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Wykorzystanie szczepionki drobnoustrojow
do kompostowania odpadow keratynowych
w bioreaktorze statycznym

Wstep

Odpady keratynowe obejmuja: pierze, szczecing, wlosy,
rogi, kopyta i inne wyrostki skory kregowcoéw, ktérych glow-
nym sktadnikiem budulcowym sg biatka widkienkowe kera-
tyny. Ze wzgledu na ich budowe strukturalna zaliczaja sie do
zwigzkéw trudno degradowalnych. Aspekty ekologiczne
wskazuja na konieczno§¢ przyspieszenia ich biodegradacji, co
jest mozliwe poprzez sterowanie procesu zaréwno w ujeciu
biologicznym, jak i technologicznym [1]. Drobnoustroje kera-
tynolityczne, do ktérych zaliczaja sie bakterie z rodzaju Ba-
cillus, moga w warunkach kontrolowanych z duza efektywno-
$cia degradowac te biatka do aminokwaséw, ktére w dalszych
przemianach podlegaja mineralizacji [2]. Jedna z mozliwych
aplikacji uzyskanego produktu jest nawozenie gleby [3, 4].

Celem badan prezentowanej pracy byto okreélenie mozliwo-
$ci przyspieszenia degradacji piér kurzych w procesie kompo-
stowania w bioreaktorze statycznym, przy udziale szczepion-
ki keratynolitycznych bakterii Bacillus subtilis P22, wyizolo-
wanych w badaniach wlasnych.

Materialy i metody

Kompostowanie prowadzono w skali péttechnicznej w sys-
temie zamknietego reaktora statycznego (Rys. 1) o pojemno-
§ci 200 dm?, z napowietrzaniem wymuszonym, za po$rednic-
twem kompresora HL 275/50 (30 m® na dobe). Kompostowa-
nym materialem byto poubojowe pierze kurze w mieszaninie
z trocinami drzewnymi 1 pylem wegla brunatnego, w propor-
¢ji 2:1:1. Wilgotno$¢é masy utrzymywano w zakresie 50—-60%.
Kompostowanie prowadzone byto w dwodch reaktorach, z kto-
rych jeden zaszczepiany byl pltynna kultura bakterii Bacillus
subtilis P22 w ilo$ci 7%, w czasie zerowym oraz w 37 dobie
procesu, natomiast drugi stanowil kontrole, w ktorej proces
zachodzil przy udziale autochtonicznej mikroflory, bez inoku-
lacji szczepionka bakterii. Przebieg trwajacego 71 dni kompo-
stowania monitorowano poprzez pomiary: temperatury, od-
czynu $rodowiska i1 wilgotnoéci. Analizy mikrobiologiczne,
biochemiczne i chemiczne wykonywano czterokrotnie po cza-
sach: 0, 3, 42, 71 dobach. Badania mikrobiologiczne obej-

Rys. 1. Reaktor statyczny: 1 - pojemnik z tworzywa PP (wymiary:

$rednica 500/ 700 mm, wysokos$é 890 mm), 2 — hermetyczna pokry-

wa, 3 — tuleja doprowadzajaca powietrze, 4 — filtr weglowy elimi-
nujacy odory, 5 - otwor pomiaru temperatury

mowaly: ogdlng liczbe bakterii na zagarowanym bulionie z
glukoza, w temperaturze 30°C, liczbe bakterii termofilnych
na tym samym podlozu, w temp. 55°C, liczbe drobnoustrojéw
proteolitycznych na agarze mlecznym w temp. 30°C, liczbe
bakterii przetrwalnikujacych na bulionie z glukoza po 10 mi-
nutowe]j preinkubacji w temp. 80°C, liczbe grzybéw strzepko-
wych na pozywce PDA w temp. 25°C. Wyniki wyrazano jako
jednostki tworzace kolonie na gram s.m. kompostu (tk/g).
Analizy biochemiczne dotyczyly aktywnosci enzymow pro-
teolitycznych 1 dehydrogenaz. Aktywno$é proteolityczng
oznaczano zmodyfikowana metoda Ladd i1 Butler [5] wobec
kazeiny 1 wyrazano w jednostkach aktywnoSci, przyjmujac ze
jedna jednostka odpowiada ilo§ci mikromoli tyrozyny utwo-
rzonej w czasie 1 minuty, w przeliczeniu na 1 g s.m. kompo-
stu. Aktywnoé¢ dehydrogenaz wyznaczano metoda Casida
i wsp. [6] wzgledem chlorku 2,3,5-trifenylo tetrazoliowego
(TTC). Za jednostke aktywno$ci przyjeto ilo§é mikromoli po-
wstatego 1,3,5-trifenyloformazanu (TPF) w ciagu 20 godzin
inkubacji, w przeliczeniu na 1 g s.m. kompostu. Oznaczenia
chemiczne: azot ogélny (IV,,) oznaczano metoda Kjeldahla,
azot amonowy 1 azotanowy (N-NH, i N-NO;) w ekstraktach
wodnych (1:10) badano spektrofotometrycznie, siarke ogélng
(S,g) W aparacie CS-MAT, wegiel organiczny (C,,,) — metoda,
oksydymetryczng z uzyciem r-ru K,Cr,0, oraz frakcje wegla
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rozpuszczalnego w wodzie (C,) [7]. Szczepionke bakteryjnq
stanowita 12-godzinna hodowla w bioreaktorze mieszad-
lowym AK10, keratynolitycznych bakterii Bacillus subtilis
P22 o gestosci 1-10" komérek/ml, uzyskana na podlozu ser-
watkowym wzbogaconym 3% hydrolizatu skrobiowego i 1,5%
zarodkow pszennych.

Wyniki i dyskusja

Proces kompostowania obejmuje wielokierunkowe przemia-
ny biochemiczne przy udziale drobnoustrojow, ktére koloni-
zujac Srodowisko czesto tworza biofilm. Aktywno$é metabo-
liczna sukcesywnie zmieniajacych sie mikroorganizméw oraz
fazy kompostowania odzwierciedla temperatura masy kom-
postowej. Na tej podstawie widoczna byla réznica w przebie-
gu procesu w komposécie badawczym 1 kontrolnym. Termiczna
faza kompostu badawczego trwata od pierwszej do trzynastej
doby, przy czym przez trzy doby temperatura osiagala poziom
69°C. W komposcie kontrolnym faza termiczna byta krétsza,
gdyz trwata od drugiej do siédmej doby, a najwyzsza tempe-
ratura 68°C pojawila sie tylko w piatej dobie (Rys. 2). Kom-
post badawczy juz po 3 tygodniach wchodzit w faze dojrzewa-
nia (25-28°C), gdy w kontrolnym do 71 doby jeszcze utrzymy-
wala sie podwyzszona temperatura w zakresie 28-32°C. Od-
czyn kompostu badawczego od piatej doby byl alkaliczny
w zakresie pH 8,6-9,3, a nastepnie obojetny (pH 7,1) Odczyn
kompostu kontrolnego przez caty czas byl w zakresie obojet-
nym pH 6,7-7,6 (Rys. 2). Druga inokulacja kompostu w 34
dobie kompostowania okazata sie zbedna, gdyz po wprowa-
dzeniu szczepionki przemiany zaktywowane byty tylko przez
dwie doby.
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Rys. 2. Zmiany temperatury i pH podczas kompostowania piér
kurzych: kompost badawczy B, kompost kontrolny M, temperatu-
ra otoczenia ===

Przytoczone fizyczne 1 chemiczne parametry kompostowa-
nia wynikaty z toczacych sie proceséw metabolicznych drob-
noustrojéw. Wprowadzenie szczepionki bakterii B. subtilis
P22 do kompostowanej masy spowodowato zmiany profilu mi-
krobiologicznego oraz wskaznikéw biochemicznych i chemicz-
nych (Rys. 3, 4). W pierwszych trzech tygodniach trwania
procesu, obnizeniu ulegla liczba bakterii mezofilnych z 1 - 10°
do 1-10* jtk/g w stosunku do kompostu kontrolnego, w kté-
rym byla ona na wyréwnanym poziomie 1 -10°jtk/g. Prawdo-
podobne jest inhibicyjne oddziatywanie wprowadzonego
szczepu bakterii na autochtoniczng mikroflore kompostowa.
Rownoczesénie liczba bakterii termofilnych w przeciwienstwie
do kontroli, sukcesywnie wzrastala z poziomu 1-10* jtk/g
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Rys. 3. Liczebno$é i sklad mikroflory kompostu inokulowanego

kultura B. subtilis P22: ¢ — ogélna liczba bakterii, B — bakterie

termofilne, A — bakterie przetrwalnikujace, X — bakterie proteoli-
tyczne, @ - grzyby strzepkowe
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Rys. 4. Liczebno$¢ i sklad mikroflory kompostu kontrolnego: ¢ —

ogoélna liczba bakterii, Bl — bakterie termofilne, A — bakterie prze-
trwalnikujace, X — bakterie proteolityczne, ® — grzyby strzepkowe

o cztery rzedy logarytmiczne. Pomimo tego ze szczepionke
stanowily bakterie przetrwalnikujace o uzdolnieniach proteo-
litycznych, nie wykazano istotnych réznic w tych grupach mi-
kroorganizméw. Obnizona liczebno$é¢ grzybéw strzepkowych
w komposécie badawcezym, moglta wynikaé z fungistatycznych
wlasciwosei bakterii B. subtilis P22 [8]. Aktywnosci enzyma-
tyczne kompostéw byly kompatybilne ze sktadem mikroflory,
dlatego tez byly rézne w obu kompostach. Ogélnie niewiele
wyzsza, aktywnoscia proteolityczna charakteryzowat sie kom-
post kontrolny, podczas gdy kilkakrotnie wyzsza aktywnos$é
dehydrogenaz ujawnila sie w komposcie badawczym (Rys.
5, 6). Z jednej strony moze to sugerowac czesciowa supresje
mikroflory kompostu badanego, a z drugiej jego znacznie wy-
zszg aktywno§é metaboliczng. Potwierdzeniem przyspieszo-
nych przemian kompostu badawczego jest réwniez ubytek
masy, ktéory w kontroli wynosit 30%, a w badawcze] 46%.
Efektem inokulacji wyj$ciowego materiatu kompostowego byt
takze wzrost zawarto$ci sktadnikéw mineralnych tj. azotu
(N, 1 siarki (S,,), w poréwnaniu do kompostu kontrolnego
(Tabl. 1). Wzrost zawartoéci siarki, w ktéra bogate sa keraty-
ny, w komposcie inokulowanym wynosit od 6,1 do 18,5 g/kg,
a w kontroli tylko 6,1-7,5 g/kg. Stosunek wegla organicznego

Tablica 1
Kornicowa zawarto$é¢ skladnikow mineralnych oraz wskazniki
dojrzalo$ci kompostéow

Skladniki mineralne Wskazniki

dojrzatoéci

Corg | Nog | N-NH; | N-NOs | So; | C,,o/ | N-NH,/

g/kg | g/kg | mg/kg | mgl/kg | glkg Nog | N-NO;

Kompost 239 | 959 | 191 737 | 11,1 | 25 2,6
inokulowany

Kompost 282 | 39,7 | 229 67,1 | 7.2 | 7.1 3,4
kontrolny
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Rys. 5. Aktywno$é dehydrogenaz w komposcie badawczym
oraz kontrolnym M
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Rys. 6. Aktywnoé¢ proteaz w komposcie badawczym
trolnym M

oraz kon-

do azotu ogélnego (C,/N,,) jest wskaznikiem dojrzatoéci
kompostu 1 powinien byé na niskim poziomie. W kompoécie
inokulowanym biopreparatem mial warto$¢ 2,5, natomiast
w kontrolnym ustalil sie na poziomie 7,1. Dane te potwier-
dzaja wyzszy stopien zaawansowania biodegradacji bialek
keratynowych. Wskaznik utlenienia mineralnych form azotu

N-NH,/N-NO,, obrazuje aktywno$¢ nitryfikacyjna mikroorga-
nizméw oraz jest waznym indeksem dojrzatosci. W trakcie
trwania kompostowania ulegal on powolnemu obnizeniu z 93
do poziomu 2,6-3,4 w obu kompostach. Warto$¢ tego wskaz-
nika wskazuje na niepelng stabilizacje 1 dojrzaloéé kompo-
stow. Dziesieciotygodniowy czas kompostowania wraz z faza
dojrzewania jest typowy dla statycznych systeméw z napo-
wietrzaniem. Czesto jednak konieczne jest wydtuzenie czasu
samego dojrzewania, co okazalo sie konieczne w przypadku
kompostéw badanych. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
do efektywnego kompostowania odpadéw keratynowych in-
okulacja biopreparatem jest niezbedna dla prawidlowego
przebiegu 1 zaawansowane] degradacji odpadéw keratyno-
wych. Uzyskany kompost badawczy byl glebopodobny, jednak
zawieral mate fragmenty piér, podczas gdy kontrolny zawie-
ral wieksze fragmenty oraz wydzielal ostry zapach amonia-
ku. W dalszych badaniach kompostowania odpadéw keraty-
nowych inokulowanych szczepionka bakteryjna nalezaloby
zmodyfikowacé technologie procesu.
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