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Abstract

Natural materials that are post-production waste from food industry can be used as solid supports of fungal biomass. The
wood rot fungi easily colonize the above-mentioned materials. They are the group of fungi that have a high potential for
degradation of various xenobiotics, including synthetic dyes. The aim of this study was to determine the influence of
immobilization of Coriolopsis gallica on the effectiveness of decolourisation of anthraquinone RBBR (remazol brilliant blue R).
Six different natural materials (hay, sawdust, seeds of cherry and , peach, walnut and peanut shells) were tested for possible
usage in the immobilization of biomass of C. gallica. The most intensive growth of the mycelium on a support was obtained
only in the case of peanut shells, sawdust and hay. These carriers were characterized by the strongest adsorption of RBBR
to the substrate (7-12% within 4 hours). Immobilization of strain on the solid support caused a significant increase in the
efficiency of decolourization process. Non-immobilized biomass, grown under conditions of shaking, removed only 5,8%.
Results reached after 96h of process when biomass was immobilized on sawdust > 56%, and in the case of hay> 80%.
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Streszczenie

Mozliwo$ci wykorzystania materiatéw naturalnych jako nosnikéw biomasy podczas procesu dekoloryzacji RBBR z udziatem
Coriolopsis gallica

Materialy naturalne bedace odpadami poprodukcyjnymi branzy spozywczej mozna wykorzysta¢ jako no$niki biomasy
grzybdw. Szczegolnie grzyby tzw. zgnilizny drewna tatwo kolonizujg wyzej wymienione materiaty. Jednocze$nie grzyby
zaliczane do tej grupy sg wykazujg wysoki potencjat degradacyjny rdznych ksenobiotykdw, m.in. barwnikdw syntetycznych.
Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu immobilizacji grzybni Coriolopsis gallica na efektywno$¢ dekoloryzacii
antrachinonowego barwnika RBBR (brylantowy bfekit remazolowy R). W badaniach przetestowano 6 materiatow
odpadowych (siano, trociny, pestki czere$ni, pestki brzoskwin, tupiny orzecha wioskiego i tupiny orzecha ziemnego) pod
katem mozliwosci wykorzystania ich w immobilizacji biomasy szczepu C. gallica. Intensywny wzrost grzybni na no$niku
uzyskano jedynie w przypadku tupin orzecha ziemnego, trocin i siana. No$niki te najmocniej sorbowaty dodany do podtoza
RBBR (7-12% w ciagu 4 h). Immobilizacja szczepu na tych nos$nikach spowodowata zdecydowany wzrost efektywnosci
procesu odbarwiania roztworéw. Biomasa nieimmobilizowana, hodowana w warunkach wstrzasania usuneta zaledwie 5,8%.
Wynik dekoloryzacji po 96h w przypadku grzybni immobilizowanej na trocinach osiagnat >56%, a w przypadku siana >80%.

Stowa kluczowe: dekoloryzacja, no$niki naturalne, grzyby.

1. Wstep

Grzyby sg jednymi z gtownych organizméw majacych zdolno$¢ rozktadu zwigzkow ligninowo-celulozowych w
srodowisku naturalnym [1-4]. Dla wielu z nich material ten stanowi gtéwne Zrédto biogenow i energii.
Jednoczes$nie jest to jeden z gtdéwnych produktow odpadowych przemystu rolno-spozywczego [5]. Materiaty te
mozna wykorzysta¢ w réznorodny sposob, takze podczas dekoloryzacji barwnikow syntetycznych.
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Zaleta zastosowania tego typu materiatow w dekoloryzacji barwnikow jest powszechna dostepnosé, tatwos¢ w
stosowaniu, a takze niski koszt pozyskania [6-8]. Udowodniono, iz naturalne materialy odpadowe sa dobrym
sorbentem barwnikéw z réznych klas. Badania adsorpcji barwnikow prowadzono na takich materiatach jak:
odpady przemystu rybnego [9], chitozan [10-11], tuski orzecha kokosowego [12], tuski ryzowe [13], torf [13-14],
pulpa po produkcji cukru trzcinowego [15], trociny [16-17], skorki pomaranczy [18] czy rdzenie bananowca [19-
20].

Namasivayam i wsp. [21] przebadat usuwanie kwasnego fioletu, kwasnego biekitu brylantowego (barwnikow
kwasowych), rodaminy B i bfgkitu metylenowego (barwnikow podstawowych) na rdzeniach z wiokna
kokosowego. Proces dekoloryzacji zachodzit dzigki wymianie jonowej (w przypadku kwasnego bigkitu
brylantowego i btgkitu metylenowego), jak roéwniez adsorpcji fizycznej czy chemicznej (rodamina B). Nie udato
si¢ jednak w peni usuna¢ barwnikéw. Maksymalnie usunigto 95% barwnikow (z wyjatkiem kwasnego blekitu
brylantowego — 76,6%) przy dawce adsorbenta 16 mg/ml. Ten sam zespdt w swoich badaniach wykorzystat
odpady w postaci skorek pomaranczy [18]. Czerwien Kongo byla usuwana w 76.6% w pH 5, rodamina B w
67%, a Procion Orange w 49% w pH 3. Sivaraj i wsp. [22] z wykorzystaniem tego samego materiatu
odpadowego uzyskali usuni¢cie 19,88 mg/g kwasnego fioletu 17 przy pH 6,3. Najlepsze wyniki uzyskano przy
czasie kontaktu sorbenta z barwnikiem wynoszgcym 80 min. dla odpowiednio 10, 20, 30 i 40 mg/l barwnika.
Maksymalnie usunieto 87% barwnika przy pH 2 i dawce absorbentu 600 mg/50ml i dawce barwnika 10 mg/I
[22]. Piccin i wsp. [23] jako sorbent wykorzystali odpady przemystu skorzanego w postaci skrawkow uzyskanych
w trakcie procesow wyprawiania skory. Odpady te sa czgsto klasyfikowane jako niebezpieczne, gtownie dzigki
obecnosci w nich chromu [24-25]. Wyniki badan uzyskanych przez zespo6t Piccin i wsp. [2012] potwierdzity
mozliwos¢ wykorzystania tego typu odpadow, jako aktywnego adsorbenta barwnikow ze Sciekow. Usunigto
nawet 413,9 mg/g Acid Red 357 i 156,6 mg/g Acid Black 210. Jednoczes$nie wzrost koncentracji barwnika
zwigkszat zdolno$¢ jego adsorpcji poprzez tworzenie wielu warstw barwnika na sorbencie [23].

Tego typu materialy odpadowe moga rowniez stanowi¢ nosnik biomasy podczas biologicznej dekoloryzacji.
Wiadomo, iz grzyby mogg efektywnie usuwaé barwniki ze Sciekow dzigki zdolnosci do ich adsorpcji i
biotransformacji [3; 26-31]. Badania nad dekoloryzacja barwnikow przez grzyby wskazujg, iz proces ten jest o
wiele efektywniejszy jesli grzybnia zostanie zimmobilizowana na jakim$ no$niku. Immobilizacja biomasy
pozwala na polepszenie warunkow wzrostu i zwigkszenie aktywno$ci mikroorganizméw, oraz zwigkszenie
powierzchni kontaktu biomasy z zanieczyszczeniem [3;32-34].

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie mozliwosci wykorzystania réznych naturalnych materiatow
odpadowych do immobilizacji grzybni zaliczanego do Basidiomycota szczepu Coriolopsis gallica (AWSP85)
oraz wptywu immobilizacji na efektywno$¢ procesu dekoloryzacji.

2. Materialy i metody

2.1. Materiat biologiczny

W badaniach wykorzystano szczep grzyba Coriolopsis gallica (AWSPS85) zaliczany do podstawczakow,
wyizolowany z owocnikéw zebranych na terenie Gornego Slaska przy wykorzystaniu metody zarodnikowej. Do
izolacji, jak rowniez przechowywania szczepu wykorzystano podloze MEA (Difco). Hodowlg grzybni
prowadzono w temp. 26°C, a wyhodowang grzybnig przechowywano w temp. 5°C.

2.2. Barwnik

W pracy przeprowadzono badania dekoloryzacji brylantowego biekitu remazolowego R (RBBR) produkowanego
przez firme¢ Acros Organics (ChemIndex C.I. 61200). Jest to barwnik antrachinonowy, zaliczany do anionowych
barwnikéw reaktywnych, charakteryzujacy sie masg molowsg 626,54 g/mol i Ape= 593 nm (UV-VIS Hitachi
1900).

2.3. Wykorzystane nos$niki biomasy

Jako nosniki biomasy wykorzystano naturalne materiaty odpadowe, takie jak: siano (S), mieszanina trocin drzew
lisciastych i iglastych pochodzaca z tartaku (T), tupiny orzecha wioskiego (LOW), tupiny orzecha ziemnego
(LOZ), pestki czeresni (PCZ), pestki brzoskwin (PB). Wszystkie materialy wysuszono do statej masy i
rozdrobniono na fragmenty o wielkos$ci okoto 0,5x0,5 cm.
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2.4. Okreslenie stopnia adsorpcji barwnika na nos$niku

W celu okreslenia stopnia adsorpcji barwnika RBBR na no$niku naturalnym (siano, trociny, tupiny orzecha
wiloskiego, tupiny orzecha ziemnego) rozdrobniony material no$ny (fragmenty materiatu 0,5x0,5 cm)
wprowadzono do szklanych fiolek o pojemnosci 50 ml. Materiaty wprowadzono tak, iz w kazdym pojemniku
znajdowata si¢ taka sama nawazka. Innym rodzajem odpadéw stosowanych w badaniach byly pestki czeresni i
pestki brzoskwin, ktore wprowadzono do pojemnikoéw w calosci. Do tak przygotowanej probki dodawano wodny
roztwor RBBR o stezeniu 0,1 g/l. Kazda probke przygotowano w 5 powtorzeniach. Rownolegle przygotowano
probki kontrolne zawierajace nosniki i wode (w takiej samej ilosci powtorzen) oraz probki kontrolne,
barwnikowe. Po 4 godzinach inkubacji na wytrzasarce (150 rpm), w temp. 26°C, probki przesgczono przez
saczki celulozowe (o gramaturze 84 g/m?) i mierzono absorbancje supernatantu przy diugosci fali 593nm.
Stopien adsorpcji barwnika wyznaczono z zaleznoS$ci:

A=(1- E) *100% (2.4.1)

gdzie:

A — adsorpcja barwnika na materiale [%],

P — stezenie RBBR w probie badawczej po 4h inkubacji, po odjeciu tta spowodowanego barwa uwolniong z
materiatu (kontrola na wodzie destylowanej);

K — stezenie RBBR w wodnym roztworze (kontrola barwnikowa).

2.5. Okreslenie potencjatu dekoloryzacyjnego szczepu C. gallica

W celu potwierdzenia, zdolno$ci dekoloryzacji barwnikéw przez badany szczep wykonano test plytkowy z
dwoma rodzajami podtoza hodowlanego: MEA (Difco) oraz MSB (MgSO,*7H20 - 0,5 g/l, CaCl,*2H,0- 0,1 g/,
glukoza — 10 g/l, winian amonowy- 0,2 g¢/l, tiamina — 10 mg/l, KH,PO, — 2 g¢/l, agar — 20 g/I; pH 5,6). Do
podiozy dodano RBBR tak, aby uzyska¢ stezenie barwnika 0,1 g/l. W centralnej czesci kazdej 6 cm plytki
Petriego umieszczono krazek grzybni o &=0,5 cm. Obserwacje wzrostu grzybni prowadzono codziennie i
notowano $rednicg kolonii oraz srednice strefy dekoloryzacji, widocznej w postaci przejasnien wokot kolonii. Na
podstawie proporcji $rednic kolonii i strefy dekoloryzacji wyznaczono wspotczynnik D (dekoloryzacji).

2.6. Dobor noénika biomasy

Test zasiedlania naturalnych materiatow odpadowych przez grzybni¢ szczepu AWSP85 prowadzono na podiozu
PG (glukoza 5 g/l; pepton 1 g/l, KH,PO, 1g/l, MgSQO, 0,5 g/l). Do zamykanych szklanych fiolek o objetosci 50
ml wprowadzono rozdrobnione na fragmenty wielkosci 0,5x0,5 c¢cm siano, trociny, tupiny orzecha wtoskiego,
lupiny orzecha ziemnego. Materialy wprowadzono tak, iz w kazdym pojemniku znajdowata si¢ taka sama
nawazka materialow. Pestki czere$ni i pestki brzoskwin uzyto bez rozdrabniania. Do fiolek z materialem no$Snym
wprowadzono po 25 ml podtoza. Nosniki wraz z podtozem poddano sterylizacji poprzez autoklawowanie
(121°C, 30 minut). Do tak przygotowanych préb wprowadzono po dwa krazki grzybni pobranej z hodowli na
MEA (Z=0,5cm). Dla kazdego nosnika przygotowano 5 powtdrzen. Proby inkubowano na wytrzgsarce (150
rom) w temp. 26°C przez 8/16 dni w zaleznosci od tempa wzrostu grzybni, ktore byto rozne dla kazdego ze
szczepow. Po okresie inkubacji proby przesaczono, suszono w temp. 55°C (do stalej masy) i z rdznic miedzy
suchg masg nos$nika i suchg masg nosnika z grzybnig obliczono przyrost biomasy. Rownolegle prowadzono
obserwacje wzrostu biomasy na nosniku. Do oceny intensywnos$ci wzrostu biomasy na powierzchni no$nikoéw
przyjeto nastepujgce kryteria: ++++ intensywny wzrost — pokrycie no$nika na powierzchni 75-100%; +++ $redni
wzrost — pokrycie no$nika w zakresie 50-75% powierzchni; ++ staby wzrost — pokrycie nosnika grzybnia w
zakresie 25-50%; + bardzo staby wzrost — pokrycie powierzchni nosnika grzybnig >25%, - wzrost tylko w
podtozu, -- brak wzrostu.

2.7. Okreslenie wptywu zastosowanego nosnika biomasy na efektywno$¢ dekoloryzacji RBBR

W celu okreslenia wptywu nosnika biomasy na efektywno$¢ dekoloryzacji bigkitu przygotowano proby z
grzybniag w postaci zawiesiny oraz z grzybnig immobilizowang na sianie, trocinach i tupinach orzecha ziemnego.
Materialy te zostaly wybrane na podstawie wcze$niejszych testow jako nosniki, na ktorych biomasa rosta
intensywnie. Nos$niki biomasy rozdrobniono na fragmenty o wielkoséci 0,5x0,5 cm i wprowadzono do kolb o
objetosci 100 ml zawierajacych 70 ml podtoza PG. Materiat wprowadzono w takiej nawazce, aby zajmowat on
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nie wigcej niz ¥ kolby, przy czym waga danego nosnika w kazdej kolbie byla identyczna. Rownolegle
przygotowano podloze bez noénika. Tak przygotowane materialy autoklawowano (121°C, 30 minut). Do tak
przygotowanych jatlowych prob wprowadzono 1 ml grzybni hodowanej uprzednio na podtozu PG (6 dni) i
zhomogenizowanej z wykorzystaniem BagMixer 400P (10 min.). Zaszczepione kolby inkubowano w wytrzasarce
(100 rpm; 26°C) przez 6 dob. Do namnozonej biomasy wprowadzono sterylizowany przez filtracje (filtry
strzykawkowe PVDF o porach 20 um firmy Whatman) barwnik RBBR uzyskujac stezenie wyjsciowe w probie
0,1 g/l. Zastosowane w doswiadczeniu modyfikacje to: podloze z zawieszong grzybnia i barwnikiem (B), podtoze
z grzybnig immobilizowang na sianie i barwnikiem (SB); podtoze z grzybniag immobilizowana na trocinach i
barwnikiem (TB); podtoze z grzybniag immobilizowana na tupinach i barwnikiem (LOZB). Réwnoczesnie dla
kazdego z powyzszych wariantoéw sporzadzono kontrole bez grzybni oraz kontrole bez barwnika. Wszystkie
proby, wilacznie z kontrolami barwnikowymi wykonano w 4 powtorzeniach. Po dodaniu barwnika kolby
inkubowano przez 96h pobierajac probki po 1, 3, 24, 48, 72 1 96 h w celu okreslenia zmian stgzenia barwnika w
probach. Rownocze$nie po zakonczeniu badan okreslono stezenie suchej masy w probach (55°C — suszenie do
statej masy).

Stopien dekoloryzacji okreslono z zalezno$ci:

U=_»1- :z) *100% (2.2)

gdzie:

U — usuniecie barwnika [%],

P — stezenie RBBR w probie badawczej po danym czasie.
K — stgzenie RBBR w kontroli barwnikowe;j.

3. Omoéwienie i dyskusja wynikow

3.1. Okreslenie stopnia adsorpcji barwnika na no$niku

Stopien adsorpcji RBBR na nosnikach biomasy przedstawiono na rys. 3.1.1.
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Rys. 3.1.1. Adsorpcja barwnika na materiale nosnikowym po 4 godzinach ekspozycji (S — siano, T — trociny,
LOW — tupiny orzecha wioskiego, LOZ — tupiny orzecha ziemnego, PB — peski brzoskwin, PCZ — pestki
czeresni).

W ciagu 4 godzin eksperymentu stwierdzono nieznaczny ubytek barwy w probach. Najwyzszy stopien adsorpcji
barwnika stwierdzono na sianie (11,7%), tupinach orzecha wioskiego (10,5%) oraz trocinach (7,2%). W
przypadku pozostatych nos$nikow adsorpcja barwnikow nie przekraczata 4 %. Niski stopien adsorpcji tego
barwnika przez materialy moze wynika¢ z jego wiasciwosci. RBBR podczas procesow barwienia tkanin jest
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wigzany przez ich widkna w 75-80%, co powoduje, iz znaczne jego ilosci trafiaja do $ciekdéw. Jednoczesnie
stwierdzono, iz nalezy do barwnikow stabo podatnych na degradacj¢. Jego czas potrozpadu w wodzie okresla si¢
nawet na 46 lat przy pH 7 i temperaturze 25°C. Ze wzgledu na takie wtasciwosci stat si¢ materialem wyjéciowym
do syntezy barwnikéw polimerowych, trwatych i silnie toksycznych. Ponadto RBBR nalezy do barwnikow
odpornych na utlenianie chemiczne, co ma $cisty zwiazek z jego antrachinonows strukturag [35-37].

3.2. Dobér noénika biomasy

Wiyniki testu zasiedlania nosnikow przez grzybni¢ przedstawiono w tabeli 3.2.1. Pomiary przyrostu biomasy w
ciggu 8 dni daly wyniki ujemne w przypadku wszystkich prob. Wszystkie zastosowane no$niki sg dla grzyboéw
zgnilizny drewna zrodlem wegla i energii. Stad tez przyrost biomasy jest wypadkowa wzrostu biomasy na
no$nikach i ubytku substratu. Poniewaz no$nik jest przerastany przez grzybni¢ niemozliwe jest, aby w pelni
oceni¢ stezenie suchej biomasy grzyba w probach. Jednoczesnie obserwowano intensywny wzrost grzybni na
sianie, trocinach, troch¢ stabszy na tupinach orzecha ziemnego i niewielki na tupinach orzecha wloskiego. Pestki,
zarowno czeresni, jak i brzoskwin, wlasciwie nie nadaja si¢ jako nosnik biomasy. W przypadku pestek czeresni
wzrost byl obserwowany w podlozu, a nie na nosniku. W przypadku brzoskwin wzrostu w ogoéle nie
obserwowano. Mozna to wigza¢ z faktem, ze pestki czeres$ni, a szczegdlnie brzoskwin zawieraja duze ilosci
amigdaliny, ktorej produktem rozpadu jest silna trucizna - cyjanowodor, cyjanki za§ w obecno$ci siarki (ktora
byta obecna w podlozu hodowlanym) moga tworzy¢ réwniez toksyczne rodanki [38]. Cyjanki moga rowniez
usung¢ wszystkie atomy miedzi z lakazy powodujac zatrzymanie jej aktywnosci enzymatyczne;j.

Tabela. 3.2.1. Intensywnos$¢ wzrostu grzybni na no$niku

Nosnik S T LOW LOZ PB PCz
Przyrost biomasy w ciagu 8 dni [g/1] (z -0,032 -0,008 -0,088 -0,022 0+0 -0,092
odchyleniem standardowym) +0,0024 | £0,0003 | £0,0015 | £0,0010 +0,0031
Intensywno$¢ wzrostu biomasy na nosniku | ++++ ++++ ++ +++ -- -

- obserwacje

++++ intensywny wzrost; +++ Sredni wzrost; ++ slaby wzrost; + bardzo staby wzrost, - wzrost tylko w podtozu,
-- brak wzrostu.

3.3. Okreslenie potencjatu dekoloryzacyjnego szczepu AWSP85

Wyniki obserwacji dekoloryzacji podtozy statych z udziatlem szczepu C. gallica przedstawiono w tabeli 3.3.1. W
przypadku obu podtozy po 1 dobie inkubacji dekoloryzacja ograniczata si¢ jedynie do podtoza pod grzybnia. Na
podlozu MEA, bogatym w sktadniki odzywcze, pierwsze strefy przejasnienia byty wyraznie widoczne juz po
dwodch dobach. Najwyzszy wspotczynnik dekoloryzacji zaobserwowano jednak dopiero po 3 dniach (D=1,62).
Plytki zostaly catkowicie odbarwione, a jednoczesnie przerosnicte grzybnig po 6 dobach. Na podiozu MSB
wzrost grzybni byt wolniejszy, co wynika z ubozszego sktadu, zwigzanego gltéwnie z mniejszg iloécia azotu i
wegla. W 4 dobie wspodtczynnik dekoloryzacji osiggnal wartosé¢ 1,72. W pozostatych dniach grzybnia
intensywnie rosta, nie obserwowano jednak zwigkszania si¢ stref odbarwienia. Obecno$¢ przejasnien na podtozu
potwierdza, iz badany szczep ma zdolno$¢ rozktadu antrachinowego RBBR.

Tabela. 3.3.1. Wspotczynnik dekoloryzacji RBBR (D) na r6znych podtozach

Doby 1 2 3 4 5 6 7
inkubacji

D (MEA) | 1,040 1,56+0,02 | 1,62+0,03 | 1,34+0,01 | 1,12+0,01 | NB NB
D (MSB) 1,0+0 1,36+£0,03 | 1,55+0,02 | 1,72+0,01 | 1,23+0,01 | 1,07+0,01 | 1,0+0

NB — nie wyznaczono z powodu przero$nigcia ptytki przez grzybnie

Podobne, jak wykonane w tej pracy, testy sa czesto spotykane w literaturze przy okres§laniu zdolno$ci
dekoloryzacji barwnikéw z udzialem réznych mikroorganizméw. W przypadku badanego przez Eichlerova i
wsp. [39] szczepu zaliczanego do rodzaju Pleurotus petna dekoloryzacja dodanego do podtoza oranz G oraz
RBBR zachodzita dopiero po 12-28 dniach inkubacji ptytek. Powyzsze badania potwierdzajg, iz efektywnosé
dekoloryzacji jest zalezna od sktadu podioza. Do podobnych wnioskéw doszedt zespét Novotny i wsp. [40].
Pewne z barwnikéw wykorzystanych w ich badaniach byly lepiej usuwane, gdy grzybnia rosta na podtozach
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bogatych w azot, inne na podtozach ubozszych w ten sktadnik. Autorzy podkreslili, iz najwigksze roznice
obserwowano wiasnie w przypadku barwnikéw antrachinonowych, do ktorych zaliczany jest RBBR [40].

3.4. Okre$lenie wplywu zastosowanego nos$nika biomasy na efektywno$¢ dekoloryzacji RBBR

Coriolopsis gallica nalezy do grzybow, ktéorym poswigcono do tej pory niewiele uwagi [41-43]. Gatunek ten
nalezy do grzybow zgnilizny drewna i produkuje znaczne ilosci lakazy oraz peroksydaze Mn-zalezna [43]. Sa to
jedne z gléwnych enzymow, bioragcych udzial w dekompozycji ztozonych substratéw, w tym barwnikow
syntetycznych [3; 26-31].

Na rys. 3.4.1 przedstawiono efektywnos$¢ dekoloryzacji RBBR. W przypadku grzybni zawieszonej w ubytek
barwy byl nieznaczny. Po 1 h eksperymentu barwa byta zblizona do kontroli, po 24 h zabarwienie zostalo
zredukowane zaledwie w 2,5%, a po 96 h eksperymentu usunigcie barwy wyniosto 5,75%. Immobilizacja grzybni
na nos$niku pozwolita na usunigcie barwy z podtoza nawet w 40% (grzybnia immobilizowana na sianie) juz po 3
h eksperymentu. Po 24 h dekoloryzacja byta na poziomie 45,9%, 65,14% i 49,6% odpowiednio w probach z
grzybnia immobilizowang na trocinach, sianie i tupinach orzecha wloskiego. Po 96 h eksperymentu z prob
usunieto odpowiednio 56,8%, 80,7% i 69,7% RBBR.

Rownolegle przeprowadzono badania sorpcji RBBR na uzytych do immobilizacji nosnikach. Wyniki sorpcji
RBBR po 96 h przedstawiono w tabeli 3.4.1. Najwyzszy stopien sorpcji obserwowano dla trocin (58,8%), a
najnizszy dla siana (33,3%). Wyniki wskazuja zatem, iz proces dekoloryzacji jest wypadkowa sorpcji i
biotransformacji. Wtasciwosci sorpcyjne uzytych nosnikéw nie decyduja o ostatecznym wyniku dekoloryzacji
przez immobilizowana na nich biomas¢. Pomimo najnizszej sorpcji RBBR na samym sianie (33,3%) w probach z
grzybnia immobilizowana usunigcie bylo najwyzsze (80,7%). Sorpcja na poziomie 55,8% w przypadku trocin nie
przetozyta si¢ na wysoki poziom dekoloryzacji z probach z immobilizowang biomasa (56,8%).

Badania przedstawione w niniejszej pracy potwierdzaja wyniki uzyskane przez Kenkebashvili i wsp. [43].
Stwierdzili oni, iz obecno$¢ otrgbow pszennych w podlozu stymuluje produkcje enzymow ligninolitycznych, a
szczegblnie wyraznie jest to widoczne w przypadku obecnosci w podlozu RBBR. Obecno$¢ substratu
ligninocelulozowego stymuluje zwlaszcza aktywnos$¢ peroksydazy Mn-zaleznej. Usunigcie barwy spowodowanej
RBBR si¢gato nawet 90% w ciagu 24 h, przy czym do podtoza dodano 0,2% barwnika [43]. Podobne badania z
uzyciem C. gallica przeprowadzit zesp6t Daissi i wsp. [41]. Udowodniono, iz immobilizowana na alginianie
grzybnia C. gallica moze usuna¢ nawet 88,7% barwnika Lanaset Grey G (LG) po 72 h, kiedy jego koncentracja
w podlozu wynosi 0,15 g/l. Unieruchomienie grzybni pozwolito po 3 cyklach pracy uzyska¢ w dalszym ciggu
75% redukcje barwy [41].

Daissi 1 wsp. [42] wykorzystali w swoich badaniach rowniez lakaze pozyskang z tego gatunku grzyba,
unieruchomiong w alginianie wapnia, do dekoloryzacji RBBR oraz barwnikéw azowych Reactive Black 5 (RBY),
Bismark Brown R (BBR) i Lanaset Grey G (LG). Wyraznie wyzsze wyniki dekoloryzacji uzyskano w przypadku
enzymu immobilizowanego, anizeli w przypadku enzymu wolnego. Dekoloryzacja RBBR zachodzita najbardziej
intensywnie, natomiast pozostate barwniki byly usuwane w znacznie mniejszym stopniu, szczeg6lnie dotyczyto
to metalicznego LG. Aby proces zachodzil intensywnie konieczne bylo dostarczenie mediatora w postaci
1-hydroxybenzotiazolu. Uzyskano ponad 80% usunigcie RB5 i BBR po 24h, natomiast podobny wynik uzyskano
w przypadku RBBR juz po 2h kontaktu [42]. Yagiie i wsp. [44] wykorzystali C. gallica do dekoloryzacji $ciekow
browarnianych bogatych w zwigzki taninowe, nadajace im intensywng barwe. Udato si¢ uzyska¢ usunigcie 50%
barwy w ciagu 12 dni, a mechanizm usuni¢cia barwy zwigzany byt najprawdopodobniej z biodegradacja, nie
obserwowano bowiem adsorpcji barwnikow na powierzchni grzybni.
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Rys. 3.4.1. Efektywnos¢ dekoloryzacji RBBR w zaleznosci od no$nika biomasy i w probie z biomasa zawieszong
(B — biomasa zawieszona; TB — biomasa immobilizowana na trocinach; SB — biomasa immobilizowana na sianie;
LOZB — biomasa immobilizowana na tupinach orzecha ziemnego).

Tabela. 3.4.1. Sorpcja barwnika na no$nikach uzytych do immobilizacji biomasy po 96h.

Materiat trociny siano Lupiny orzecha ziemnego
Sorpcja [%] po 96h 55,80+2,12 33,25+1,56 48,44+4,09

W trakcie badan zaobesrowano, iz stezenie biomasy zawieszonej w podtozu byto 10 krotnie nizsze anizeli na
lupinach orzecha ziemnego. W przypadku pozostatych dwoch préb ilos¢ biomasy byta nizsza, jednak nalezy
pamigtac, ze jest to wypadkowa przyrostu biomasy i rozktadu nosnika, ktory dla tej grupy grzybdéw mogt by¢
latwiej przyswajalnym zrédlem wegla i energii anizeli tupiny orzecha.

Przedstawione powyzej wyniki (rys. 3.2) potwierdzaja, iz immobilizowany szczep AWSPS85 jest zdolny do
efektywnego usuwania barwy. Podobng efektywno$¢ uzyskali w swoich badaniach rowniez inni autorzy.
Dekoloryzacja RBBR byta rowniez badana przez Siri i wsp. [45]. Trametes versicolor usuwal RBBR w ponad
50% w zaledwie 3 h i w ponad 85% po 6 godzinach inkubacji. Immobilizowane na odpadach szczepy
wykorzystal w swoich badaniach zesp6t Tychanowicz i wsp. [46]. Pleurotus pulmonaris immobilizowany na
kolbach kukurydzy catkowicie zdekoloryzowal w zaledwie 6 dni azowg czerwien Kongo, biekit trypanowy,
fiolet etylowy, i brylantowy, zieleh metylowa i RBBR.
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4. \Whnioski

Przeprowadzone badania wskazuja, iz odpady naturalne takie jak siano, trociny, czy tupiny orzecha ziemnego sa
dobrym no$nikiem biomasy grzybow. W przypadku pestek owocow stwierdzono brak kolonizacji powierzchni
nosnika przez grzybni¢, co moze by¢ wynikiem uwalniania amigdaliny. Immobilizacja testowanego szczepu
Coriolopsis gallica AWSP85 na wybranych nosnikach wptyneta pozytywnie na efektywnos$é¢ dekoloryzacji
antrachinonowego RBBR. Najlepsze efekty uzyskano w przypadku szczepu immobilizowanego na sianie (po 96
h >80%) pomimo najnizszej wartosci sorpcji dla samego no$nika (33,2%). Proces dekoloryzacji w tym
przypadku jest zatem wypadkowa sorpcji i biodegradacji. Ocena stopnia adsorpcji na no$niku i zdolnos¢ jego
kolonizacji nie jest wystarczajacym wskaznikiem jego wykorzystania do efektywnej dekoloryzacji.
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