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OSSZEFOGLALAS

A baromfi feldolgozoipar egyik legnagyobb mennyiségben keletkezé mellékterméke a nedves, mintegy 50—70% viztartalmu toll, mely kon-
fekcionalt termék eldallitasdra, illetve diszitési célokra nem alkalmas. Ez tobb millio tonnat jelent évente vilagszerte (Williams et al., 1991;
Hegediis et al., 1998). A tollban talalhato keratin fehérje nehezen feltarhato, igy tovabbi hasznositdasa eldtt fizikai, kémiai és/vagy biologiai
eldkezelést sziikséges alkalmazni, melynek a hasznositas modjahoz kell igazodnia. A toll mikrobidlis illetve enzimatikus iton valo lebontdsa
oldhato fehérjékre és aminosavakra nagyon kedvezd és viszonylag olcso lehetéséget kinal értékes termékek eléallitasara a keletkezd tollbol.
Kutatasunk célja az volt, hogy meghatdarozzuk azt a kéltségkiméls és egyszerii modszert, mellyel a vagohidrél szarmazé baromfi toll mikrobio-
l6giai bontasanak hatékonysagat nyomon kévethetjiik.

Kulcsszavak: baromfi toll, biologiai bontas, keratin, keratindz
SUMMARY

The 15-20% of the by-products of meat- and poultry industry — that unsuitable for human consumption — contains keratin. The slaughter
technology of poultry produces large amount of poultry feather with 50-70% moisture content. This means more million tons annually
worldwide (Williams et al., 1991, Hegediis et al., 1998). The keratin content of feather can be difficulty digested, so physical, chemical
and)/or biological pre-treatment is needed in practice, which has to be set according to the utilization method. The microbiological and
enzymatic degradation of feather to soluble protein and amino acids is a very favourable and relatively cheap opportunity to produce
valuable products of the resulting feather. Our applied treatments were based on the determination of the most effective method, which is able
to follow the biodegradation of waste poultry feather:
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BEVEZETES van olyan innovativ fejlesztésekre, modszerek kidol-

gozasara, melyek lehetdvé teszik alternativ hasznositasat

A brojlercsirke vagasi termékei koziil az emberi fo- (biogaz eldallitas, komposztalas, talajjavitd anyag).

gyasztasra alkalmas hanyad 60-70%. A baromfi fel- A toll mikrobialis illetve enzimatikus uton valo le-
dolgozodipar egyik legnagyobb mennyiségben keletke- bontasa oldhaté fehérjékre és aminosavakra nagyon
z6 mellékterméke a nedves, mintegy 50-70% viztar- kedvezd és viszonylag olcso lehetdséget kinal értékes
talmu toll, mely konfekcionalt termék eléallitasara, il- termékek eldallitasara a keletkezd tollbol (Williams et
letve diszitési célokra nem alkalmas. Tobb millio ton- al., 1990; Shih, 1993). Kutatasi eredmények a kozel-
nat tesz ki évente vilagszerte (Williams et al., 1991; multban bebizonyitottak, hogy a madarak tollan 1év6
Hegedis et al., 1998). A toll fehérje, az tigynevezett baktériumok koziil néhany képes a keratint feltarni, igy
keratin oldhatatlan, magas szerkezeti stabilitassal ren- a tollat gyorsan lebontani laboratériumi koriilmények

delkezik és nagy a fehérjebonté mikrobakkal szem- kozott (Lucas et al., 2005). A tollbontd baktériumok
beni ellenallo-képessége a diszulfid-, a hidrogén-, a képesek a béta-keratin lebontdsara (Onifade et al.,
kristaly- és mas keresztkotések miatt (Kunert, 1973; 1998; Lucas et al., 2003; Gunderson et al., 2009). Kao
Kaluzewska et al., 1991). Nehezen feltarhato az olyan ¢és Lai (1995) a Gram-pozitiv, palcika formaja, endo-
enzimek szamdra, mint a tripszin, pepszin €s papain sporas Bacillus spp.-t a toll a talajban talalhato legha-
(Letourneau et al., 1998). Degradaciojahoz specialis tékonyabb keratinbontdjaként azonositottak. Fakhfakh
fehérjebonto (keratinbontd) mikroorganizmusokra van et al. (2012) tanulmanyukban a Bacillus pumilis Al
sziikség (Elddi, 1980; Cohlberg, 1993; Steinert, 1993; torzs altal termelt toll fehérje hidrolizatumrdl irtak, me-
Onifade et al., 1998). Ez az oka annak, hogy a tollhul- lyet egy helyi vagohid altal szennyezett vizben izolal-
ladékok kezelése és artalmatlanitasa nehézségekbe fit- tak. A legtobb tanulmany a Bacillusok torzsére foku-
kozik. Fizikai, kémiai és/vagy biologiai feltarasuk szal, még specifikusabban a Bacillus licheniformis-ra,
sziikséges, melyek soran felbomlanak a keratin feltar- igy tobbek kozott Williams et al. (1990) is, akik a toll-
hatésagat akadalyozo cisztein-kotések (Hegedis et al., bonté Bacillus licheniformis PWD-1-t izolaltak barom-
1998; Perei et al., 2004; Biré et al., 2008). Magyar- fi vagohidi hulladék aerob kivonatbol. Wang és Shih
orszagon régen toll-lisztet gyartottak beldle, melyet ta- (1999) vizsgaltak keratinaz-termeld képességét, mig
karmanyozasi célra hasznaltak fel. A modositott egész- mas kutatok biotechnoldgiai modszerrel allitottak el a
ségiigyi jogszabalyok (1576/2007/EK rendeletre mo- beta-keratin bontasanak fokozasa érdekében (Lin et al.,
dositott 1774/2002/EK europai parlamenti €s tanacsi 1995). Magyarorszagon Kovacs et al. (2002) és Perei
rendelet) ezt mar nem teszik lehetové, lerakasa hulla- et al. (2004) folytattak kisérleteket Bacillus lichenifor-
déklerako telepen nem engedélyezett, tehat sziikség mis-sal, az éltaluk a természetbdl elkiilonitett baktéri-
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um (Bacillus licheniformis KK 1) extracellularis prote-
azt termel, és enzimatikus képessége révén teljesen el-
bontja a szort és a tollat.

ANYAG ES MODSZER

A baromfi toll fobb minéségi paramétereinek vizs-
galata

A vagohidrol szarmazo nedves baromfi toll eldke-
zelésének els6 1épéseként a tollat Raypa tipusti mikro-
processzor-vezérelt szaritasos ¢és elé-vakuumos sterili-
zalé autoklavban gézzel (115 °C), talnyomason (1,5—
2,5 atm) sterilizaltuk.

A felhasznalt vagohidi baromfi toll szén- és nitro-
gén-tartalmat elemeztiik. A tollminta szaritasa 80 °C-on
8 h id6tartamig szaritoszekrényben tortént. A mintak
szaraz- ¢s szervesanyag-tartalmat az MSZ 318-3:1979
és MSZ 318-3:1979 alapjan hataroztuk meg. A toll
szén- ¢és nitrogén-tartalmat a Batortrade Kft. kozponti
laboratoriumaban Elementar VARIO EL® univerzalis
analizator segitségével hataroztak meg.

Alkalmazott baktériumtorzs jellemzése, fenntartasa

Vizsgalataink soran a Bacillus licheniformis KK1
baktérium torzset alkalmaztuk (Kovacs et al., 2002;
Perei et al., 2004). A Bacillus licheniformis Pesti
(2001) szerint valddi baktériumok csaladjaba tartozik
(Eubacteria), ezen beliill a Gram-pozitiv baktérimok
(Firmicutes) divizidjaba, és a Bacilli osztalyba sorolha-
to. A keratinbonto6 Bacillus licheniformis KK 1-es torzse
aerob, endosporas, palcika formaju baktérium, mely-
nek pH-igénye semleges, hdmérséklet igénye 30-50 °C
kozott, optimuma 42 °C-on van (Balint et al., 2005;
Bagi, 2006). Peptid antibiotikumot termel. Tarolhato-
saga +4 °C-on folyékony taptalajon 1-2 hét, tapleme-
zen 0,5—1 év. A baktérium tolerans a kdrnyezeti, biogén
feltételekkel szemben (Bagi, 2006).

LB taptalajt hasznaltunk fel a baktérium fenntarta-
sara, melynek Osszetétele (g/L): pepton, 10; éleszto ki-
vonat, 5; és NaCl, 5 (Miller, 1972). A folyékony LB
taptalaj kémhatasanak beallitasa pH 7,5-re Tris-HCI-
dal tortént. A pH beallitdisahoz HANNA HI2550 tipust
multifunkcionalis pH/ORP/hémérséklet/EC/TDS/NaCl
méromiiszert (méréshatar: 0—14 pH+0,01; -20+ 120 °C
+ 0,4) hasznaltunk. Az autoklavozast kdvetéen valo-
sult meg az inkubacio 42 °C-on 200 rpm razatassal
Heidolph Unimax 1010 tipusu inkubatoros razogép-
ben. A sejtszamlalas Biirker kamraban tortént Alpha
BIO-3CCD fénymikroszkop alatt. A baktériumok sejt-
szamra 91x10° sejt/ml volt. A vizsgalatokhoz sziiksé-
ges 4-5x10° sejt/ml sejtszamu oltdanyagot higitassal
(steril desztillalt viz) allitottuk el6 (4,55%10° sejt/ml).

Keratin aktivitas mérése folyékony taptalajon

A folyékony taptalajokban a toll: viz elegy oltasa
utan a hidrolizis hatékonysaganak meghatarozasa volt
a cél, mely az oldott fehérje-tartalom valtozas monito-
rozasa alapjan valdésult meg Bradford-moédszerrel
(1976). Az alkalmazott folyékony taptalajok dsszeté-
tele az 1. tablazatban lathato.

1. tablazat
Alkalmazott folyékony taptalajok dsszetétele

A — Fakfakh et al. (2012) (1 1) (g/l)

KH,PO, 0,5
K,HPO, 0,5
NaCl 2,0
KCl1 0,1
MgSO4 (7 H,O) 0,1

B — Okoroma et al. (2012) (1 1) (g/l)
KH,PO, 0,7
K,HPO, 1,4
NaCl 0,5
MgSO, (7 H,0) 0,1

Table 1: Composition of applied liquid medium

A taptalaj feltoltése 1 literre steril desztillalt vizzel,
a pH beallitasa Tris-HCI pufferrel tortént (pH 7,5). A
folyékony taptalajokbol 200 ml 500 ml-es lombikba
ontése utan 2 g egész baromfi toll keriilt elhelyezésre,
majd 4,55x10° sejt/ml sejtszamu Bacillus licheniformis
KK torzzsel tortént az oltas. Az inkubacié 42 °C-on
200 rpm razatassal Heidolph Unimax 1010 tipust in-
kubatoros razogépben valosult meg. A tapoldat optikai
denzitasat (OD) Secomam gyartmanyt Athelie Junior
tipust spektrofotométerrel, 595 nm-en vizsgaltuk.

Fehérje-koncentracié meghatiarozasa Bradford-
modszerrel folyékony taptalajbdl

Az eljaras a Coomassie Brilliant Blue G250 festék
azon tulajdonsagan alapszik, hogy savas kozegben ko-
todik (elektrosztatikus és van der Waals kolcsonhatas-
sal) a fehérjékhez (a fehérje arginin- és lizin-részeihez
kotodik), ebbdl kovetkezik, hogy a kiilonb6zo fehér-
jék meghatarozasa soran a valaszok eltéréek lehetnek.
Ezért a referenciaanyagként hasznalt fehérjének azo-
nosnak kell lennie a vizsgalando fehérjével. Ekkor el-
nyelési maximuma 465-r61 595 nm-re tolodik el.

A kalibracios gorbe elkészitéséhez egy higitasi sort
készittiink az 6sszehasonlito oldatbol, melyhez Bovine
serum albumin oldatot hasznaltunk (10 pl, 20 pl, 40 pl,
60 pl, 80 pl, 100 ul,) (Walker et al., 2002). A vakminta
100 pl desztillalt viz volt. Wathman nol. sziirdpapir se-
gitségével megsziirtiik a mintakat. A feliiliszobol tor-
tént szlirés utdn fotométerrel a fehérje-tartalom meg-
hatarozasa (kontroll, higitasi sor és a Bovine serum al-
bumin mérése). A vizsgalt oldatokhoz szintén 5 ml
Coomassie Brilliant Blue reagenst adtunk, 0sszerazas
utan 2 perec, illetve ismételt 6sszerdzas utan 1 6ra mulva
595 nm-n megmértiik az oldatok abszorbancidjat. A ka-
pott értékeket a kalibracios gorbéhez viszonyitva meg-
allapithato volt a mintak fehérje koncentracioja. A fe-
hérje-koncentracio mérése 5 napon keresztiil naponta
tortént a folyékony taptalajokbol.

EREDMENYEK

A kisérlet beallitasa eldtt a baromfi toll mintakban
megmértiik a szaraz- és szervesanyag-tartalmat. A va-
go6hidrdl a toll atlagosan 67%-o0s nedvesség-tartalommal
keriilt ki. A toll szervesanyag-tartalmanak atlaga szaraz-
anyag-tartalomra vonatkoztatva 66% volt. A felhasznalt
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vagohidi baromfi toll mintak szén- és nitrogén-tartalma-
nak vizsgalati eredményeit a 2. tablazat szemlélteti.

2. tablazat
A baromfi toll minéségi paraméterei

Mintdk Szén-tartalom Nitrogén-tartalom

szdma(l) (%)(2) (%)(3)
1. 50,59 14,31
2. 53,66 14,605
3. 50,58 14,81
4. - 12,63
Atlag(4) 51,61 14,09
Sz6rés(5) +1,78 +0,995

Table 1: Quality parameters in the poultry feather
Number of samples(1), Carbon-content (%)(2), Total-N-content
(%)(3), Mean(4), Deviation(5)

A keratin elsdsorban szénbdl (50-55%), oxigénbdl
(25-30%), hidrogénbdl (15-18%), nitrogénbdl (7—
8%), kénbdl (0,5-2%) all, de nyomokban tartalmaz
bort, klort, vasat is (Adém, 2001). Osszehasonlitva a
vizsgalati eredményekkel, a toll minta szén-tartalma meg-
egyezett (51,6%), nitrogén-tartalma viszont magasabb-
nak (14,1%) bizonyult. A vizsgalt toll minta fehérje-
tartalma (nitrogén-tartalom*6,25) atlagosan 88,1+6,22%
volt. Ez az érték megegyezett Papadopoulos (1985)
vizsgalatai eredményeivel, mely szerint a szaraz toll
85-99% nyersfehérjét tartalmaz. A keratin feltarodasa-
meértéke.

Az alkalmazott A és B tipusu taptalaj (1. tabldzat)
elemzése valosult meg. Emellett naponta megtortént a
baktériumok sejtszamolasa Biirker kamra segitségével.
A Bradford-modszer alapjan torténd fehérje koncent-
raci6 méréséhez sziikséges kalibracios gorbét az ismert

abszorbanciaju fehérje (Bovine serum albumin oldat
1 mg/ml fehérje-tartalom) alkalmazasaval készitettiik
el, melynek eredménye az /. abran figyelhetd meg.

1. abra: Fehérje koncentracio meghatarozasa
kalibracios gorbe alapjan

Abs(3) Kalibrécios gorbe(1)
0,30

0,25 -
0,20
0,15
0,10
0,05 0,19 mg/ml

0,00 T T T T T T
0o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1 1,1
Oldott fehérje-koncentracio (mg/ml)(2)

Figure 1: Determination of protein concentration based on
calibration curve
Calibration curve(1), Soluble protein concentration (mg ml')(2),
Absorbance(3)

A kalibracios gorbe segitségével meghatarozhatjuk
moédon. A mérési adatok kozil valasszunk ki egy ab-
szorbancia értéket. Ezt az értéket felvessziik a kalibra-
ci6s gorbe Y tengelyén, majd ebbdl a pontbol merdle-
gesen elmetssziik a gorbét, az igy kapott metszéspont-
bol merdlegest allitunk az X tengelyre, az igy kapott
metszéspont értékének leolvasasaval megkapjuk a min-
0,19 mg/ml. Az &sszes oldott fehérje-koncentracio érté-
keinek kiszamitasa utan osszevethetjiik a két taptalaj
hatékonysagat (3. tablazat).

3. tablazat
Fehérje-koncentracié valtozasanak folyamata kiilonb6z6 taptalajok esetén
. L Oldott fehérje-koncentracié (mg/ml)(2)
Téptalaj tipusa(l)
1. nap(3) 2. nap(3) 3. nap(3) 5. nap(3)
A 0,090+0,014 0,19+0,000 0,49 +0,028 0,65+0,000
B 0,012+0,014 0,24+0,014 0,57 £0,014 0,76+0,078

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

Megallapithato, hogy a B tipusu folyékony taptalaj
Osszetétele kedvezobb volt a Bacillus licheniformis
KK baktérium szamara. A B tipust taptalajon az utol-
s6 mérés eredményei kozott jelentds volt a szoras érté-
ke (0,078 mg/ml), mely 15%-os eltérésnek felel meg.
Az eltérés a tollak eltérd szerkezeti felépitésével magya-

razhat6, mely az azonos tomeggel (2 g) és egész tol-
lakkal beallitott kisérlet ellenére is fennallt. Homogé-
nebb baromfi toll minta allithaté el, ha az egész tolla-
tékét kiillonboz6 taptalajok esetében a 4. tablazat szem-
1€lteti.

4. tablazat
Keratin degradaciéo mértéke kiilonbozo taptalajok esetén
. L Keratin degradéicié mértéke (%)(2)
Taptalaj tipusa(1l)
1. nap(3) 2. nap(3) 3. nap(3) 5.nap(3)
A 1,02 2,16 5,56 7,37
B 0,14 2,72 6,47 8,62

Table 4: Keratin degradation rate in different media
Type of medium(1), Keratin degradation rate (mg ml")(2), Day(3)
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A keratin feltarodasanak mértékét elemezve a B ti-
pusu taptalaj bizonyult eredményesebbnek (+1,25%)
azonos toll mennyiségek esetén.

A folyékony taptalajos vizsgalatok masik targya a
baktérium sejtszam novekedésének figyelemmel kisé-
rése volt. A fehérje koncentracié mérése mellett min-

den mérés alkalmaval Biirker kamra segitségével meg-
szamoltuk a baktériumok sejtszamat (5. tablazat).

Ha 6sszevetjiik a kapott eredményeket az oldott fe-
hérje-koncentraciokkal, egyenes aranyossag mutathato
ki az oldott fehérje-tartalom és a baktériumszam kozott.

5. tabldazat
Baktérium sejtszam valtozasa az alkalmazott tiptalajokban
. . Baktérium sejtszam (x10° sejt/ml)(2)
Taptalaj tipusa(l)
0. nap(3) 1. nap(3) 2. nap(3) 3. nap(3) 5. nap(3)
A 4,55+0,00 9,0+0,28 16,7+0,42 45,3+1,56 57,6£1,13
B 4,5540,00 10,2+0,56 21,8+1,13 51,2£1,13 69,6+4,53

Table 5: Keratin degradation rate in different media

Type of medium(1), Bacterial cell number (x10° cell ml™")(2), Day(3)

KOVETKEZTETESEK

Az dsszes oldott fehérje-koncentracio eredményei
alapjan megallapithato, hogy a B tipust folyékony tap-
talaj 0sszetétele kedvezobb volt a vizsgalt baktérium
szamara. A keratin feltarddasanak mértéke 1,25%-kal
volt eredményesebb a B tipusu taptalaj esetén. A folyé-
kony taptalajon végzett kisérletek eredményei ramu-
tattak arra, hogy a Bacillus licheniformis KK1 sejt-
szama fiigg a taptalajok Osszetételétdl, nemcsak a tap-
talajban 1év6 toll mennyiségétdl. A baktérium sejtsza-
mok alapjan is a nagyobb kalium-foszfat és dikalium-
foszfat-tartalmu, illetve alacsonyabb NaCl-tartalmt B
taptalaj bizonyult hatékonyabbnak. A B taptalaj ho-
zamfokoz6 hatasanak pontos okat csak tovabbi célzott
vizsgalatokkal (NaCl, K,HPO,) lehet pontosan leha-
tarolni. Egyenes ardnyossag volt kimutathat6 az oldott
fehérje-koncentracio és a baktériumszam kozott, mely
alapjan tehat meghatarozhato a keratinaktivitas, igy a
keratin degradaciojanak mértékére is.
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