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Opracowanie wieloorganizmowej szczepionki
do kompostowania szczeciny

Wstep

Przemyst migsny i drobiowy w Polsce generuja rocznie miliony
ton odpaddéw organicznych, do ktorych zalicza sig szczecina §winska.
Glownym sktadnikiem budulcowym szczeciny sa biatka wlokienkowe
z rodziny keratyn, ktore nadaja jej wytrzymato$¢ mechaniczna oraz
odporno$¢ na dziatanie enzyméw proteolitycznych, czynnikow che-
micznych i fizycznych. Z tego wzgledu odpady keratynowe sa trudno-
degradowalne i ucigzliwe dla srodowiska. Keratyny wlosow, szczeciny
i welny w przewadze maja strukturg alfa, zatem sa bardziej oporne na
biodegradacjg niz keratyny pior, w ktorych dominuje struktura beta.

Dopuszczalng metoda przetwarzania szczeciny jest m.in. wspotspala-
nie w piecach energetycznych [Nikodem, 2006], jednak metoda ta jest
zardwno nieckonomiczna jak i nieekologiczna.

Biologiczne zagospodarowanie odpadéw keratynowych poprzez
kompostowanie wydaje si¢ najbardziej perspektywicznym kierunkiem
dziatania. Za pomoca tej metody utylizuje si¢ w Polsce zaledwie kilka
procent odpadoéw organicznych, gtéwnie komunalnych [Lupa, 2010].
Klasyczne kompostowanie zachodzi przy udziale autochtonicznej mi-
kroflory, ktora jest niewystarczajaca w przypadku opornych na biode-
gradacj¢ substancji, na przyktad odpadéw keratynowych. Wymagane
jest wowczas wspomaganie procesu szczepionka mikroorganizmow
o uzdolnieniach keratynolitycznych [Rodziewicz i in., 2010]. Niektore
drobnoustroje naturalnie zasiedlajace odpady sa zdolne réwniez do ich
rozktadu [Kim i in., 2001], jednak jest to proces bardzo czasochtonny
i mato wydajny. Wzbogacenie mikroflory kompostu wyselekcjonowa-
nymi szczepami drobnoustrojow umozliwia efektywne kompostowanie
oraz korzystnie wptywa na przebieg procesu.

Celem badan byto opracowanie wieloorganizmowej szczepionki mi-
kroorganizméw przyspieszajacych biodegradacje szczeciny §winskiej
podczas jej kompostowania w skali laboratoryjne;.

Materialy i metody

Material badawczy stanowita §wieza, rozdrobniona szczecina §win-
ska pochodzaca z ubojni trzody chlewne;j. Przedmiotem badan byto pigc¢
szczepow bakterii keratynolitycznych z rodzaju Bacillus: B. subtilis
P22, B. cereus B5e/sz, B. subtilis B3, B. polymyxa B20 oraz termofilny
szczep Bacillus sp. T16, cztery szczepy grzybow strzgpkowych: Tri-
choderma sp. K1, T. asperellum B35 (preparat handlowy), Aspergillus
sp. KG12 i Alternaria sp. GO a takze dwa szczepy drozdzy Yarrowia
lipolytica Pll6a 1 Geotrichum candidum PH1. Wymienione szczepy,
z wyjatkiem 7. asperellum B35, pochodza z kolekcji whasnej Katedry
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu. Bakterie i grzyby strzgpkowe zostaty wyizolowane ze
sktadowiska odpaddéw keratynowych, natomiast drozdze pochodzity
z sera plesniowego typu rokpol.

Hodowle mikroorganizméw. Prowadzono sze$ciodobowe hodowle
wstrzasane bakterii mezofilnych w temperaturze 28°C oraz termofil-
nych w temperaturze 55°C a takze trzytygodniowe hodowle grzybow
strzgpkowych w temperaturze 28°C na podtozu syntetycznym zawiera-
jacym oprocz sktadnikow mineralnych 0,05% YE oraz 1% odttuszczo-
nych pior jako zrodta C i N [Rodziewicz i in., 2006].

Komposty laboratoryjne sporzadzano w szklanych kolbach Roux.
Masg kompostowa w ilosci 170 g stanowila natywna szczecina i widr-
ki drzewne w stosunku 15:1, przy zachowanym stosunku C:N rownym

25:1, o wilgotnosci 60%. Kompostowanie prowadzono w dwoch wa-
riantach: z zastosowaniem szczepionki monokulturowej i wieloorgani-
zmowej. Komposty ze szczepionka wieloorganizmowa inokulowano co
3 doby monokulturami w kolejnosci: B. cereus B5e/sz, Bacillus sp. T16,
B. subtilis P22, Y. lipolytica P1l6a, Trichoderma sp. K1, Aspergillus sp.
KG12. Kolby umieszczano w pomieszczeniu o temperaturze 28°C na
okres 4-7 tygodni, napowietrzajac je okresowo poprzez wstrzasanie.
Przebieg procesu monitorowano na podstawie pomiaru: temperatu-
ry, wilgotno$ci oraz ubytku suchej masy. Kompostowanie z udzialem
szczepionek jednoorganizmowych prowadzono przez 4 tygodnie nato-
miast z udzialem szczepionek wieloorganizmowych przez 7 tygodni.
Kontrolg stanowity komposty nieinokulowane (K1) oraz sterylne (K2).

Metody analityczne. Badano aktywno$¢ enzymatyczng plynow
pohodowlanych w ich supernatantach. Aktywnos$¢ keratynolityczna
oznaczono wobec keratyny rozpuszczalnej, w pH 7,5 w czasie 20 min,
w temperaturze 40°C i wyrazono w jednostkach aktywnosci [JK], co od-
powiadato zmianie absorbancji (Eyg,) 0 0,01 w przeliczeniu na mililitr
ptynu pohodowlanego na minutg [Rodziewicz i in., 2006]. Aktywno$¢
proteolityczna oznaczono wobec kazeiny w pH 7,5 w czasie 20 minut,
w temperaturze 30°C i wyrazono w jednostkach aktywnosci [JP], ktore
odpowiadaty zmianie absorbancji (E.gy) 0 0,01 w przeliczeniu na mililitr
ptynu pohodowlanego na minutg [Rodziewicz i in., 2006]. Aktywnos¢
proteolityczna kompostow oznaczano wobec kazeiny i wyrazano w mi-
kromolach tyrozyny utworzonej w ciagu minuty na gram s.m. kompostu
[JP/g]. Aktywnos$¢ dehydrogenaz w komposcie badano metoda Casidy
[Casida i in., 1964] wzgledem chlorku 2,3,5-trifenylo tetrazoliowego
(TTC) i wyrazano w mikromolach powstatego 1,3,5-trifenyloformaza-
nu (TPF) w ciagu 20 godzin na gram s.m. kompostu [JD/g]. Stezenie
rozpuszczalnego biatka oznaczano metoda Lowry’ego [Lowry i in.,
1951]. Tlos¢ grup sulthydrylowych aminokwaséw oznaczono metoda
Ellmanna za pomoca kwasu DNTB z cystaming [Riener i in., 2002],
natomiast grup aminowych przy uzyciu TNBS [Snyder i Sobocinski,
1975]. Koncowy ubytek substratu w kompostach oceniono na podsta-
wie ubytku suchej masy w temperaturze 105°C metoda wagowa. Obli-
czano procentowa roznicg miedzy poczatkowa a koncowa sucha masa
kompostow inokulowanych, a takze migdzy koncowa masa kompostu
inokulowanego oraz kontrolnego nieinokulowanego.

Wyniki i dyskusja

Proces kompostowania obejmuje wielokierunkowe przemiany bio-
chemiczne, ktére wymagaja zintegrowanego dziatania enzymow i in-
nych metabolitow wydzielanych przez konsorcjum mikroorganizmow.
W hodowlach na podtozu ptynnym wstgpnie oceniano uzdolnienia pro-
teolityczne i keratynolityczne badanych szczepow. Najwigksza aktyw-
nos¢ proteolityczna wykazywaly bakterie z rodzaju Bacillus. W plynie
pohodowlanym szczepu B. cereus B5e/sz aktywno$¢ enzymow prote-
olitycznych i keratynolitycznych, wynosita odpowiednio 85 JP i 58 JK
(Rys. 1). Wysokie uzdolnienia keratynolityczne na poziomie 53 JK, wy-
kazat rowniez szczep drozdzy Y. lipolytica Pll6a oraz szczep grzybow
strzgpkowych Aspergillus sp. KG12. Zastosowanie metody przesiewo-
wej (screening) pozwolito na wytypowanie szesciu szczepow drobno-
ustrojow o najwigkszych uzdolnieniach keratynolitycznych. Do dal-
szych badan zakwalifikowano trzy szczepy bakterii: B. cereus B5e/sz,
B. subtilis P22 i Bacillus sp. T16, jeden szczep drozdzy Y. lipolytica
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Pll6a i dwa szczepy grzybow strzgpkowych Aspergillus sp. KG12 i Tri-
choderma sp. K1.

Pozakomorkowe enzymy keratynolityczne, wydzielane w czasie
hodowli mikroorganizméw, spowodowaty czgSciowa hydrolizg kera-
tyny pior. W ptynach pohodowlanych wybranych szczepow wykazano
przyrost st¢zenia biatka rozpuszczalnego na poziomie 0,5-0,7 mg/cm3.
Szczep B. subtilis P22 wyrdznial si¢ wigksza zdolnoscia keratynolizy,
gdyz enzymatycznie uwalniat 1,5 mg/cm’ biatka, a jednoczesnie 0,28
mg/cm’ grup aminowych aminokwasow.

Na uwage zastuguje rowniez wysoka zdolnos¢ bakterii B. cereus
B5e/sz i drozdzy Y. lipolytica Pll6a do nagromadzania aminokwasow
siarkowych (grup SH) odpowiednio 2,8 oraz 2,5 pg/cm3 (Rys. 2). Ich
uwalnianie poprzedzone jest redukcja mostkow disiarczkowych utrzy-
mujacych strukturg keratyny. W mechanizmie tym moga uczestniczy¢
zarowno enzymy oksydoredukcyjne np. reduktaza disulfidowa jak
i czynniki chemiczne (siarczan IV lub tiosiarczan). Ostatecznie akumu-
lacja cysteiny w srodowisku zachodzi z udziatem specyficznych proteaz
wydzielanych przez mikroorganizmy [£aba i Rodziewicz, 2010).
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Rys. 1. Uzdolnienia proteolityczne i keratynolityczne badanych szczepow bakterii,
drozdzy i grzybow strzgpkowych w warunkach hodowli wstrzasanej, na podtozu
z dodatkiem pierza, jako zrodta wegla i azotu
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Rys. 2. Uwalnianie aminokwaséw (grup NH, i SH) oraz rozpuszczalnych biatek w ho-
dowli wybranych szczepow drobnoustrojow

Szczepy

W kompostach laboratoryjnych takze obserwowano sukcesywny
rozktad szczeciny. Przebieg procesu we wszystkich kompostach za-
szczepianych monokulturami byt podobny. Temperatura kompostow
wzrastata w pierwszych kilkunastu dobach maksymalnie do 36°C, po
czym nastgpowalo jej wyrownanie z temperatura otoczenia (Rys. 3).
Taki przebieg kompostowania byt niekorzystny, poniewaz w tych wa-
runkach patogeniczna mikroflora moze przetrwac¢ i stanowi¢ zrodlo
skazenia mikrobiologicznego. Z drugiej strony podwyzszona tempera-
tura, osiagana w fazie termofilnej jest bardzo korzystnym czynnikiem
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Rys. 3. Zmiany temperatury w kompostach inokulowanych monokulturami drobno-
ustrojow

rozwoju drobnoustrojow wprowadzonych w postaci szczepionki oraz
autochtonicznej mikroflory kompostowej, sprzyjajacym nasileniu pro-
cesu biodegradacji szczeciny.

Bardziej intensywnie niz w przypadku kompostéw inokulowanych
monokulturami, przebiegat proces kompostowania szczeciny z udzia-
tem szczepionki wieloorganizmowej. Temperatura masy kompostowej
byta trochg wyzsza i osiagata poziom 38-39°C (Rys. 4). Podobne wyni-
ki badan uzyskaty [Bohacz i Kornittowicz-Kowalska, 2009]. W procesie
kompostowania pierza z kora i stoma o masie 4 kg, temperatura osiagata
maksymalnie 41°C oraz brakowalo wyraznej fazy termofilnej. Uzasad-
nione to byto niska zawarto$cia tatwo przyswajalnych zrodet wegla or-
ganicznego i relatywnie malg objgtoscia masy kompostowane;.
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Rys. 4. Zmiany temperatury w kompostach inokulowanych szczepionka
wieloorganizmowa

Aktywno$¢ enzymatyczna proteaz w kompostach inokulowanych
monokulturami lub szczepionka wieloorganizmowa byta w mniejszym
stopniu zréznicowana niz dehydrogenaz i zawierata si¢ w granicach
3,4-7,3 JP/g (proteazy) oraz 0,09-0,99 JD/g (dehydrogenazy). Aktyw-
no$¢ enzyméw oksydoredukeyjnych w komposcie jest wskaznikiem
aktywnos$ci metabolicznej obecnej tam mikroflory. Najwyzsze aktyw-
no$ci zarowno dehydrogenaz jak i proteaz wykazano w komposcie
inokulowanym szczepionka wieloorganizmowa, gdzie wynosily one
odpowiednio 0,99 JD/g i 7,3 JP/g (Rys. 5). Uzyskane wyniki sugeruja
wyzsza aktywnos¢ mikroflory kompostu i wigksze zaawansowanie hy-
drolizy biatek szczeciny w tym komposcie w poréwnaniu z kompostami
inokulowanymi pojedynczymi szczepami

Bezposrednim wskaznikiem efektywnosci kompostowania jest uby-
tek masy kompostu po zakonczeniu procesu oraz wlasciwosci organo-
leptyczne uzyskanego produktu. Ubytek masy kompostow inokulo-
wanych monokulturami miescit si¢ w granicach od 39,7 do 49% a po
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Rys. 5. Aktywno$¢ enzymatyczna kompostow inokulowanych monokulturami
i szczepionka wieloorganizmowa

uwzglednieniu kontroli nieinokulowanej (K1) byt nizszy i zawierat si¢
w przedziale od 0,1 do 9,4% (Tab. 1). Proces rozktadu materii organicz-
nej najintensywniej zachodzit przy udziale szczepionki B. species T16,
gdzie biodegradacji ulegta prawie potowa mieszanki kompostowe;j.
Szczepionki monokultur z wyjatkiem szczepow B. subtilis P22 i Asper-
gillus sp. KG12, spowodowaty zwigkszenie efektywnos$ci degradacji
sktadnikow kompostu o 7-9% w poréwnaniu do autochtonicznej mi-
kroflory. Ubytek masy kompostu inokulowanego szczepionka wieloor-
ganizmowa wzgledem kontroli nieinokulowanej byt wyzszy i wynosit
21,62%, co sugeruje ze rozklad materii organicznej zachodzit w nim
2-3-krotnie wydajniej w poréwnaniu do kompostéw inokulowanych
monokulturami (Tab. 1 i 2). Ubytek suchej masy w obu kontrolach ste-
rylnych (K2) miat zblizong wartos$¢ niezaleznie od czasu kompostowa-
nia i wynosit 22-23% (Tab. 1 i 2).

Tab. 1. Ubytek suchej masy kompostow inokulowanych szczepionkami monokultur

Ubytek s.m. wzglgdem Ubytek s.m. wzglgdem
Szczepionka inokulacyjna proby wyjsciowej kontroli nieinokulowanej
[%] (K1) [%]

B. subtilis P22 39,74 0,1
B. species T16 49,01 9,37
B. cereus B5e/sz 47,07 7,43
Y. lipolytica Pll6a 47,31 7,67
Aspergillus sp. KG12 39,78 0,14
Trichoderma sp. KP1 47,62 7,98
Kontrola niesterylna (K1) 39,64 -

Kontrola sterylna (K2) 23,08 -

Tab. 2. Ubytek suchej masy kompostu inokulowanego szczepionka

wieloorganizmowa
Ubytek s.m. wzglgdem Ubytek s.m. wzglgdem
Szczepionka inokulacyjna proby wyjsciowej kontroli nieinokulowanej
[%] (K1) [%]
Wieloorganizmowa 47,1 21,62
Kontrola niesterylna (K1) 25.48 -
Kontrola sterylna (K2) 22,3 -

Uzycie szescioorganizmowej szczepionki, w sktad ktorej wchodzity
zaréwno bakterie, grzyby strzgpkowe jak i drozdze o uzdolnieniach ke-
ratynolitycznych, umozliwito naruszenie struktury biatek keratynowych
szczeciny i jej czg$ciowa degradacje. Przeciwnie, w komposcie kontrol-
nym autochtoniczne mikroorganizmy nie byty zdolne do rozwoju przy
braku tatwo dostgpnego zrodta C i N.

Whioski

* Sposrod 11 badanych szczepoéw mikroorganizmoéw do dalszych ba-

dan wybrano sze$¢, ktore byty podstawa wieloorganizmowej szcze-

pionki. W jej sktad wchodzily szczepy: B. cereus BSe/sz, B. subti-
lis P22, Bacillus sp. T16, Y. lipolytica Pll6a, Aspergillus sp. KG12

i Trichoderma sp. K1. Ze wzgledu na keratynolityczne uzdolnienia

ww. szczepOw moga one znalez¢ zastosowanie jako sktadniki szcze-

pionek do kompostowania szczeciny.

Inokulacja kompostu szczepionka wieloorganizmowa umozliwita za-

poczatkowanie procesu biodegradacji keratyny, glownego sktadnika

budulcowego szczeciny.

» Dalsza optymalizacja warunkow kompostowania z uwzglednieniem
sktadu, ilosci i proporcji komponentow, a takze techniki prowadzenia
procesu, moze doprowadzi¢ do opracowania technologii komposto-
wania szczeciny z wigksza wydajnoscia oraz w wigkszej skali.
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