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Kumulacja pierza drobiowego jako surowca odpadowego w srodowisku naturalnym stanowi problem ekologiczny i sani-
tarny z uwagi na wysokq odpornos¢ na degradacje oraz na mozliwos¢ wystepowania patogennych mikroorganizmow.

Prezentowane badania przyblizajg mozliwos¢ wykorzystania szczepionki bakterii z rodzaju Bacillus do degradacji ke-
ratyny pior natywnych. Piora szczepione bakteriami B. subtilis B172 w wyzszym stopniu podlegaly biodegradacji zaréowno
w hodowli wglebnej jak rowniez w solid state, w stosunku do odpowiednika nieinokulowanego. Przejawialo si¢ to w ubytku
masy o 30% wyzszym w hodowli inokulowanej, wizualnym obrazie oraz w parametrach biochemicznych keratynolizy, np.
ilos¢ biatka rozpuszczalnego wyzsza o 71% w stosunku do hodowli nieinokulowanej. Ponadto wykazano zdolnos¢ bakterii
do tworzenia biofilmow na substracie keratynowym, co jest dodatkowym czynnikiem moggcym intensyfikowac proces kera-
tynolizy.

Przeprowadzone badania wskazujg alternatywnq i ekologiczng metode degradacji pierza kurzego z zastosowaniem
szczepionki keratynolitycznych bakterii B. subtilis B172.

Stowa kluczowe: Bacillus subtilis, biofilm, piora kurze, keratynaza, biodegradacja

Accumulation of chicken feathers waste in natural environment presents an ecological and sanitary issue due to the high
resilience of keratin against degradation and possible occurrence of pathogenic microorganisms.

The presented research highlight the possible application bacterial inoculum from the genus Bacillus for biodegradation
of native feather keratin. Feathers inoculated with B. subtilis B172 underwent advanced decomposition in liquid cultures, as
well as in soild-state conditions, as compared with an uninoculated control. It was manifested by the substrate loss increased
by 30%, visual changes in the substrate and biochemical indicators of keratinolysis, e.g. concentration of soluble proteins
increased by 71%, in comparison to a control. In addition, capability of the tested bacteria to formation of a biofilm structure

on the keratinic substrate was demonstrated, as an additional factor to intensify the process of keratinolysis.
The conducted research allowed to propose an alternative and environment-friendly method for waste feathers degrada-
tion with an application of B. subtilis B172 keratinolytic bacteria.
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Wprowadzenie

Poruszany temat badan jest odpowiedzig na potrzeby za-
ktadow przemystu drobiowego, ktdre borykaja si¢ z zagospo-
darowaniem odpadow, gdyz tylko w Polsce rocznie generuja
one 5,39 mln ton (2008 r.) odpadéw w postaci pierza. Pro-
blem ekologiczny wynika z faktu, ze pierze zbudowane jest
z biatka wtokienkowego keratyny, ktore jest wysoce oporne
na degradacje¢ $srodkami fizycznymi, chemicznymi, jak row-
niez powszechnie dostepnymi enzymami- papaina, trypsyna.
Generowanie duzych ilosci odpadéw keratynowych i ich
kumulacja w $§rodowisku naturalnym stanowi zagrozenie
sanitarne, wynikajace z niedostgpnosci dla drobnoustrojow
i enzymow biatek keratynowych, ktore stanowig okoto 90%
masy tych struktur [1]. Aminokwasy budujace keratyny maja

w 40% charakter hydrofilowy oraz w 60% hydrofobowy.
W sekwencji aminokwasow duzy udziat ma cystyna, odpo-
wiedzialna za wysoka liczbg wigzan disiarczkowych. W ke-
ratynie pidr stanowi ona 7% wszystkich aminokwasow i jej
ilo$¢ jest 2,5 razy wyzsza w stosunku do keratyn naskorka,
rogow i paznokci. W strukturze drugorzedowej dlugich tan-
cuchéw polipeptydowych przewazajg o- helisy (41%) oraz
B- struktury (38%), natomiast pozostate tworzg struktury
nieuporzadkowane [2,3,4]. Wskutek tak ztozonej budowy
wykazuja wysoka oporno$¢ na degradacj¢ i jednocze$nie
kumulujac si¢ w §rodowisku stanowig siedlisko patogennych
bakterii. Stosowane dotychczas termiczne metody utylizacji
odpadow keratynowych, w potaczeniu z wapniowaniem czy
spalaniem sg mato ekologiczne i nieekonomiczne, ze wzgle-
du na zapotrzebowanie energetyczne oraz wprowadzanie do
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srodowiska zwigzkow chemicznych [5,3,6,7]. Alternatywa
dla takiego postgpowania moze by¢ biologiczna dekompo-
zycja odpadéw keratynowych. Pidra ptakow sg naturalnym
miejscem zasiedlanym przez r6zne mikroorganizmy keraty-
nofilne. Wérdd nich wystepuja rowniez drobnoustroje pato-
genne, jednak wigksza czg$¢ stanowig saprofity, pochodzenia
glebowego [4]. Wiele sposréd mikroorganizmoéw zdolnych
jest do syntezy pozakomoérkowych proteaz, degradujacych
keratyny. Znaczgca grupe stanowig bakterie, z ktorych wiek-
szo$¢ nalezy do grupy gramdodatnich. Szczegdlnie wazne sg
bakterie z rodzaju Bacillus np. B. subtilis, B. licheniformis
iinne [8,9]. Dodatkowo bakterie z rodzaju Bacillus tworza
biofilmy ztozone ze skupiska komoérek otoczonych ma-
cierza pozakomorkowg- matrix, w sktad ktorego wchodza
polisacharydy, biatka, kwasy nukleinowe, kwasy uronowe.
Taka forma zycia daje komérkom wigkszg przewage w sto-
sunku do komorek planktonicznych. Tworzenie biofilmow
znacznie ulatwia procesy degradacyjne sktadnikéw trudno
degradowalnych [5,10].

Zainteresowanie utylizacja pierza na drodze mikro-
biologicznej wynika nie tylko z probleméw ich zagospo-
darowywania, lecz takze wykorzystania ich bogactwa
aminokwasowego, ktére predestynuje je jako zrodto paszy
dla zwierzat. Traktowanie ich enzymami proteolitycznymi
podnosi przydatno$¢ odzywcza pior o takie aminokwasowy
egzogenne jak lizyna, metionina i treonina. [1,11]. Ponadto
wykorzystanie enzymoéw proteolitycznych wytwarzanych
przez bakterie moze mie¢ zastosowanie w wielu gateziach
przemystu m.in. garbarskim, farmaceutycznym, spozywczym
oraz w rolnictwie [12, 6, 13, 14, 15, 3,16, 9, 5, 17].

Keratynazy sg szeroko rozpowszechniong grupg proteaz
serynowych lub metaloproteaz, ktére maja przewaznie cha-
rakter pozakomorkowy, cho¢ spotyka si¢ takze wewnatrz-
komorkowe [3]. Mikroorganizmy sg zdolne do wytwarzania
enzymow keratynolitycznych na drodze indukcji substrato-
wej w obecnosci surowcoOw keratynowych, wykorzystujac
je jako zrodto wegla i azotu. Keratynazy sa wydzielane do
srodowiska w obecnosci odpowiednich substratow takich
jak: welna, wlosy, rogi oraz piora [16].

Prezentowane badania maja na celu przyblizenie warun-
kéw pottechnicznych i technicznych procesu kompostowania
oraz wskazanie mozliwosci wykorzystania szczepionki w
tych procesach. Sprawdzenie skuteczno$ci dziatania przy-
gotowanej szczepionki bakterii Bacillus subtilis B172 na
rozktad keratyny pierza nieodtluszczonego przeprowadzono
w dwoéch rodzajach hodowli: wglebnej jak rowniez solid state
(minikomposty). Skuteczno$¢ dziatania wybranej szczepion-
ki bakterii zostata poréwnana z hodowla kontrolna, ktérej
proces degradacji pierza odbywat si¢ z udzialem mikroflory
epifitycznej. Bakterie te zostaly rowniez sprawdzone pod
katem zdolnosci tworzenia biofilméw na substracie kera-
tynowym.

Przestanka do badan byly wczes$niejsze badania uzdol-
nien keratynolitycznych bakterii Bacillus subtilis B172, ktore
odbywaty si¢ w warunkach hodowli na piérach oczyszczo-
nych i odttuszczonych

Metodyka badan

Materiatl badawczy
Materiatl badawczy stanowit szczep bakterii Bacillus

subtilis B172, pochodzacy z kolekcji wtasnej Katedry
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu.

Pidra kurczat koloru biatego rasy Leghorn pochodzity
z gospodarstw przydomowych w okolicy Wroctawia.

Identyfikacja szczepu i analiza filogenetyczna

Genomowe DNA zostato wyizolowane z 12 h wstrza-
sanych hodowli bakterii w podtozu Luria-Bertani. Gen 16S
rRNA zostat amplifikowany w reakcji PCR z uzyciem starte-
row uniwersalnych: (27 R) AGAGTTTGATCGTGGCTCAG
i (1492L R) GGTTACCTTGTTACGACT. Sktad mieszaniny
reakcyjnej PCR: 25 pL Taq PCR Master Mix (2x) (Eurx); 20
pmol kazdego ze starteréw, genomowy DNA 0.1 pg. Reakcja
PCR zostala przeprowadzona przy nastepujacych parame-
trach: wstepna denaturacja 94°C, 5 min, 35 cykli denaturacja
94°C, min, hybrydyzacja 53°C, 30 s, elongacja 72°C, 90 s
oraz koncowa elongacja 72°C, 10 min. Produkt PCR zostat
oczyszczony ze skladnikéw mieszaniny reakcyjnej oraz
sekwencjonowany przez Centrum Badan DNA Sp. z o.0.,
Poznan, z uzyciem starterow: 27 F, 1492L R oraz startera
wewnetrznego (357 F) CTCCTACGGGAGGCAGCAG.
Uzyskana sekwencja zostata porownana z bazami Riboso-
mal Database Project (RDP) release 10 oraz Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). Analiza sekwencji oraz
drzewo filogenetyczne zostaty wykonane z uzyciem MAFT
wersja 7 oraz Archaeopteryx version 0.972+.

Hodowle wglebne

Wstrzgsane hodowle wglebne prowadzono w kolbach
Erlenmeyera o pojemnosci 500 ml w 200 ml podtoza synte-
tycznego S1 o sktadzie (g/dm?): MgSO, x 7H,0 1; ekstrakt
drozdzowy 0,5; KH,PO 4 0,1; CaCl, 0,1; FeSO, x 7H,0
0,01; pH 7,1 oraz 20 g surowca (pidéra). Przeprowadzono
takze nieszczepione hodowle kontrolne.

Inokulum stanowita 12-godzinna hodowla wstrzgsana
bakterii B. subtilis B172 na bulionie odzywczym, o przy-
blizonej gestosci 1x 10 j.t.k./cm®, ktérym zaszczepiano
poszczegblne hodowle (5 ml inokulum na kolbg).

Zdolnos$¢ tworzenia biofilméw prowadzono w siedmio-
dobowych hodowlach bakterii w podtozu syntetycznym S1,
w obecnos$ci odttuszczonego pierza kurzego wedtug metody
Wawrzkiewicz w ilosci 1% [18]. Hodowle byty inkubowane
w temperaturze 28°C przy wytrzgsaniu 168 rpm.

Hodowle wgltebne w kolbach Roux’a

Do kolb Roux’a o pojemnosci 1000 ml umieszczono
po 80 g surowca (pioéra) z dodatkiem 8 g trocin. Nastgpnie
do kolb wprowadzono po 35 ml podtoza syntetycznego za-
czepionego 1% inokulum bakterii B. subtilis B172 1x 10°
j.tk./cm® Kolby w pozycji poziomej przetrzymywano w
temperaturze 30°C przez 47 dob.

Metody analityczne

W ptynach pohodowlanych uzyskanych po przepro-
wadzonych hodowlach w podiozu mineralnym (Tab. 8) z
pierzem natywnym przeprowadzono analiz¢ wskaznikow
keratynolizy.

Oznaczenie ilo$ci biatka wykonano metoda Lowry’ego,
a jego stezenie wyrazono w mg/ml [19].

Oznaczanie grup sulfhydrylowych wykonano metoda
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Ellmana [20].

[lo$¢ wolnych grup sulthydrylowych oznaczona metoda
Ellmana zostala wyrazona w [mM].

Oznaczanie wolnych grup aminowych wykonano metoda
TNBS [21], a jego ilo§¢ wyrazono w [mM].

Aktywno$¢ proteolityczng w plynach pohodowlanych
oznaczono zmodyfikowang metoda Ansona, przy dtugosci
fali A=280 nm [22] i wyrazono ja w migdzynarodowych jed-
nostkach aktywnos$ci [umol/ml/min]= [JP], ktére oznaczaja
liczbg mikromoli produktu, uwolnionego przez 1 ml enzymu
w czasie 1 minuty reakcji w temperaturze 30°C.

Oznaczanie aktywnoS$ci keratynolitycznej w ptynach
pohodowlanych wykonano zmodyfikowang metoda Ansona
przy dtugosci fali A= 280 nm i wyrazono jg w mi¢dzynaro-
dowych jednostkach aktywnosci [umol/ml/min]= JK], ktére
oznaczaja liczbe mikromoli produktu, uwolnionego przez
1 ml enzymu w czasie 1 minuty reakcji w temperaturze
40°C [22].

Wizualna ocena degradacji pierza

Stopien degradacji pierza w hodowlach wgltebnych oce-
niano wizualnie na podstawie obserwacji makroskopowych
oraz z uzyciem mikroskopu $wietlnego (pow. 400%).

W celu oceny adhezji komoérek bakteryjnych do po-
wierzchni materiatow keratynowych kazdorazowo materiat
keratynowy pobierano z kolb za pomocg ezy, ptukano
w sterylnym ptynie fizjologicznym, a nast¢pnie sporzadzano
preparaty mikroskopowe.

Ubytek masy

Ubytek masy pierza w hodowlach ptynnych badano po
odsaczeniu ptynu pohodowlanego na sgczkach jakoscio-
wych, a nastgpnie wazono na wagosuszarce firmy RADWAG
WPS 110S w temperaturze 105°C. Ubytek suchej masy sta-
nowita réznica migdzy proba wyjSciowa a konicows, ktory
wyrazono w [%].

Wyniki badan

Identyfikacja szczepu

W efekcie sekwencjonowania genu rDNA izolatu B172
uzyskano niemal kompletng sekwencje dtugosci 1417 nu-
kleotydow. Wstepne pordwnanie uzyskanej sekwencji z baza
RDP ujawnito przynalezno$¢ badanego szczepu do gatunku
Bacillus subtilis. Analiza z uzyciem BLAST potwierdzita po-
krewienstwo bakterii do szczepu Bacillus subtilis BEST 7613
z podobienstwem 99%. Analiza filogenetyczna z uzyciem
metody neigbour-joining umiejscowita izolat B172 w galezi
mieszczacej szczepy B. subtilis subsp. subtilis BSP1 oraz B.
subtilis BSn5 (Rys. 1).

Zdolnos¢ adhezji do substratow keratynowych

Bakterie B. subtilis B172 szybko kolonizowaly po-
wierzchni¢ piér kurzych. Na piorach kurzych w 24 i 48
godzinie hodowli obserwowano wyrazne, wiclowarstwowe
skupiska. W kolejnych dniach pojedyncze mikrokolonie
taczyly si¢ ze soba pokrywajac szczelnie powierzchnig pior
gruba warstwa komorek i macierzy pozakomoérkowej. W 72
godzinie hodowli widoczne byto roéwniez wyraznie uszko-
dzenie stuktury pioér kurzych, za§ w 120 godzinie hodowli
w podlozu znajdowaty si¢ niewielkie kawatki roztozonych
pior. W tym czasie na powierzchni pior nie zaobserwowano
juz obfitych biofilméw bakteryjnych (Fot. 1).

Szczep bakterii B. subtilis B172 przypuszczalnie wkro-
czyt w logarytmiczng faz¢ wzrostu w ciggu pierwszych 24h
(Rys. 2). Przektadato si¢ to na wysoka aktywnos¢ proteoli-
tyczng w pierwszej dobie wynoszaca 14,75 JP, ale najwyzsza
uzyskat w 6 dobie 16 U/ml/. Aktywno$¢ proteaz w okresie od
pictnastej do trzydziestej drugiej doby zmieniala si¢ w prze-
dziale od 1,5 JP do 4,75 JP, co przektada si¢ na uzyskanie
najwyzszej zawartosci grup NH, w dwudziestej drugiej
dobie wynoszace 4,54 mM. Poczatkowo ilo$¢ biatka byta na
poziomie 2 mg/ml, za§ najwyzsze jego st¢zenie wystapito w
o6smej dobie i wynosito 7,496 mg/ml. W kolejnych dobach
wartosci ulegty obnizeniu, nie przekraczajac 4 mg/ml.

Rys. 1. Dendrogram utworzony metoda neighbour-joining na podstawie analizy sekwencji genu 16S rDNA. Bacillus cereus ATCC 10987

zostat uzyty jako szczep referencyjny

Fig. 1. Dendrogram from 16S rDNA gene sequence analysis, created by the neighbor-joining method. Bacillus cereus ATCC 10987

was used as an outgroup
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Fot. 1. Pidra kurze w kolejnych dobach hodowli Bacillus subtilis, szczep B172 na podtozu syntetycznym S2: A, B - piéro przed rozpoczgciem hodowli;
C, D - 24h hodowli; E, F - 48h hodowli; G, H - 72h hodowli; I, J -96h hodowli; K, L - 120h hodowli

Phot. 1. Chicken feathers on consecutive days of culture of Bacillus subtilis strain B172 in synthetic medium S2: A, B - feather before the culture;
C, D — 24-h culture; E, F — 48-h culture; G, H — 72-h culture; I, J -96-h culture; K, L — 120-h culture
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W prowadzonych okresach pomiarowych tylko w szd-
stej dobie odnotowano aktywnos$¢ keratynolityczna, wyno-
szaca 1,25 [JK]. Szybki wzrost ilo$ci grup tiolowych oraz
aminowych w pierwszych czterech dobach hodowli byt
nastgpstwem wysokiej aktywnos$ci wydzielonych proteaz
w tym samym czasie. Najwyzsza warto$¢ st¢zenia grup
tiolowych rowna 0,109 mM zostata odczytana na poczatku,
w czwartej dobie hodowli. W ciaggu kolejnych trzydziestu
déb procesu ilo$¢ grup sulfhydrylowych malata osiggajac
najnizsza warto$¢ rowna 0,04 mM.

W przypadku hodowli kontrolnej warto$ci wszystkich
wskaznikow keratynolizy byty na bardzo niskim poziomie.
Najwyzsza aktywno$¢ proteolityczna wynosita niecate 8 JP,
co przetozylo si¢ na nizszg ilo$¢ biatka, grup NH, oraz SH.

Potwierdzeniem wykonanych analiz biochemicznych
jest wizualna dokumentacja degradacji pierza zaré6wno
w hodowlach solid state jak roéwniez w hodowli wstrza-
sanej. Widoczny ubytek masy piér w hodowli wstrzagsanej
jest efektem syntezy enzymatycznej oraz zdolnosci rozktadu
struktur keratynowych przez analizowany szczep. Dodat-
kowo wykonany pomiar ubytku masy pierza z hodowli
wstrzasanej wskazuje, ze w hodowli zaszczepianej wynosit
on 68,3%, podczas gdy w hodowli z mikroflorg epifityczna
byt prawie o potowg mniejszy i wynosit 38,7%. W hodowli
solid state po czterdziestu siedmiu dobach widoczne byty
zmniejszone objetosci o okoto 40% (Fot. 2). To potwierdza

Rys. 2. Degradacja pior natywnych w kontroli wstrzasanej
Fig. 2. Degradation of feathers in an agitated control

wysoki potencjat badanego szczepu w kierunku utylizacji
natywnych pior kurczat, przyblizajac mozliwos¢ i warunki
procesu kompostowania.

Dyskusja wynikow

Wigkszos¢ prezentowanych prac o tematyce utylizacji
pierza opartych jest na badaniach laboratoryjnych pidr od-
tluszczonych. Badania utylizacji pior natywnych najczesciej
prowadzone sg na poziomie technicznym i poéltechnicznym
na przyktad w procesie kompostowania.

Proces dekompozycji pierza odtluszczonego zasadniczo
rozni si¢ od utylizacji pierza natywnego, ktore byto podstawo-
wym materiatem badawczym w pracy [17]. W zwiazku z tym
sprawdzono zdolno$é wytypowanego szczepu mikroorgani-
zmow do utylizacji pierza natywnego w hodowli wstrzasanej
oraz solid state.

Wybrany do badan szczep bakterii B. subtilis B 172 zo-
stal wyizolowany z odpadow pierza kurzego, co jest czestym
zabiegiem potwierdzonym licznymi badaniami. Gwarantuje
to mozliwo$¢ bytowania izolatu w podobnym $rodowisku
i prowadzenie proces6w biotechnologicznych [5, 23]. Ba-
dania wtasne pokazuja, ze piora kurze sg dobrym materiatem
do adhezji bakterii, tworzac biofilm, jednocze$nie korzystajac
z nich, jako zrédta wegla i azotu, intensyfikuja proces dekom-
pozycji pierza, co rowniez potwierdzaja liczne badania [24, 5].

Rys. 3. Degradacja pior natywnych w hodowli wstrzasanej bakterii B. subtilis B172
Fig. 3. Disposal of feathers native in an agitated culture of B. subtilis B172 bacteria
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Fot. 2. Hodowle ptynne w zerowej dobie badan (géra) oraz po 32 dobach hodowli (dot). Po lewej inokulacja B. subtilis B172, po prawej hodowla kontrolna
Phot. 2. Liquid cultures on the day 0 (up) and after 32 days (down). Left: inoculated with B. subtilis B172; right: a control

Fot. 3. Degradacja keratyny pior inokulownych szczepem B. subtilis B172 w zerowej dobie (po lewej) oraz w czterdziestej siodmej dobie badan (po prawej).
Gora- kontrola, dot- B. subtilis B 172
Phot. 3. Degradation of feather keratin inoculated with B. subtilis B172 on the day 0 and after 47 days. Up- kontrol, down- B. subtilis B172
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Ichidia i wsp. [5], ktorzy prowadzili kompostowanie pidr
kurzych w dwoch wariantach w komposcie inokulowanym
i niecinokulowanym, zaobserwowali, ze w tym pierwszym
biofilm bakterii byt bardziej rozwinigty. Dowodzi to potrzebe
inokulowania odpadow tak trudno degradowanych [5].

Istota prowadzenia badan jest okre$lanie wskaznikow
keratynolizy, pokazujacej jej stopien. Podobnie jak w pre-
zentowanych badaniach, rowniez w wielu innych, aktywno$¢
proteolityczna wystepuje w poczatkowej fazie wzrostu, w ciggu
24 h, natomiast aktywnosc¢ keratynolityczna w p6znej fazie lo-
garytmicznej lub stacjonarnej wigkszosci szczepdw bakterii [9].

W badaniach aktywnosci keratynolitycnzej szczepu
Flavobacterium sp., maksimum aktywno$ci wykazano w dru-
giej dobie, o wartosci 9 U/ml [25]. Natomiast w przypadku
bakterii Bacillus megaterium wysokg aktywnos$¢ keratynoli-
tyczng na poziomie 58 U/ml odnotowano w piatej dobie, co
cze$ciowo pokrywa si¢ z badaniami wlasnymi. W tych samych
badaniach zaobserwowano, ze piora odtluszczone sterylizowane
utylizowane byty na poziomie 26%, natomiast ich odpowiednik
niesterylizowany utylizowany byt z mniejszym powodzeniem
[26]. Suntornsuk badat degradacj¢ odtluszczonych pior przez
bakterie B. subtilis FK 46, wykazal maksymalng aktywno$¢
keratynolityczna 0,9 U/ml [27]. W swoich badaniach Haddar
i wsp. wykorzystujac rekombinowany szczep wskazali duze
aktywnosci enzymow proteolitycznych i1 keratynolitycznych
oraz wysoki poziom wolnych grup aminowych [28]. Glebowy
izobat bakterii B. pumilus wykazywat wysoka hydrolize pior na
poziomie 97% i zawartos¢ biatka 4,7 mg/ml, aktywno$¢ proteaz
361,8 U/ml, jednak proces odbywat si¢ na pidrach odttuszczo-
nych i mytych [29]. Natomiast w prezentowanych badaniach,
ubytek masy w hodowli inokulowanej wynosit 68,3%, co
udowadnia, ze w tak trudnych warunkach pidra natywne, nie
odttuszczane, bakterie B. subtilis B172 byly wysoce aktywne
i skuteczne. W odpowiedniku nieinokulowanym aktywnos¢
mikroflory epifitycznej byta o polowe mniejsza.

W przeprowadzonych badaniach maksymalna ilo$¢ grup
thiolowych, bedgca wynikiem aktywnosci proteaz wynosita
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