvantifisere plastnedbrytende bakterier fra jordprever i
Oslo-omrédet om vinteren. Dette vil videreutvikle forstaelsen av plastnedbrytende bakterier i Norge, og gi
innsikt i naturens evne til a bryte ned bioplast i kaldere klima.

Metode

For & kunne identifisere og kvantifisere plastnedbrytende bakterier, ble bakterier fra jordprover tatt rundt
Oslo-omrédet stroket utover plastholdig agar. Dette ble gjort for & se etter klaringssoner i agaren rundt
noen av koloniene. En klaringssone betyr at bakteriekulturen har brutt ned plasten, og brukt den som
neering. Metoden brukt her ble forst beskrevet av Charnock som var en pioner innen bruken og produk-
sjonen av plastholdig agar (Charnock, 2021). For & identifisere plastnedbrytende bakterier ble det forst
laget fire ulike agartyper med fire ulike plasttyper. Alle agarene besto av to lag, der det nederste laget var
en 50 % naringsinnholdig R-2A agar (17209; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Over dette laget ble det
tilfort enda ett agar-lag bestaende av ulike typer plast. Det ble brukt fire ulike typer plast: Polykaprolak-
ton (PCL) (MW 50000; Polysciences 25090, Warrington, PA, USA); Poly(etylensuksinat) (PES) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA, Katalog nr. 182036); Polybutylensuccinat (PBS) (Sigma-Aldrich, Katalog
nr. 448028); Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) (PHBV) (Materials Gateway, UK, solgt som
ENMAT Y1000P). Allerede i dag er disse plastene brukt som alternativ til petroleumsbasert plast. Dette i
form av alt fra medisinkapsler til plastposer og bildeler (McKeen, 2017; Chen & Yan, 2020).

Laging av agar
For 4 lage 50 % R-2A ble 4,5 gram R-2A tilsatt i 500 mL ionbyttet vann. R-2A-lgsningen ble sa autoklavert,
for den ble helt over i agarplater.

For & lage den plastholdige agaren ble 0,1 gram surfaktant, N-Dodecanoyl-N-methylglycin natrium salt
(L5777, Sigma-Aldrich) tilsatt til 1 liter fosfat-bufret saltvann (PBS) med en pH pa rundt 7,4. Overforte
s 200 mL hver til 4, 250 mL pyrex Erlenmeyerkolber og tilsatte deretter 3 gram noble agar (J10907.22,
Alfa Aesar, Masachusettes US) til hver kolbe. Bruken av noble agar reduserer mulige urenheter ofte funnet
i agar av lavere kvalitet, og det ga oss et klarere medium som bedre vil kunne vise soner med hydrolyse.
Plastagaren ble autoklavert pd 121°C i 16 minutter.

3 g pulverisert PES og PHBV ble tilsatt 3 mL dimetylsulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich, W387520). 3 g
PBS og PCL ble i stedet tilsatt 4 mL DMSO for lettere & kunne pipetere lgsningen. En konsentrasjon med
DMSO pa < 5 % har en liten pavirkning pa bakterier, og skal ikke pévirke kulturveksten i stor grad (Dyrda,
Boniewska-Bernacka, Man, Barchiewicz, & Slota, 2019). Suspensjonen ble varmet opp til 80°C (130°C for
PBS) til plasten var lost opp. PHBV ble ikke fullstendig last opp, men dannet likevel en homogen lgsning.

Plastlgsningene ble tilsatt den smeltede agaren ved ca. 60°C og ved bruk av ultrasonisk homogenisering
(Vibra-Cell VCX130, Sonics, Seattle, WA, USA med en standard CV18 omformer og 6 mm diameter sonde).
Sonden var ikke steril, men ble desinfisert med etanol. Deretter ble sonden plassert omtrent 8 mm under
overflaten. Plastlgsningene ble tilsatt drapevis med en Pasteur-pipette naerme tuppen av sonden under
sonikering (40 % amplitude med 55 s pa/5 s av pulser). Til slutt ble disse nye lgsningene helt over den
sterknede neringsagaren som et nytt lag.

Ekstraksjon av bakterier fra prgvene

For & undersgke om det finnes bakterier som kan hydrolysere plastforbindelser ble det tatt jordprever fra 4
steder. Det ble samlet inn ca. 5 mL jord som ble holdt i tilneermet lik temperatur som miljoet de ble hentet
fra. Informasjon om provene er gitt i Tabell 1:
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Tabell 1. Oversikt over hvor jordprevene ble tatt, beskrivelse av hva som var i naerheten og hvor langt
under jordoverflaten det ble tatt prover fra.

Prgve Sted Koordinater Beskrivelse av omradet Beskrivelse av jorden
A Akerselva 59.93491753381055, Oversidenavenelvi Tatt rett under gresset
10.75728167262309 industriomrade
B Lysakerelva 59.93379533464311, Oversidenavenelvi Tatt rett under overflaten
10.671805075154161 utkanten av byen
C Smestad 59.933766744041016, Gressplen ved siden av Tatt 2-3 cm under overflaten
gjen- 10.671879363638242 gjenbruksstasjon
bruksstasjon
D Hage 59.959988397518416, Privat hage i utkanten av. Tatt 2-3 cm under overflaten
10.640372588767832 byen

For & separere bakteriene fra jordprevene ble 0,5 gram jord overfort til et ror med en spatelspiss med
glasskuler (@ 2 mm), og tilsatt Maximum Recovery Dilutant (MRD; Oxoid, Hampshire, UK, Katalog nr.
CMo0733) med 0,01 % Tween opp til 5 ml. Provene ble sd behandlet 5 minutter i et ultralydbad, og i en
vortex-mikser i 30 sekunder med avkjelingspause pa 1 min, totalt 3 ganger, for & separere bakteriene fra
de tyngre jordpartiklene. Videre ble det tatt 0,1 mL av den gverste fasen og overfert til eppendorfrer som
deretter ble tilsatt 0,9 mL MRD, til et totalvolum p& 1 mL. Det ble laget en fortynningsrekke med fortynnin-
gene 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 0g 1/100000 for 4 unnga overvekst av bakterier pd agarskalene. Likevel
siden det ikke var mulig & vite hvor mange bakterier det var opprinnelig, ble det brukt flere av fortynnin-
gene. Dette var for a forsikre minst en agarkultur med et tellbart antall kolonier. Agarskélene ble oppbevart
i romtemperatur. Se Tabell 2 for de ulike fortynningene som ble brukt.

Tabell 2. Oversikt over fortynningene av jordprevene som ble testet pd de ulike plastene.

Smestad Gjen-

Fortynning Akerselva Lysakerelva bruksstasjon Hage
1/100 X X X X
1/1000 X x* X X
1/10000 X
1/100000 X x* X X

x = PCL, PES, PBS og PHBV; x* = PES

DNA-isolering og sekvensering fra enkelte bakteriekulturer

Etter a ha sett pa agarskalene som ga kolonier med klare soner, ble de som hadde minst sannsynlighet
for & veere kontaminert med andre kolonier plukket enkeltvis og strgket over pa fersk agar med samme
bioplast. Det ble gjort for a forsikre om det var akkurat denne kolonien som kunne bryte ned plasten. For &
kunne identifisere bakteriekulturene, ble DNA isolert ved bruk av Quick-DNA Magbead Plus Kit (D4082;
Zymo Research, Irvine, CA, USA) og sekvensert med Oxford Nanopore Technology MinION next gene-
ration sequencing (NGS). Det ble gjort som forklart i OsloMets protokoll, som innebar maling av DNA-
konsentrasjon, fragmentering, barkoding, adapterlegering, sekvensering og analyse av DNA-provene (Os-
loMet, 2021). Resultatene herfra ble analysert i real time med WIMP (What’s in my Pot?), for & identifisere
bakteriene (Juul, et al., 2015).
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Resultater

Resultatene skulle helst ha inneholdt bade totalt antall kolonier og antall klare soner, men pa grunn av
overvekst var ikke dette mulig. Overveksten gjorde det umulig & telle antall kolonier pd agarskélene med
fortynning 1/1000 eller lavere. Se figur 1. Det ble derfor kun telt antall klare soner pa agarskalene med
overvekst. Se tabell 3. Likevel viser resultatene fra agarskalene at det finnes bakterier som kan bryte ned
alle plasttypene.

Tabell 3. Oversikt over resultatene fra agarskdalene som viser til hvilken jordpreve, fortynning og plast
som ble brukt. I tillegg til oversikt over antall kolonier totalt og antall plastspisende kolonier.

Jordprgve Fortynning Plast Kolonier totalt Plastnedbrytende kolonier
Akerselva 1/100000 PCL 31 0

1/100000 PBS 37 0

1/100000 PES 46 0

1/100000 PHBV 45 2

1/1000 PCL >100 0

1/1000 PBS >100 0

1/1000 PES >100 6

1/1000 PHBV >100 Store omrader
Lysakerelva 1/100000 PES 2 0

1/10000 PCL 13 0

1/10000 PBS 22 4

1/10000 PES 9 0

1/10000 PHBV 13 0

1/1000 PES 63 0

1/100 PCL >100 0

1/100 PBS >100 1

1/100 PES >100 2

1/100 PHBV >100 Store omrader
Smestad 1/100000 PCL 9 0

1/100000 PBS 7 0

1/100000 PES 9 0

1/100000 PHBV 5 0

1/1000 PCL >100 0

1/1000 PBS >100 0

1/1000 PES >100 5

1/1000 PHBV >100 8
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Figur 1. Bildene A og B viser overvekst av bakterier. I A er det ingen klare soner, mens i B ser man store
omrdder. Blide C viser hvordan en tydelig klar sone er rundt en koloni. D viser f& kolonie uten noen klare
soner.

Fra sekvenseringen fant vi tre ulike bakterietyper.

Tabell 4. Oversikt over resultatene fra sekvenseringen. Hvor bakeriene ble tatt fra og resultatene fra
analysen. Koloni 4 og 5 hadde ikke nok DNA til G bli sekvensert.

Koloni Plasttype Petriskal DNA-konsentrasjon (ng/ug) Bakterie
1 PCL D-3 97,1 Variovorax
2 PES Cc-3 439,2 Bacillus altitudinis )
3 PES Cc-3 45,2 Bacillus safensis )
4 PHBV D-2 8,0 - )
5 PBS B-2 12,7 - )
Diskusjon

I denne studien har vi analysert plastnedbrytende bakterier i norsk, urban jord, og hvorvidt bioplast vil bli
brutt ned i kaldere miljoer. Fra resultatene kunne man se at alle jordprevene inneholdt plastnedbrytende
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bakterier, og vi sd nedbrytning av alle plasttypene. Fra sekvenseringen fikk vi tre ulike bakterietyper, disse
var: Variovorax, Bacillus altitudinis og Bacillus safensis. Dette er bakterier som tidligere er vist & ha plast-
nedbrytende egenskaper (Liu, et al., 2023; Roberts, et al., 2020).

Bacillus er en bakterieart som er kjent for & danne endosporer (Nicholson, Munakata, Horneck, Melosh, &
Setlow, 2000). Det er en mekanisme bakterier bruker hvis forholdene ikke er gunstige, som ved ekstreme
temperaturer. Det innebarer at bakeriene lager metabolsk inaktive sporer som er meget motstandsdyktige,
og kan igjen spire til en vegetativ celle (Nicholson W. L., 2002). Det er derfor mulig at vi hadde inaktive
sporer i jordpravene. De ville ikke brutt ned plast i naturen, men spirte til plastnedbrytende Bacillus sa-
fensis og Bacillus altitudinis pa agarskalene. Agarskalene ble oppbevart i romtemperatur. En videre studie
hvor man dyrker bakteriene ved ulike temperaturer ville derfor veert enskelig for 4 gjore resultatene mer
virkelighetsneere.

Studien viste ingen nye plastnedbrytende bakterier, men viste derimot en lavere konsentrasjon av plast-
nedbrytende bakterier enn en tidligere studie (Charnock, 2021). CFU/g (Colony forming unit/g) til jord-
provene varierte mellom og og var tilsvarende til Charnocks studie. >5 % av koloniene vére lagde klare so-
ner i agaren, men Charnock sd at ca. 10 % av koloniene brgt ned plast (Charnock, 2021). Ser man neermere
pa hvilke bakterier som kom frem i den studien er det ingen overlapp mellom de bakteriene, og de som ble
identifisert i denne studien. Dette kan vere grunnet forskjellen i &rstid og lokasjon prevene ble tatt.

Basert pa lignende klar-sone-teknikker har andre sett pa populasjoner av bakterier i forskjellige miljoer.
En polsk studie rapporterte folgende mengde av arktiske mikroorganismer med evne til & bryte ned de
ulike plastene i synkende rekkefalge: PCL > PBS (Urbanek, et al., 2017). Den samme rekkefglgen ble sett
for mikrober fra jordbruksjord i Thailand (Penkhrue, et al., 2015). Ved & se pd mikroorganismer i ulike
okosystemer har man sett et hoyt og omtrent likt antall PHBV- og PCL-nedbrytere (Nishida & Tokiwa,
1993). I Charnocks studie fant han en omtrent tilsvarende rekkefolge: PHBV > PCL > PBS = PES (Char-
nock, 2021). Den fullstendige rekkefelgen for biologisk nedbrytning av de ulike plastene i denne studien,
basert pa antall forskjellige isolater som produserte klaring i plastholdig agar var som felger: PHBV > PBS
= PES > PCL. Her ser vi betydelig faerre PCL-nedbrytende bakterier som kan vere grunnet tilfeldigheter,
og at denne studien er for liten med for fa prover, men resten samsvarer med tidligere studier. Alle disse
studiene dekker til sammen et bredt spekter av miljoer som kan tyde pé at denne rekkefolgen gjenspeiler
en generell tendens i miljobakterieisolater. I sé fall kan dette bidra til 4 informere framtidige valg av grenn
plast med hensyn til konsekvensene for miljoet.

Ser vi i ettertid pé studien sd er det nok noe smalt for & kunne kartlegge norske miljoer med tanke pa
plastnedbrytende bakterier. Vi tok kun en prove fra hver lokasjon, som igjen var tilfeldig valgt. Selv om
resultatene viser samsvar med tidligere forskning, kunne det veert interessant og gjennomfort flere DNA-
sekvenseringer. Dette for a fa et storre innsyn i hvilke bakterier som kan bryte ned plasten. I tabell 4 er
det vist til 5 kolonier, men vi kunne kun identifisere 3 av dem. Grunnet lav DNA-konsentrasjon var det lite
sannsynlig at vi ville f4 noen konkrete svar hvis vi hadde gjennomfoert en DNA-sekvensering fra de to siste
provene. Likevel ville det nok veert mer gunstig med tanke pa resultatene 4 ha gjennomfort flere DNA-
sekvenseringer. Flere prover fra flere steder og flere sekvenseringer ville gitt oss et mer helhetlig bilde av
plastnedbrytende miljobakerier i Norge.

Konklusjon

Selv om det ikke er en endelig losning pé plastproblematikken, vil en innfasing av biologisk nedbrytbar
plast spare miljoet for mer mikroplast. Flere ulike bakterier med evnen til & bryte ned plast har blitt iden-
tifisert. Denne studien viser en markant nedgang i antall kolonier med evnen til 4 bryte ned plast sammen-
lignet med tidligere undersokelser. Det er vanskelig & si sikkert hva denne forskjellen er grunnet og mer
forskning er nedvendig for & undersoke dette videre. Selv om denne studien fant en lavere konsentrasjon
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av plastnedbrytende bakterier enn tidligere sett, vil det fremdeles vere nok til & hindre at mikroplast blir
verende i naturen. Et bytte til biologisk nedbrytbar plast vil veaere positivt for miljeet, selv i land med kal-
dere klimaer som Norge.
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