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Wykorzystanie szczepionki drobnoustrojów
do kompostowania odpadów keratynowych

w bioreaktorze statycznym

Wstêp

Odpady keratynowe obejmuj¹: pierze, szczecinê, w³osy,
rogi, kopyta i inne wyrostki skóry krêgowców, których g³ów-
nym sk³adnikiem budulcowym s¹ bia³ka w³ókienkowe kera-
tyny. Ze wzglêdu na ich budowê strukturaln¹ zaliczaj¹ siê do
zwi¹zków trudno degradowalnych. Aspekty ekologiczne
wskazuj¹ na koniecznoœæ przyspieszenia ich biodegradacji, co
jest mo¿liwe poprzez sterowanie procesu zarówno w ujêciu
biologicznym, jak i technologicznym [1]. Drobnoustroje kera-
tynolityczne, do których zaliczaj¹ siê bakterie z rodzaju Ba-
cillus, mog¹ w warunkach kontrolowanych z du¿¹ efektywno-
œci¹ degradowaæ te bia³ka do aminokwasów, które w dalszych
przemianach podlegaj¹ mineralizacji [2]. Jedn¹ z mo¿liwych
aplikacji uzyskanego produktu jest nawo¿enie gleby [3, 4].

Celem badañ prezentowanej pracy by³o okreœlenie mo¿liwo-
œci przyspieszenia degradacji piór kurzych w procesie kompo-
stowania w bioreaktorze statycznym, przy udziale szczepion-
ki keratynolitycznych bakterii Bacillus subtilis P22, wyizolo-
wanych w badaniach w³asnych.

Materia³y i metody

Kompostowanie prowadzono w skali pó³technicznej w sys-
temie zamkniêtego reaktora statycznego (Rys. 1) o pojemno-
œci 200 dm3, z napowietrzaniem wymuszonym, za poœrednic-
twem kompresora HL 275/50 (30 m3 na dobê). 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, natomiast drugi stanowi³ kontrolê, w której proces
zachodzi³ przy udziale autochtonicznej mikroflory, bez inoku-
lacji szczepionk¹ bakterii. Przebieg trwaj¹cego 71 dni kompo-
stowania monitorowano poprzez pomiary: temperatury, od-
czynu œrodowiska i wilgotnoœci. Analizy mikrobiologiczne,
biochemiczne i chemiczne wykonywano czterokrotnie po cza-
sach: 0, 3, 42, 71 dobach. Badania mikrobiologiczne obej-

mowa³y: ogóln¹ liczbê bakterii na zagarowanym bulionie z
glukoz¹, w temperaturze 30°C, liczbê bakterii termofilnych
na tym samym pod³o¿u, w temp. 55°C, liczbê drobnoustrojów
proteolitycznych na agarze mlecznym w temp. 30°C, liczbê
bakterii przetrwalnikuj¹cych na bulionie z glukoz¹ po 10 mi-
nutowej preinkubacji w temp. 80°C, liczbê grzybów strzêpko-
wych na po¿ywce PDA w temp. 25°C. Wyniki wyra¿ano jako
jednostki tworz¹ce kolonie na gram s.m. kompostu (jtk/g).
Analizy biochemiczne dotyczy³y aktywnoœci enzymów pro-
teolitycznych i dehydrogenaz. Aktywnoœæ proteolityczn¹
oznaczano zmodyfikowan¹ metod¹ Ladd i Butler [5] wobec
kazeiny i wyra¿ano w jednostkach aktywnoœci, przyjmuj¹c ¿e
jedna jednostka odpowiada iloœci mikromoli tyrozyny utwo-
rzonej w czasie 1 minuty, w przeliczeniu na 1 g s.m. kompo-
stu. Aktywnoœæ dehydrogenaz wyznaczano metod¹ Casida
i wsp. [6] wzglêdem chlorku 2,3,5-trifenylo tetrazoliowego
(TTC). Za jednostkê aktywnoœci przyjêto iloœæ mikromoli po-
wsta³ego 1,3,5-trifenyloformazanu (TPF) w ci¹gu 20 godzin
inkubacji, w przeliczeniu na 1 g s.m. kompostu. Oznaczenia

chemiczne: azot ogólny (Nog) oznaczano metod¹ Kjeldahla,
azot amonowy i azotanowy (N-NH4 i N-NO3) w ekstraktach
wodnych (1:10) badano spektrofotometrycznie, siarkê ogóln¹
(Sog) w aparacie CS-MAT, wêgiel organiczny (Corg) – metod¹
oksydymetryczn¹ z u¿yciem r-ru K2Cr2O7 oraz frakcje wêgla
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Rys. 1. Reaktor statyczny: 1 – pojemnik z tworzywa PP (wymiary:
œrednica 500 / 700 mm, wysokoœæ 890 mm), 2 – hermetyczna pokry-
wa, 3 – tuleja doprowadzaj¹ca powietrze, 4 – filtr wêglowy elimi-

nuj¹cy odory, 5 – otwór pomiaru temperatury
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rozpuszczalnego w wodzie (Cw) [7]. Szczepionkê bakteryjn¹

stanowi³a 12-godzinna hodowla w bioreaktorze mieszad-
³owym AK10, keratynolitycznych bakterii Bacillus subtilis
P22 o gêstoœci 1 � 1010 komórek/ml, uzyskana na pod³o¿u ser-
watkowym wzbogaconym 3% hydrolizatu skrobiowego i 1,5%
zarodków pszennych.

Wyniki i dyskusja

Proces kompostowania obejmuje wielokierunkowe przemia-
ny biochemiczne przy udziale drobnoustrojów, które koloni-
zuj¹c œrodowisko czêsto tworz¹ biofilm. Aktywnoœæ metabo-
liczn¹ sukcesywnie zmieniaj¹cych siê mikroorganizmów oraz
fazy kompostowania odzwierciedla temperatura masy kom-
postowej. Na tej podstawie widoczna by³a ró¿nica w przebie-
gu procesu w kompoœcie badawczym i kontrolnym. Termiczna
faza kompostu badawczego trwa³a od pierwszej do trzynastej
doby, przy czym przez trzy doby temperatura osi¹ga³a poziom
69°C. W kompoœcie kontrolnym faza termiczna by³a krótsza,
gdy¿ trwa³a od drugiej do siódmej doby, a najwy¿sza tempe-
ratura 68°C pojawi³a siê tylko w pi¹tej dobie (Rys. 2). Kom-
post badawczy ju¿ po 3 tygodniach wchodzi³ w fazê dojrzewa-
nia (25–28°C), gdy w kontrolnym do 71 doby jeszcze utrzymy-
wa³a siê podwy¿szona temperatura w zakresie 28–32°C. Od-
czyn kompostu badawczego od pi¹tej doby by³ alkaliczny
w zakresie pH 8,6–9,3, a nastêpnie obojêtny (pH 7,1) Odczyn
kompostu kontrolnego przez ca³y czas by³ w zakresie obojêt-
nym pH 6,7–7,6 (Rys. 2). Druga inokulacja kompostu w 34
dobie kompostowania okaza³a siê zbêdna, gdy¿ po wprowa-
dzeniu szczepionki przemiany zaktywowane by³y tylko przez
dwie doby.

Przytoczone fizyczne i chemiczne parametry kompostowa-
nia wynika³y z tocz¹cych siê procesów metabolicznych drob-
noustrojów. Wprowadzenie szczepionki bakterii B. subtilis
P22 do kompostowanej masy spowodowa³o zmiany profilu mi-
krobiologicznego oraz wskaŸników biochemicznych i chemicz-
nych (Rys. 3, 4). W pierwszych trzech tygodniach trwania
procesu, obni¿eniu uleg³a liczba bakterii mezofilnych z 1 � 1010

do 1 � 104 jtk/g w stosunku do kompostu kontrolnego, w któ-
rym by³a ona na wyrównanym poziomie 1 � 109 jtk/g. Prawdo-
podobne jest inhibicyjne oddzia³ywanie wprowadzonego
szczepu bakterii na autochtoniczn¹ mikroflorê kompostow¹.
Równoczeœnie liczba bakterii termofilnych w przeciwieñstwie
do kontroli, sukcesywnie wzrasta³a z poziomu 1 � 104 jtk/g

o cztery rzêdy logarytmiczne. Pomimo tego ¿e szczepionkê
stanowi³y bakterie przetrwalnikuj¹ce o uzdolnieniach proteo-
litycznych, nie wykazano istotnych ró¿nic w tych grupach mi-
kroorganizmów. Obni¿ona liczebnoœæ grzybów strzêpkowych
w kompoœcie badawczym, mog³a wynikaæ z fungistatycznych
w³aœciwoœci bakterii B. subtilis P22 [8]. Aktywnoœci enzyma-
tyczne kompostów by³y kompatybilne ze sk³adem mikroflory,
dlatego te¿ by³y ró¿ne w obu kompostach. Ogólnie niewiele
wy¿sz¹ aktywnoœci¹ proteolityczn¹ charakteryzowa³ siê kom-
post kontrolny, podczas gdy kilkakrotnie wy¿sza aktywnoœæ
dehydrogenaz ujawni³a siê w kompoœcie badawczym (Rys.
5, 6). Z jednej strony mo¿e to sugerowaæ czêœciow¹ supresjê
mikroflory kompostu badanego, a z drugiej jego znacznie wy-
¿sz¹ aktywnoœæ metaboliczn¹. Potwierdzeniem przyspieszo-
nych przemian kompostu badawczego jest równie¿ ubytek
masy, który w kontroli wynosi³ 30%, a w badawczej 46%.
Efektem inokulacji wyjœciowego materia³u kompostowego by³
tak¿e wzrost zawartoœci sk³adników mineralnych tj. azotu
(Nog) i siarki (Sog), w porównaniu do kompostu kontrolnego
(Tabl. 1). Wzrost zawartoœci siarki, w któr¹ bogate s¹ keraty-
ny, w kompoœcie inokulowanym wynosi³ od 6,1 do 18,5 g/kg,
a w kontroli tylko 6,1–7,5 g/kg. Stosunek wêgla organicznego
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Tablica 1
Koñcowa zawartoœæ sk³adników mineralnych oraz wskaŸniki

dojrza³oœci kompostów

Sk³adniki mineralne
WskaŸniki
dojrza³oœci

Corg Nog N-NH4 N-NO3 Sog Corg/
Nog

N-NH4/
N-NO3g/kg g/kg mg/kg mg/kg g/kg

Kompost
inokulowany

239 95,9 191 73,7 11,1 2,5 2,6

Kompost
kontrolny

282 39,7 229 67,1 7,2 7,1 3,4

Rys. 2. Zmiany temperatury i pH podczas kompostowania piór
kurzych: kompost badawczy�, kompost kontrolny�, temperatu-

ra otoczenia ���

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

tyczne,� – 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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do azotu ogólnego (Corg/Nog) jest wskaŸnikiem dojrza³oœci
kompostu i powinien byæ na niskim poziomie. W kompoœcie
inokulowanym biopreparatem mia³ wartoœæ 2,5, natomiast
w kontrolnym ustali³ siê na poziomie 7,1. Dane te potwier-
dzaj¹ wy¿szy stopieñ zaawansowania biodegradacji bia³ek
keratynowych. WskaŸnik utlenienia mineralnych form azotu

N-NH4/N-NO3, obrazuje aktywnoœæ nitryfikacyjn¹ mikroorga-
nizmów oraz jest wa¿nym indeksem dojrza³oœci. W trakcie
trwania kompostowania ulega³ on powolnemu obni¿eniu z 93
do poziomu 2,6–3,4 w obu kompostach. Wartoœæ tego wskaŸ-
nika wskazuje na niepe³n¹ stabilizacjê i dojrza³oœæ kompo-
stów. Dziesiêciotygodniowy czas kompostowania wraz z faz¹
dojrzewania jest typowy dla statycznych systemów z napo-
wietrzaniem. Czêsto jednak konieczne jest wyd³u¿enie czasu
samego dojrzewania, co okaza³o siê konieczne w przypadku
kompostów badanych. Przeprowadzone badania wykaza³y, ¿e
do efektywnego kompostowania odpadów keratynowych in-
okulacja biopreparatem jest niezbêdna dla prawid³owego
przebiegu i zaawansowanej degradacji odpadów keratyno-
wych. Uzyskany kompost badawczy by³ glebopodobny, jednak
zawiera³ ma³e fragmenty piór, podczas gdy kontrolny zawie-
ra³ wiêksze fragmenty oraz wydziela³ ostry zapach amonia-
ku. W dalszych badaniach kompostowania odpadów keraty-
nowych inokulowanych szczepionk¹ bakteryjn¹ nale¿a³oby
zmodyfikowaæ technologiê procesu.
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Rys. 5. Aktywnoœæ dehydrogenaz w kompoœcie badawczym �

oraz kontrolnym �

Rys. 6. Aktywnoœæ proteaz w kompoœcie badawczym � oraz kon-
trolnym�
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