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Vagohidi hulladék toll biodegradaciéjanak vizsgdlata Bradford-médszerrel

Meézes Lili — Molndr Szabolcs
Debreceni Egyetem Mezdgerdaség-, Blelmiszertudoményi & Kémyezetgazdalkodasi Kar,
Viz- és Komyezetgazddlkodasi Intézet, Debrecen
mezes@agr.unideb.m

OSSZEFOGLALAS

A baramfi feldolgozcipar egyik legnagyobb mennyiségben keletkezd mellékierméke a nedves, mintegy 50-70% viztartalni toll mely kon-
Jekciondlt termék elédllitdsdra, illetve diszitési célokra nem alfalmas. Fz tobb millié tonndi jelent évente vildgszerte (Williams et al., 1991;
Hegedils et al., 1998). A tollban talilhato keratin fehérje nehexen feltérhatd, lgy tovabbi hasznosttdsa elbit Sfizikai, kémiai ésivagy bioldgiai
eldkezelést sziikséges alkalmazni, melynek a hasznosités modjdhoz kell igazodnia. A toll mikrobidlis illetve enzimatikus tion vald lebontdsa
oldhaté fehérjdkre 8s aminosavakra nagyon kedvezé és viszonylag olesé lehetGséget kindl értékes termélkek elddilitdsdra a kelethend tollbol.
Kutatdsunk célja az volt, hogy meghatirozzuk azt a kéltséghimdl6 és egyszeri médszers, mellyel a vagohidrél sebrmazé baromyfi toll mikvobio-
Idgiai bontdsduak hatékonysdgd! nyomon kévethetjiik, '

Krlesszavak: baromfi toli, biolo'g:‘qi bontds, keratin, keratindz ]
SUMMARY

The 15--20% of the by-producis of meat- and poultry industry — that unsuitable for hinnan consumption — contains keratin. The slaughter
technology of poulfry produces large amount of pouliry feather with 50-70% moisture content, This means more million tons annually
worldwide (Williams ef al., 1991; Hegedils et al., 1998). The keratin content of. feather can be difficulty digested, so physical, chemical
and/or biological pre-ireatment is needed in practice, which has to be set according to the utilization method. The microblological and
enzymatic degradation of feather to soluble protein and amino acids is a very favourable and relatively cheap opportunity fo produce
valuable products af the resulting feather, Our applied treaments were based on the determination of the most effective method, which is able
to follow the biodegradation of waste poultry feather.

Keypwords: poultry feather, biodegradation, keratin, keratinase

BEVEZETES van olyan innovativ fejlesztésekre, modszerek kidol-
gozdsara, melyek lehet8vé teszik alternativ hasznositdsat

Abrojlercsirke vagési terinékei kdziil az emberi fo- (biogédz elBallitas, komposztalds, talajjavito anyag).
gyasztdgra alkalmas hdnyad 60-70%. A baromfi fel- A toll mikrobidlisdlletve enzimatikus titon vald le-
dolgozbipar egyik legnagyobb mennyiségben keletke-  bontésa oldhat6 fehérjékre és aminosavakra nagyon
28 mellékterméke a nedves, mintegy 50-70% viztar- kedvezd és viszonylag olcso lehet8séget kindl értékes

tato toll, mely konfekcionalt termék eldallitasara, il- termékek elballitdsira a keletkezs tollbdl (Wiltiams et
letve diszitési célokra nem alkalmas, Tébb millié ton- al., 1990; Shih, 1993). Kutatdsi eredmények a kozel-
nét tesz ki évente vilagszerte (Williams et al., 1991; miiltban bebizonyitottdk, hogy a madarak tolldn 1&v§
Hegedis et al., 1998). A toll fehérje, az Gigynevezett  baktériumok kéziil néhény képes a keratint feltarni, fgy
keratin oldhatatlan, magas szerkezeti stabilitdssal ren- a tollat gyorsan lebontani laboratériumi kériiimények
delkezik és nagy a fehérjebonté mikrobdkkal szem- kizott (Lucas et al,, 2005). A tolthont6 baktérinmok
beni cllendllé-képessége a diszulfid-, a hidrogén-, a képesek a béta-keratin lebontdsdra (Onifade et al.,
kristaly- és més keresztkdtések miatt (Kunert, 1973; 1998; Lucas et al., 2003; Gunderson et al,, 2009). Kao
Kaluzewska et al., 1991). Nehezen feltarhaté az olyan €s'Lai (1995) a Gram-pozitlv, palcika formajn, endo-
enzimek szdmdra, mint a tripszin, pepszin és papain  spords Bacillus spp.-t a toll a talajban taldlhat6 legha-
(Letourneau et al., 1998). Degradédcidjihoz specidlis tékonyabb keratinbontdjaként azonositottdk, Fakhfakh
fehérjebontd (keratinbont6) mikroorganizmusokravan et al. (2012) tanulményukban a Bacillus pumilis Al
szitkség (E16di, 1980; Cohlberg, 1993; Steinert, 1993; torzs 4ltal termelt toll fehérje hidrolizdtumrél irtak, me-
Onifade et al., 1998). Bz az oka annak, hogy a tollhul- lyet egy helyi vagohid 4ltal szennyezett vizben izolal-
ladékok kezelése s drtalmatlanitisa nehézségekbe iit- tak. A legtobb tanulmény a Bacillusok térzsére foku-
kbzik, Fizikai, kémiai és/vagy biologiai feltarasuk  szdl, még specifikusabban a Bacillus licheniformis-ra,
szilkséges, melyek sordn felbomlanak a keratin felthr-  igy t6bbek kézott Williams et al. (1990) is, akik a toll-
hatdsdgat akadalyozé cisztein-kotések (Hegedtis et al., bonté Bacillus licheniformis PWD-1-t izolaltdk barom-
1998; Perei et al., 2004; Biro et al., 2008). Magyar- ii vagohidi hulladék aerob kivonatbdl, Wang és Shih
orszagon régen toll-lisztet gyartottak belSle, melyet ta- (1999) vizsgaltdk keratindz-termeld képességét, mig
karményozdsi célra haszndltak fel. Amddositott egész-  mds kutaték biotechnolégiai médszerrel 4ltitottak el3 a

ségligyi jogszabélyok (1576/2007/EK rendeletre m6-  beta-keratin bont4sénak fokozAsa érdekében (Lin et al., -

dositott 1774/2002/EK eurbpai parlamenti és tancsi 1995), Magyarorszégon Kovics et al. (2002) &s Perei
rendelet) ezt mér nem teszik lehetdve, lerakdsa hulla- et al. (2004) folytattak kisérleteket Bacillus lichenifor-
déklerako telepen nem engedélyezett, tehét szitk§ég  mis-sal, az dltaluk a természetbsl elkiilonitett béktéri—_
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um (Bacillus licheniformis KK1) extracelluléris prote-
Azt termel, és enzimatikus képessége révén teljesen el-
bontja a szdrt és a toflat,

ANYAG ES MODSZER

A baromfi toll f6bb min&ségi paramétereinek vizs-
galata

A vég6hidrédl szdrmazo nedves baromfi toll eléke-
zelésének elsd 1épéseként a tollat Raypa tipustt mikro-
processzor-vezérelt széritisos és elé-vikuumos sterili-
7416 autokldvban gbzzel (115 °C), thlnyoméson (1,5
2,5 aim) steriliz4ltuk, :

A felhasznalt vagdhidi baromf toll szén- és nitro-
gén-tartalmat elemeztiik. A tollminta szdritdsa 80 °C-on
2 h idBtartamig szaritoszekrényben tortént. A mintak
szdraz- &g szervesanyag-tartalmét az MSZ 318-3:1979
és MSZ 318-3:1979 alapjén hatdroztuk meg. A toll
szén- és nitrogén-tartalmat a Batortrade Kft, kézponti
laboratériumaban Elementar VARIO EL® univerzalis
analizator segitségével hataroztak meg.

Alkalmazott baktériumtirzs jellemzése, fenntartisa

Vizsgalataink sordn a Bacillus licheniformis KX1
baktérium torzset alkalmaztuk (Kovécs et al., 2002;
Perei et al.,, 2004). A Bacillus licheniformis Pesti
(2001) szerint valodi baktériumok csalddjaba tartozik
(Eubacteria), czen beliil a Gram-pozitiv baktérimok
* (Firmicutes) divizitjdba, és a Bacilli osztilyba sorolha-
16. A keratinbont6 Bacillus licheniformis KK1-es thrzse
aerob, endospords, palcika formajh baktérium, mely-
nek pH-igénye semleges, hémérséklet igénye 30-50 °C
kozott, optimuma 42 °C-on van (Balint et al., 2005;
Bagi, 2006). Peptid antibiotikumot termel. Térolhato-
sAga -+4 °C-on folyékony tdptalajon 1-2 hét, tdpleme-
zen 0,5-1 év. A baktérium tolerdns a kbrnyezeti, biogén
feltételekkel szemben (Bagi, 2006).

LB téptalajt hasznaltunk fel a baktérium fenntarta-
séra, melynek osszetétele (g/L): pepton, 10; élesztd ki-
vonat, 5; és NaCl, 5 (Milter, 1972). A folyékony LB
taptaiaj kémhatdsanak beallitdsa pH 7,5-re Tris-HCl-
dal tortént. A pH beéllitasdhoz HANNA HI2550 tipusi
multifunkcionalis pH/ORP/hémérséklet/ EC/TDS/NaCl
mérdmiiszert (méréshatar: 0-14 pH+0,01; 20+ 120°C
+ 0,4) hasznéltunk. Az autokldvozést kivetden vald-
sult meg az inkubdcié 42 °C-on 200 rpm razatdssal
Heidolph Unimax 1010 tipusii inkubétoros razégep-
ben. A sejtszdmlalds Biirker kamréban t6rtént Alpha
BIO-3CCD fénymikroszkdp alatt. A baktériumok sejt-
szdmra 91x106 sejt/ml volt. A vizsgélatokhoz sziiksé-
ges 4-5x10° sejt/ml sejiszami oltbanyagot higitdssal
(steril desztillalt viz) allitottuk eld (4,55%10° sejt/ml).

Keratin aktivitds mérése folyékony taptalajon

A folyékony téptalajokban a toll: viz elegy oltisa
utén a hidrolizis hatékonysagénak meghatérozésa volt
a cél, mely az oldott fehérje-tartalom véltozds monito-
rozésa alapjén valésult meg Bradford-mdédszerrel
(1976). Az alkalmazott folyékony téptalajok Gsszeté-
tele az 1. tabldzatban lathato, &

1. tabldzat
Alkatmazott folyékony téptalajok Bsszeftele

A — Fakfakh et al, (2012) (11 ()

KILPOs 0,5
K,HPO, 0,5
NaCl 2,0
KCl 0,1
MpS0. (7 HoO) 0,1
B — Okoroma ef al, (2012) (11) (g/)

KIH,PO, 0.7
KHPO, L4
NaCl 0,3
 MgS80, (7 H;0) 0,1

Table 1: Composition of applied liquid medium

A téptalaj feltoltése 1 literre steril desztilidlt vizzel,
a pH beéllitdsa Tris-HC! pufferrel tortént (pH 7,5)- A
folyékony téptalajokbo! 200 ml 500 ml-es lombikba
dntése utdn 2 g egész baromfi toll kertilt ethelyezésre,
majd 4,55x 10° sejt/m] sejtszdma Bacillus licheniformis
KK1 térzzsel tortént az oltds. Az inkubdcié 42 °C-on
200 rpm rézatéssal Heidolph Unimax 1010 tipus in-
kubatoros rézégépben valdsult meg. A tipoldat optikai
denzitds4t (OD) Secomam gydrtményt Athelie Junior
tipush spektrofotométerrel, 595 nm-en vizsgatiuk.

Fehérje-koncentricié meghatirozdsa Bradford-
médszerrel folyékony taptalajbdl -

Az eljirs a Coomassie Brilliant Blue G250 festék
azon tulajdonsdgén alapszik, hogy savas kzegben ko-
t8dik (elektrosztatikus és van der Waals kolcsonhatés-
sal) a fehérjékhez (a fehérje arginin- és lizin-részeihez
kotédik), ebbbl kdvetkezik, hogy a kiilonbdzd fehér-
jék meghatérozésa sorén a vélaszok eltériek lehetnek.
Ezért a referenciaanyagként hasznélt fehérjének azo-
nosnak kell fennie a vizsgilandé fehérjével. Ekkor el-
nyelési maximuma 465-r61 595 nm-re tolédik el.

Akalibraciés gorbe elkészitéséhez egy higitdsi sort
készittiink az dsszehasonlité oldatbél, melyhez Bovine
serum albumin oldatot hasznaltunk (10 pl, 20 pi, 40 pl,
60 pl, 80 ul, 100 pl,) (Walker et al., 2002), A vakminta
100 pt desztill4it viz volt. Wathman nol. szfir6papir se-
gitségével megszlirtitk a mintdkat, A feliilisz6bol tor-
tént szfirés utdn fotométerrel a fehérje-tartalom meg-
hatarozésa (kontroll, higitdsi sor és a Bovine serum al-
bumin mérése). A vizsgalt oldatokhoz szintén 5 ml
Coomassic Brilliant Blue reagenst adtunk, dsszerazas
utén 2 perc, illetve ismételt dsszerdzds utén 1 6ra malva
595 nm-n megmértilk az oldatok abszorbancigjat. A ka-
pott értékeket a kalibracios gorbéhez viszonyitva meg-
4llapithaté volt a mintak fehérje koncentricidja. A fe-

‘hérje-koncentracié mérése 5 napon keresztill naponta

tortént a folyékony taptalajokbol. ‘
EREDMENYEK

A kisérlet beallitisa el6tt a baromfi toll mintdkban
megmértik a szdraz- és szervesanyag-tartalmat, A vi-
gohidrél a toll dtlagosan 67%-0s nedvesség-tartalommal
keriilt ki. A toll szervesanyag-tartalméanak atlaga széraz-
anyag-tarfalomra vonatkoztatva 66% volt. A felhasznalt
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;fégéhidi baromfi toll mintdk szén- és nitrogén-tartalma- abszorbanci4fh fehérje (Bovine serum albumin oldat
nak vizsgdlati eredményeit a 2. tdbldzaf szemlélteti. 1 mg/ml fehérje-tartalom) alkalmazisdval készitettiik

el, melynek eredménye az 1. dbrdn figyelhets meg,
2. tabldzat
A baromfi toll mindségi paraméterei 1. dbra: Fehérje koncentrdcié meghatirozdsa
kalibrdcids giirbe alapjan

Mintik Szén-tartalom Nitrogén-tartalom

szdma(l) (%)(2) (96)(3) Abs(3) Kalibrdcids gbrbe(1)
1. 30,59 14,31 0,30
2. . 5366 14,605 025 |
3. 50,58 14,81
4, - 12,63 0,20
Atlag(4) 51,61 14,09 0,15 -
Sz6rds(5) +1,78 +0,995 .
Tuble 1: Quality pavameters in the pouliry feather 0.10 1
Number of samples(1}, Carbon-content (34)(2), Total-N-content 0,05 0,19 mg/ml
. L
(%0)(3), Mean(4), Deviatian(5) ool —
A keratin elsBsorban szénb6l (50-55%), oxigénbél e iy 08 09 1 L1
(25-30%), hidrogénb8l (15-1 8%), nitrogénbél (7-
8%), kénbbl (0,5-2%) 4ll, de nyomokban tartalmaz Figure I; Determination of protein concentration based on
bort, klért, vasat is (Addm, 2001). Osszehasoniitva a  calibration curve _
vizsgélati eredményekkel, a toll minta szén-tartalma meg- Calibration curve(1), Soluble profein concentration (mg ml)(2),

egyezett (51,6%), nitrogén-tartalma viszont magasabb- Absorbance(3)
nak (14,1%) bizonyult. A vizsgélt toll minta fehétje-
tartalma (nitrogén-tartalom®6,25) 4tlagosan 88,1£6,22% Akalibrécids gorbe segitségével me ghatérozhatjuk
-volt. Bz az érték megegyezett Papadopoulos (1985) a mintdk oldott fehérje-koncentrécibjat a kdvetkezs
vizsgdlatai eredményeivel, mely szerint a szdraz toll médon. A mérési adatok kiziil valagszunk ki egy ab-
85-99% nyersfehérjét tartalmaz. A keratin feltAr6désé-  szorbancia értéket. Bzt az értéket felvessziik a kalibra-
val tehdt jol nyomon kévethet a toll degradécidjnak  cids giitbe Y tengelyén, majd ebbél a ponthdl merble-
mértéke. gesen elmetssziik a gorbét, az igy kapott metszéspont-
Az alkalmazott A és B tipusd taptalaj (1. tdbldzar) bol merlegest llitunk az X tengelyre, az gy kapott
eseten is napi 4-4 minta fehérje-koncentrdcidjanak metszéspont értékének leolvasésdval megkapjuk a min-
elemzése valosult meg. Emellett naponta megtortént a ték oldott fehérje-koncentraciéjat, ami jelen esetben
baktériumok sejtszdmolédsa Biirker kamra segitsépével. 0,19 mg/mi. Az Gsszes oldott fehérje-koncentricid &rté-
A Bradford-modszer alapjén t6rténd fehérje koncent- keinek kiszdmftasa utdn dsszevethetjitk a két taptalaj
récié méréséhez szitkséges kalibrécios gorbét ax ismert hatékonységat (3. tabfizat).

3. tdbldzat
Fehérje-koncentracié viltozdsdnak folyamata killsnbozé tiptalajok esetén
: . Otdatt fehérje-koncentrdci6 (mg/mi)(2)
Téptalaj tf 1
plaly] tipusal(l) 1. nap(3) 2. nap(3) 3. nap(3) 5. nap(3)
A 0,09010,014 0,1940,000 - 0,49 +0,028 0,65+0,000
B - 0,01240,014 0,240,014 0,57 H0,014 0,760,078

Table 3: Process of protein concentration changes in different media
Type of medium(1), Soluble protein concentration (mp ml)(2), Day(3)

Megallapithaté, hogy a B tipust: folyékony taptalaj razhatd, mely az azonos t6meggel (2 g) és egész tol-
sszetétele kedvezBbb volt a Bacillus licheniforniis  lakkal bedllftott kisérlet ellenére is fennallt, Homogé-
KK1 baktérium szdméra, A B tipusd téptalajon az utol- nebb baromfi toll minta 4llithaté el8, ha az egész tolla-
86 mérés eredményei kdzoit jelentBs volt a szoras &rié- kat ledardljuk. A keratin fehérje degradécitjanak mér-
ke (0,078 mg/mt), mely 15%-os eltérésnek felel meg. tékét kiilonbdzo taptalajok esetében a 4. 1dbldzat szem-
Az eltérés a tollak eltérd szerkezeti felépitésével magya- 1é1teti. : .

4, tdbldzat
Keratin degradicié mértéke kiilsnbszd taptalajok esetén

Keratin degraddcié mértéke (%)(2)

Téptala tipusa(1) 1. nap(3) 2. nap(3) 3, nap(3) 5. nap(3)
A 1,02 2,16 3,56 737
B . 0,14 2,72 647 ' 8,62

Tuble 4: Keratin degradation rate in different media "
Type of medium(1), Keratin degradation rate (mg mi-)(2), Da)_'@)
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Akeratin feltarodasanak mértcket elemezve a B ti-
pust taptalaj bizonyult eredményesebbnek (11,25%)
azonos toll mennyiségek esetén.

A folyékony taptalajos vizsgalatok mésik targya a
baktérium sejtszam novekedésének figyelemmel kis¢-
rése volt. A fehérie koncentraci6é mérése mellett min-

den mérés alkalméaval Bijrker kamra segitsépével meg-
szAmoltuk a baktériumok sejtszamat (5. iabldzat).

Ha dsszevetjiik a kapott eredménycket az oldott fe-
hérje—koncentréciékkal, egyenes ardnyossig mutathato
ki az oldott fehérje-tartalom &s a baktériurmszam LozOth.

5. tabldzat

Baktérium sejtszam vAltozdsa az alkalmazott taptalajokban
. Baktérium sejtszam (<10° sejt/mb(2)
TFéptalaj tfpusall
ptalaj sfpusa(l) 0. nap(3) 1. n2p(3) 2. nap(3) 3. nap() 5.02p3) _ -
A 4,55+0,00 9,040,28 16,740,42 45,3%1,56 © 57,6¢1,13
4,5540,00 10,220,56 21,841,13 51,2¢1,13 69,6+4,53

Tuble 5: Keratin degradation rate in different media

Type of medium(1), Bacterial cell numiber (x107 eell mi)(2), Day(3)

K&VETKEZTETE’SEK

Az sszes oldott fehérj e-koncentracio eredményei
alapjan megéllapithatd, hogy a B tipusi folyékony tAp-
talaj osszetétele kedvez8bb volt a vizsgalt haktérium
szAméra. A keratin feltarodasénak mériéke 1,25%kal
yolt eredményesebb a B tipust taptalaj esetén. A folyé-
kony taptalajon végzett kisérletek eredményei rAmu-
tattak arra, hogy @ Bacillus licheniformis KK1 sejt-
szAma fiigg a taptalajok ssszetélelétd], nemesak a tap-
talajban 1&vd toll mennyiségétdl. A baktérium sejtszé-
mok alapjén is a nagyobb alium-foszfat és dikalinm-
foszfat-tartalmt, illetve alacsonyabb NaCl-tartalmi B
téptalaj bizonyult hatékonyabbnak. A B téptalaj ho-
zamfokozd hatasanak pontos okt ceak tovabbi célzott
vizsgalatokkal (NaCl, K,HPOL) lehet pontosan leha-

tarolni. Egyenes arényossag volt Limutathaté az oldott

fehérje—koncentrécié &5 a baktériumszam kozott, mely
alapjan tehdt meghatérozhaté a keratinaktivitds, igy 2
keratin degraddcidjanak mértékére is.
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