Debreceni Egyetem
Agrartudomanyi Kozpont
Mezogazdasag-, Elelmiszertudomanyi és

Kornyezetgazdalkodasi Kar
Viz- és Kornyezetgazdalkodasi Intézet
Intézetigazgatd: Prof. Tamas Janos

Baromfi toll biodegradalhatésaganak és ujrahasznositasanak

értékelése

Készitette:

Molnar Szabolcs
Kornyezetgazdalkodasi
agrarmernok

II. éves Bsc. jelolt

Konzulens:
Dr. Mézes Lili
egyetemi tanarsegéd

Debrecen
2014



Tartalomjegyzék

BEVEZETES ...ttt ettt bkt h bbb h R R R R R R e R r R R Rt r e 3
L TEMAFELVETES ...ttt ettt bbb s b bbbt E e e h R R b et en e Rt e bbb e e e e nn e n e 4
2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES .....iutitiitisttetteseetete st sttt ste et sne st bt se e e s ss bbb s be e s e se e e n e bt ab e ar e e e e s e e e snennenne s 5
2.1. A biomassza eNergetikai NASZHOSIIASA .........occcuiiiiiiiii e 5
2.2 A biogdz energetikai MASZNOSIIASA ...........ccuecuiiuiiiiiiesiie ettt ettt ettt ettt ettt be b ae e s aeesbeesbeebeenes 5
2.3. A biogaz termelés mikrobiolOgiai fOIYAMALA .............c.ccoueiiiiiiiiiii i e 6
2.3.1. A biogdz-képzOdes fOIYAMALA ...........ccoueiuiieiiei it 6
2.3.2. A biogaz-képzideést befolyasolo tENYEZOK ............oouveiiiiiiiiiiiiie e 8
2.4. A baromfi toll, MIiNt @laPANYAG........cccoeiiereieie et nre 10
2.5. A Bacillus lichenifOrmis JEIIEMZESE ...........ccouviiviiiiiiiiii ittt bbbt e b e 11
2.6. A baktériumok SZAPOFOAASA.............cc.ccouiiiiiiiiii ittt sttt be e e nbee et 12
2.7. Mikroorganizmusok tenyésztése, tAptalajok ..o 14
3. ANYAG ES MODSZER .....etuieitetite st sttt ettt ettt ar st she bbbt bbbt e bt e b e bt e Rt R b e e s e e b e et e r e e bt b e b e e enn e e nrenn e 15
3.1. A kisérletek és VizsGAlatok REIYSZINE.............c.ccuviiiiiiiiiiii it 15
3.2.1. VizSgalati eSZKGZOK ISMEIIEIESE .........c..ccviiiiiiiitiiiiieee et 15
3.2.2. Vizsgalati MOASZErek ISTNEITEIESE ..........ocouiiiiiiiiieieeise sttt re 18
3.3. A vagohidrol szarmazo baromfi toll elOREzZelESe .............ccouiiieiiiiiiiiieiiie e 21
3.4. A Bacillus licheniformis felSZAPOTITASA .............ccooeiiiiieiiiiii et et 22
3.4. Szilard taptalajok elOAIIIIASA . .............c.ccoueiiiiiiii i e 22
3.4.1. Az ,,A” szilard tAPIAlA] GSSZELELELE .........c..ccuiieiiiiiii et 22
3.4.2. A,,B” Szilard tAPtAlA] GSSZEIETELE ..........ccuecuiiiieiei e 23
3.4.3. A,,C” szilard tAptalaj OSSZELELEe. ............ccuiiuiiiiiii ittt 23
3.5. Folyékony taptalajok elOAIItASA. .................cccooiiiiiiiiiiiiiii s 24
3.5.1. Az ,,A” folyékony taptalaj GSSZEIELEle ..............cocuioiiiiiiiiiiiiii e 24
3.5.2. A | \B” folyékony taptalaj GSSZEItele ............ccooouioiiiiiiiiiiiiiiiciee e 25
3.6. Keratin degraddcio meértékének KiSZAMIIASA ..........c....ccuovviiiiiiiiiiiiie ittt s 25
3.7. Vagohidrdl szarmazo baromfi tollrdl keratinbonto baktérium torzs kiszelektalasa, fenntartisa, a
keratinbonto képességének meghatdarozdsa szildrd tAptalajon ................cccovviiiiiiiiiiiiiciiiis e 25
4. EREDMENYEK ES AZOK ERTEKELESE ......vcuvititeteitesseseasesseseesessesessesseseasesseseasesseseasessesesnesseseanesnessanesneseesssnessenesseseas 27
4.1. Szilard taptalajon folytatott VIZSGAIATOK ............c..ccccvieiiiiiiiiiii et 27
4.2. Folyékony taptalajon folytatott VizSGAIATOK ...............ccooiiiiiiiiiiiiiiiie et 30
4.3. Vagohidrol szarmazo baromfi tollrol keratinbonto baktérium torzs kiszelektalasa, fenntartisa, a
keratinbonto képességének meghatarozasa szilard tAPLAlATON .................ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 34
OSSZEFOGLALAS ...ttt et sttt s8££t 38
INTERNETES FORRASOK ....0.vtttitietiestisesiesseste ettt ettt ar ettt e s st b e eb bt b e s e e s e b nh e bt bt e he e et n e bt nb e eb e bt eb e ne e nennenne s 42
JOGSZABALYOK ...vtiititeite sttt ettt et b1 bt h e h Rt ARt R bt h e s e s e Rt AR e R e Rt b e s e bR Rt R e bt n e r e nenre s 42
IMELLEKLETEK ...t tttettttettet ettt sttt et h bkt 88 b8 b 24kt h e s bt AR AR e b4 h e e b e e s e b e bRt nb ekt e e en s e e e n e b nne s 43
KOSZONETNYILVANITAS ...ttt ettt e bbbt b e bbbt b e ene e e nennenne s 47



Bevezetés

A Fold fosszilis energiaforrasai kimeriiloben vannak, Magyarorszag kiilondsen szegény a
fosszilis energiahordozok teriiletén, ezért egyre fontosabb a biomassza alkalmazasa az
energiatermelésben. Magyarorszag éves energiaigénye atlagosan 1040 PJ aminek kozel 3/4 része
importbol szarmazik. Az 6sszenergia felhasznalason beliil a megajuld energiaforrasok aranya az
Eurostat szerint 2009-ben 8,1% volt, az Europai Unio atlaga 11,7% volt. Az Eurdpai Unid 2009-
es iranyelve szerint a tagorszagokban 2020-ra a felhasznalt energia 20 szazalékanak kell
megujuld forrasokbol szarmaznia. Magyarorszag stratégiai célja, hogy 2020-ra a meghjulo
energiaforrasok felhasznalasa elérje a 186,3 PJ-t (2148/2008. (X.31.) Korm. hatarozat. A
megujulé energiaforrdsok kozil a tlizifa utdn a biomassza a legjelentésebb az
energiatermelésben. Magyarorszag stratégiai céljanak eléréséhez egyik lehetséges eszkdze a
mezdgazdasagban keletkezd biohulladékok felhasznéldsa az energiatermelésben. Biogaz termelés
soran elektromos és hdenergia egyarant eldallithatd, valamint a fermentélt végtermék alkalmas a
termoOtalajok tragyazéasara. A nagyiizemi allattartds soran keletkezd allati hulladékok kezelésére
szigoru jogszabalyok vonatkoznak, mig kordbban bizonyos allati hulladékokat tjra felhasznaltak
¢és takarmany formajaban visszajutattak a termelésbe, ma mar ez nem lehetséges a betegségek a
takarmanyokon 4t az élelmiszerlancba vald bekeriilése miatt (1774/2002/EK, 71/2003 FVM). A
jogszabaly az allati hulladékokat harom kategoridba sorolja be, melyek koziil az elsé és a
masodik kategoriaba tartozo vagohidi hulladékot az esetleges biogdz célii hasznositasuk elott
fertétleniteni kell. A harmadik kategéridba tartoznak a kornyezetre joval kisebb kockazatot
jelentd allati hulladékok, melyeket nem sziikséges fertOtleniteni, ezek kozé tartozik a baromfi
feldolgoz6 ilizemekben nagy mennyiségben keletkezé toll. A baromfi-feldolgozé iparban
keletkezd melléktermékek egyike a nedves koriilbeliil 50-70% viztartalmu toll, amely tovabbi
felhasznalasra nem alkalmas. A baromfik teljes testsulyanak mintegy 10%-at a toll képezi, igy a
vagohidon keletkezd magas viztartalmu toll vilagszerte tobb millié tonnara rag. Dolgozatom célja

a hulladékként keletkez6 baromfi toll feltarhatosaganak vizsgalata biogaz célii hasznositashoz.



1. Témafelvetés

Magyarorszag baromfi allomanyanak jelentds részét a brojler csirke adja, ez az elmult években
32-33 milli6 szarnyast jelent. A vagoallat-termelés 2009 és 2011 kozott 368087 tonnarol 387689
tonnara noétt, ezzel egyiitt novekedett a hulladéknak tekinthetd baromfi toll aranya is. Az igy
keletkezett hulladék mennyisége megbecsiilheté, ha figyelembe vessziik, hogy a baromfi
testsulyanak 10%-4at a tollazat adja. 2011-ben koriilbeliil 38769 tonna nehezen kezelhetd és
artalmatlanithato baromfi toll keletkezett csak a brojlercsirkék vagasa soran (11). A szigorodd
hazai és eurdpai jogszabalyok hatasara olyan, technologiak fejlesztésére van sziikség, mellyel ezt

a hulladékot bevihetjiik a biogaz-termelésbe és ezzel a csdkkenthetjiik a kdrnyezet terhelését.

Kutatasom célja a vagohidrol szarmazo baromfi toll feltarasahoz sziikséges oltdoanyag (Bacillus
licheniformis) segitségével kiilonbozo taptalajok tesztelése annak érdekében, hogy a biogaz
eloallitas soran a lehet6 legtobb energiat nyerjilk ki a biomasszabol. A toll fehérjét Bacillus

licheniformis nevii keratinbont6 baktérium segitségével tarjuk fel. A vizsgalatok célja a baromfi

crer

crer

tovabbi kutatasok célkitlizése annak a maximalisan bevihetd elokezelt toll mennyiségének és
iddbeli litemezésének a meghatarozdsa, mely nem eredményezi a fermentaciora toxikus gazok

keletkezését, valamint mas kornyezeti paraméter, igy a pH karos eltolodasat.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. A biomassza energetikai hasznositasa
Egészen a kozépkor végéig az ember a tevékenységéhez sziikséges energidt a biomassza
felhasznalaséaval allitotta eld. A technika az ipari forradalom soran olyan iranyba fejlédott, hogy a
fosszilis tiizeldanyagok jutottak vezetd szerephez, azonban a fosszilis energiahordozé készleteink
végesek. Az emberiségnek a megujuld energiaforrasok irdnyaba kell nyitnia, igy a biomassza
1jbol jelentdssé valik az energiatermelésben.
Biomasszanak nevezziik egy adott élettérben talalhato, életfolyamatok révén képzodott eleven ¢€s
holt szervesanyagot. Biomassza harom alcsoportjat kiilonboztetjiik meg: a producensek, a
konzumensek ¢és a lebontok.
A producensek termelik a levegd széndioxidjabol és vizbdl a biomassza primer hozamat, a
vegetaciot. Az ehhez sziikséges energiat a fotoszintézis szolgaltatja.
A konzumens csoport tagjai: a novényevok, illetve novényevoket fogyasztdé ragadozok. A
novényevok képesek arra, hogy a novényi alapanyagokat a sajat testiik (és a ragadozok testének)
felépitéséhez sziikséges zsirokka alakitsak at.
A lebontok csoportjaba kiilonb6z6 mikroorganizmusok €s gombdk tartoznak, melyek az elhalt
szervesanyagot lebontjak és visszaforgatjak a taplalék lancba, illetve anyagcsere folyamataik
soran metanna és szén-dioxidda alakitjak.
Becslések szerint Foldiink ,,biomassza” termelése 165 milliard tonna/év; ennek energia-tartalma
pedig 1500-3000 EJ/év, mely tizszerese a vilag jelenlegi energia-igényének (HALASZ et al.,
2007). Magyarorszag Osszes biomassza tomege 350 millid tonna, mig az évente képz4do
biomassza-készlet 105-110 millié tonnara tehetd, ennek energia-tartalma 1100 PJ. Az orszag
energiaigénye 1030-1050 PJ, mely ebbdl fedezhetd lenne (SZUNYOG et al., 2008.).

2.2 A biogaz energetikai hasznositasa
A biomasszabol anaerob koriilmények kozott végbemend mikrobiologiai folyamatok
eredményeként energetikai célokra hasznosithatod, metan tartalmu biogaz képzddhet.
A biogaz esetében harom nagy csoportot kiilonithetiink el; depdniagdz, szennyviztelepi gaz,
mezOgazdasagi biogdz. Depdniagaz alatt értjiik azt a hulladéklerakoban képz6dd gazt, amely
kommunalis hulladékban taldlhaté szerves anyagok bomlasabol keletkeznek. Szennyviztelepi

gaznak nevezziik a szennyviztelepeken miukodtetett fermentorokban képzddott gazokat.



Mez6gazdasagi biogdznak nevezziik a mezdgazdasagi termékekbdl, melléktermékekbdl és egyéb
szerves anyagokbol képz6do gazokat.

A biogaz energia értékét a tiszta metdn részaranya hatarozza meg, ez fligg az alkalmazott
eljarastol és a feldogozott hulladék milyenségétol, de altalanosan elmondhat6, hogy ez az érték

50-70% kozott mozog (BAROTEFI, 2000.).

2.3. A biogaz termelés mikrobioldgiai folyamatai

2.3.1. A biogaz-képzodés folyamata
A biogaz-képz6dés teljes folyamata alapvetden két szakaszra oszthaté fel (BAROTEFI, 2000); az
elsd egy fermentaciés biokémiai folyamat (savas erjedés), amely nagy molekulaja szerves
anyagok lebontasat, feltarasat jelenti. A lebontédst savképzd baktériumok és gombak (tejsav,
propionsav és vajsavbaktériumok) végzik. A fermentativ folyamat végrehajtoit savképzo
baktériumoknak nevezziik. A masodik szakasz a metanképz6dés biokémiai folyamata, a metant
termeld baktériumok, azaz a metanogén baktériumok az egyszeribb molekulakat épitik le. A
szerves anyagokat oldhatd zsirsavakra, alkoholokra, szén-dioxidra, hidrogénre, hidrogén-
szulfidra bontjak. A folyamat végeredménye a féleg metanbol és széndioxidbdl allo, energetikai

célokra hasznosithat6 biogaz. A fentebb leirt folyamatot az 1. dbra szemlélteti.
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1. abra: A biogaz képz6dés folyamata (BAROTEFIL, 2000.)

Ujabb kutatasok szerint a két szakasz kozott van egy acetogén biokémiai folyamat is, ennek

elkiilonitése 1ényegében elméleti jellegli, mivel a folyamatot végzd acetogén baktériumok csak a



metanogén baktériumokkal szimbidzisban képesek ¢€lni, igy 1ényegében ezt kdzbiilsé folyamatot
felfoghatjuk a masodik szakasz részeként (HALASZ et al., 2007.). A fermentaciés folyamatot a
legijabb kutatasok alapjan a szerz6k négy meghatarozo fazisra osztjak fel (BITTON et al., 1994.;
DUEBLEIN-STEINHAUSER., 2008; TAMAS et al., 1998.).

Az anaerob fermentéacio négy 1épése:

1. Hidrolizis: komplex makromolekulak lebomlasa monomerekre

2. Savképzddés fazisa: oldhatdo monomerek atalakulasa illékony zsirsavakka

3. Acetogén fazis: esetsav képzddés

4. Metanogén fazis: esetsavbol vagy hidrogénbdl és szén-dioxidbdl torténd metan-termelddés
(BITTON, 1994).

Az anaerob fermentécios folyamatok soran a baktériumok szaporodasi szakaszait DEAK et al.,

(2006) alapjan foglalnam Gssze (2. dbra):
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2. abra: Klasszikus baktérium szaporodasi gorbe (DEAK et al., 2006.)

I. A kezdeti indulasi szakasz. A t=0 idOpontban még igen kevés baktérium van jelen. A
szaporodds nem azonnal kezdddik, idének kell eltelnie ahhoz, hogy a baktériumok osztddni
tudjanak.

II. A novekedés kezdetét jelzd ,lag" szakasz. Ez a szakasz a szaporodas meginduldsaval

jellemezhetd. Megvaltozik a sejtosztodas sebessége, a szakasz végén a szaporodas eléri



maximumat. A ,lag" fazisban nem csak spontan megindul a szaporodds, hanem az oszt6das
nélkiili adaptacio is lejatszodik.
III. Az igen gyors logaritmikus szakasz. A szaporoddsi sebesség elérte maximumat ez az
exponencialis szaporodas fazisa.
A bakteridlis szaporodas sebessége a logaritmikus fazisban az alabbi egyenlettel fejezhetd ki
(HERBERT, 1964.).:

dx/ dt= pux

melybdl kovetkezik:
p=1%dx/x *dt (h-1)
dx 1
o X

Ahol x - a mikroorganizmus koncentracio, t — az idd, u - a fajlagos szaporodasi sebesség, id6 -1
(HERBERT, 1964).
Az exponencialis szaporodast leird sszefliggés:
_logX, —logX,
t, —t,

IV. Csokkend szaporodas fazisa. A baktériumok rendelkezésére 4allo6 tdpanyag mennyiség
csokkenése €és a mérgez0 anyagcsere-termékek szaporodasa folytdn az 0j és az elpusztuld
baktériumok kozti arany csokken.

V. Allandosult stagnald szakasz. Bedll a szaporodas és pusztulas kozotti egyensuly.

VI: Novekvd pusztulasi végszakasz. Az elpusztuld baktériumok szdma meghaladja az Gjonnan
szliletd baktériumokét. A pusztulasi ardny nd, majd eléri a maximumat.

VII. Logaritmikus pusztuldsi befejezd szakasz. A pusztuldsi ardny elérte maximumat

(SZENTIRMAI, 1996.).

2.3.2. A biogaz-képzodést befolyasolo tényezok
A metan eldallitdsdban a mikroorganizmusok életfeltételeinek szabalyozasa a dontd tényezo.
Optimalis életfeltételek mellett a mikroorganizmusok gyorsan elszaporodnak. A hulladék
anyagokban egyidejiileg nagyon sokféle mikroorganizmus van jelen, melyek koziil azok

szaporodnak gyorsabban ¢és valnak dontd tobbségiivé, melyeknek életkdriillményeik kedvezdbbek.



Ezek a befolyasolo életkoriilmények a kovetkezoek:

Tapanyag

A mikroszervezetek szamara felvehetd, megbonthatd szerves anyag, amely az életfunkciokhoz
sziikséges energiamennyiséget biztositani tudja, lényegében a bontandd hulladék. A biogaz
termelés szempontjabol fontos, hogy a reaktorba keriild ,,tapanyag” keverék allandod Osszetételii
legyen, ez biztositja a kiegyensulyozott mikrobioldgiai tevékenységet. Tovabba lényeges a
tapanyag szén-nitrogén aranya, ennek legoptimalisabb értéke 3:1, a kivant érték beallitasat a
hulladékok keverésével lehet megoldani. Hasonldan 1ényeges a szén-foszfor arany, amelynek
optimalis aranya 150:1. Az egyéb tapelemek a kén, a kalcium, a kalium, a magnézium, a cink, a
kobalt sziikséges mennyisége minden komposztalasra szant anyagban jelen vannak.

Homérséklet

A biogaz eldallitas mikrobiologiai folyamatainak és technologiainak legfontosabb rendezé
tényezoje a hdmérséklet. A mikroszervezetek mas-mas csoportjai jellemzoek a mezofil (30-35°C)
¢és a termofil (50-65°C) hémérsékleti tartomanyban. A termofil mikroorganizmusok esetén 10-
20%-kal gyorsabb termelés érhetd el ugyanazon szerves anyagok lebontdsa esetén, &m ennek az
az ara, hogy miiszakilag bonyolultabb technologiat kell alkalmazni, mivel a termofil
mikroorganizmusok érzékenyebbek a kiilsd koriilményekre.

Nedvesség, viztartalom

Viz sziikséges a mikroszervezetek anyagcseréjéhez, és ez a biokémiai folyamatok kozege is.
Ezért a tapanyag nedvességtartalma is fontos tényezd. A mikroorganizmusok tevékenységéhez
sziikséges nedvesség meglehetdsen tag hatdrok kozott mozog. Erjesztési kisérletek mutatjak,
hogy 0,1%-t61 60%-ig néhet a szarazanyag-tartalom. A technologiat a gazdasagossagra is
figyelve alakitjak ki. Nedves-, félszaraz és szdraz eljarasok ismertek. Ezek koziil legelterjedtebb a
nedves eljaras.

Mérgezo anyagok

A toxikus anyagok a mikrobak aktivitasat csokkentik, sz¢élsOséges esetben pusztulasukat okozzak.
Ujabb kutatdsok szerint a metanképz6dési folyamatokban résztvevé a mikroorganizmusok,
nagyon érzékenyek a sejtmérgekre, de rovid ideig elviselik azokat, és ha kellden felhigul vagy
kicserélddik a tapanyag, a populacid ujra aktivalodik. Tehat kisebb dozisu és rovid ideig tartd

toxikus szennyezést képesek elviselni.



Kémbhatas

A fermentativ és metanogén szervezetek a semleges, pH=7 koriili értéken fejtik ki hatdsukat a
legkedvezdbben. A gyakorlatban azt tapasztalhatjuk, hogy a degradacio soran a pH-érték a savas
iranyba tolddik el (pH=4-5) a fermentativ szervezetek miikodése lelassul. Az elsavasodast

iddben észlelve, savfogyasztd anyagokkal (mésztej, szodaoldat) az egyensuly helyreallithato.

2.4. A baromfi toll, mint alapanyag

Az élelmiszeripar fejlédésének eredményeként a vagohidakon keletkezd nagy mennyiségi
baromfi toll, veszélyes hulladéknak mindsiil. Nem tartalmaz toxikus anyagokat, de magas
fehérje-tartalma miatt ide soroljuk. A baromfi toll termelés specifikus technoldgiai hulladék,
masodlagos biomassza, melynek elhelyezése nehézségekbe litkozik. Az allategészségiigyi
jogszabalyok valtozasa miatt a toll-liszt felhasznalhatésaga jelentésen korlatozodott, igy
potencialis fermentacios alapanyagként érdemes hasznositani.

A toll a baromfi testén védé funkciot lat el, ezért meglehetdsen stabil szerkezetiinek és elallonak
kell lennie. A toll szarubol all mely tomegének kozel 90%-a keratin. A keratin a természetben
eléforduld, nem emészthetd fehérjék csoportjaba tartozik (ADAM, 2001.). Vizben oldhatatlan
fehérje, és ellenall a legtobb proteolitikus (keratinolitikus) enzim aktivitassal szemben,
szerkezetlik fonalas, viszonylag sok cisztein oldallancot tartalmaznak, amelyek a polipeptid-
lancokat diszulfid-kotésekkel kapcsoljak Ossze. A nagyszamu diszulfid-hid miatt a keratin

nehezen feltarhatdé az olyan enzimek szdmdra, mint a tripszin, pepszin és papain, igy

crer

(COHLBERG, 1993.; STEINERT, 1993.; ONIFADE et al., 1998.; ELODI, 1980.) A keratin
szénbdl (50-55%), oxigénbdl (25-30%), hidrogénbdl (15-18%), nitrogénbdl (7-8%) (1. tablazat),
kénbdl (0,5-2%) van, és nyomokban tartalmaz bort, klort, vasat is (ADAM, 2001.). Ezért a

vagohidi toll hulladékok nagyon nehezen kezelhetdek és artalmatlanithatoak.
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1. tablazat: C/N arany a baromfitollban

Az eredeti baromfi tollban mért paraméterek
Parameéterek | Szén-tartalom (%o) | Nitrogén-tartalom (%) | C:N arany

1. 50,59 14,31 3.54

2. 53.66 14,605 3.67

3. 50,58 14 81 342

4. - 12.63 -
Atlag 51.61 14.09 3.66
Szoras +],78 (), 905 0,13

Forras: MEZES, 20009.

HO6 vagy lug hatasara a cisztinhidak lebontodnak, igy a toll elveszti rugalmassagat. A tollban
talalhaté fehérje molekulak egy része rendezett kristalyszerkezetben helyezkednek el, masik
résziik kusza, rendezetlen formaban helyezkednek el, ezek kozé tud beépiilni és megkdtddni a
viz. E részek teszik a tollat nedvszivova (ADAM, 2001.).

Nagyfoku ellenalld képességének ellenére bizonyos baktériumok, a Bacillus nemzetség bizonyos
torzsei és fajai (B. subtilis, B. cereus, B. licheniformis) keratinazok segitségével képesek a keratin
hidrolizisére (MEZES et al., 2007.).

2.5. A Bacillus licheniformis jellemzése

Magyarorszagon Kovdcs et al. (2002.), Perei et al. (2004.) folytattak kisérleteket Bacillus
licheniformis-sal, a természetbdl elkiilonitett Bacillus licheniformis KK1-es torzset hasznaltdk
vizsgalataikhoz, én is ezt a tOrzset hasznaltam az altalam végzett kisérletekben. A baktérium
extracellularis protedzt termel és enzimatikus képessége révén teljesen elbontja a szdrt és a tollat.
Az ezutan kapott végtermék artalmatlan, igy nem veszélyes a kornyezetre, ezért a baktérium
alkalmas a keratin-tartalmua hulladékok artalmatlanitasara (PEREI et al., 2004.).

A Bacillus licheniformis Gram pozitiv, aerob, endosporas, palcika formaju, leginkabb a sokat
vizsgalt Bacillus subtilis-hez hasonlé baktérium. Peptid antibiotikumot termel. A pH-igénye 6,5-
8, homérséklet-igénye 30-50°C kozotti tartomanyban van. Tarolhatosdga +4°C-on folyékony
taptalajon 1 hét, agar lemezen 1 év. Alkalmazott tenyésztési id6 2 nap. A baktérium tolerdns a
kornyezeti, biogén feltételekkel szemben (MEZES et al., 2007.).

A Bacillus licheniformis-t a fermentacios ipar 25 éve hasznalja fel fehérjebontd enzimek

eléallitasara (WILLIAMS et al., 1990., 12), nagy mennyiségii exoenzimet allit el6, mint a
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proteinazt, amilazt, és antibiotikumot is termel (KEVEI et al., 2002.). A fermentacios ipari
felhasznalas mellett a Bacillus licheniformis ER-15-6s torzsével kutatasokat folytattak arra, hogy
egy gyors eljarast fejlesszenek ki toll-liszt eléallitasara (TIWARY et al., 2012.) A baktériumos
kezelés hatasara olyan toll-lisztet allitanak eld, amelynek fehérje-osszetétele joval kedvezobb (2.

tabldzat), mintha csak mechanikai eljarassal kezelték volna a baromfi tollat.

2. tablazat: A Bacillus licheniformis ER-15-0s torzsével eldallitott toll-liszt aminosav-tartalma

Aminosav | Aszparaginsav | Glutaminsav Szerin Hisztidin Glicin
mg/g 51,00 56,10 73,80 65,90 51,05
Aminosav Treonin Alanin Arginin Tirozin Valin
mg/g 50,09 46,30 32,85 37,85 33,15
Aminosav Metionin Fenil-alanin Izoleucin Leucin Lizin
mg/g 31,60 69,95 51,85 17,15 14,85

Forras: TIWARY et al., 2012.

2.6. A baktériumok szaporodasa

Kedvezd koriilmények kozott a baktériumok tomege gyorsan nodvekedik. Ebben kiilonb6zo
novekedési anyagoknak, vitaminoknak, nyomelemeknek van szerepe. A ndvekedés
kovetkeztében a tomeg-feliilet arany romlik, ezért a sejt kettéosztodik. Az ivartalan szaporodas
mellett el6fordulhat az 6rokitd anyag cseréje is konjugéacioval.
A szaporodas mechanizmusa a kovetkezd: a DNS allomany megkett6z6dik, majd a citoplazma
szétvalik, a harantmembran betiiremkedik €s elvalasztja a két utodsejtet, ezutan kialakul a sejtfal.
A keletkezett 0j sejtek hosszil ideig Osszekapcsolodhatnak, igy jonnek létre a mar ismert
tobbsejtes formak, mint pl. Streptococcus, Streptobacilus, stb.
A szaporodas iiteme atlag 20-30 perc. (Ennek ismerete gyakorlati szempontbdl is fontos.)
Lefolyasa négy szakaszra bonthato (3. dbra):

1. Nyugalmi szakasz: Ilyenkor a sejt csak ndvekedik, szaporodas még nincs.

2. Logaritmusos szakasz: allando, gyors osztddas, az osztodasok kozotti id6 fajonként

valtozhat.
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3. Stracioner szakasz: az €16 baktériumok szama allandd, az elpusztultakkal egyiitt az
Osszlétszam kismértékben novekszik. (Az intenziv szaporodas megsziinésének oka a
taptalaj kimertiilése és a mérgezo anyagcseretermékek felhalmozodasa.)

4. Csokkend szakasz: a baktériumok folyamatosan pusztulnak, az élok szama rohamosan
csokken, sporas baktériumok esetén megkezdddik a sporaképzés (a Bacillus licheniformis
sporas baktérium).

A baktériumok szaporodasi gorbéje
szam

AN

elhalt baktérium

€l6 baktérium

A 4

ido

3. abra: A baktériumok szaporodasi szakaszai (13)

A szaporodast befolyasolo kiilsé tényezok:

- Ho: Optimalis az az érték, ahol a legintenzivebb a szaporodas, korokozoknal, pl.: a 37°C. A
magas hdmérséklet denaturalo hatdsu, ez a sterilizalas alapja. Az alacsony hdmérsékleten lassi a
szaporodas, a kritikus érték alatt leall. Az un. mezofil fajoknal az idealis hatar 15-40°C kozotti
értékek kozott valtozik. A termofil baktériumok esetében az optimum 45-60°C. A pszihrofilok
(hidegkedvelok) foleg a hideg tengerekben, a talaj mélyebb rétegeiben ¢élnek, ezek 30°C-on mar
elpusztulnak. (A hidegkedveldk okozzak, hogy a hiitdszekrényekben 4-6°C-on tarolt élelmiszerek
megromlanak.)

- Kémhatas: a baktériumok szamara optimalis a 7,2-7,8 pH érték, de a savkedvelok még 5-6s pH
mellett is szaporodnak. Vannak fajok, amelyek a lagos kozeget kedvelik.

- Viz: alapvetd testalkotd és tdpanyag. A baktériumok a vizhidnyt (kiszaradast) véaltozé mddon

viselik el, a sporasok sokaig életképesek maradnak (13).
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2.7. Mikroorganizmusok tenyésztése, taptalajok
A baktériumok és mas mikroorganizmusok tenyésztése taptalajokon torténik. Ezek megfeleld
mennyiségben — optimalis pH érték mellett — kell, hogy tartalmazzak a felveheté tapanyagokat,
amelyekre a tenyészteni kivant mikroorganizmusoknak szaporodasukhoz, ¢lettevékenységiikhoz
szlikség van. A taptalaj ugyanazt jelenti a mikroorganizmusok szadmara, mint a talaj a magasabb
rendli névények részére.
A mikroorganizmusok tapanyag igénye igen valtozatos. A baktériumok kozott is vannak olyanok,
amelyek specialis Osszetételli taptalajokat (vitaminokat, tejet, vért tartalmazo) igényelnek, de
vannak olyanok is, amelyek az alaptaptalajokon (pl. htisagar) is jol novekednek.
A taptalajokkal szemben allitott legfontosabb kovetelmények: a kedvezd tapanyagtartalom, a
tisztasag, az optimalis pH, ¢és a sterilitas.
Bizonyos vegyiiletek hatdsara a taptalaj szelektivvé, biokémiai diagnosztika elvégzésére
alkalmassa valik. Alapvetéen minden taptalajnak tartalmazni kell: vizet, nitrogénforrast (szerves
és szervetlen) — kivétel No-kotok, szénforrast (pl. szénhidratok) — kivétel autotrofok, asvanyi

sokat, vitaminokat, jarulékos novekedési faktorokat — kivétel a patogének (SZABO et al. 2008.).
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3. Anyag és modszer

3.1. A Kkisérletek és vizsgalatok helyszine
A szakdolgozatomhoz sziikséges kisérleteket és vizsgalatokat a Debreceni Egyetem, MEK, Viz-

és Kornyezetgazdalkodasi Intézet mikrobiologiai laboratoriumaban végeztem el.

3.2.1. Vizsgalati eszkozok ismertetése

Autoklav

Henger alaku duplafalt, 1égmentesen zarhato tartaly. A tartily alja félgomb alakt igy kisebb
falvastagsag sziikséges ugyanakkora nyomasra. Belsd lrtartalma 10 és 200 liter kozott valtozhat.
Természetesen ezek a szamok csak a laboratoriumokban hasznalt autoklavokra vonatkoznak az
iparban ezeknél lényegesen nagyobb {irmértékiieket is hasznalnak. Altalaban 1,0-1,5 bar

tulnyomason és 110-140°C tizemi hémérsékleten miikodik (4. abra).

4, abra: Az autoklav beallitasa (14)

A sterilizalas fontos eszkoze. A duplafal kozotti teret, desztillalt vagy ioncserélt vizzel toltjiik fel.
A vizet elektromosan forraljuk, a keletkezd g6zt pedig a munkatérbe (gdéztérbe) vezetjik. A
magas hOmérsékleten €s nyomason a mikroorganizmusok elpusztulnak (sterilizalds). Az
autoklavban azok a taptalajok (példaul agaros taptalajok) és anyagok sterilizalhatoak, amelyek

100°C feletti hémérsékleten nem szenvednek valtozast (SZABO et al., 2008.).
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Laminaris fiilke

A laminaris fiilkék olyan egy oldalrol nyitott munkaterek, melyek vizszintes vagy fliggdleges
steril levegdaramlassal biztositjak az aszeptikus koriilményeket. A munkatérbe a ventilator altal
szallitott levegd az eldsziird porlevalasztisa utdn keriil a f6szlir6be (finomsziird), ahol a 0,3 um
atmér6ji porszemek 100%-s levalasztasa megtorténik (HEPA — high efficincy particular air). Az
igy megtisztitott levegd, tobbnyire vizszintes iranyban, a dolgoz6 felé tilnyomassal, laminarisan
(turbulencia-mentesen) aramlik, folyamatosan biztositva a munkatér tisztasagat. Ezaltal kizart
annak a lehetdsége, hogy a targyak, kéz, vagy ruha utjan kiilsé szennyezddés keriiljon a
munkatérbe. A modern laminaris fiilkékbe germicid lampa is van szerelve. A germicid vagy
baktériumold lampak specidlis UV-C tartomanyt fényforrasok. Ez a rovidhullamu ultraibolya
sugarzas roncsolja a korokozok DNS-ét, ionizalja az oxigént és 6zon keletkezik, ami szintén

ferttlenitd hatasu (HEGY] et al. 2013.).

Termosztat

Szekrény alak®, duplafala, szigetelt, alland6 hdomérséklet tartasara szolgald, Onmiikodo
berendezés. A fala kozotti tér vizzel (desztillalt vizzel) van feltoltve. A késziilek elektromos
fiitéssel és hémérséklet-szabalyozassal (kontakt-hdméré) van felszerelve. Ez biztositja, hogy a
termosztat belsejében allandd (+/- 1°C eltérés) — a tenyésztenddé mikroorganizmus optimalis

héigényének megfelelen beallitott — hdmérséklet alakuljon ki (SZABO et al. 2008.).

Fénymikroszkop

Minden mikroszkop leglényegesebb részét a lencsékbdl allo optikai rendszer alkotja. A lencsék
tartasat €s a vizsgalat kdzben sziikséges miiveletek elvégzését megfelel6 mechanikai berendezés
biztositja. Igy a mikroszkopnak mechanikai és optikai alkotorészeit szokés elkiiloniteni.

A mechanikai berendezés vazat az allvany (stativ) adja. Két részbdl 4ll, a talpbdl és az oszlopbol.
A talp altaldban, hagyomanyosan patkd alaku és az asztal lapjaval harom ponton érintkezik,
biztositva a cslszas és rezdiilés mentességet, vagy szogletes. Az oszlop a mikroszkopallvany
fliggblegesen allo része, ez a vilagitd berendezés, a targyasztal és a tubus kozos optikai
tengelyben tartasat biztositja. A targyasztal az optikai tengelyre merdleges massziv lap. Ez

kiilonbozé alakti lehet. Kozepén nyilds helyezkedik el az alulrol vetitett fénysugarak
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atbocsatasara. A mikroszkopi preparatumot az ugynevezett szoritokapcsokkal rogzithetjiik a
targyasztalhoz. Az 10jabb mikroszkdpokon kereszttargyasztalokkal vannak ellatva, melyek
segitségével a preparatumot egymasra merdleges iranyban is elmozdithatjuk. A tubus egy lires
fémcsd. Beliil a tiikr6zodés elkeriilésére matt lakkal van festve. Feladata, hogy az objektivet és az
okulart egymastol és a targytol a megfeleld tavolsagban tartsa. Mono-, illetve binokularis
tubusokat ismeriink. Az els6 esetben csak az egyik szemmel vizsgalhatjuk a készitményt, mig a
binokularis tubus hasznalatakor mindkét szemiinkkel, igy kényelmesebb és kevésbé farasztja a
szemet.

Az optikai berendezés a nagyit6 rendszerbdl és a megvilagitod késziilékbol all. A nagyitod rendszer
részei: a targylencse (objektiv) és a szemlencse (okular). A fémbdl késziilt foglalaton tiintetik fel
az objektiv teljesitményét, jellemzd adatait. Az objektiv a mikroszkop legfontosabb része, mert
ettdl fligg a mikroszkdp teljesitoképessége. Az objektiv fontos értékmérdje a rajzold vagy
definial6 képesség. E fogalom alatt az objektivnek azt a tulajdonsagat értjiik, hogy a targy képét
mennyire ¢lesen alkotja meg. Ez pedig attdl fiigg, hogy mennyire van lencsehibak tekintetében
javitva (korrigalva). A lencsehibak javitdsa tobb lencsébdl allo lencserendszerek szerkesztésével
torténik, ahol a rendszer egyes tagjai tobbé-kevésbé kijavitjak egymas hibait. A képdomborodas
szempontjabol javitott lencserendszert aplantikus vagy komplantikus lencsének nevezzik. A
nagy nyilasu, erés domborulatu lencsék alkalmazasanal azonban kiilonb6z6 leképezési hibak
lépnek fel. Ezeknek két tipusa van: szini eltérés és monokromatikus eltérés.

Az optikai berendezés masik része a megvilagitdé berendezés. Mikroszkopizalaskor igényelt erds
nagyitas €s a vizsgalt targy kis mérete miatt a szembe jutd fény igen csekély, ezért a targyat
erosen meg kell vilagitani. Az atlatszo targyakat alulrol vilagitjuk meg és atesd fényben
vizsgéljuk, az atlatszatlanokat feliilrél vilagitjuk meg, ¢és reflektalt fényben nézzik. A
megvilagitd berendezés részei a fényforrés, tiikkor, és a kondenzor. A modern tipusoknal a
fényforras a talpba van épitve. A fényforras az optikai rendszer kiindul6 pontja, dontd befolyasa
van a mikroszkop sugarmenetére és annak eredményére, a képre is. A kondenzor a tiikor altal
tovabbitott fénysugarakat a vizsgalandé targyra vetiti. A kondenzor lencserendszere gytijti 0ssze

az optikai tengelybe juttatott fénysugarakat (SZABO et al. 2008.).
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3.2.2. Vizsgalati modszerek ismertetése

Baktérium sejtszamolasa Biirker kamra segitségével

A Biirker kamra négyzetracsos karcolattal jelolt térfogatmérd eszkoz. A nagy négyzet mérete
1/5%1/5 mm, a téglalap mérete 1/20x1/5 mm, a kis négyzet mérete 1/20x1/20 mm. A Biirker
kamra magassaga 1/10 mm. Egy specidlis targylemezbdl és egy vékonyabb feddlemezbdl all. A
fedélemez targylemezre helyezése, majd a fémkarokkal vald raszoritasa utan pontosan 0,1 mm
vastag rés marad a targylemez és a fedOlemez kozott. A vizsgalandd anyagot ebbe a résbe
helyezziik be a fed6lemez felhelyezése utan gy, hogy a vastag lemezbe vésett H-alakii mélyedés
szarai kozott talalhatd négyzetnél a feddlemez széléhez cseppentjiik. Mivel tudjuk a rés
vastagsagat és az iliveglemezen 1évé beosztasok tavolsagat (1,00 mm, 0,20 mm, 0,05 mm), a
beosztasok és a feddlemez altal hatdrolt barmelyeik téglatest térfogatat, igy meg tudjuk adni a
térfogategységben talalhato sejtek szamat. A legnagyobb négyzet oldalai 0,20 mm hossziuak
teriilete 0,04 mm?, a téglalap teriilete 0,05mm x 0,20 mm = 0,01 mm?, a kisebb négyzet pedig
0,05 mm oldalhosszlisagu, teriilete 0,0025 mm?2. Az eltéré méretekbdl adodoan az atszamitasi
szorzoszamok is kiilonboznek, a nagy négyzet esetén 2,5x10°%-nel, a téglalap esetén 1x10°-nal a
kis négyzet esetén 4x105-nal kell megszoroznunk az atlag sejtszdmot, hogy megkapjuk, mennyi

az Gsszes sejtszam a minta 1 ml-ében (FEKETE-KERTESZ et al. 1993.).

Spektrofotometria

A spektrofotometria az egyik leggyakrabban hasznalt analitikai eljaras a biokémiaban. A modszer
igen alkalmas kis mennyiségii anyag gyors, egyszeri, rutinszerii mérésére. A mérés feltétele az,
hogy a vizsgalt anyagnak a szinkép valamelyik pontjan abszorpciés maximuma legyen. Ha az
abszorpciés maximum a spektrum lathatd tartomanyaba esik, az anyag szines. A lathatd
tartomanyban elvégezhetd analizisek szdma igen nagy. Ha a vizsgdlandd anyagnak maganak
nincs szine, valamilyen kémiai reakciot kell végezni a kérdéses anyaggal, ami szines vegytilet
képzddésehez vezet.

Ezen kiviil az ultraibolya tartomanyt analizisek is széles korben elterjedtek, mivel sok szintelen
anyagnak van ezen a teriileten (190-320 nm) intenziv elnyelési savja.

A spektrofotometrids mennyiségi analizisek az oldatok fényelnyelésére vonatkozd Lambert-Beer-

crer

lehet kovetkeztetni, a kovetkezo Osszefliggések alapjan.
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Ha a fény I intenzitasa a kozeg L vastagsagh rétegén athaladva I-re csokken, akkor a Lambert-

Beer-torvény értelmében:

E:IogII—O:g~c-L

A Iogl—0 kifejezést extinkcionak (E) vagy abszorbancidnak (A), esetleg optikaistiriiségnek

(optikai denzitds, OD) nevezziik. Olyan hullimhossznal, amelynél azolddszer nem abszorbeadl, a
alkalmdval nem megy at molekularis valtozason. A torvény csak adott hullamhossza

monokromatizalt fény esetén érvényes. € az oldott anyag koncentracidjatol fliggetlen allando,
melyet extinkcios koefficiensnek hivunk. Ha a koncentraciét mol/l-ben fejezziik ki, akkor
molaris extinkcids koefficiensrdl, vagy molaris abszorptivitasrél beszéliink. A  molaris

abszorptivitas megadja, hogy adott hullamhosszon 1 cm-es rétegvastagsag esetén 1 mol/l (M)

crer

anyagra jellemzo, de fiigg az oldészertdl és a hémérséklettol.
A fenti Osszefliggések alapjan tehat a fényelnyelés mértékébdl a koncentracié kiszamithato:

c-

e-L

Ha £ a molaris extinkcios koefficiens, akkor a ,,c” molaris koncentracionak adodik. L a kiivetta
(planparallel tivegbdl, miianyagbol, vagy kvarcbodl késziilt méréedény) optikai tithosszisaga cm
egységben kifejezve. Ha a mérendd anyag nem kdveti pontosan a Lambert-Beer torvényt, egyéb
moddon pontosan meghatarozott koncentracid sorozat segitségével kalibracios gorbét készitlink.
Ennek alapjan megfelelé korrekcioval elvégezhetoek a mérések. Régebbi fotométerekben a
transzmisszo (transzmittancia) értékét mértek:

T=1/lpvagy T % = I/lo x100

Osszefiiggése az extinkcioval:

E= |og% vagyis E =2 -1ogT% (LOCH et al., 1982.; KOMIVES, 2001.)
0
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Fehérje koncentracié meghatarozasa Bradford-modszerrel

Viszonylag 0j, mégis talan a legelterjedtebb fehérje meghatdrozasi moddszer. Az eljaras a
Coomassie Brilliant Blue G250 festék azon tulajdonsagan alapszik, hogy savas kézegben kotodik
(elektrosztatikus €s van der Waals kolcsonhatéassal) a fehérjékhez (a fehérje arginin- és lizin-
részeihez kotédik), ebbdl kovetkezik, hogy a kiillonbozd fehérjék meghatarozasa sordn a valaszok
eltéréek lehetnek. Ezért a referenciaanyagként hasznalt fehérjének azonosnak kell lennie a
vizsgaland6 fehérjével. Ekkor elnyelési maximuma 465-r6l 595 nm-re tolodik el.

Elénye: nagyon érzékeny, a hasznos mérési tartomany 1-20 cg, és gyorsan Kivitelezheto.
Viszonylag kevés olyan anyag van, ami zavarja a mérést (urea ¢s guanidin-hidroklorid
jelenlétében is lehet mérni vele), de sajnos a detergensek ilyenek. Nyomnyi mennyiségii
mosogatészer is meghamisithatja a kapott eredményt.

Hatranya: a modszer meglehetésen aminosav osszetétel-fliggd és megfesti a kiivettakat is. Ehhez
a vizsgalathoz minden tompitdoldatot €s reagenst R desztillalt vizzel kell késziteni.

Vizsgalati oldat. A vizsgalando anyag megfeleld mennyiségét (100 pl) az eldirt tompitod oldatban
oldjuk; az oldatot Gigy készitjiik, hogy koncentracioja a kalibracids gorbe tartoméanyaba essék
(higitasi sor 1, 1:10, 1:100, 1:1000). A vizsgaland6 mintakat duplan készitjiik el.

Osszehasonlité oldatok (Standard). A meghatarozando fehérjének megfeleld referenciaanyagot az
eldirt tompitdoldatban oldjuk. Az oldat részleteit ugyanazon tompitooldattal higitva legalabb 6t
Osszehasonlitd oldatot készitlink, melyeknek fehérjekoncentracioi egyenletesen oszlanak el egy
megfeleld, 0,1-1 mg/ml kozti tartomanyban.

Osszeallitasdhoz sziikséges: 1 g Bovine serum albumint (fehérje koncentratum) feloldunk 11
desztillalt vizzel. A kalibracios gorbe clkészitéséhez egy higitasi sort kell késziteniink az
Osszehasonlitod oldatbol. Pipettaznunk kell 10 pl, 20 pl, 40 pl, 60 pl, 80 pl, 100 pl Bovine serum
albumin oldatot, majd desztillalt vizzel az igy kapott sort 100 pl-re feltoltjiik. A higitasi sort
dupléan készitjiik el.

Ures oldat (vakminta). Azt a tompitdoldatot hasznaljuk, amellyel a vizsgalati oldatot és az
0sszehasonlitd oldatot készitettiik. Jelen esetben ez 100 pl desztillalt vizet jelent.

Coomassie Brilliant Blue reagens. Osszeallitdsahoz sziikséges 100 mg Coomassie Brilliant Blue
G250 festék, S0ml 95%-0s etanol, 100 ml 85%-os foszforsav majd desztillalt vizzel felontjiik 11-
re. Wathman nol. szlirdpapir segitségével megsziirjiik, a sziirés helyettesitheté centrifugalassal:

6000 rpm-es sebességgel 20 percig (WALKER, 2002.).
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Meérés menete:

A mérés elsd 1épése a kalibracios gorbe elkészitése, a vakmintdhoz és az Osszehasonlito
oldatokhoz 5 ml Coomassie Brilliant Blue reagens-t adunk, Gsszerazzuk majd az igy kapott
oldatok abszorbancidjat fotométer segitségével megmérjiik 595 nm-n 2 perc elteltével majd
ismételt Osszerazas utdn 1 o6ra mulva. A 2 perc utdni és az 1 ora elteltével torténd mérést az
indokolja, hogy az oldott fehérje és a Coomassie Brilliant Blue festék reakcioja ennyi id6 alatt
zajlik le. A mérés értékei alapjan kalibracios gorbét készithetiink, melynek segitségével a
késdbbiekben megallapithatd a mintak fehérje koncentracidja (a Bovine serum albumin oldat
fehérje koncentracidja ismert 1 mg /ml). A vizsgalt oldatokhoz szintén 5 ml Coomassie Brilliant
Blue reagens-t adunk, sszerazas utan 2 perc illetve ismételt 6sszerazas utan 1 6éra mtlva 595nm-
n megmérjiikk az oldatok abszorbanciajat. A kapott abszorbancia értékeket a kalibracios gorbéhez

viszonyitva megallapithaté a mintak fehérje koncentracioja.
3.3. A vagohidroél szarmazé baromfi toll elokezelése

A vagbhidrol szarmazd nedves baromfi toll sterilizalasdhoz autoklavozhatd specidlis
tivegedényekbe helyeztem a tollat, az iivegedényeket félig zart kupakkal az autoklavba
helyeztem, majd beallitjuk a programot (115°C, 1,5-2,5 atm). Mivel a vizsgalatokhoz egyarant
sziikség volt egész (folyékony taptalajhoz), illetve daralt tollakra (szilard taptalajhoz), a tollak
egy része ezutan nedves apritason ment keresztiil. Az apritott és az egész tollminta ezutan a
szaritoszekrénybe keriilt. 80°C-on 8 orat toltottek a mintdk a szaritdszekrényben. Az eldapritott

tollminta tovabbi daralason ment keresztiil (5. abra.).

5. abra: Szaritott apritott baromfi toll minta (SAJAT, 2014.)
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3.4. A Bacillus licheniformis felszaporitasa
A Bacillus licheniformis felszaporitasa LB taptalajon toértént. Az LB broth medium taptalaj
Osszetétele a kovetkezd: 10 g/l fehérje (peptone), 5 g/l NaCl, 5g/1 ¢éleszté kivonat (MILLER,
1972). Az LB broth medium taptalaj pH-ja 7,5, ez megfelel a Bacillus licheniformis szamara. A
steril foly¢kony LB taptalaj el6allitasa autoklavban tortént 121°C-on. A beoltas utan 42°C-0s
inkubacio és 200 rpm razatas utdn az els6 nap a Biirker kamraban torténd sejtszamlalas utan
megallapitottam, hogy baktériumok rendkiviil gyorsan felszaporodtak 91x10° sejtszamra 1 ml-
ben. A vizsgalatokhoz sziikséges 1-5x10%ml sejtszamt oltdanyagot higitassal hoztam létre. A
91x10%ml sejtszamu oldatot eldszor a tizszeresére higitottam, majd az igy kapott 9,1x10%ml
sejtszaml oldatot a felére higitottam igy kaptam meg a megfeleld sejtszamu oltéanyagot

4,55x108/ml.

3.4. Szilard taptalajok eldoallitasa
A keratinbont6 Bacillus licheniformis baktérium aktivitasanak vizsgalatahoz haromféle szilard

»

taptalajt készitettem el. Az ,,4” és ,,B” szilard taptalaj alapvetd tapanyagokban megegyezik,
kiilonbség egyediil a toll keratin szubsztrat (apritott toll) mennyiségében volt, az egyikben 1% a

masikban 2%. A, C” taptalaj ezektol eltérd kazein-tartalmu taptalaj volt.

3.4.1. Az ,,A” szilard taptalaj osszetétele

A baktérium keratinaz aktivitasinak mérésére szolgalo taptalaj osszetétele (KRIZSAN, 2012.) (1
liter):

- 0,2 g KH2POg4 (kalium-foszfat),

- 0,1 g citromsav,

- 0,1 g éleszt6 kivonat,

- 1% toll keratin szubsztrat (10 g/l),

- 15 g agar,

- feltoltjiik 1 literre desztillalt vizzel.
A taptalajt 1 literre kell feltdlteni desztillalt vizzel. A taptalaj pH értékének 7,5-nek kell lennie,
beallitasa Tris-HCl-al (savas) és NaOH-al (lugos) tortént. A pH beallitasa utan, a taptalajt

autoklavozni kellett 121°C-on, majd a taptalajt miianyag Petri-csészékbe tolteni. A taptalaj
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megszilarduldsa utina elvégeztem az oltast (20 ul 4,55x10° sejtszamu Bacillus licheniformis) a
taptalaj 4 sarkaba higitasi sorral (1x, 10x, 100x, 1000x). Az oltokorok atméréje 10 mm volt. A
feloldasi zénak méretét 3 napon keresztiill naponta egyszer mértem (KRIZSAN, 2012.).
OKOROMA et al, (2012) a nyers enzimet szintén 1:0, 1:10, 1:100, 1:1000 higitassal helyezte a 7
mm-es oltokorokbe, és ugy vizsgalta a hidrolizis koroket kazeines szilard taptalajon. A

legnagyobb oltokoroket produkalo torzseket szelektalta ki a tovabbi kisérletekhez.

3.4.2. A ,,B” szilard taptalaj osszetétele

A baktérium keratinaz-aktivitasanak mérésére szolgalé taptalaj osszetétele (KRIZSAN, 2012.) (1
liter):

- 0,2 g KH2POg4 (kalium-foszfat),

- 0,1 g citromsav,

- 0,1 g élesztd kivonat,

- 2% toll keratin szubsztrat (20 g/l),

- 15 g agar,

- feltoltjiik 1 literre desztillalt vizzel.
A taptalaj pH értékének beallitasa, sterilizalasa és a kisérlet beallitasa a 3.4.1. bekezdés szerint

tortént.

3.4.3. A ,,C” szilard taptalaj osszetétele

A kazein tartalmu Szilard taptalaj 6sszetétele (MARASABESSY et al., 2011.) (1liter):

- 10 g kazein,

- 15 g agar,

- feltoltjiik 1 literre desztillalt vizzel.
A taptalaj pH értékének beallitasa, sterilizalasa és a kisérlet beallitasa a 3.4.1. bekezdés szerint
tortént. A feloldasi zondk méretének vizsgalatdt 3 napon keresztiil naponta egyszer mértem.
MARASABESSY et al. (2011) 9 mm-es oltokoroket hasznalt, illetve a higitasi sor helyett a
Bacillus licheniformis 3 kiilonb6z6 torzsének (BK21, BK22, BK23) és egy standard proteaz

enzimnek a keratin-aktivitasat hasonlitotta 6ssze a specialis szilard taptalajon.
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3.5. Folyékony taptalajok eloallitasa
A folyékony taptalajokban a célom a toll:viz elegy oltasa, a hidrolizis hatékonysaganak vizsgalata
¢és a biodegradacio soran az oldott fehérje-tartalom meghatarozéasa (Bradford-modszerrel) volt. A

vizsgalatokhoz kétféle folyékony taptalajt készitettem el.

3.5.1. Az ,,A” folyékony taptalaj dsszetétele

Folyékony taptalaj (FAKHFAKH et al., 2011.) (1 liter):

- 0,5 g KH2PO4 (kalium-foszfat),

- 0,5 g Kz2HPO4 (dikalium-foszfat),

- 2,0 g NaCl (konyhaso),

- 0,1 g KCI (kalium-Klorid),

- 0,1 g MgSOs4 (7 H20) (magnézium szulfat 7 hidratos),

- feltoltjik 1 literre desztillalt vizzel.
A taptalaj pH értékének bedllitasa és sterilizalasa a 3.4.1. bekezdés szerint tortént. Az
autoklavozas utan a folyékony taptalajbol 200-200 ml-t ontdttem 1-1 db 500 ml-es lombikba.
Mindkét lombikba 2-2 g egész baromfi tollat tettem és elvégeztem az oltast 1 ml 4,55x10°
sejtszamu Bacillus licheniformissal. A vizsgalatok idejére a taptalajok razatd-pados inkubator
szekrénybe kertiltek allando 42°C-os homeérsékletre és 200 rpm razatasra. A két folyékony
taptalajos lombik az Folyékony 44 és Folyékony 4B felirattal lett ellatva (6. abra). A
fehérjekoncentraci6 mérése 3 napon keresztiil naponta egyszer tortént Bradford-modszer
segitségével. Emellett naponta figyelemmel kisértem a baktériumok szaporodasat Biirker-kamra

segitségével.
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6. abra: Folyékony taptalajok az inkubator szekrényben (SAJAT, 2014.)

3.5.2. A ,,B” folyékony taptalaj dsszetétele
Folyékony taptalaj (OKOROMA et al., 2012.) (1 liter):
- 0,7 g KH2PO4 (kalium-foszfat),
- 1,4 g KoHPO4 (dikalium-foszfat),
- 0,5 g NaCl (konyhaso),
- 0,1 g MgSOs4 (7 H20) (magnézium szulfat 7 hidratos),
- feltoltjik 1 literre desztillalt vizzel.
A pH beadllitasa és a sterilizalas a 3.4.1. bekezdésben leirtak alapjan, a kisérlet beallitasa a 3.5.1.

bekezdés szerint tortént.
3.6. Keratin degradacio mértékének kiszamitasa

A keratin degradacid6 mértékének kiszamitasa (%) ugy tortént, hogy a kezeletlen toll fehérje-
tartalmat viszonyitottam a mar folyékony taptalajban Bacillus licheniformis-sal kezelt toll

crer

kontroll kezelések esetében is elvégeztem az elemzéseket.

3.7. Vagohidrdl szarmazoé baromfi tollrél keratinbont6 baktérium torzs kiszelektalasa,
fenntartasa, a keratinbonté képességének meghatarozasa szilard taptalajon
A véagbhidrol szarmazoé toll semmilyen specidlis kezelésen nem esett at, ioncserélt vizzel
atoblitettem, majd steril fiilke alatt az elkészitett 2% tollat tartalmazd szilard taptalajra

(KRIZSAN et al., 2012.) helyeztem, és tobbszor megforgattam a mintékat. A taptalajban egyediili
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szén-, nitrogén-, és kénforrasként a daralt tollpor szolgalt. A taptalajokat 4-5 napig 20 és 30°C-0s
inkubdator szekrénybe tettem, majd azokat a baktériumokat, melyek latszolag nagyobb tollbontasi
aktivitast mutattak, agar-agaros szilard LB taptalajra szelektaltam ki, hogy tiszta tenyészetet
készitsek. Miutdn az LB taptalajon az ismeretlen baktérium torzs tiszta tenyészetként
felszaporodott, atoltottam folyékony LB taptalajra (7. dbra). A tovabbiakban a 3.4. fejezetben
ismertetett modon oltottam a kiszelektalt ismeretlen baktérium torzseket a specidlis szilard

taptalajra, keratin-degradacios képességiik meghatarozéasa céljabol.

7. abra: Kiszelektalt ismeretlen baktérium oltésa folyékony LB taptalajra (SAJAT, 2014.)
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4. Eredmények és azok értékelése
4.1. Szilard taptalajon folytatott vizsgalatok

Mindkét taptalaj esetén 10-10 db Petri-csészében folytattam a keratin-aktivitas vizsgalatot. A
szilard taptalajokon folytatott kisérletek soran a feloldasi zondk méretét mértem a beoltds napjatol
szamitva harom napon keresztiil naponta egyszer. A mérést megnehezitette, hogy a feloldasi
zOndk szine nem sokkal tért el a taptalaj szinétdl. Az ,,A” szilard taptalaj fele annyi apritott tollat
tartalmazott, mint a masik taptalaj, ezért sokkal attetszobb volt. Fény felé¢ forditva a Petri-csészét
jol korvonalazodtak a feloldasi zondk, és az is megfigyelhetd, hogy bar az 1% tollat tartalmazé
taptalaj esetén az 1000x-es higitds a 3 nap elteltével nem adott mérhetd feloldasi zonat, az
oltolyuk koriili apritott toll szalakon lathatoak voltak a Keratin aktivitas jelei (s6tétebb szintiek)
(8. dbra).

8. abra: Keratin aktivitas vizsgalata az ,,A” szilard taptalajon (SAJAT, 2014.))

Az ,A” taptalaj esetén 100x higitas mellett a 10 ismétlésbol hétszer adott mérhetd oldodasi zonat
a vizsgalat. Harom nap elteltével az ,,A” taptalajon a kovetkezd atlagos oldodasi zona értékeket
kaptam; 1x higitas esetén 24,1 mm, 10x higitas esetén 14,4 mm, 100x higitas mellett pedig 11,2
mm (1. melléklet). Az egyes mérési adatok k6zott nem volt szamottevé eltérés, amint ez a szorasi

adatokbél is jol lathato (4. tabldzat).
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4. tablazat: Az ,,A” taptalaj oldodasi zona értékeinek szorasa

Szoras (mm)

Higitas 1. nap 2 nap 3. nap
1x 1.2 1.4 1.6
10x 0.5 0.6 0.7
100x - - 0.4

Az alacsony szorasi értékek alapjan arra kovetkeztetek, hogy annak ellenére, hogy tollmintat nem
sikeriilt egészen por allagura apritani, mégis egy viszonylag homogén Osszetételli taptalajt
sikeriilt beldle késziteni.

A, B” taptalaj a dupla mennyiségii apritott toll miatt sokkal siirlibb, és kevésbé atlatszo lett, ezzel
jocskan megnehezitette a feloldodasi zonak mérését (9. dbra). A dupla annyi mennyiségi toll (20
g/l) tomegét tekintve nem sokkal tobb, mint amennyi az ,,A” taptalajban volt. Ha térfogat
szempontjabol kozelitjiik meg, a mennyiség duplazasanak hatésara jelentdsen tobb teret vesz el
az apritott toll a vizt6l. Tehat a ,,B” taptalaj sokkal kevesebb vizet tartalmaz, ezért sokkal
hamarabb ki is szarad, ez szintén egy olyan tényezd, amely megneheziti a vizsgalatokat. A korai
kiszaradas hatdsara szilard taptalaj sugar iranyban repedezni kezd az oltdlyukak széleitdl kezdve

(9. dbra).

9. abra: Keratin aktivitas jelei a ,,B” szilard taptalajon (SAJAT, 2014.)
A | B” taptalaj esetén, mind a 10 taptalajon mérhetd keratin aktivitads volt megfigyelheté 100x

higitas mellett, valamint a harmadik napon 1000x higitas mellett is mérheté oldodasi zonak

jelentek meg. Harom nap elteltével a ,,B” taptalajon a kovetkezo atlagos oldodasi zona értékeket
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kaptam: 1x higitas mellett 31,4 mm, 10x higitasnal 20,6 mm, 100x higitasnal 13,2 mm, 1000x
higitasnal pedig 11,6 mm (2. melléklet). A szérasi adatokat attekintve (5. tablazat) jol lathato,
hogy az 1x higitashoz tartozé szorasi értékek a tobbi értékhez képest elég magasak. Ez az eltérés
a mérési modszerem egyik hibajabol ered. Az oldodasi zondk az ismétlések koriilbeliil felénél
kevésbé lettek koncentrikusak, sokkal inkabb amorf alaktak voltak. Az oldddasi zondk méretét
ugy mértem, hogy megmértem a legnagyobb és a legkisebb atlot majd ezeket atlagoltam. Amorf
alakzatok esetén ez a mérési technika némi torzitast eredményezett, mint ahogy ez a szorasi

értékekben is meglatszik.

5. tablazat: A |, B” taptalaj oldodasi zona értékeinek szorasa

Szoras (mm)

Higitas 1. nap 2. nap 3. nap
1x 1.5 34 3.6
10x 1.2 1.7 1.6

100x - 0.5 0.8

1000x - - 0.6

Ha 0Osszehasonlitjuk a két taptalaj értékeit (1. és 2. melléklet), megallapithatd, hogy 1x és 10x
higitas mellett a feloldasi zondk azonos idében kezdtek el kialakulni. 100x higitds esetén mar
jelentds eltérés mutatkozik a két taptalaj kozott. Mig a B taptalajon mar a masodik napon mérhetd
keratin aktivitast lehetett tapasztalni, az A taptalaj esetében csak a harmadik napon. Az 1000x
higitasu oltasokndl még latvanyosabb kiilonbség volt a két taptalaj kozott. Mérhetd keratin
aktivitas csak a B taptalajon jelentkezett a vizsgalat harmadik napjan. A két taptalaj ezen eltérései
ramutattak arra, hogy a Bacillus licheniformis aktivitasat dontden befolyasolja a taptalajban

talalhato toll mennyisége (10. dbra).
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10. abra: Az ,,A” és ,,B” szilard taptalajok keratin aktivitas gorbéinek 6sszehasonlitasa
Az oldddasi zondk méreteit dsszehasonlitva egyértelmiien latszik, hogy a két taptalaj kozotti
kiilonbség mar az elsd naptdl kezdve folyamatosan novekedett, a harmadik nap végére a ,,B”

taptalajon atlagosan 30,3%-al nagyobb Kkeratin aktivitas volt megfigyelhet6 (6. tabldzat).

6. tablazat: A keratin aktivitds szdzalékos kiillonbségei a ,,B” taptalaj javara

Magasabb keratin aktivités a ..B” téptalajban
szazalekban kifejezve
Higitas 1. nap 2. nap 3. nap
1x +5.5% +18.0% | +30.6%
10x +11.7% | +21.7% | +42.7%
100x - - +17.7%
Atdag| +8.6% +19.9% | +30.3%

4.2. Folyékony taptalajon folytatott vizsgalatok
A kétféle folyékony taptalajon végzett kisérletek célja a Bacillus licheniformis fehérjebonto-
képességének vizsgalata volt. A szilard téptalajon folytatott vizsgalatoktdl eltéréen a két
taptalajba azonos mennyiségli egész baromfi toll keriilt, a lényeges eltérés a két taptalaj

Osszetételében volt (3.5. fejezet).
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A kétféle taptalaj 2-2 db 500 ml-es lombikba lett ontve, egy lombikba 200 ml taptalaj kertilt,
tehat mindkét taptalajhoz tartozott 1-1 ismétlés a pontosabb értékelhetdség miatt, és 2-2 db 200
ml-es kontroll mintat is készitettem oltéanyag nélkiil.

A fehérje koncentracio mérésekor mindegyik lombikbél 2-2 mintat vettem. Igy taptalajonként
napi 4 mintan mértem meg a fehérje koncentraciot. Emellett naponta megtortént a baktériumok
sejtszamolasa Biirker kamra segitségével.

A Bradford-moddszer alapjan torténd fehérje koncentracio méréséhez sziikség van egy kalibracios
gorbére. Ez a kalibracids gorbe ismert fehérje-tartalmi oldatok abszorbancidjan alapszik (Bovine
serum albumin oldat 1 mg/ml fehérje-tartalom), igy ha elkészitjiik a kalibraciés gorbét,
segitségével meghatarozhatjuk a mintaink oldott fehérje-tartalmat.

Az 6sszes késdbbi mérésiink pontossaga a kalibracids gorbén mulik, ezért érdemes a kalibracios
gorbéhez sziikséges Osszehasonlitd oldat higitasi sorabol ketté higitasi sort késziteni (11. dbra).
Tovabba rendkiviil fontos, hogy az 0sszehasonlitd oldat (standard oldat) elkészitésé¢hez desztillalt

vizet hasznaljunk.

100 pl d.viz
0 pl BSA

0 pld.viz 20pldviz 40 pldviz 60 pldviz 80 pldiviz 90 pl duviz
100 pl BSA 80 pl BSA 60 pl BSA 40 pl BSA 20 I BSA 10 pl BSA

11. abra: Osszehasonlit6 oldat higitasi sora (2x) (SAJAT, 2014.)

Elkészitettem a két higitasi sort, az igy kapott pontos eredmények alapjan el tudtam késziteni a
kalibracios gorbét. Amennyiben a méréseink pontosak, egy majdnem linearis gorbét kell adnia a
kalibracios gorbének. A kalibracids gorbe segitségével meghataroztam a mintaink oldott fehérje-
tartalmat a kdvetkez6 modon. A mérési adatok koziil kivalasztottam egy abszorbancia értéket (6.

melléklet). A 2. nap mérési adatai kozil az ,,A2” mintak atlagolt abszorbancia értékét
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szemléltetem, ami 0,110 volt. Ezt az értéket felvettem a kalibracids gorbén és megkaptam a minta

oldott fehérje-tartalmat, ami jelen esetben 0,19 mg/ml volt (12. dbra).

Kalibracios gorbe

0.020 1 0,19 mg/ml

0000
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 1.1

Oldott fehérje tartalom (mg/ml)

12. abra: Fehérjekoncentracié meghatarozasa kalibracios gorbe alapjan

Az 0Osszes oldott fehérje-tartalom érték kiszamitdsa utdn Osszevethetjik a két taptalaj

hatékonysagat (7 tabldzat).

7. tablazat: Oldott fehérje-tartalom

Oldott feherje-tartalom (mg/'ml)
Taptalaj| 1. nap | 2.nap | 3.nap | 5. nap
Al 0.10 0.19 047 0.65

Al 0.08 0.19 0.51 0.65

Bl 0.13 0.25 0.56 0.81

B2 0.11 0.23 0.58 0.70

Egyértelmiien latszik, hogy a ,,B” folyékony taptalaj (B1l, B2) Osszetétele kedvezébb volt a
Bacillus licheniformis baktérium szamara. Adott id6 alatt tobb oldott fehérje keletkezett. A ,,B1”
¢és a ,,B2” taptalaj utolso mérési eredményei kdzt 15% eltérés volt, ennek a kiilonbségnek okat

abban latom, hogy egész tollak keriiltek a taptalajokba, bar tomegre azonos mennyiségii baromfi
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toll jutott mindegyik taptalajba, de szerkezetileg eltéréek lehettek (szarnytollak, kisebb pihetollak

stb.). Homogénebb baromfi toll minta allithat6 eld, ha az egész tollat ledaraljuk. A keratin fehérje

crer

8. tablazat: Keratin degradacio mértéke ,,A” és ,,B” taptalajok esetén

Keratin degradacio mertelee (o)
Taptalaj| l.nap | 2.nap | 3.nap | 5. nap
A 1.02 2,16 5.56 7.37
B 1.14 2,72 6.47 8.62

A keratin feltaroddsanak mértékét elemezve a ,,B” tipusu téptalaj bizonyult eredményesebbnek
(+1,25%) azonos toll mennyiségek esetén. A folyékony taptalajos vizsgalatok masik targya a
baktérium sejtszam novekedésének figyelemmel kisérése volt. A fehérje koncentracid mérése
mellett minden mérés alkalmaval Biirker kamra segitségével megszdmoltam a baktériumok

sejtszamat (9. tdabldzat).

9. tablazat: Baktérium sejtszam a taptalajokban

Baktérium sejtszam (x10°/ml)

Taptalaj | Oltott sejtszam 1. nap 2 nap 3. nap 5. nap
Al 4 55 9.20 17.00 4420 56,80
Al 4 55 8.80 16,40 46,40 56,80
Bl 4 55 10,60 22.60 50,40 72.80
B2 4 55 9.80 21,00 52,00 66,40

Ha 0sszevetjiik a kapott eredményeket az oldott fehérje-tartalom mennyiségével, latszik, hogy a
baktériumok sejtszama egyenesen aranyos az oldott fehérje-tartalommal, vagyis minél tobb a
baktérium a taptalajban annal nagyobb a keratin aktivitas. A baktériumok sejtszamolasa kozben,

figyelemmel kisérhetd volt a baromfi toll degradacidja (13. dbra).
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13. abra: A B1 taptalaj mikroszkopos képe a kiindulasi- és a végpontban (SAJAT, 2014)

4.3. Vagohidrol szarmazé baromfi tollrol keratinbont6 baktérium torzs kiszelektalasa,
fenntartasa, a keratinbonto képességének meghatarozasa szilard taptalajon
A Bacillus licheniformis KK1 térzsének keratinbontd képességének vizsgalata utan indokoltnak
lattam, hogy mas baktérium térzzsel is 6sszehasonlitsam.
A keratinbonté baktériumok kiszelektdldsa soran 5 kiilonb6zd baktérium fenntartdsara és
keratinbontd képességének meghatarozasra keriilt sor szilard specidlis 1%-o0s és 2%-0s apritott
tollport tartalmazo taptalajokon (3.4. fejezet). Ezek koziil az 1. és a 3. (3. melléklet) bizonyult

eredményesnek a feloldasi zonak mérete alapjan (14. dbra).
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Felodasi z6nak atlagos mérete Feoldasi zonak atlagos mérete
Bacillus ism. 1. Bacillus ism. 3.
24 24
22 22
E 20 = 20 —
E s // 18 //
. // —1% toll £ . // —1%toll
" // —2%toll " // —2%toll
10 10 /
0.nap 1. nap 2.nap 3.nap 0.nap 1.nap 2. nap 3.nap

14. abra: Bacillus ismeretlen 1. és 3. keratinbontd baktérium aktivitasa

A feloldasi zonak mérete alapjan mindkét baktérium esetében a tobb tollat tartalmazé taptalajon
bizonyultak hatékonyabbnak, de a hatékonysag mértéke nem aranyos a tobblet toll mennyiséggel
(50%). Az ,,A” és ,,B” szilard taptalaj szine és baktérium telepek hasonld szine miatt az oldodasi

korok mérése meglehetésen nehézkesnek bizonyult (15. dbra).

15. abra: 1. ismeretlen baktérium oldodasi zonai (SAJAT, 2014)

Ezért ugy dontottem a konnyebb mérhetdség miatt az 5. ismeretlen baktérium proteolitikus
aktivitasat a kozel atlatszo szinli kazeines taptalajon (3.4.3. fejezet) vizsgalom 30 és 40°C
hémérsékleten (4. melléklet). Mivel ezen a taptalajon még nem teszteltem a Bacillus
licheniformis KK1-es torzsét, ezért ezt is elvégeztem, hogy Ossze tudjam hasonlitani az
eredményeket (5. melléklet).

Az oldodési zondk annyira intenziven novekedtek, hogy 3. napon mar nem lehetett pontosan

megmérni a zénakat annyira szétterjedtek a telepek, ebbdl arra kovetkeztetek, hogy a ,,C”
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taptalaj sokkal kedvezobb tapanyag Osszetétellel rendelkezik az ,,A” és ,,B” szilard taptalajhoz
képest. A 30 és 40°C fokon torténd kezelésekkel igazolni tudtam, hogy a Bacillus licheniformis a
szakirodalom szerinti 40-44°C fokon sokkal hatékonyabb, mint alacsonyabb homérsékleten. Az
eredményeket Osszevetve az 5. ismeretlen baktérium értékeivel meglepd eredményt kaptam. Mig
30°C-on a Bacillus licheniformis proteolitikus aktivitdsa bizonyult nagyobbnak, 40°C-on ez
megfordult majdnem 10%-al bizonyult hatékonyabbnak az 5. ismeretlen baktérium (16. dbra).

Feloldasi zonak atlagos mérete Bacillus licheniformis és

Bacillus ismeretlen 5.

20 = Bacillus jsm. 5 30°C

] // S ——Bacillus ism. 5 40°C
// / Bacillus Lich. 30°C

18 — Bacillus Lich. 40°C

14 / /

12

1. nap 2. nap ' 3. nap

mm

16. abra: Keratinbont6 baktériumok aktivitasa a ,,C” szilard taptalajon
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

A szilard taptalajon végzett vizsgalatok eredményei egyértelmiien ramutattak arra, hogy a keratin
aktivitdas mértéke, a bevitt baromfi toll mennyiségének emelésével novekszik. Dupla annyi
mennyiségii apritott baromfi toll hatasara a keratin aktivitas 30%-al nétt. Tovabba egyértelmiivé
valt, hogy a taptalajban 1év6 toll mennyisége pozitiv hatassal van a Bacillus licheniformis
szaporodasara. A folyékony taptalajon végzett kisérletek eredményei ramutattak arra, hogy a
Bacillus licheniformis sejtszama (szaporodasa) fiigg a taptalajok Osszetételétdl. Tehat a
keratinbonto tevékenység eredményessége nemcsak a taptalajban 1évé toll mennyiségétdl fiigg,
hanem a tollon kiviili egyéb tapanyagoktol is (3.4.1. és 3.4.2. bekezdések). A ,,B” taptalaj
kalium-foszfatbol tobb mint masfélszer annyit tartalmazott, mig di-kalium foszfatbol kozel
haromszor annyit tartalmazott, natrium-kloridbol viszont negyed annyit. Nem lehet egyértelmiien
megallapitani, hogy a kalium-foszfat, illetve a dikalium-foszfat tobblete okozta-e, a nagyobb
keratin aktivitast, vagy a natrium-kloridban szegényebb Osszetétel. Ahhoz, hogy ezeket meg
lehessen allapitani tovabbi célzott vizsgalatokra lenne sziikség, olyan taptalajokat kellene
Osszeallitani, melyek ezekre a paraméterekre adnanak valaszt.

Azért fontos, hogy a Bacillus licheniformis szamara megtalaljuk az idealis taptalaj Gsszetételt,
mert a minél magasabb hatasfok és az alacsony iizemeltetési koltségek fontosak a nagyilizemi
technologiaba valo atiiltetéshez. A gazdasagossag nemcsak az eldkezelési eljaras soran fontos
szempont, hanem a biogdz eldallitdsa soran is. Alternativ energia forrasként csak ugy lehet
versenyképes a fosszilis energiahordozokkal szemben, ha legy6zi ket az arversenyben.

Tovabba sziikségesnek tartom, hogy a Bacillus licheniformist 6sszehasonlitsuk mas keratinbonto
baktériumok hatékonysagaval. Az éltalam vizsgélt 1. és 3. ismeretlen baktérium torzs a szilard
taptalajon alacsonyabb keratin aktivitasi hatékonysaggal birt, mint a Bacillus licheniformis KK1
torzs. Az 5. ismeretlen baktérium torzs viszont kozel 10%-al nagyobb keratin aktivitast mutatott a
,,C” szilard taptalajon. Tovabbi kutatasok sziikségesek ezen eredmény igazolasara, javaslom
folyékony taptalajon torténd vizsgalatokat. Amennyiben tovabbra is hatékonyabbnak bizonyul a

Bacillus licheniformis KK1 térzsnél, mindenképpen javaslom a baktérium beazonositasat.
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Osszefoglalas

Vizsgalataimat a  Debreceni Egyetem, Mezbégazdasig-, Elelmiszertudomanyi  ¢és
Kornyezetgazdalkodasi Kar, Viz- ¢és Kornyezetgazdalkodasi Intézetének mikrobiologiai
laboratoriumaban végeztem. A vagohidrol szarmazd baromfi toll hulladék mikrobiologiai
feltarasat vizsgaltam, abbol a célbol, hogy minél hatékonyabban lehessen beilleszteni ezt a fajta
bontasara a Bacillus licheniformis baktériumot hasznaltam oltéanyagként. A keratin aktivitas
vizsgalata a baromfi toll esetében nem rendelkezik egységes szakirodalommal, meghatarozasa
draga és Osszetett. Szilard taptalajon gomba esetében Krizsdn K. (2012), baktérium esetében
Okoroma et al., (2012.) végzett hasonlo vizsgalatokat, melyeknek modszertanat adaptaltuk az
alkalmazott baktériumra. Kazeines taptalajon Marasabessy et al. (2011) végzett vizsgalatokat a
Bacillus liceniformis BK21-, BK22- és BK23-as torzseivel, az altala hasznalt taptalajt
alkalmaztam a vizsgalataim soran.

Szilard és folyékony taptalajon folytattam a keratin aktivitds meghatarozasaval kapcsolatos
vizsgélataim. A szilard taptalajon végzett kisérleteim célja a baktérium szaporodasi képessége,
keratinbontasi képessége és a taptalaj apritott baromfi toll-tartalmanak Gsszefliggését hivatott
vizsgalni. A kisérlet soran kétféle szilard taptalajon Petri-csészékben figyeltem meg a
baktériumok 4altal létrehozott feloldasi zondk méretét harom napon keresztiil. Megallapitottam,
hogy a taptalajban a megkétszerezett mennyiségii baromfi toll hatasara a Bacillus licheniformis
baktérium 30%-al nagyobb feloldasi zonakat, illetve oltokoroket produkalt, tehat a keratinbonto
képessége jelentdsebbnek bizonyult.

A folyékony taptalajokon folytatott kisérletek célja az volt, hogy sziikitsem a Bacillus
licheniformis baktérium szamara sziikséges tapanyagok korét, illetve elemezzem fehérjebontd
képességét a két kiilonbozo taptalajban. Mindkét taptalajba azonos mennyiségli egész baromfi
toll és azonos mennyiségli folyékony taptalaj keriilt az ,,A” és ,,B” taptalajbol. Harom napon
keresztiil mértem a taptalajokban 1évd oldott fehérje koncentraciot, és figyelemmel kisértem a
baktériumok sejtszamanak alakulasat. A vizsgalatok eredménye megmutatta, hogy ahhoz, hogy a
Bacillus licheniformis sikeresen bontsa a baromfi toll keratin-tartalmat, a toll mellett egyéb
tapanyagokra is sziiksége van. A tapanyagokban gazdagabb taptalajon a Bacillus licheniformis
17%-al hatékonyabban bontotta a toll keratin-tartalmat. A Bacillus licheniformis baktérium
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sikeresnek bizonyult a vagohidi baromfitoll keratin tartalmanak bontasadban. Indokoltnak vélem,
hogy tovabbi kutatasok targya legyen a jovoben. Tovabba sziikségesnek tartom, hogy a Bacillus
licheniformis-t Gsszehasonlitsuk mas keratinbonté baktériumok hatékonysagaval. Az altalam
vizsgalt 1. és 3. ismeretlen baktérium torzs a szilard taptalajon alacsonyabb keratin aktivitasi
hatékonysaggal birt, mint a Bacillus licheniformis KK1 torzs. Az 5. ismeretlen baktérium torzs
viszont kozel 10%-al nagyobb keratin aktivitast mutatott a ,,C” szilard taptalajon. Sziikségesnek
tartom ezen ismeretlen baktérium tovabbi vizsgélatat, hogy pontosan fel tudjuk mérni a
hatékonysagat. Amennyiben tovabbra is hatékonyabbnak bizonyul a Bacillus licheniformis KK1

torzsnél, mindenképpen javaslom a baktérium beazonositasat.
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Mellékletek

1. melléklet Az ,,A” szilard taptalaj mérési eredményei

Taptalaj| Higitas 1. nap 2. nap 3. nap
1x 19.5 21.0 25.0
11 10x 11.0 12.0 145
100x - - -
1000x - - -
1x 185 20,5 22.0
12, 10x 11.5 12.5 14.0
100x - - 11.0
1000x - -
1x 19.5 20.5 22.0
13. 10x 10.5 2. 15.0
100x - - 11.5
1000x - - -
1x 21.0 225 26.0
14, 10x 11.0 12.5 13.5
100x - - 11.0
1000x - - -
1x 19.0 205 240
15, 10x 11.5 12.5 15.0
100x - - 11,0
1000x - -
1x 19.5 21.0 235
6. 10x 12.0 13.0 150
100x - - 12.0
1000x - -
1x 220 235 255
17 10x 12.5 ] 155
100x - - 11,0
1000x - - -
1x 22,0 240 26,0
18, 10x 12.0 140 15.5
100x - - 11,0
1000x - - -
1x 20.0 213 PE
. 10x 1.5 125 14,
19 [MToox 3 - -
1000x - - -
1x 19.0 20,5 22,0
1110, 10x 11.5 125 135
100x - - -
1000x - - -
A 1x 20,0 217 24.1
S 10x 11.5 128 14 4
taptalaj
g | 100 ; ; 112
1000x - - -
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2. melléklet A ,,B” szilard taptalaj mérési eredményei

Taptalaj| Hipitas 1. nap 2 nap 3. nap
Ix 21.0 30.0 35.0
1. 10x 115 14.0 19.5
100x - 11,0 125
1000x - -
lx 205 225 26,5
2 10x 12.0 14.0 205
100x - 115 13.0
1000x - 115
1x 220 28.0 325
3. 10x 13.0 155 21.0
100x - 125 135
1000x - - 11,0
1x 18.5 20.5 26.0
204 10x 110 135 18.5
100x - 11,0 12.0
1000x - - -
lx 19.5 21,0 285
25 10x 12.0 14.0 19.5
100x - 115 13.0
1000x - - 11,0
Ix 220 27.5 345
6. 10x 145 17.0 21.5
100x - 12.0 14.0
1000x - - 125
lx 235 29.5 36,5
27 10x 145 18.5 23.0
100x - 12.0 145
1000x - - 12.0
1x 225 26.5 33.5
28, 10x 13.0 16.0 20.5
100x - 115 125
1000x - - 11,0
Tx 20.0 213 293
2 10x 13,0 15,5 19.0
- 100x - 115 13.0
1000x - - -
lx 21,5 255 315
2110, 10x 14.0 17.5 23.0
100x - 125 14.0
1000x - - 12.0
B 1x 211 256 314
ta';)ta.laj 10x 12,9 15,6 20,6
. 100x - 11.7 132
atlaga
1000x - - 116
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3. melléklet Az 1. 3. ismeretlen baktérium keratin aktivitisa ,,A” és

,,B’taptalajokon

2014 0416, 2015 0417, 2016 04 18,
1% 10x  [100x 1000 |1x 0% 100 |1000x% | 1x 0% |100x |1000x
T | 180| 165 125 225 200| 166 13.0| 250 220| 186| 155
1% | 2 | 165 140 12.0 235 200| 155| 13.0] 255| 225 205 16.0
B ism.1 3 | 17.0] 150 125| 11.0] 23.0] 185 15.0| 125 27.0] 220 185 155
- 1sm.1. 1| 205 175 13.0 23.0] 19.0] 165 145 26.0| 235 215 17.0
2% [ 2 | 200] 18.0] 135 110 24.0] 215 165 14.0] 26.0] 23.0 21.0] 17.0
3 | 195 17.0] 135 11.0] 245 225 17.0] 15.0] 265 260 18.5| 16.0
1| 185 155 14.0 225 21.0] 185 125 28.0] 25.0] 22.0] 15.0
1% | 2 | 165 135 125 205| 195| 150 115 23.0] 215 17.5] 14.0
8. ism. 3 3
- 15M. 9. 1| 185 175 145 240| 205 170] 135 270 225 185 145
2% [ 2 [ 200] 17.0] 14.0 23.0] 225| 17.0] 16.0] 25.0| 26.0] 23.0| 165
3 | 21.0] 18.0] 145 245 21.0] 18.0] 145 255 24.0] 19.5| 16.5

4. melléklet Bacillus ismeretlen 5. mérési eredményei a ,,C” taptalajon

Bacillus ismevetlen 5.

Feloldasi zona mérete (mm)

Homérseklet | Higitas | O.nap | 1. nap | 2 nap
1x - 14,0 19.0
30°C 10x - - 18.0
100x - - 13.0
1000x - - 11,0
1x - 17.0 240

- 5 2
10°C 10x 10,5 20,0
100x - - 16.0
1000x - - 13.0

5. melléklet Bacillus licheniformis mérési eredményei a ,,C” taptalajon

Bacillus licheniformis

Feloldasi zona mérete (mm)

Homeérsékdet | Higitas | O.nap | 1.nap | 2.nap
1x - 13,5 22.0

i l 2
10°C 10x 20,0
100x - - 17.0
1000x - - 14,0
Ix - 16,0 21,0
10°C 10x - 13,0 19.0
100x - 10,5 16.0
1000= - - 150
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6. melléklet A spektrofotométeres vizsgalatok eredményei

1. nap
Taptalaj | Minta | Abs (2perc)| Abs (1 6ra) | Abs atlag
Al 0,060 0.065
Al - - 0,063
A2 0,063 0.064 -
A2/1 0,056 0.058
Al : ' 0,055
A2/ 0,053 0,054 -
B1/1 0,075 0.076
Bl - - 0,079
B1/2 0,083 0,081 -
B2/1 0,071 0.073
B2 ' - 0,071
B2/2 0,068 0.071 -
2 nap
Taptalaj | Minta | Abs (2perc)| Abs (1 éra) | Abs atlag
Al 0,108 0.110
Al - - 0,108
Al1/2 0,105 0.108 '
A2/ 0,107 0.109
A2 - - 0,110
A2/ 0,110 0.112 '
B1/1 0,129 0.134
Bl - - 0,130
B1/2 0,124 0.131 -
B2/1 0,122 0.125
2 : : o
B2 B2/2 0,125 0,124 0.124
3. nap
Téptalaj | Minta | Abs (2perc)| Abs (1 6ra) | Abs atlag
Al 0,192 0.194
- - =
Al A12 0,196 0.199 0.193
A2/ 0,202 0,204
A2 ' - 0,203
A2/ 0,199 0,205 -
Bl1/1 0,211 0,210
Bl ' - 0,214
B1/2 0,215 0,218 :
B2/1 0,219 0,223
B2 ' - 0,218
B2/2 0,214 0,217 '
5. nap
Taptalaj | Minta | Abs (2perc)| Abs (1 éra) | Abs atlag
Al 0,231 0,233
Al ' - 0,234
Al172 0,234 0237 -
A2/ 0,229 0.235
A2 ' - 0,232
A2/1 0,228 0,235 -
B1/1 0,258 0,262
Bl ' ' 0,258
B1/2 0,253 0,259 -
B2/1 0,241 0.244
B2 : - 0,241
B2/2 0,238 0,240 -
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NYILATKOZAT

Alulirott. .. MOLNAR GZARIOLCS, biintetéjogi és fegyelmi feleldsségem tudatdban kijelentem €s
alafrasommal igazolom, hogy a tudoményos diakkori dolgozat sajat munkdm eredménye. A
felhasznalt irodalmat korrekt médon kezeltem, a tudomanyos didkkori dolgozatra vona tkozo
jogszabalyokat betartottam.
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Debrecen, ..o\ 10 &F

48





