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Kompostowanie odpadow keratynowych
przy udziale szczepionki bakteryjnej
w bioreaktorze obrotowym

Wstep

Podstawowym odpadem keratynowym generowanym przez
przemyst drobiarski jest pierze. Ponad 90% jego skladu sta-
nowia biatka keratynowe o zlozonej budowie strukturalne;j,
oporne na dzialanie czynnikéw fizycznych, chemicznych oraz
enzymow proteolitycznych pochodzenia zwierzecego 1 roslin-
nego. W warunkach naturalnych jego biodegradacja trwa od
okoto dwéch do trzech lat. Mozliwe jest znaczne przyspiesze-
nie tego procesu z udziatem keratynolitycznych bakterii, kté-
re wydzielaja pozakomoérkowe enzymy o wysokiej specyficz-
noéci dziatania wzgledem keratyn [1]. Indukcja biosyntezy
enzyméw umozliwia bakteriom wykorzystanie tych biatek
jako zZrédta wegla i azotu, przy braku innych, tatwiej przy-
swajalnych. Catkowite uplynnienie piér drobiowych przez
bakterie Bacillus subtilis, B. cereus czy B. polymyxa podczas
ich hodowli w bioreaktorze mieszadlowym, na podlozu mine-
ralnym z dodatkiem pidr jako jedynego zZrdédta wegla i azotu,
nastepuje po uplywie 5-7 doby hodowli [2, 3]. R6zne mozli-
wosci aplikacyjne uzyskanego hydrolizatu, zachecaja do dal-
szych badan bakteryjnej keratynolizy.

Celem badan przedstawionej pracy byla ocena keratynoli-
tycznych uzdolnien szczepu bakterii B. subtilis P22 w warun-
kach kompostowania natywnych piér kurzych metoda dyna-
miczna w bioreaktorze obrotowym.

Materialy i metody

Kompostowanie prowadzono w skali péttechnicznej, dy-
namiczna metoda okresowa, w systemie zamknietego bebno-
wego reaktora obrotowego (Rys.1) o pojemnosci catkowite)
200 dm® (wymiary bebna: érednica 770 mm, dtugoéé 850 mm,
$rednica otworu zasypowego 390 mm). Reaktor zaopatrzony
byl w hermetyczng pokrywe z filtrami weglowymi elimi-
nujacymi odory. Uklad wyposazony byt w wentylacje wymu-
szong, za posrednictwem kompresora HL 275/50 (30 m® na
dobe). Szybko$¢ obrotéw bebna wynosita 8/min. Kompostowa-
nym materialem byto poubojowe pierze kurze w mieszaninie
z trocinami drzewnymi i pylem wegla brunatnego, w propor-
¢ji 2:1:1. Wilgotno$¢é masy utrzymywano w zakresie 50-60%.
Kompostowanie prowadzone byto w dwoch reaktorach, z kto-

Rys. 1. Schemat reaktora obrotowego; 1 — reaktor; 2 - pokrywa re-

aktora; 3 - mechanizm wychylenia; 4 - agregat sprezarkowy; 5 —

przewod zasilajacy powietrzem; 6 — przetwornice czestotliwosci;

7 — skrzynka sterownicza; 8 - przewody elektryczne; 9 — przewody
sterownicze

rych jeden zaszczepiany byl ptynna kultura bakterii Bacillus
subtilis P22 w iloéci 7%, w czasie zerowym oraz w 37 dobie
procesu (kompost badawczy), natomiast drugi stanowit kon-
trole, w ktorej proces zachodzil przy udziale autochtoniczne;j
mikroflory, bez inokulacji szczepionks (kompost kontrolny).
Przebieg trwajacego 71 dni kompostowania monitorowano
poprzez pomiary: temperatury, odczynu $rodowiska 1 wilgot-
noéci. Analizy mikrobiologiczne, biochemiczne i chemiczne
wykonywano czterokrotnie po czasach: 0, 3, 42, 71 dobach.
Badania mikrobiologiczne obejmowaly: ogdlna liczbe bak-
terii na zagarowanym bulionie z glukozg w temperaturze
30°C, Dbakterie termofilne na tym samym podlozu, ale
w temp. 55°C, drobnoustroje proteolityczne na agarze mlecz-
nym w temp. 30°C, bakterie przetrwalnikujace na bulionie
z glukoza preinkubowane przez 10 minut w temp. 80°C, a na-
stepnie inkubowane w temp. 30°C, grzyby strzepkowe na
pozywce PDA, inkubowane w temp. 25°C. Wyniki wyrazano
jako jednostki tworzace kolonie na 1 gram s.m. kompostu
(tk/g). Analizy biochemiczne dotyczyly aktywnosci enzy-
moéw proteolitycznych 1 dehydrogenaz. Aktywno$¢é proteoli-
tyczna oznaczano zmodyfikowana metoda Ladd i Butler [4]
wobec kazeiny i1 wyrazano w jednostkach aktywnosci, przyj-
mujac ze jedna jednostka odpowiada ilo$ci mikromoli tyrozy-
ny na 1 minute, w przeliczeniu na 1 g s.m. kompostu. Aktyw-
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noé¢ dehydrogenaz wyznaczano metoda Casida 1 wsp. [5]
wzgledem chlorku 2,3,5-trifenylo tetrazoliowego (TTC). Za
jednostke aktywnosci przyjeto ilo§¢ mikromoli powstalego
1,3,5-trifenyloformazanu (TPF) w ciagu 20 godzin inkubacji,
w przeliczeniu na 1 g s.m. kompostu. Oznaczenia chemicz-
ne: azot ogélny (IV,,) oznaczano metoda Kjeldahla, azot amo-
nowy 1 azotanowy (N-NH, i N-NO,) w ekstraktach wodnych
(1:10) spektrofotometrycznie, siarke ogdlna (S,,) w aparacie
CS-MAT. Wegiel organiczny (C,,,) badano metoda oksydyme-
tryczng z uzyciem K,Cr,0; oraz frakcje wegla rozpuszczalne-
go w wodzie (C,) wedlug [6]. Szczepionke bakteryjna sta-
nowita 12-godzinna hodowla w bioreaktorze mieszadlowym
AK10 keratynolitycznych bakterii Bacillus subtilis P22 o ge-
stosci 1-10'° komérek/ml, uzyskana na podlozu serwatko-
wym wzbogaconym 3% hydrolizatu skrobiowego 1 1,5% zarod-
kéw pszennych.

Wyniki i dyskusja

Proces kompostowania obejmuje szereg tlenowych prze-
mian biochemicznych prowadzonych przez mikroorganizmy
kolonizujace material kompostowy. Jednak kompostowanie
odpadéw trudno degradowalnych wymaga dodatkowych za-
biegéw utatwiajacych jego dostepno$¢ na przyktad rozdrab-
niania, czy mieszania 1 napowietrzania. Odpady keratynowe
np. piéra kurze w warunkach statycznych ulegaly biodegra-
dacji, jednak z udziatem szczepionki keratynolitycznych bak-
terii oraz dodatkowego napowietrzania, po trzytygodniowe)
fazie termicznej przechodzily do fazy przemian i dojrzewania
[7]. Zastosowanie szczepionki bakterii Bacillus subtilis P22
do kompostowania natywnych piér metoda dynamiczna spo-
wodowato inny przebieg procesu. Faza termiczna trwata od
drugiej do 6smej doby (temp. 51-61°C), po niej byta dziewie-
ciodobowa faza kompostowania wtasciwego (temp. 35-42°C)
oraz od 20 do 70 doby faza dojrzewania, w ktorej utrzymy-
wata sie temp. okoto 30°C (Rys. 2). Kompostowanie kontrolne
miato nieprawidlowy przebieg, gdyz faza termiczna (54°C)
wystapita tylko w trzeciej dobie, a po niej nastapit etap,
w ktérym temperatura caly czas byta na poziomie 30—45°C
az do zakonczenia badan. Odczyn érodowiska inokulowanego
kompostu w fazie intensywnych przemian byt alkaliczny (pH
8,3), natomiast po czterech tygodniach ustabilizowal sie¢ na
poziomie pH 6,1-6,4. W komposcie kontrolnym réwniez pH
bylo poczatkowo alkaliczne, a nastepnie w zakresie pH
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Rys. 2. Przebieg zmian pH i temperatury w trakcie procesu kom-

postowania: kompost badawczy B, kompost kontrolny M, tempe-
ratura otoczenia ===

6,3—6,9. Przytoczone informacje sugeruja postepujaca keraty-
nolize piér w kompoécie badawczym oraz znacznie mniejsza
intensywno$§¢ przemian w kontroli. Ogélna liczba bakterii in-
okulowanego kompostu byla wyzsza niz kontrolnego i utrzy-
mywala sie na poziomie 1-10% jtk/g do 1-10' jtk/g, podczas
gdy w kontroli w ciagu pierwszych trzech tygodni sukcesyw-
nie obnizyla sie o cztery rzedy logarytmiczne, po czym naste-
powal jej powolny przyrost (Rys. 3 i 4). Liczebno$¢ pozo-
statych grup bakterii: przetrwalnikujacych, termofilnych 1
proteolitycznych w komposcie badawczym zwiekszala sie od
wyjéciowej liczby 1-10* jtk/g do 1-10° jtk/g. W komposcie
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Rys. 3. Liczebno$é i sklad mikroflory kompostu inokulowanego

kultura B. subtilis P22: ® — ogdlna liczba bakterii, B - bakterie

termofilne, A - bakterie przetrwalnikujace, X — bakterie proteo-
lityczne, ® — grzyby strzepkowe
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Rys. 4. Liczebnosé i sklad mikroflory kompostu kontrolnego: ¢ —
ogoélna liczba bakterii, B — bakterie termofilne, A — bakterie prze-
trwalnikujace, X — bakterie proteolityczne, ® — grzyby strzepkowe

kontrolnym wahania byly wieksze, jednak ogdlna tendencja
byto zwiekszenie liczby bakterii pod koniec badan, od 50 doby
trwania procesu. Mozna przypuszczaé ze autochtoniczna mi-
kroflora po dtugim okresie adaptacji, przy wspomaganiu pro-
cesu cigglym mieszaniem w bioreaktorze obrotowym, dopiero
po 70 dobach jego trwania rozpoczynala faze intensywnych
przemian. Inokulacja kompostowanych piér kurzych szcze-
pionka bakterii B. subtilis P22 przyspieszyta do trzech tygo-
dni biodegradacje keratyn w bioreaktorze obrotowym. Po ta-
kim czasie kompostowany material byl gotowy do etapu doj-
rzewania 1 nie zmienita tego dodatkowa inokulacja w si6d-
mym tygodniu trwania procesu. Dominacja bakterii w kom-
postach nie wplywala na liczebnoéé grzybow strzepkowych,
ktérych iloéé byta zblizona w obu obiektach od 1-10* jtk/g do
1-107 jtk/g, przy czym w konhcowej fazie kompostowania ze
szczepionka ich ilo§¢ zwiekszala sie, a w kontroli miata ten-
dencje spadkowa. Biatkowy charakter kompostowanych od-
paddéw indukowat rozwéj mikroorganizméw proteolitycznych,
a takze wydzielanie pozakomoérkowych proteaz, co szczegdl-
nie widoczne byto w komposcie badawczym, gdzie liczba bak-
terii 1 aktywno$é enzyméw utrzymywatly sie z tendencja zwie-
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Tablica 1
Koncowa zawarto$é skladnikéw mineralnych oraz wskazniki dojrzalosci kompostow
Sktadniki mineralne Chemiczne wskazniki dojrzatosci
Cor, Cy, N, N-NH. N-NO a
org og 1 3 Corg/Nog N-NH,/ Co/Cong
olkg g/kg olkg mg/kg mg/kg N-NO;
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

kszajaca, natomiast liczba proteolitycznych bakterii w kon-
troli zmniejszata sie (Rys. 3 1 4). Po reinokulacji kompostu
szczepionkg mezofilnych bakterii proteolitycznych, aktyw-
no$é¢ proteolityczna kompostu zwiekszata sie. W fazie ter-
micznej, w ktorej nasilone sa procesy degradacyjne aktyw-
no$¢ proteaz kompostu inokulowanego wynosita 4,0 J/g, za$
kontrolnego 3,1 J/g. Po zakonczeniu fazy termicznej aktyw-
no$¢ proteaz w obu kompostach ulegta obnizeniu do 0,4-0,6
J/g (Rys. 5). Aktywno$é dehydrogenaz w komposcie badaw-
czym byla wysoka tylko na poczatku (2,3 J/g), natomiast
w kontrolnym utrzymywata sie diuzej, bo przez 3 tygodnie
(5,7 Jlg), czyli w tak zwanej dlugiej fazie adaptacyjnej
(Rys. 6). Mozna sadzi¢ ze nizsza ogdlna aktywno$é metabo-
liczna mikroflory badawczego kompostu mogta byé spowodo-
wana antagonizmem bakterii B. subtilis P22 w stosunku in-
nych grup drobnoustrojéw bytujacych w komposcie, czego wy-
nikiem byl spadek ich liczebnoéci 1 aktywnoséci metaboliczne;.
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Rys. 5. Aktywno$¢ proteaz w komposcie badaweczym ' oraz kon-
trolnym M
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Rys. 6. Aktywnoé¢ dehydrogenaz w kompos$cie badawczym
kontrolnym B

oraz

Wprowadzenie szczepionki bakteryjnej do kompostu oraz
jej udzial w keratynolizie znacznie zdynamizowalo procesy
degradacyjne, a nastepnie mineralizacje, co obrazuje zawar-

to§¢ sktadnikéw mineralnych w komposScie oraz wskazniki
jego dojrzatoéci (Tabl. 1). W komposcie badawczym wyzszy
byl przyrost azotu ogélnego (N,,) i rozpuszczalnej w wodzie
frakeji wegla (C,), co nastepuje kosztem spadku iloéci wegla
organicznego, wiec S$wiadczy o bardziej] zaawansowanym
rozkladzie trudno degradowalnej keratyny piér. Jednoczes-
nie, okresowy wzrost odczynu $rodowiska powyzej pH 8,0,
gltéwnie w fazie termicznej, mégt zaburzac proces biotransfor-
macji i powodowaé straty azotu w postaci uwalnianego amo-
niaku. Inokulacja wyraznie wplyneta na zawezenie wskazni-
ka C,,/N,, co wskazuje na daleko zaawansowane procesy
stabilizacji kompostu. Jednoczeénie w komposcie kontrolnym
wskaznik ten pozostawal powyze) wartosci 10, co oznacza
brak jego dojrzalosci. Wyrazny jest wpltyw inokulacji na prze-
miany amonowych form azotu do azotandéw. Zawarto$é azota-
néw w komposcie badawczym przewyzszata o 38% ich steze-
nie w kontroli. a stopien utlenienia mineralnych form azotu
opisany zaleznoécia N-NH,/N-NO; wykazywal dwukrotnie
nizsza warto$é. Po zakonczeniu kompostowania w 71 dobie
jego trwania w kompoécie kontrolnym pozostaly nieroztozone
fragmenty piér, a jego struktura byta kleista, podczas gdy
w kompoécie badawczym inokulowanym szczepionka bakterii
struktura masy byta puszysta, jednolita 1 glebopodobna.

Przedstawione wyniki potwierdzaja wczesniejsze badania
wlasne 1 innych autoréw [7, 8], ze efektywne kompostowanie
odpadéw keratynowych mozliwe jest tylko z udzialem szcze-
pionki keratynolitycznych drobnoustrojéw, co powinno by¢
wspomagane technologicznie. Proces niekontrolowany prze-
biega nieprawidlowo, wiec uzyskany produkt nie osiaga wtas-
ciwoséci charakteryzujacych kompost.

LITERATURA

1. A. Rodziewicz, W. Laba: Biotechnologia, 2 (73), 130 (2006).

2. A. Rodziewicz, K. Baranowska, W. Laba, J. Sobolczyk: Acta Sci. Pol.
Biotechnol. 1-2 (5), 61 (2006).

3. W. Laba, A. Rodziewicz, A. Kancelista, K. Baranowska: Biotechnology
2006, Scientific Pedagogical Publishing, C.Budéjovice, Czech Republic.
872 (2006).

4. J.N. Ladd, J.H.A. Butler: Soil Biol. Biochem. 4, 19 (1972).

5. L.E. Casida Jr., D.A. Klein, T. Santoro: Soil Sci. 98, 371 (1964).

6. M. Pansu, J. Gautheyrou: Handbook of Soil Analysis, Springer-Verlag,
Berlin Heidelberg, 2006.

7. A. Rodziewicz, W. Laba: EJPAU, 11 (2), #3 (2008).

8. J.M. Ichida, L. Krizova, C.A. LeFevre, H M. Keener, D.L. Elwell, E.H.
Burtt Jr.: J. Microbiol. Meth. 47, 199 (2001).

Badania finansowane w ramach projektu rozwojowe-
go przez NCBR NR 12 0010 04, 2008-10.




	2012-3

