P332

EGY UJ KERATINBONTO BACILLUS LICHENIFORMIS
TORZS
{ZOLALASA ES JELLEMZESE

PhD értekezés tézisei

Készitette:
Rozs Magdoina
SZTE TTK
Mikrobiologiai Tanszék

Témavezetok:

Dr. Manczinger Liszlo és Dr. Vigvilgyi Csaba

SZEGED, 2001



BEVEZETES

A toll-liszt protein tartalma megkézeliti a huslisziét (a husliszté 55%, a toll-liszté
pedig 45%). Bér az allatok a tollbél nem tudjik az dsszes proteint hasznositani, mégis
jol potolja a huslisztet, amelynek nagy részeét "Magyarorszigon importbol kel
beszerezni. llyen korilmények kdzdtt: a- toll-liszt nemcsak takarmanyt pétol, hanem
importot is.

A mikrobidlis enzim-technolégia és ezen belill a keratinolitikus protedzok
kutatisinak eredményet lehetoséget biztositanak a baromfitoll alacsony energiaigényi
bioldgiai talakitdsira. amelynek sordn egy potenciilisan kémyezetszennyezd anyagbol.
egy proteinben gazdag és jelentds tipénéki takarmainy, vagy magas nitrogéntartalmu
éntekes komposzt-anyag keletkezik.

A baromfi testsulyanak kdriilbelill 5 - 7 %-~dt teszi ki a tollazat. JelentGsége a test
szigetelésében, a mozgisban és a madarak komyezethez torténd alkalmazkodisiban
meghatirozd. A baromfitoll valészinileg a termeészetben eldforduld keratin tartalma
anyagok koziil a legnagyobb mennyiségben fordul eld. A baromfi emberi tdplalékként
t6rténé feldolgozdsa sordn a toll hulladékként haimozddik fel. A termel6dd hulladék az
ipardg jelentds fejlddésénck kovetkeztében egyre nagyobb kdmyezetvédelemi
probiémit jelent.

Nyilvdnvalé, hogy a baromfitoll nagy mennyiségben rendelkezésre illé. az dllati
tiplilkozds szempontjdb6l potenciilisan hasznos protein és aminosav forrds. A toll
takarmanyként torénd Gjrahasznositdsinak kérdéskére azért tarthat szimot az allati
takarmanyozis szakértbinek kiemelt figyeimére, mivel proteinekben igen gazdag.
Felhasznildsat neheziti, hogy emésziése nagyon nehéz, tovdbba igen alacsony a
biologiai tipéréke, ugyanis a tdplilékként t6riéné felhasznilishoz kevés benne a
létfontossagu aminosav (mint példaul a metionin, a lizin, a hisztidin és a triptofén).

A tollak Gsszetétele eitérd lehet. Az alapvetd, esszencidlis aminosavak
koncentricidja, mint amilyenck a metionin, a lizin és a hisztidin, csékken a broiler
csirkék tolliban koruk elérehaladtival, mig ezzel egyidejileg a nem alapvetd
aminosavak ardnya novekszik. A toll proteinjénck tdplilkozds szempontjabol
nefiézséget okozo tulajdonsagai abbol erednek, hogy molekuliris szerkezete azt a célt
szolgalja, hogy létrejéhessen a toll szerkezeti szildrdsiga. Ugyanez a magyardizata annak
is, hogy a természetes keratin miért nem oldodik és miért nem tudja a legtobb



proteolitikus enzim lebontani. A toflazat mechanikus stabilitisa és a proteolitikus
¢nzimek lebontd hatdsival szembeni ellenillisa a protein linc szoros
dsszerendezddésével magyardzhatd. amely az aifa-helix (alfa keratin) és a béta ~ redds
szerkezet (béta-keratin) dltal épil fel egy tbbbszbrosen osszetett (.supercoiled™)
polipeptid linccd. A polipeptid lincban nagy szimban fordulnak elo keresztkdtések:
elsosorban a diszuifid k8tések magas aranyat kell kiemelniink.

A cisztein jelentés mennyisége closegiti a cisztein hidak kialakuldsit. A
hidrogénkotések. a szuperkoild szerkezet swabilizilé hatisa és a  hidrofob
kolcsonhatasok mechanikai szilirdsigot és proteolitikus ellendllo képességet
biztositanak a keratinnak.

A 1ollbé! nyert tiplilék jobb emészthetosége érdekében alkaimazott
hagyomanyos modszer a hidrotermikus Iebontison alapszik. Azonban Papadopoulus
(1989), toviabba Latshaw és munkatirsai (1994) szerint. a takarmany efddllitisiban a
hidrotermikus kezelés csupdn viltozo és limitalt hatistokd eredményhez vezet, mivel
hozzijarul az alapveté aminosavak. mint 2 lizin. a metionin és a tripiofin
mennyiségénck csokkenéséhez. illetve elbidézi a tiplalék szempontjabol énékteien nem
természetes aminosavak. mint a lizinoalanin és a fantionin kialakulasat,

Amennyiben sszevetjik a toll hagyomanyos feldolgozisanak koltségeit annak
korldtozott tiplilékjavité hauisival, az uj alternativ technologidk kutatisa indokoltnak
tinik. ami a taplalkozisi énék javildsival és a komyezet fokozottabb védelmével,
tovabba kedvezd koltsép hatékonysiggal kecsegtetnek.

KUTATASI ELOZMENYEK

A kutatasok szerint a mikroorganizmusok kozott jelentés szami gomba és
baktérium képes a keratin hasznositasira. Szimos szaprofita és parazita gomba,
aktinomicéta és Bacillus taj keratin bonto képessége ismen. Tovdbba mindig ujabb;
ujonnan izolalt mikroorganizmusrol szerziink tudomast. amelyek keratinolitikus
tulajdonsagokat mutatnak.

A keratin tartalmu szubsztritok természetes lebomidsdnak vizsgalata, valaminmt
ennek laboratoriumi kériilmények kézotti megismétlése arra enged kévetkeztetni. hogy
a totlnak dllati takarmanyként térnénd hasznositdsa biotechnologiai tton megvalosithato.

1T}



A mikrobidlis technolégia alkalmazisinak a k&vetkezd elényei vannak a toll
feldolgozasinil: eldszér is, a mikroorganizmusok tenyésztése és a keratinizok
aktivitisa azt credményezheti, hogy a toll keratinjinak struktirija megvaltozik. Ez
megvaltoztathatja a keratin ellenélléképesse'g_él a tdpldlkozo dlat lebonté enzimeivel
szemben. Tovabba a tollbol készillt tiplilék tipértéke feljavithaté a mikroba protein
biomassza segitségével (ez potldlagos és additiv is lehet). Barabas (1986) ugy talilta,
hogy a lizin, metionin és arginin magasabb koncentriciéja figyelheté meg az erjesztett
tollban Gsszehasonlitva a nem erjesztettel, ami arra enged kovetkeztetni, hogy nem csak
a keratint lehet protein forrisként felhasznilni, hanem a mikroba biomasszit is. Ezt
megelozoen Elmayergi és Smith megfigyelte. hogy az S. fradiae metionint szekretilé
mutans alkalmazisival a toli-fermentumban a metionin és lizin tartalom lényegesen
novekedett. Harmadszor, lehetséges a toll mikrobidlis fermenticidjaval t5rténd
aminosav eldallitds.

A baromfitoll és mas keratinok potencidlis proteinforrast jelentenek az
dllatillomdny szémdra, de amionosav Osszetételik nem megfeleld, és nehezen
emészthetdek. ami a madarak tollazatinak strukturalis funkcidjabol fakad. A
keratinbonté mikroorganizmusok természetbeni el6fordulisa azt bizonyitja. hogy
létezik. illetve kidolgozhat6é egy hasznosithaté mikrobidlis-enzim technoldgia. amely
Gsszehasonlitva a hagyomdnyos hidrotermikus eldallitis végtermékével, képes egy
tapérték szempontjabol kiegyensulyozottabb és emészthetébb termeék eldallitisdra.
Végill az is leszogezhetd. hogy egy ilyen mikrobialis enzim-technolégia alacsony
energiaigényi és igen kdmyezetbarat.

Azok a biotechnolégiai mddszerek. amelyek mikroorganizmusok €s enzimeik
alkalmazisin alapulnak j6 megoldasnak tiinnek a jovében. A tovabbiakban a hangsulyt
az elodllitasi folyamatban a keratinizok indukcidjdra, a keratinok tulajdonsdgaira, a
keratinolizis mechanizmusaira és korlataira kell helyezni. Ennek érdekében tekintjiik at
a mikrobioldgiai keratinolizissel kapcsolatos adatokat €s probaltunk meg kutatdsainkkai
is hozzdjaruini e terillet megismeréséhez. A toll tapértékének fokozisa azt
eredményezheti, hogy a szdjabab és a hal dllati tiplilékként t6rténé fethaszndldsa
visszaszorulhat. Tovabbi a toll biotechnoldgiai talakitisa valészinileg jo szolgalatot
tehet mind a baromtiiparnak. mind az embernek és a kdmyezetnek. Lényegesek ezek a
viisg:ilatok azért. mert a BSA fertézések széleskorii terjedésének hatdsdra az allati
hulladékok visszaetetését szimos orszigban hosszabb-révidebb idére betiltottdk és a
kutatok egyenlbre mas alternativ lehetoséget keresnek a huliadéktoli, mint kémyezeti
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hulladék ujrahasznositasira. Ilyen biotechnolégiai ecljaras lehet a komposztilis.
amelynek sordn a hulladéktollbél magas nitrogén tartaimu komposzt termek keletkezik.

CELKITUZESEK

A szakirodalomban sokféle baktérium €s gomba keratiniz és protedz
termelésérdl taldlhatunk adatokat.

1. Az dltalunk izolalt keratinbonté baktérium rendszertani azonositisdt
klasszikus és molekuldris biolégiai modszerekkel terveztitk megvalésitani.

2. Ahhoz hogy a térzs intenziv keratinbonto képességét biokémiai szinten

értékelni tudjuk, tervbe vettiik, hogy a torzs

feltarjuk.

3. Amais vilaszt kellett keresniink, hogy a kérnyezeti faktorok miként
befolvasoljdk a téirzs protedz termelését és keratinbontd képességeét.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

- Mikrobioldgiai eljarasok.

- PCR technika.

- Enzimtisztitis gél sziiréses oszlop-kromatografival.

- Enzimaktivitas (tripszin, kimotripszin és kimo-elasztiz) mérések baktérium
kultiribol és baktériumsejt mentes fermentlébol, valamint tiszu'ton. '
enzimmel, kromogén és fluorogén szubsziritokkal.

- Fermentaciés eljarasok.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Egy 0j keratinbonio baktériumot sikeriilt izolalnunk részben bomlott tollrél.
amelynek a K-3508 nevet adtuk. Ez az izolitum nagyfoki tolibonto aktivitdst mutatoit
baromfitolion optimélis tenyésztési korilmények kozott; ekkor a tédpkozeg tollat
tartaimazott, a pH 7.0 volt és a tenyésztési hﬁmér.séklet 47°C. Fenotipusanak alapvetd
jellemzéje a gyors mozgdsu Gram-pozitiv palcaforma, e mellett a metabolikus teszt és a
rDNS szekvencia analizis alapjan egyéntelmiGen Bacillus licheniformis-nak
azonositottuk. Tenyészetének fermentleve aktivitast mutatott
N-Bz-Phe-Val-Arg-p-nitroanilid, = N-Szukcinil-Ala~Ala~Pro~Phe—p-nitroanilid.
N-CBZ-Gly-Gly-Leu~p-nitroanilid és N-CBZ-L-Ala~L~Ala-L-Ala~L-Leu~p-
nitroanilid kromogén protedz szubsztritokon. semleges pH kérnyékén.

Az irodalomban eddig leirt keratinbonté mikrobaktél a K-508 izoldtum abban tér
el. hogy szignifikins keratinolitikus aktivitist mutat a kezeletlen (minden elokezeléstdl
mentes) toll keratinjan SH-redukalé szerek jeleniétében. A mikroba mind a tripszin-.
mind pedig a kimotripszin-tipusii protedzokat konstitutivan termeli.

A Bacillus nemzetségbdl tébb magas keratinolitikus aktivitast baktériumot irtak
le és ezen beliil is elsosorban a Bacillus licheniformis ilyen jelentdsége kiemelkedo.
Kutatasaink soran izolalt uj magas keratinolitikus aktivitdsi B. licheniformis tbrzs.
tripszin- és kimotripszin-tipusit protedzokat termel gyakorlatilag a felhasznilt
szénforrdstol fiiggetleniil, protein vagy peptid inducer hidnyaban is. Ez egy szokatlan
sajdtossdg figyelembe véve a baktériumok protedzainak szabalyozisirdl ismerteket. A
baktériumok extacelluldris protedzai altaldban indukcié €s represszid utjan
szabalyozottak. Mds B. licheniformis fajok esetében, pl. PWD-I, a glitkéz gyakorlatilag
teljes mértékben szupresszilja a protedz termelést és a MIR29 esetében a gliikéz mellett
a glicerol. D-xil6z és szachardz szintén erds represszornak bizonyult. A K-508 esetében
valésziniileg spontin muticié kévetkezhetett be, ami felelés a kiilénb6zd proteizok
konstitutiv szekréciojaért. Egy kordbban izollt B. licheniformis derepresszilt protedz-
termelé mutins képes nagy mennyiségben szubtilizint termelni.

A K-308 térzs kivdlé keratinbonténak bizonyult. mig a baktériumsejt mentes
fermentlé csak lassan tudta a keratint bontani. Ereményeink figyelembevételével a K-
50§ konstitutivan proteazt szekretaloé B. licheniformis térzs alkalmas a keratintartalmu

hulladék nagy hatasfoki in situ bakteridlis lebontasara (pl. komposztalasi technolégia).



A fermentlébdl a tripszin-tipusu enzimet is izoldltuk és részben jellemeztitk. Az
enzim konstitutivan termelGdik és nagy aktivitdst mutat az
N-Bz~Phe-Val-Arg—p-nitroanilid kromogén szubsztriton. Az enzim pH optimuma
8.5 értéknél volt és a legnagyobb aktivitdst 52°C-on mértiink. Elvalasztasit Sephadex
G-100-as oszlopon végeztitk és megallapitottuk, hogy molekulastlya 42kD korilli. Az
enzimet, ami a Bacillus nemzetségnél \';jonnan leirt, tiol proteaz, a TPCK, TLCK, PMSF
¢és EDTA nem gatolta, mig a HgCly; és a pCMB, csbkkentette az aktivitisit. Ami a
mikroorganizmusokat illeti, azt talaltuk. hogy ilyen tipusit extracelluldris proteazokrol
irodalmi adatok, egyediil a rovar patogén fonalas gomba Beauveria bassiana, a Vibrio
harvey egy patogén trzs és egy pszikrotrof-Azospirillum sp. W6rzs esetében fellelhetéek.

OSSZEFOGLALAS

Egy uj keratinbonté baktériumot sikerilt izoldlnunk részben bomiott tollrél. A
késébbiekben jellemzett torzsnek a K-508 jelzést adtuk. Ez az izolatum nagyfoku
toilbont6 aktivitdst mutatott baromfitollon optimalis tenyésztési korilmeények kozott;
47°C tenyésztési homersékleten pH 7 énéknél. A K-308 t6rzs egy Gram-pozitiv
baktérium. Egyenes palcika alaki. elektronmikroszképos felvételek alapjan a sejtek 2.5-
3.5 mikron hosszusagtak és 0.8-1.0 mikron szélességiiek. a végeik lekerekedettek. A
sejtek egyesével vagy kettesével forduinak eid. de lancot is alkothatnak. Sejtenként egy
szubterminalisan elhelyezkedd ovalis endospéra termelddik. Opdlos, szabalytalan alaku
telepeket képeznek. ami egydntetiien csillog6, sziraz, sima és rbgos is lehet. A sejtek
mozgdsképesek. A baktérium Kkorilbelil 20°C és 55°C kozotti homérséklet-
tartomanyban n6, hémérséklet-optimuma 47°C.

A K-308 baktérium faj részleges 16S rDNS szekvencidjit meghatdroztuk és
6sszehasonlit6 analizist végeztiink egy nyilvanos adatbankban tirolt szekvencidkkal. Az
izoldtum a Bacillus nemzetség tagjaival mutat rokonsigot. Tovabba nagy szekvencia
azonossag (>98%) volt megfigyelhetd a K-508 és a Bacillus licheniformis izoli;umok
mas ismert 16S rDNS szekvencidi kdzott. Ez a nagy meértékd szekvencia azonossig,
egyérielmien mutatja. hogy a K-508 a B. licheniformis fa) egy Gj tbrzse. Ezt az

eredményt a metabolikus tesziek sordn kapout adatok is alitimasztottak.



API-ZYM diagnosztikai tesztte] végzet kisérietekben a mikroba magas foszfit és
észterdz aktivitist mutatott. A diszacharaz aktivitasok koziil csak B-gliikozidaz és (-
galaktozidaz aktivitas volt tapasztathatd. Aminopeptidiz aktivitds nem volt kimutathaté
a fermentiében.

Inducer nélkilli glitkoz tartalmi minimal séoldatban. a 6rzs két tipusu protedzt
termelt. a tripszin-tipust (aktivilis: Bz-Phe-Val-Arg-p-nitroanilidon) és a kimotripszin-
tipusu protedzt (aktivitis: Szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilidon). Az 6rélt tollat
tartalmazo fermentlé nagyon hasonlé szubszirit-affinitdsi képet mutat. Az induktiv
hatdsra reagalva tejpor vagy az oligopeptid tartalmut élesztékivonat jeleniétében a trzs
kimoelasztiz-tipusi aktivitist (CBZ-Gly-Gly-Leu-p-nitroanilid hasitisa) mutaté
protedzt is termelt. Lehetséges, hogy ez az aktivitis a kimotripszin-tipusi enzimtél
szirmazik. mint ahogy ezt mar megfigyelték mds B. licheniformis torzsek esetében.
Ennek a protedznak a K-508 térzs esetében nincs szerepe a keratin lebontdsaban, mivel
az Grolt tollport tartalmazd fermentlében nem volt jelen.

Az irodalomban eddig leirt keratinbonté mikrobdktél a K-508 faj abban tér el,
hogy szignifikins keratinolitikus aktivitdst mutat a kezeletlen (minden elbkezeléstol
mentes) toll keratinjan SH-redukdlo szerek jeleniétében. A mikroba mind a tripszin-,
mind pedig a kimotripszin-tipusu proteazokat konstitutivan termeli. A rovidebb
oligopeptid szubsztitok egyik tipusu protedz esetében sem bizonyultak jé szubsztritnak.
A kimoelasztdz-tipusu aktivitds kivételével a kazein (tejpor), mint protedz inducer nem
fokozta szignifikdnsan a térzs protedz termelését. A K-508 torzs proteiz termelése
gyakorlatilag nem figg a hasznalt szénforras tipusatol. gliikéz mellett egyéb mono- és
diszacharidok is kielégitd vagy magas szintit proteaz termelést eredményeztek, protein
vagy peptid inducerek hiinydban is. Ez egy szokatlan viselkedés figyelembe véve a
baktériumok protedzainak szabalyozdsirél leirtakat. A baktériumok extacellularis
protedzai dltalaban indukcid €s represszio utjin szabilyozottak. Mas B. licheniformis
fajok esetében, pl. PWD-1, a gliikéz gyakorlatilag teljes mértékben szupresszilja a
protedz termelést és a MIR29 esetében a gliikéz mellett a glicerol. D-xiléz és szacharoz
szintén crés represszornak bizonyult. A K-508 esetében valosziniileg spontin muticis
korabban izolalt B. licheniformis derepresszilt proteiz-termeld mutdns képes nagy
m;.nnyiségbcn szubtilizint termelni.

A mikrobn két killonbdzo tipusit protedzt termel, a tripszin-tipusti protedzt

(amely Bz-Phe-Val-Arg-p-nitroanilid-en aktiv) és a kimotripszin-tipusi protedzt (amely



" Szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid-en aktiv). A két tipusit protedz koziil az egyik.
a tripszin-tipusi nagyobb stabilitist mutat a fermentlében. A kimotripszin-tipusii enzim
egy nagyon éyors lebomidson ment keresztill a nyers fermentiében s ez a lebomiss
felgyorsult a 10-szeresére toményitett mintakban. EbbS] adédéan a tripszin-tipusa
enzimet tisztitottuk, Sephadex G-100-as gél-sziiréssel ¢s jellemeztiik. A tripszin-tipust
enzim egyetlen éles csicsként jelent meg a 26-31 frakcioknal és tovdbbra is magas
aktivitdst mutatott a Bz-Phe-Val-Arg-p-nitroanilid, specifikus kromogén tripszin
szubsziriton. Az enzim molekulasilyit (Mw) 42 kD-nak hatiroztuk meg.

Mérések alapjin leszogezhetd, hogy ez az enzim alacsony lig ¢és magas
hémérséklet tolerancidji tripszin-tipusi proteiz, melynek pH=8.5 és 52°C a
hémérséklet optimuma. Az enzimet, ami a Bacillus nemzetségnél ujonnan leirt. tiol
protedz. a TPCK. TLCK. PMSF és EDTA nem gdtolta. Nagy valdsziniiség szerint, ez a
tripszin-tipusu proteiz ciszteint tartalmaz az aktiv centrumaban, mivel | mM HgCl,
nagymértékben gdtolja az enzimet. Ebbél kifolyolag ez a proteiz a tiol proteizok
csoportjdba tartozik. ami nem gyakori a mikroorganizmusok extraceiluldris protedzai
korében. Ilyen tipusi extracelluliris proteizokrol irodalmi adatok. egyediil a rovar
patogén fonalas gomba Beauveria bassiana, a Vibrio harvey egy patogén torzse és egy

pszikrotrof Azospirillum t6rzs esetében ismertek,

A tbrzs fent targyalt tulajdonsagai eldnyések lehetnek ipari szintii fermentacis
folyamatokban. Szemben azzal a ténnyel, hogy a baktérium a baromfitollat rovid idd
alatt képes lebontani, mind razatott kultiriban, mind pedig fermentorban. az induktiv és
a nem-induktiv fermentlevek csak nagyon alacsony keratin bonté aktivitast mutattak,
amit diszulfid-hid redukal6 agensekkel (2-merkaptoetanol €s ditriotreitol) lehet fokozni.

A K-508 térzs kivalé keratin bontonak bizonyult. mig a baktériumsejt mentes
fermentlé csak lassan tudta a keratint bontani. Ereményeink figyelembevételével a K-
508 konstitutiv proteaz-szekretaid B. licheniformis 1orzs alkalmas a keratinhulladék

nagy hatastoka in situ bakteridlis lebontdsdra (pl. komposztalasi technolégia).



AZ ERTEKEZES TARGYKOREHEZ TARTOZO KOZLEMENYEK

M. Rozs, L. Manczinger, Cs. Vagvélgyi and F. Kevei
Secretion of a trypsin-like thiol protease by a new keratinolytic strain
of Bucitlus licheniformis. FEMS Microbiology- Letters. (in press)

M. Rozs, L. Manczinger, Cs. Vigvolgyi, F. Kevei, A. Hochkoeppler & A. Vara y
Rodriguez
Fermentation characteristics and secretion of proteases of a new keratinolytic strain of

Bacillus licheniformis. Biotechnology Letters. (in press)

M. Rozs, L. Manczinger, Cs. Vigvilgyi and F. Kevei
Isolation and characterisation of a new Bacillus licheniformis strain with high

keratinolytic activity J. Basic of Microbiology and Biotechnology. (submitted)



