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Kompostowanie odpadów keratynowych
przy udziale szczepionki bakteryjnej

w bioreaktorze obrotowym

Wstêp

Podstawowym odpadem keratynowym generowanym przez
przemys³ drobiarski jest pierze. Ponad 90% jego sk³adu sta-
nowi¹ bia³ka keratynowe o z³o¿onej budowie strukturalnej,
oporne na dzia³anie czynników fizycznych, chemicznych oraz
enzymów proteolitycznych pochodzenia zwierzêcego i roœlin-
nego. W warunkach naturalnych jego biodegradacja trwa od
oko³o dwóch do trzech lat. Mo¿liwe jest znaczne przyspiesze-
nie tego procesu z udzia³em keratynolitycznych bakterii, któ-
re wydzielaj¹ pozakomórkowe enzymy o wysokiej specyficz-
noœci dzia³ania wzglêdem keratyn [1]. Indukcja biosyntezy
enzymów umo¿liwia bakteriom wykorzystanie tych bia³ek
jako Ÿród³a wêgla i azotu, przy braku innych, ³atwiej przy-
swajalnych. Ca³kowite up³ynnienie piór drobiowych przez
bakterie Bacillus subtilis, B. cereus czy B. polymyxa podczas
ich hodowli w bioreaktorze mieszad³owym, na pod³o¿u mine-
ralnym z dodatkiem piór jako jedynego Ÿród³a wêgla i azotu,
nastêpuje po up³ywie 5–7 doby hodowli [2, 3]. Ró¿ne mo¿li-
woœci aplikacyjne uzyskanego hydrolizatu, zachêcaj¹ do dal-
szych badañ bakteryjnej keratynolizy.

Celem badañ przedstawionej pracy by³a ocena keratynoli-
tycznych uzdolnieñ szczepu bakterii B. subtilis P22 w warun-
kach kompostowania natywnych piór kurzych metod¹ dyna-
miczn¹ w bioreaktorze obrotowym.

Materia³y i metody

Kompostowanie prowadzono w skali pó³technicznej, dy-
namiczn¹ metod¹ okresow¹, w systemie zamkniêtego bêbno-
wego reaktora obrotowego (Rys.1) o pojemnoœci ca³kowitej
200 dm3 (wymiary bêbna: œrednica 770 mm, d³ugoœæ 850 mm,
œrednica otworu zasypowego 390 mm). Reaktor zaopatrzony
by³ w hermetyczn¹ pokrywê z filtrami wêglowymi elimi-
nuj¹cymi odory. Uk³ad wyposa¿ony by³ w wentylacjê wymu-
szon¹ za poœrednictwem kompresora HL 275/50 (30 m3 na
dobê). Szybkoœæ obrotów bêbna wynosi³a 8/min. Kompostowa-
nym materia³em by³o poubojowe pierze kurze w mieszaninie
z trocinami drzewnymi i py³em wêgla brunatnego, w propor-
cji 2:1:1. Wilgotnoœæ masy utrzymywano w zakresie 50–60%.
Kompostowanie prowadzone by³o w dwóch reaktorach, z któ-

rych jeden zaszczepiany by³ p³ynn¹ kultur¹ bakterii Bacillus
subtilis P22 w iloœci 7%, w czasie zerowym oraz w 37 dobie
procesu (kompost badawczy), natomiast drugi stanowi³ kon-
trolê, w której proces zachodzi³ przy udziale autochtonicznej
mikroflory, bez inokulacji szczepionk¹ (kompost kontrolny).
Przebieg trwaj¹cego 71 dni kompostowania monitorowano
poprzez pomiary: temperatury, odczynu œrodowiska i wilgot-
noœci. Analizy mikrobiologiczne, biochemiczne i chemiczne
wykonywano czterokrotnie po czasach: 0, 3, 42, 71 dobach.
Badania mikrobiologiczne obejmowa³y: ogóln¹ liczbê bak-
terii na zagarowanym bulionie z glukoz¹ w temperaturze
30°C, bakterie termofilne na tym samym pod³o¿u, ale
w temp. 55°C, drobnoustroje proteolityczne na agarze mlecz-
nym w temp. 30°C, bakterie przetrwalnikuj¹ce na bulionie
z glukoz¹ preinkubowane przez 10 minut w temp. 80°C, a na-
stêpnie inkubowane w temp. 30°C, grzyby strzêpkowe na
po¿ywce PDA, inkubowane w temp. 25°C. Wyniki wyra¿ano
jako jednostki tworz¹ce kolonie na 1 gram s.m. kompostu
(jtk/g). Analizy biochemiczne dotyczy³y aktywnoœci enzy-
mów proteolitycznych i dehydrogenaz. Aktywnoœæ proteoli-
tyczn¹ oznaczano zmodyfikowan¹ metod¹ Ladd i Butler [4]
wobec kazeiny i wyra¿ano w jednostkach aktywnoœci, przyj-
muj¹c ¿e jedna jednostka odpowiada iloœci mikromoli tyrozy-
ny na 1 minutê, w przeliczeniu na 1 g s.m. kompostu. Aktyw-
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Rys. 1. Schemat reaktora obrotowego; 1 – reaktor; 2 – pokrywa re-
aktora; 3 – mechanizm wychylenia; 4 – agregat sprê¿arkowy; 5 –
przewód zasilaj¹cy powietrzem; 6 – przetwornice czêstotliwoœci;
7 – skrzynka sterownicza; 8 – przewody elektryczne; 9 – przewody

sterownicze
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noœæ dehydrogenaz wyznaczano metod¹ Casida i wsp. [5]
wzglêdem chlorku 2,3,5-trifenylo tetrazoliowego (TTC). Za
jednostkê aktywnoœci przyjêto iloœæ mikromoli powsta³ego
1,3,5-trifenyloformazanu (TPF) w ci¹gu 20 godzin inkubacji,
w przeliczeniu na 1 g s.m. kompostu. Oznaczenia chemicz-
ne: azot ogólny (Nog) oznaczano metod¹ Kjeldahla, azot amo-
nowy i azotanowy (N-NH4 i N-NO3) w ekstraktach wodnych
(1:10) spektrofotometrycznie, siarkê ogóln¹ (Sog) w aparacie
CS-MAT. Wêgiel organiczny (Corg) badano metod¹ oksydyme-
tryczn¹ z u¿yciem K2Cr2O7 oraz frakcjê wêgla rozpuszczalne-
go w wodzie (Cw) wed³ug [6]. Szczepionkê bakteryjn¹ sta-
nowi³a 12-godzinna hodowla w bioreaktorze mieszad³owym
AK10 keratynolitycznych bakterii Bacillus subtilis P22 o gê-
stoœci 1 � 1010 komórek/ml, uzyskana na pod³o¿u serwatko-
wym wzbogaconym 3% hydrolizatu skrobiowego i 1,5% zarod-
ków pszennych.

Wyniki i dyskusja

Proces kompostowania obejmuje szereg tlenowych prze-
mian biochemicznych prowadzonych przez mikroorganizmy
kolonizuj¹ce materia³ kompostowy. Jednak kompostowanie
odpadów trudno degradowalnych wymaga dodatkowych za-
biegów u³atwiaj¹cych jego dostêpnoœæ na przyk³ad rozdrab-
niania, czy mieszania i napowietrzania. Odpady keratynowe
np. pióra kurze w warunkach statycznych ulega³y biodegra-
dacji, jednak z udzia³em szczepionki keratynolitycznych bak-
terii oraz dodatkowego napowietrzania, po trzytygodniowej
fazie termicznej przechodzi³y do fazy przemian i dojrzewania
[7]. Zastosowanie szczepionki bakterii Bacillus subtilis P22
do kompostowania natywnych piór metod¹ dynamiczn¹ spo-
wodowa³o inny przebieg procesu. Faza termiczna trwa³a od
drugiej do ósmej doby (temp. 51–61oC), po niej by³a dziewiê-
ciodobowa faza kompostowania w³aœciwego (temp. 35–42oC)
oraz od 20 do 70 doby faza dojrzewania, w której utrzymy-
wa³a siê temp. oko³o 30oC (Rys. 2). Kompostowanie kontrolne
mia³o nieprawid³owy przebieg, gdy¿ faza termiczna (54oC)
wyst¹pi³a tylko w trzeciej dobie, a po niej nast¹pi³ etap,
w którym temperatura ca³y czas by³a na poziomie 30–45oC
a¿ do zakoñczenia badañ. Odczyn œrodowiska inokulowanego
kompostu w fazie intensywnych przemian by³ alkaliczny (pH
8,3), natomiast po czterech tygodniach ustabilizowa³ siê na
poziomie pH 6,1–6,4. W kompoœcie kontrolnym równie¿ pH
by³o pocz¹tkowo alkaliczne, a nastêpnie w zakresie pH

6,3–6,9. Przytoczone informacje sugeruj¹ postêpuj¹c¹ keraty-
nolizê piór w kompoœcie badawczym oraz znacznie mniejsz¹
intensywnoœæ przemian w kontroli. Ogólna liczba bakterii in-
okulowanego kompostu by³a wy¿sza ni¿ kontrolnego i utrzy-
mywa³a siê na poziomie 1 � 108 jtk/g do 1 � 1010 jtk/g, podczas
gdy w kontroli w ci¹gu pierwszych trzech tygodni sukcesyw-
nie obni¿y³a siê o cztery rzêdy logarytmiczne, po czym nastê-
powa³ jej powolny przyrost (Rys. 3 i 4). Liczebnoœæ pozo-
sta³ych grup bakterii: przetrwalnikuj¹cych, termofilnych i
proteolitycznych w kompoœcie badawczym zwiêksza³a siê od
wyjœciowej liczby 1 � 104 jtk/g do 1 � 106 jtk/g. W kompoœcie

kontrolnym wahania by³y wiêksze, jednak ogóln¹ tendencj¹
by³o zwiêkszenie liczby bakterii pod koniec badañ, od 50 doby
trwania procesu. Mo¿na przypuszczaæ ¿e autochtoniczna mi-
kroflora po d³ugim okresie adaptacji, przy wspomaganiu pro-
cesu ci¹g³ym mieszaniem w bioreaktorze obrotowym, dopiero
po 70 dobach jego trwania rozpoczyna³a fazê intensywnych
przemian. Inokulacja kompostowanych piór kurzych szcze-
pionk¹ bakterii B. subtilis P22 przyspieszy³a do trzech tygo-
dni biodegradacjê keratyn w bioreaktorze obrotowym. Po ta-
kim czasie kompostowany materia³ by³ gotowy do etapu doj-
rzewania i nie zmieni³a tego dodatkowa inokulacja w siód-
mym tygodniu trwania procesu. Dominacja bakterii w kom-
postach nie wp³ywa³a na liczebnoœæ grzybów strzêpkowych,
których iloœæ by³a zbli¿ona w obu obiektach od 1 � 104 jtk/g do
1 � 107 jtk/g, przy czym w koñcowej fazie kompostowania ze
szczepionk¹ ich iloœæ zwiêksza³a siê, a w kontroli mia³a ten-
dencjê spadkow¹. Bia³kowy charakter kompostowanych od-
padów indukowa³ rozwój mikroorganizmów proteolitycznych,
a tak¿e wydzielanie pozakomórkowych proteaz, co szczegól-
nie widoczne by³o w kompoœcie badawczym, gdzie liczba bak-
terii i aktywnoœæ enzymów utrzymywa³y siê z tendencj¹ zwiê-
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Rys. 2. Przebieg zmian pH i temperatury w trakcie procesu kom-
postowania: kompost badawczy �, kompost kontrolny �, tempe-

ratura otoczenia ���

Rys. 3. Liczebnoœæ i sk³ad mikroflory kompostu inokulowanego
kultur¹ B. subtilis P22: � – ogólna liczba bakterii, � – bakterie
termofilne, � – bakterie przetrwalnikuj¹ce,� – bakterie proteo-

lityczne, � – grzyby strzêpkowe

Rys. 4. Liczebnoœæ i sk³ad mikroflory kompostu kontrolnego: � –
ogólna liczba bakterii, � – bakterie termofilne,� – bakterie prze-
trwalnikuj¹ce,� – bakterie proteolityczne, � – grzyby strzêpkowe
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kszaj¹c¹, natomiast liczba proteolitycznych bakterii w kon-
troli zmniejsza³a siê (Rys. 3 i 4). Po reinokulacji kompostu
szczepionk¹ mezofilnych bakterii proteolitycznych, aktyw-
noœæ proteolityczna kompostu zwiêksza³a siê. W fazie ter-
micznej, w której nasilone s¹ procesy degradacyjne aktyw-
noœæ proteaz kompostu inokulowanego wynosi³a 4,0 J/g, zaœ
kontrolnego 3,1 J/g. Po zakoñczeniu fazy termicznej aktyw-
noœæ proteaz w obu kompostach uleg³a obni¿eniu do 0,4–0,6
J/g (Rys. 5). Aktywnoœæ dehydrogenaz w kompoœcie badaw-
czym by³a wysoka tylko na pocz¹tku (2,3 J/g), natomiast
w kontrolnym utrzymywa³a siê d³u¿ej, bo przez 3 tygodnie
(5,7 J/g), czyli w tak zwanej d³ugiej fazie adaptacyjnej
(Rys. 6). Mo¿na s¹dziæ ¿e ni¿sza ogólna aktywnoœæ metabo-
liczna mikroflory badawczego kompostu mog³a byæ spowodo-
wana antagonizmem bakterii B. subtilis P22 w stosunku in-
nych grup drobnoustrojów bytuj¹cych w kompoœcie, czego wy-
nikiem by³ spadek ich liczebnoœci i aktywnoœci metabolicznej.

Wprowadzenie szczepionki bakteryjnej do kompostu oraz
jej udzia³ w keratynolizie znacznie zdynamizowa³o procesy
degradacyjne, a nastêpnie mineralizacjê, co obrazuje zawar-

toœæ sk³adników mineralnych w kompoœcie oraz wskaŸniki
jego dojrza³oœci (Tabl. 1). W kompoœcie badawczym wy¿szy
by³ przyrost azotu ogólnego (Nog) i rozpuszczalnej w wodzie
frakcji wêgla (Cw), co nastêpuje kosztem spadku iloœci wêgla
organicznego, wiêc œwiadczy o bardziej zaawansowanym
rozk³adzie trudno degradowalnej keratyny piór. Jednoczeœ-
nie, okresowy wzrost odczynu œrodowiska powy¿ej pH 8,0,
g³ównie w fazie termicznej, móg³ zaburzaæ proces biotransfor-
macji i powodowaæ straty azotu w postaci uwalnianego amo-
niaku. Inokulacja wyraŸnie wp³ynê³a na zawê¿enie wskaŸni-
ka Corg/Nog, co wskazuje na daleko zaawansowane procesy
stabilizacji kompostu. Jednoczeœnie w kompoœcie kontrolnym
wskaŸnik ten pozostawa³ powy¿ej wartoœci 10, co oznacza
brak jego dojrza³oœci. WyraŸny jest wp³yw inokulacji na prze-
miany amonowych form azotu do azotanów. Zawartoœæ azota-
nów w kompoœcie badawczym przewy¿sza³a o 38% ich stê¿e-
nie w kontroli. a stopieñ utlenienia mineralnych form azotu
opisany zale¿noœci¹ N-NH4/N-NO3 wykazywa³ dwukrotnie
ni¿sz¹ wartoœæ. Po zakoñczeniu kompostowania w 71 dobie
jego trwania w kompoœcie kontrolnym pozosta³y nieroz³o¿one
fragmenty piór, a jego struktura by³a kleista, podczas gdy
w kompoœcie badawczym inokulowanym szczepionk¹ bakterii
struktura masy by³a puszysta, jednolita i glebopodobna.

Przedstawione wyniki potwierdzaj¹ wczeœniejsze badania
w³asne i innych autorów [7, 8], ¿e efektywne kompostowanie
odpadów keratynowych mo¿liwe jest tylko z udzia³em szcze-
pionki keratynolitycznych drobnoustrojów, co powinno byæ
wspomagane technologicznie. Proces niekontrolowany prze-
biega nieprawid³owo, wiêc uzyskany produkt nie osi¹ga w³aœ-
ciwoœci charakteryzuj¹cych kompost.
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Tablica 1
Koñcowa zawartoœæ sk³adników mineralnych oraz wskaŸniki dojrza³oœci kompostów

Sk³adniki mineralne Chemiczne wskaŸniki dojrza³oœci

Corg Cw Nog N-NH4 N-NO3
Corg/Nog

N-NH4/
N-NO3

Cw/Corg
g/kg g/kg g/kg mg/kg mg/kg

Kompost inokulowany 214,1 2,71 24,3 466,4 1280 8,8 0,36 1,27

Kompost kontrolny 220,3 2,27 20,3 647,2 870 10,9 0,74 1,03

Rys. 5. Aktywnoœæ proteaz w kompoœcie badawczym � oraz kon-
trolnym �

Rys. 6. Aktywnoœæ dehydrogenaz w kompoœcie badawczym � oraz
kontrolnym �
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