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Otpadna biomasa pri proizvodnji antibiotika fermentacijom uz dodatak drvenih strugotina i
drugih biljnih otpadaka bila je kompostirana u perforiranim kutijama. Tijekom kompostiranja
pracena je temperatura, vlaga i pH vrijednost kompostne smjese. Odredivane su aktivnosti enzi-
ma, koji razgraduju prirodne polimere — skrob, celulozu, lignin, proteine i lipide. Rezultati su
pokazali da na razvoj specifi¢nih mikroorganizama za razgradnju kompostne smjese utjecu kva-
liteta otpadne biomase kao i dodano drvo, koje kao strukturni materijal sluzi kao supstrat i isto-
vremeno omogucava bolje prozracivanje. U povoljnim uvjetima zbog aktivnosti mikroorganizma
naraste temperatura u kompostnoj smjesi od sobne temperature do gotovo 60 °C, a nakon mak-
simuma lagano opada. Vrijednost pH smjese poveca se od 5,6 na 8,4. Maseni udjel vlage tije-
kom kompostiranja sporo pada od 57 % do 51 %. Ve¢ u samim ishodnim materijalima prisutni
mikroorganizmi iskazuju neke enzimske aktivnosti. Tako u otpadnom miceliju postoji proteoli-
ticka aktivnost i slijed celuloliticke aktivnosti, a u strukturnom materijalu moze postojati proteo-
liticka, amiloliticka, esterazna, celuloliticka i ligninoliticka aktivnost. Tijekom samog procesa
kompostiranja aktivirane su sve navedene aktivnosti, a poslije prvog dana dodatno i ksilanoli-
ticka aktivnost. Sve aktivnosti bile su ekstracelularne, ali kod celulaze je veca aktivnost vezana za
membrane. Lipoliticke i lignin-peroksidazne aktivnosti nisu bile dokazane.
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enzimske aktivnosti

Uvod

Pri industrijskoj proizvodniji antibiotika fermentacijom, po-
slije izdvajanja procesnih proizvoda ostaju velike kolicine
otpadne mikrobne biomase. Zbog sve restriktivnijeg zako-
nodavstva potrebno je takve otpatke unistiti ili preraditi.
Bududi da taj materijal ima u sebi jos mnogo vrijednih ne-
iskoristenih organskih tvari, jedna od mogucnosti za prera-
du je kompostiranje. Ta metoda je u posljednje vrijeme
postala vrlo popularna i u Sloveniji, jer s pomocu aktivnosti
mjesovite mikrobne kulture, koja se spontano razmnozava
u kompostnoj smjesi iz netopljivih organskih otpadaka, do-
biva se visokokvalitetni materijal za gnojivo. Kompostiranje
je jednostavan i jeftin postupak i zbog toga zanimljiv za
primjenu kod velikih koli¢ina otpadaka za koje se ne Zzeli
uloziti mnogo sredstava. Ovisno o prirodi organskih tvari u
otpadnom materijalu mikroorganizmi sintetiziraju odgova-
raju¢e enzime koji razgrade pojedine komponente u nji-
hove fragmente. Zatim te fragmente asimiliraju mikroorga-
nizmi i sluze se njima za daljnji rast ili metabolitsku aktiv-
nost. Konac¢ni ostatak je stabilni proizvod, kompost.'2

Otpadna mikrobna biomasa iz fermentacijske proizvodnje
dobivena je mikrofiltracijom ili centrifugiranjem fermenta-
cijske komine. Otpad u tom obliku jo$ ima od 90 % do

*I. Hrvatska konferencija, EkoinZenjerstvo 2002, Plitvicka jezera,
22.-24.10. 2002.

60 % vlage i sklon je truljenju u anaerobnim uvjetima.
Zbog toga se za kompostiranje dodaje ¢vrst materijal koji
omogucava poroznu strukturu, a time se ujedno postizu
aerobni uvjeti u unutrasnjosti kompostne smjese. U tu
svrhu upotrebljavaju se razliciti mljeveni drveni otpaci.
Kompostiranje pocinje kod odredenih vrijednosti tempera-
ture, vlage i pH u aerobnim uvjetima. Tijekom procesa pri-
sutni mikroorganizmi pocinju se razmnozavati i razgradiva-
ti organske tvari, a osobito prirodne tvorevine iz kojih mo-
gu dobiti jednostavne molekule za rast i metabolizam.
Aktivnost mikroorganizama odrazava se u promjeni tem-
perature u kompostnoj smjesi, pH vrijednosti, vlazi, broju
mikroorganizama kao i u iniciranim enzimskim aktivnosti-
ma. Taj princip se dosta uspjesno upotrebljava za stabilizi-
ranje otpadnog mulja iz aerobnih uredaja za obradu ot-
padnih voda."?

Materijal i metode

Priprema kompostne smjese

Nakon filtracije fermentacijske komine netopljivi dio sasto-
ji se od micelija proizvodnog mikroorganizma i od ne-
istroSenih ostataka netopljivih sastojaka hranjive podlo-
ge. Netopljivi dio jos se ispire i napusta proizvodnu lini-
ju u obliku priblizno 10 %-ne vodene suspenzije (OMB).
Toj suspenziji dodan je samljeveni otpadni drveni materijal
i drugi biljni otpaci (OD) u omjeru oko 1 : 3 koji pruzaju
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suspenziji ¢vrstu i poroznu strukturu. Ovako priredena
smjesa kompostirana je u 40 | sanduku sa perforiranim sti-
jenkama i dnom, smjestenom u laboratorijskom digestoru.

Metode rada

Temperatura je mijerena zivinim termometrom u sredini
kompostne smjese vise puta dnevno. Vlaga je odredivana
gravimetrijski. Za kemijske analize uzorak kompostne smje-
se iz sredista komposta ekstrahiran je destiliranom vodom,
filtriran kroz gazu i centrifugiran pri brzini vrtnje 3200 min™
(LC 320, Tehtnica Zelezniki). Supernatant je filtriran mem-
branskim filterom 0,45 um. Vrijednosti pH odredivane su u
ekstraktima komposta (MA 5741, Iskra). Analize enzimskih
aktivnosti odredivane su u izvornim materijalima, otpadnoj
micelijskoj biomasi i strukturnom materijalu kao i u smjesi
tijekom kompostiranja. Amilazna, esterazna, ksilanazna i
proteazna aktivnost odredivana je na agarnim plo¢ama? ko-
je su sadrzavale samo jedan od supstrata (Skrob, Tween 80,
ksilan, mlijeko u prahu) za odgovarajuci enzim. Dodatkom
uzorka u pripremljeni otvor na agarnoj ploci i inkubiranjem
3—4 dana na temperaturi 37 °C oko otvora oblikuje se zona
bistrenja ili obojenja ovisno o dodanom supstratu. Sirina zo-
ne mjera je za enzimsku aktivnost uzorka. Metoda iz litera-
ture? koja sluzi za odredivanje aktivnosti mikroorganizama
modificirana je tako da su izuzeti svi sastojci potrebni za rast
mikroorganizama, a ostavljen samo enzimski supstrat, even-
tualni indikator i agar-agar. Ksilanazna aktivnost mjerena je
po postupku za celulaze, samo je umjesto celuloze upotri-
jebljen ksilan kao supstrat.

Lignoliticka i celuloliticka aktivnost odredivana je spektro-
fotometrijski (Varian Techtron 635). Za lignin peroksidaz-
nu, lakaznu i mangan peroksidaznu aktivnost (apsorban-
cija) upotrijebljena je metoda po Podgorniku* s modifika-
cijom.” Za celuloliticku aktivnost (g I"" glukoze) upotrijebili
smo kao supstrat otopinu karboksimetilceluloze (CMC).®

Rezultati i rasprava

Razvoj mikroorganizama ovisi o masenoj koncentraciji su-
he tvari u otpadnom miceliju kao i o vrsti drveta i njegovoj
pripremi. Na kompostiranje povoljno utjece veca koncen-
tracija suhe tvari u mikrobnoj biomasi i pH blizu neutral-
nog, kao i manja kolic¢ina crnogori¢nog drveta u struktur-
nom materijalu koji se melje i prosijava kroz sito s promje-
rom otvora oko 2,0 — 5,0 cm. Prije upotrebe taj materijal
treba biti nekoliko dana na zraku i povoljnoj temperaturi
zbog adsorpcije mikroorganizama iz okoline. Dva pokusa
kompostiranja otpadne micelijske biomase, prvi s 12 % i
drugi s 8 % suhe tvari, trajala su pet dana. Temperatura je
pocela rasti zbog aktivnosti mikroorganizama prisutnih u
samom izvornom materijalu i okolnom zraku u oba poku-
sa ve¢ od samog pocetka. U prvom pokusu, povisenje
temperature u prvim satima bilo je sporije, a kasnije se ub-
rzalo dok temperatura nije dostigla maksimalnu vrijednost
57 °C nakon prvog dana kompostiranja. Poslije tog vreme-
na zabiljezeno je nesto sporije, ali konstantno opadanje
temperature do kraja pokusa, kada se temperatura kom-
postne smjese izjednacila s temperaturom okoline. Kom-
postiranje je u drugom pokusu bilo manje intenzivno;
temperatura je dostigla maksimalnu vrijednost 38 °C, jer je
strukturni materijal imao vise crnogori¢nog drveta, a ot-

padni micelij manje suhe tvari, $to je utjecalo na manju ak-
tivnost mikroorganizama (slika 1). Mjerenje pH vrijednosti
u kompostu pokazalo je neprekidno povecanije od pocet-
ne kisele vrijednosti pH 5,6 do pH 7,5 ve¢ nakon prvog
dana, a poslije na pH 8,0 do kraja prvog pokusa i od pH
7,0 do pH 7,4 do kraja drugog pokusa. Porast pH-vrijed-
nosti vjerojatno je posljedica alkalizacije komposta zbog
hidrolize proteina do peptida i aminokiselina te na kraju
do amonijaka. Udjel vlage tijekom kompostiranja sporo je
padao od 57 % do 51 % u prvom i od 56 % do 51 % u
drugom pokusu.
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Slika 1 — Promjena temperature tijekom kompostiranja smjese
drvenih ostruzaka (OD) i otpadne mikrobne biomase
(OMB) s razlicitom kolicinom suhe tvari

— Time course of temperaure during composting of wo-
od chips (OD) and waste microbial biomass (OMB)
with different contents of dry matter

Fig. 1

Za bolje razumijevanje procesa koji se odvijaju u kompo-
stnoj smjesi, tijekom kompostiranja pracene su i razlicite
enzimske aktivnosti koje bi mogle sudjelovati u samom
procesu razgradivanja otpadne mikrobne biomase i drvnih
strugotina. Kako se pokazalo ve¢ u samim pocetnim uzor-
cima pojavile su se neke enzimske aktivnosti. Na slici 2 pri-
kazane su vrijednosti za proteoliticku, ksilanaznu, esteraz-
nu i amilaznu aktivnost u ovisnosti o trajanju prvog pokusa
kompostiranja. Potrebno je naglasiti da se kvantitativno ne
mogu usporedivati rezultati razlicitih aktivnosti jer se svaka
aktivnost mjeri na specificnom supstratu.

Moze se vidjeti da proteoliticka aktivnost postoji ve¢ u ot-
padnoj micelijskoj biomasi, ali i u otpadnom drvenom
strukturnom materijalu. Vjerojatno je taj materijal ve¢ bio
nastanjen mikroorganizmima koji posjeduju proteoliticku
aktivnost. Dodatno u tom materijalu izmjerene su i este-
razna te amilazna aktivnost. Dakle, sve enzimske aktivnosti
(slika 2) osim ksilanazne, ve¢ su bile u izvornoj kompostnoj
smjesi. Pracenje aktivnosti tijekom kompostiranja pokazu-
je da se proteoliticka aktivnost u pocetku pojaca do maksi-
malne vrijednosti nakon prvog dana kompostiranja, a po-
slije toga opada. Njezina promjena je slicna promjeni tem-
perature. Moguce je da kod visih temperatura ima vise
proteolitickih mikroorganizama ili da je produkcija proteo-
litickih enzima kod tih mikroorganizama veca.

Na istoj slici prikazana je amilazna aktivnost koja je tije-
kom prvog dana slicna proteolitickoj, a nakon toga aktiv-
nost oscilira do kraja pokusa. Tu pojavu tesko je protu-
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Slika 2 — Proteoliticka, amiloliticka, esterazna i ksilanazna ak-
tivnost tijekom kompostiranja smjese otpadne mik-
robne biomase (OMB) i drvenih ostruZaka (OD)

— Protease, amylase, esterase and xylanase activity du-
ring composting of the mixture of waste microbial
biomass (OMB) and wood chips (OD)
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Fig. 2

maciti i potrebni bi bili daljnji pokusi. Medutim, moze se
zakljuciti da amilazna aktivnost ostaje do kraja procesa visa
ili jednaka polaznoj vrijednosti u strukturnom materijalu.
Njezina funkcija je hidroliza skrobu srodnih polisaharida ili
oligosaharida u kompostnoj smijesi.

Esterazna aktivnost koja je odgovorna za hidroliticku raz-
gradnju razlicitih estera pa i lipida u samom pocetku bila je
aktivirana ve¢ u strukturnom drvenom materijalu, a tije-
kom kompostiranja nije se mnogo mijenjala. Ksilanazna
aktivnost, koja je mjera za aktivnost enzima koji hidrolizi-
raju hemicelulozu, pojavila se tek drugi dan. Vjerojatno je
bila inducirana od hemiceluloznih polimera ili njihovih
odgovarajucih oligomera koji su se mogli osloboditi nakon
parcialne razgradnje lignoceluloze iz strukturnog materi-
jala.

Na slici 3 prikazane su aktivnosti dvaju ligninolitickih enzi-
ma: lakaze i mangan peroksidaze te celuloliticke aktivnosti
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Slika 3 — Ligninoliticka (apsorbancija) i celuloliticka (g I"" gluko-
ze) aktivnost tijekom kompostiranja smjese otpadne
mikrobne biomase (OMB) i drvenih ostruZaka (OD)

Fig. 3 ~— Ligninase (absorbance) and cellulase (g I glucose)
activity during composting of the mixture of waste
microbial biomass (OMB) and wood chips (OD)

tijekom prvog pokusa kompostiranja. Celuloliticka aktiv-
nost bila je izmjerena ve¢ u samim izvornim materijalima.
To je bilo ocekivano kod biljnog strukturnog materijala, ali
je interesantno da je enzim celulaza ve¢ postojao i u ot-
padnom miceliju. Celuloliticku aktivnost mogli su inducira-
ti polisaharidi stani¢ne stijenke gljiva, ukoliko nije bilo i ne-
kih induktora prisutnih u samom fermentacijskom mediju.
Celuloliticka aktivnost tijekom kompostiranja povecava se
dulje vrijeme nego temperatura. Iznimka je aktivnost tre-
¢eg dana, kada se aktivnost izrazito smanjila i koja se ne
moze obrazloziti. Usporedivanjem rezultata pokusa dobi-
venih membranskom filtracijom i grubom filtracijom uzo-
raka, gdje su u filtratu jo$ prisutni mikroorganizmi, pokaza-
lo se da je celuloliticka aktivnost u ve¢em omjeru vezana
na stanice, a samo manji dio je ekstracelularan. Sto se tice
ligninaznih aktivnosti, lakazne aktivnosti prakti¢no nije bilo
u izvornim materijalima, ali vrlo brzo poslije pocetka kom-
postiranja pojavila se u relativno visokom omijeru i tijekom
procesa opadala je ili se povecala. Drugi je enzim ligninoli-
ticke grupe mangan peroksidaza koja je bila izmjerena vec
u strukturnom materijalu, ali tijekom kompostiranja vrijed-
nosti su malo oscilirale. Ipak je aktivnost postojala sve do
kraja. To je bilo i ocekivano jer u strukturnom materijalu
ima dovoljno lignina koji sluzi kao induktor sinteze tih en-
zima.

Zakljucak

Metoda kompostiranja primjerna je za uklanjanje otpadne
mikrobne biomase iz proizvodnje antibiotika fermentaci-
jom. Za poboljsanje strukture otpadnog micelija u suspen-
ziji potreban je dodatak mljevenog drveta kao strukturnog
materijala koji treba biti uzorne kvalitete. Mikroorganizmi
koji se spontano razvijaju na kompostnoj smjesi u povolj-
nim uvjetima sintetiziraju potrebne hidroliticke i oksidacij-
ske enzime za razgradnju organskih tvari.
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SUMMARY

Microbial Activities During Composting of Waste Microbial Biomass
from the Antibiotic Production

J. Glavica, J. Friedrich*, and A. Pavko

Composting means the decomposition of organic matter by a mixed microbial population in a warm,
moist and mostly aerobic environment. In the last decade, it has gained renewed attention as an alterna-
tive technique for treatment of solid organic wastes. Depending on the nature of organic material, the
microorganisms produce varios types of enzymes, which break down components with higher molecular
weight into the fragments that can be assimilated while the rest is converted into a stable product, com-
post.

In the presented research, a waste microbial biomass, remaining after fermentation and isolation of an in-
dustrial pharmaceutical product, was treated by composting. For this reason the wet waste biomass was
mixed with wood chips and the mixture was put into a 40 liter perforated plastic box. The process was
followed for five days. Temperature was measured in the middle of the composting mixture. Humidity
and pH of the withdrawn samples were determined, while various extracellular enzyme activities were
analysed after extraction of a sample in water followed by centrifugation. Amylases, esterases and pro-
teases were determined using a standard semiquantitative biochemical technique on solid agar plates,
while cellulases and ligninases were determined quantitatively in supernatant by using spectrophoto-
metrical methods.

In the first 10 hours of composting, temperature increased from initial room temperature to a maximum
of almost 60 °C, while in the next five days it slowly decreased (Fig 1). Humidity was in the range of 57 %
to 51 % while pH varied between 5.6 and 8.4. Already in the innitial mixture for composting different
enzyme activities were detected, some of them originating from the microbial biomass, others from the
wooden structural material. During composting the following enzymes were active: proteases, esterases,
cellulases, amylases, and two ligninases: laccase and manganese peroxidase (Figs. 2 and 3). In some ex-
periments some xylanase activity was present also while lipolytic activity and lignin peroxidase activity
could not be detected. The measured enzymes were extracellular, however, in the case of cellulases the
activity was mostly associated to the cell membrane.
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