Stowa kluczowe: keratyna pior, keratynazy, bakterie keratynolityczne
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BIOUTYLIZACJA ODPADOW KERATYNOWYCH
Z PRZETWORSTWA DROBIOWEGO PRZEZ MEZO-
| TERMOFILNE BAKTERIE

W pracy oceniano przebieg keratynolizy piér kurzych w monokulturach czterech szczepéw
bakterii, w tym dwaoch mezofilnych Bacillus cereus B5esz i B. subtilis P22 oraz dwoch termofilnych
Bacillus sp. T14 i Bacillus sp.T16. Dynamike biodegradacji keratyny okreslano na podstawie:
uwalniania rozpuszczalnych bialek, grup aminowych aminokwasow, grup tiolowych, a takze poziomu
biosyntezy enzymow keatynolitycznych i proteolitycznych. Koncowy stopien degradacji keratyny
pior wyrazano wagowym ubytkiem suchej masy substratu po zakonczeniu hodowli bakterii.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze bakterie moga catkowicie uptynni¢ pierze w czasie sze$ciu
do o$miu dob trwania hodowli. Przyrost stgzenia rozpuszczalnych biatek osiggal poziom do
2,43 mg/ml, grup tiolowych 1,36 mM, wolnych aminokwaséw 2,28 mM. Keratynolityczne proteazy
wydzielane byly do $rodowiska w roéznym czasie przez poszczegdlne szczepy bakterii, a ich
aktywno$¢ byta znacznie wyzsza w przypadku bakterii mezofilnych. Osiagaly one poziom 13,1 JK
(keratynazy) oraz 390 JP (proteazy). Ubytek masy piér w hodowli bakterii mezo- i termofilnych byt
poréownywalny i wynosit odpowiednio 5678 % oraz 45-82%. Uzyskane wyniki badan sugeruja
wysoka przydatno$¢ bakterii z rodzaju Bacillus, zarbwno mezo- jak i termofilnych w bioutylizacji
keratynowych odpadow z przetworstwa drobiowego

1. WSTEP

Przemyst drobiarski generuje rocznie kilka milionow ton biatkowych odpadow
W postaci pierza, ktdre dotychczas nie jest racjonalnie zagospodarowywane. Powolne
tempo jego biodegradacji wynika ze zwartej struktury glownego skladnika
budulcowego, jakim jest keratyna. Przyspieszenie jej utylizacji mozliwe jest
z udzialem specyficznych keratynolitycznych drobnoustrojow. Zdolno$ci takie
wykazuja mezo- 1 termofilne bakterie, zaliczane do laseczek, paleczek oraz
ziarniakdw, a szczegolnie wiele gatunkéw z rodzaju Bacillus.
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Piora zbudowane sg w 95% z bialka wldkienkowego keratyny, moga wigc by¢
tanim zrodlem aminokwasow i peptydoéw. Taka mozliwos¢ wykorzystania pierza ma
pewne ograniczenia ze wzgledu na jego niska podatno$¢ na dziatanie wigkszo$ci
zwierzgcych enzymow proteolitycznych. Keratyna jest biatkiem nierozpuszczalnym,
hydrofobowym, o zwartej strukturze utrzymywanej przez liczne mostki disiarczkowe
cystyny, wigzania wodorowe i oddziatywania hydrofobowe. Jest to przyczyna jej
wysokiej opornosci na dziatanie czynnikoéw fizycznych, chemicznych oraz enzymow
proteolitycznych.  Ponadto  keratynowe  wyrostki  skory  charakteryzuje
wielopoziomowa struktura nadajgca im wysokg wytrzymato$¢ mechaniczng.
Obejmuje ona helisy alfa prawoskretne uformowane w lewoskretne superhelisy
(protofibryle) ktore formuja mikro- i makrofibryle zanurzone w bezpostaciowej
wysokosiarkowej macierzy bialek niekeratynowych. Proces keratynolizy biatek
keratynowych nie jest calkowicie wyja$niony. Sugeruje si¢ réozne jego mechanizmy
u organizméw pro- i eukariotycznych. U bakterii przebiega w trzech gléwnych
etapach. W pierwszym nast¢puje redukcja siarki z mostkow S-S cystyny za pomoca
reduktaz, w kolejnym przebiega proteoliza, a w koncowym etapie zachodzi
deaminacja peptydow i utlenienie grup SH [6]. Nieenzymatyczna degradacja keratyn
poprzez alkalizacj¢, czy w warunkach wysokiego ci$nienia i temperatury obarczona
jest znacznie wyzszymi kosztami. Uzasadnione jest zatem szukanie tanich
ekologicznych oraz skutecznych metod biodegradacji odpaddw keratynowych. Taka
alternatywa moga by¢ keratynolityczne mikroorganizmy. Enzymy proteolityczne
pochodzenia mikrobiologicznego powoduja zard6wno zmiany w strukturze keratyny,
czynigc ja tym samym bardziej podatna na enzymy trawienne zwierzat, jak i wzrost
warto$ci odzywczej przetwarzanych pior, poprzez zwigkszenie zawartosci biatka o te
pochodzace z biomasy (w komodrkach Bacillus subtilis biatko stanowi 63% suchej
masy) oraz uzupehlienie deficytowych aminokwasoéw. Ponadto produkty
enzymatycznego rozkladu odpadéw keratynowych moga by¢ wykorzystane
w przemysle kosmetycznym, farmaceutycznym, papierniczym, tekstylnym oraz do
nawozenia gleby. Przemyst garbarski stosuje proteolityczne keratynazy do
odwlaszania skoér. Znaczacymi producentami keratynaz oraz proteaz sg bakterie
z rodzaju Bacillus zaréwno mezofilne jak i termofilne [1,4].

2. MATERIALY I METODY

Celem badan w prezentowanej pracy byla ocena uzdolnien keratynolitycznych
czterech szczepdw bakterii z rodzaju Bacillus oraz porownanie mozliwosci szczepdw
bakterii mezo- i termofilnych.

Material badawczy stanowily cztery izolaty bakterii pochodzacych ze
sktadowiska odpadow keratynowych, w tym dwa szczepy bakterii mezofilnych
Bacillus cereus B5esz i B. subtilis P22 oraz dwa termofilnych Bacillus sp. T14
i Bacillus sp.T16.
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Szczepy te znajdujg sie w kolekcji whasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywno$ci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Utylizowanym odpadem
keratynowym byty piora kurze koloru biatego, pochodzace z ubojni drobiu.

Hodowle bakterii. Prowadzono szesciodobowe hodowle  wstrzasane
(168 obr./min.), w temperaturze 28°C dla bakterii mezofilnych i o$miodobowe w
temp. 55 °C dla bakterii termofilnych, w kolbach o pojemnosci 250 cm® zawierajacych
po 50 ml podioza mineralnego o sktadzie (%): MgSO4 0,1; KH2PO4 0,01; CaCly
0,01; FeSO4x7H20 0,001 wzbogaconego YE w ilosci 0,05 %. Zrodtem wegla i azotu

byly odttuszczone pidra kurze w ilosci 1%.

Aktywno$¢ enzymatyczna. Badano pozakomdrkowe proteazy i keratynazy
zawarte w plynie pohodowlanym pozbawionym biomasy bakteryjnej. Aktywnos$é
keratynolityczna oznaczono wobec keratyny rozpuszczalnej [9], w pH 7,5, w czasie
20 min, w temperaturze 40°C. Jednostka aktywnosci (JK) wyraza wzrost absorbancji o
0,01 przy dhugosci fali A = 280 nm w przeliczeniu na cm® ptynu pohodowlanego na
1 minute [3]. Aktywnos$¢ proteolityczng oznaczono wobec 1% kazeiny BDH w pH
7,5, w czasie 20 minut, w temperaturze 30° C. Jednostka aktywnosci (JP) oznacza
wzrost absorbancji A 0 0,01 w przeliczeniu na cm*w czasie 1 minuty.

Obecnos$¢ grup sulfhydrylowych oznaczono kolorymetrycznie wedlug metody
Ellmann’a przy pomocy kwasu DNTB [5]. Uwalnianie aminokwaséw okreslano
poprzez oznaczanie stezenia grup aminowych z uzyciem kwasu TNBS [8], natomiast
biatek metoda Lowry’ego [2].

Ubytek masy pioér w podtozu oceniano po szesciu dobach hodowli, metodg wagows
w temperaturze 105°C .

3. WYNIKI

Bakterie z rodzaju Bacillus zaliczane sa do grupy najwazniejszych producentow
keratynolitycznych proteaz. Najczgsciej izolowanymi gatunkami sa: B.licheniformis,
B.pumilus, B.halodurans. Syntetyzowane przez nie pozakomoérkowe proteazy
w wickszosci nalezg do alkalicznych proteaz serynowych, ale rownie czgsto sg to
proteazy cysternowe, czy metaloproteazy [6]. W badaniach wcze$niejszych wykazano,
ze zdolno$¢ do keratynolizy wykazuja gléwnie szczepy o wysokich uzdolnieniach
proteolitycznych [3]. Biatka keratynowe obecne w $rodowisku mogg by¢ dla bakterii
podstawowym zrodlem wegla i azotu, dzigki indukcji biosyntezy enzyméw
uczestniczacych w biodegradacji tych biopolimerow.

Badane w pracy cztery szczepy bakterii z rodzaju Bacillus zaréwno mezofile jak
i termofile utylizowaty keratyne pior kurzych, chociaz w zréznicowanym zakresie.
Jednak najwigksze roznice dotyczyly poziomu aktywnosci proteaz. Szczepy bakterii
mezofilnych B. cereus Bb5e/sz i B. subtilis P22 syntezowaly enzymy na znacznie
wyzszym poziomie wynoszacym odpowiednio 390 jednostek i 338 jednostek niz
bakterie termofilne Bacillus sp. KT14 | KT16, odpowiednio 0,5 i 6 jednostek (rys. 1).
Ogodlnie aktywno$¢ proteolityczna zwigkszala si¢ wraz z czasem trwania hodowli
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bakterii. Mniejsze rozbieznosci wykazano wzglgdem aktywnosci keratynolitycznych,
ktére byly na poziomie 7,3-13,1 JK w hodowli B.subtilis P22, oraz 0,8-5,8 JK
w hodowli termofili B. species KT 16 (rys. 2.). Wyznaczniki keratynolizy pior
w postaci uwalniania biatek rozpuszczalnych, grup aminowych i tiolowych zwigkszaty
si¢ proporcjonalnie wraz ze wzrostem czasu trwania procesu oraz aktywnosci
enzymow. Sposrod bakterii termofilnych bardziej aktywny w tym zakresie byt szczep
Bacillus sp. KT16, ktory uwalniat 2,43 mg/ml biatek, 0,035 mM grup aminowych
aminokwasow oraz 0,08 mM grup sulfhydrylowych (rys. 3). Na uwage zashuguje
wysoki poziom biatka rozpuszczalnego, co moze by¢ skutkiem dziatania wyzszej
temperatury (55°C), w ktdrej prowadzono hodowle bakterii termofilnych. Skuteczno$é
rozktadu keratyny w wysokim stopniu obrazuje przyrost grup SH, pochodzacych ze
zrywanych mostkéw cystyny, z wytworzeniem Cys i Cys-SH (tiocysteiny). Mezofilny
szczep B. cereus B5e/sz nagromadzat w srodowisku 1,36 mM grup SH , 2,75 mM
grup NH; a takze 125 mg/ml biatka (rys. 4).

Najbardziej spektakularnym przejawem keratynolizy jest wizualne uptynnienie pior
oraz wagowy ubytek masy tego substratu. Koncowy ubytek masy po sze$ciu dobach
trwania procesu miescit sie w zakresie 45-82% (Rys 5). W najwiekszym stopniu
zdegradowat keratyne pior termofilny szczep bakterii Bacillus sp. KT16 (82%), oraz
mezofilny szczep B. subtilis P22 (75%). Pozostate dwa szczepy degradowaly ja
W nieco mniejszym stopniu, a mianowicie B. cereus B5e/sz w 55%, oraz Bacillus sp.
KT14 w 45% (rys. 5). Przeprowadzone badania wskazuja ze proces keratynolizy nie
jest doktadnie poznany, gdyz brak korelacji migdzy przebiegiem biodegradacji i jej
efekterm kofcowym sugeruje udzial innych czynnikOw, Kktore nie zostaty
uwzglednione w badaniach. Wysoki stopien biodegradacji keratyny pior przez badane
bakterie daje mozliwos¢ ich wykorzystania jako szczepionki do kompostowania
odpadow keratynowych. Ich szerokie mozliwosci biosyntetyczne (antybiotyki,
enzymy, insektycydy) mogg takze znalez¢ wykorzystanie w biokontroli gleby [7].
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Rys. 1. Biosynteza proteaz przez badane szczepy bakterii
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Rys. 2. Biosynteza keratynaz przez badane szczepy bakterii
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Rys. 3. Uwalnianie bialka, grup aminowych i grup sulfhydrylowych przez bakterie termofilne
Bacillus sp. (A) KT14 oraz (B)KT16
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Rys. 4. Uwalnianie biatka, grup aminowych i grup sulfthydrylowych przez bakterie mezofile
Bacillus subtilis P22 B.cereus B5e/sz.
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Rys. 5. Koficowy ubytek masy keratyny pior w hodowlach czterech szczep6w bakterii z rodzaju Bacillus
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BIOUTILIZATION KERATIN WASTES FROM POULTRY INDUSTRY BY MESO- AND
THERMOPHILIC BACTERIA STRAINS

In this research the keratinolysis of chicken feather was estimated in monoculture of four bacteria
strains. Two strains were mesophilic Bacillus cereus B5esz and B. subtilis P22 and two were
thermophilic Bacillus sp. T14 and Bacillus sp.T16. Dynamic of keratin degradation was evaluated by
estimation of solute protein, amino acid group and keratinolytic and proteolytic enzyme level. Degree of
keratin feather degradation was shown as weight loss of dry matter of substratum after ending of
cultivation.

Bacteria could liquefied feathers in 6 or 8 days of cultivation. The level of soluble proteins reached
2,43 mg/ml, free amino acid group 2,28 mM, sulphuric 1,36 mM. Keratinolytic proteases were release to
environment in different time by tested strains and it activity was much more higher for mesophilic
bacteria. It reached level 13,1 U (keratinases) and 390 U (proteases). Weight loss of feather in cultivation
of mesophilic and thermophilic bacteria was comparable and it was estimated 56-78% and 45-82%,
respectively. Research suggested high usefulness of bacteria from Bacillus genus to bioutilization keratin
wastes from poultry industry.
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